Téma: Onemocnéni hospodarskych zvirat

Vyskyt nebakterialnich piivodci mastitid
v bazénovych vzorcich mléka v Ceské republice

Celosvetove stoupa podil nebakterialnich ptivodct mastitid na incidenci zanétlivych procesd v mlééné zlaze.
Mastitidy jsou vieobecné povazovany za onemocnéni s vyznamnym ekonomickym dopadem na hospodareni
farem. Tato studie je zamérena na determinaci nebakteridlnich izolata a jejich diferenciaci na zastupce
kvasinek, plisni a fas. Spolecnym znakem téchto nebakteridlnich mastitidnich infekci je, Ze nejsou lécitelné
dostupnymi veterinarnimi lécivy. Mléko takovych dojnic obsahuje zpravidla vysoké mnozstvi somatickych
bunek, které vyznamné snizuje kvalitu mléka a mize mit negativni vliv na zpenézeni.

Kromé toho jsou mykoticti puvodci
schopni produkovat vysoké koncen-
trace proteolytickych a lipolytickych
enzymu, které nejsou odbouratelné
pasteraci a které pak mohou mit vy-
znamny negativni vliv na organolep-
tické vlastnosti finalnich vyrobku. Na
technologické vlastnosti mléka pak
také pusobi i soucasné snizend pro-
dukce kaseinu v mléce, ktera ovliviu-
je negativné obsah vapniku.
Mykotické mastitidy, zpUsobené plis-
némi, kvasinkami nebo rasou, vznikaji
pri urcitém soubéhu faktort, z nichz
podstatnou roli sehrava imunosupre-
se organismu dojnice nebo napfi-
klad dlouhodobé zatéz mykotoxiny
v krmné davce. Mohou také vznikat
jako nasledek protrahované lécby

antibiotiky. Je prokazéno, ze protra-
hovana lécba antibiotiky off label
vytvari podminky pro vznik mykotic-
kych mastitid. Nehygienicka priprava
mlécné zlazy na dojeni, nedostatecna
kvalita ustajeni a absence dezinfek-
¢nich opatreni sehravaji v Sifeni svoji
roli. Vsechny mastitidni patogeny
vcetné nebakteridlnich puavodcli se
dostdvaji do mlécné zlazy cestou stru-
kového kanalku. Zdrojem jsou vsech-
ny kontaktni plochy, které prichazeji
do styku se strukem, de facto struko-
vym kanalkem - ruce obsluhy dojirny,
ale i zbytky mléka ve strukovych na-
vleckach po podojeni pozitivni dojni-
ce (pokud neni zabezpecend kvalitni
mezidezinfekce). Mykoticti phvodci
se mohou také prenaset pfi terapii

klasickych bakteridlnich mastitid, a to
kontaminovanymi aplikatory |éciv,
nehygienickou aplikaci a kanylami.
Jakékoli poranéni vyusténi struko-
vého kanalku iniciuje mozny pfenos
i napriklad kvasinek. Ve svétoveé lite-
rature se uvadi, ze témér 10 % viech
klinickych pfipadd mastitid je zpuso-
beno kvasinkami. Identifikace mik-
roorganismu, ktery zpUsobil zanétli-
vou reakci, musi byt prvotni volbou
pro racionalni feseni onemocnéni.
Zékladem by mélo byt rozlideni na
bakterialni a nebakterialni patogeny,
které se od sebe vyznamné lisi v te-
rapii onemocnéni. Zatimco mastitidy
zplisobené bakterialnimi plvodci Ize
vylécit podle vytvoreného antibiogra-
mu, nebakterialni pavodci na Iécbu
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antibiotiky nereaguji, v nékterych pfi-
padech jejich aplikace mize dokonce
zdravotni stav jesté zhorsit.

Mezi vyznamné zastupce plisni se fadi
Aspergillus fumigatus, dale rody Mu-
cor a Fusarium. Plisné stejné jako kva-
sinky jsou schopné rist na siroké skale
organickych materialt véetné mleka.
Jsou schopny produkovat vyznamné
mnozstvi mykotoxind, které mohou
byt nebezpecim nejenom pro lidskou
populaci, ale i pro zkrmovani zviraty.
Je prokéazano, ze mykotoxiny mohou
prechazet i do mléka. Neni bez za-
jimavosti, Ze jejich ucinky se nescitaji
ale nasobi, vyznamné ovliviuji dule-
7ité organy v téle (jatra, ledviny), mo-
hou zptisobovat aborty, plsobi na re-
produkéni organy a ovliviuji imunitni
reakce organismu. Mezi nejznaméjsi
mykotoxiny patii zearalenon, deoxy-
valenol, fuminosin a T-2 toxin. Bylo
prokazano, ze vzduch je vyznamnym
zdrojem plisni. Pokud by se v chovu
vyskytla mastitida zptsobena plisni,
je nutné dojnici ihned vyradit.
Devadesat dva procent izolatd nebak-
terialnich puvodcd vykazuje lipoly-
tickou aktivitu, zatimco pouze 14 %
proteolytickou, plsobeni pasteracnich
teplot ma vliv pouze na jejich ter-
mostabilitu. Vétsina z nich vykazuje
schopnost tvorby biofilmt, které se
pak mohou stat zdrojem kontamina-
ce a i mozné infekce. Mezi nejcastéjsi
plvodce kvasinkové infekce se fadi
napriklad Candida parapsilosis, Candi-
da tropicalis, Candida guilliermondii,
Candida albicans, Candida famata,
Candida lusitaniae a Candida krusei.
Vsechny kvasinky vykazuji rezistenci na
aplikovana antibiotika, ktera se bézné
pouzivaji pro lécbu bakterialnich infek-
ci. Zdrojem je environmentalni prostre-
di, krmivo, stelivo, voda i vykaly stejné

jako zbytky mléka od pozitivnich dojnic
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Téma: Onemocnéni hospodarskych zvifat

ve strukovych navleckéch. Kvasinky me-
tabolizuji mlécny cukr, laktozu. V dobé
zaprahlosti kvasinky, které v mlécné
zlaze zpUsobily onemocnéni, neprezi-
ji ztratu zdroje vyzivy, a tak jiz v dalsi
laktaci nefiguruji. Dojnice s prokazatel-
nymi kvasinkovymi zanéty pri zapraho-
vani by se nemély o3etrovat antibiotiky.
Eradikace patogennich bezbarvych
fas, mezi néz se radi zejména Proto-
theca bovis (dfive P. zopfii genotype
2) a Prototheca blaschkeae, je z po-
hledu chovatelského a veterinarniho
nejslozitéjsi a dlouhodoba. Stejné
jako patogenni zastupci plisni a kva-
sinek jsou i Fasy velmi rezistentni
k plisobeni antibiotik ¢i antifungal-
nich latek. Prototéky patfi do skupi-
ny zoon6z, onemocnéni prenosnych
na lidi. Produkuji termostabilni lipo-
lytické a proteolytické enzymy, coz
muze mit viiv na kvalitu finalnich
vyrobk a organoleptické vlastnos-
ti mléka. Rasy disponuji schopnosti
tvofit biofilmy, které se pak mohou
stat zdrojem infekce pro dalsi dojni-
ce. Pouhé pozitivita dojnice na dia-
gnostikovanou fasu jesté neznamena
vyskyt mastitidniho onemocnéni, zde
zalezi na konkrétnim poctu etiologic-
kych agens, které jsou teprve schopny
zpUsobit piipadné onemocnéni. Za-
kladnim rezervoarem je mléko dojnic
s prototékovymi mastitidami (Osumi
et al. 2008). Pieper et al. (2012) se
intenzivné vénovali vyzkumu neZa-
doucich faktord, které sehravaji roli
v incidenci zachytu prototék. Zejmé-
na u diagnostiky bazénového vzorku
mléka se mtze jednat pouze o konta-
minaci, zasadni posouzeni Ize provést
az po detailni kvantifikaci a diagnos-
tice konkrétniho pozitivniho zvifete.
Z toho se také odviji mozny vliv na
hladinu somatickych bunék v syrovém
mléce. Rasy jsou schopné se zapouzd-
fit v epitelu mlécné Zlazy, kde vytva-
feji granulomatozni tkan, a mohou se
nepravidelné vyplavovat do mlécné
cisterny. Jedna se o tak zvané inter-
mitentni vylu¢ovani. Nicméné dojnice
jednou diagnostikovand jako pozitiv-
ni na zékladé individualniho odbéru
zustava pozitivni az do doby, kdy je
vyfazena z chovu. Roesler etal. (2004)
uvazuje o prototékovych mastitidach
jako o zavazném terapeutickém pro-
blému. Z hlediska prototékové mas-
titidy je zejména dulezitd prevence,
protoze, efektivni systém vyléceni
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neexistuje a $ance na samozhojeni je
minimalni (Libisch et al. 2022).

Cile projektu nam umoznily jedine¢-
nou prilezitost zmapovat nebakterial-
ni ptivodce mastitid plosné v Ceské re-
publice a vytvorit tak bezprecedentni
néahled na zastoupeni nebakterialnich
plvodci mastitid. Bazénové vzorky
mléka byly odebrany v celkovém po-
¢tu 1051 v 21 mlékdrnach. Byli dia-
gnostikovani typicti zastupci kvasinek,
plisni a fas a byla provedena jejich
kvantifikace. Pouze 38 (3,6 %) bazéno-
vych vzorkd bylo shledano bez nalezu
nebakteridlnich patogend. Kvasinky
byly izolovany v 96 % a zéstupci rodu
Prototheca v 4,37 % vzorkd. Od roku
2020 byly kontrolovany i plisné a bylo
Zjisténo 6,66 % zachytl z 961 bazénd.

Material a metody

V letech 2019 az 2022 bylo celkem ode-
brano z 21 mlékaren v Ceské republice
1051 bazénovych vzorkd mléka, vzdy
v obdobi od konce dubna do cervna.
Vzorky mléka byly svazeny do Centralni

FC). K diagnostice nebakterialnich pa-
togenu byly vzorky zaslany v chladicim
retézci kuryrni sluzbou. Zde bylo vyset-
reni zaméreno na diagnostiku kvasinek,
plisni a fas a jejich kvantifikaci. Izolaty
kmenu byly archivovany a predavany
spolupracujicim veterindrnim Ustavim
k dalsimu sledovani. Kultivacni vysetre-
ni mléka bylo provadéno v laboratorich
SVU Jihlava a kvantifikace nalezi se
fidila normou CSN 1O 21527-2: Mik-
robiologie potravin a krmiv. K druhové
identifikaci izolat(i byla pouzita metoda
hmotnostni spektrofotometrie MALDI-
-TOF. Se suspektnimi izolaty prototék
pak pracoval VUVel v Brné pomoci
dvou na sebe navazujicich multiplexnich
real-time PCR systémd.

Vysledky a diskuse

Byli zmapovani dodavatelé jak nejvét-
Sich tak strednich i malych miékaren
v riznych lokalitach, nadmorskych vys-
kéch a faremnich podminkach. Baze-
nové vzorky reprezentuji siroké rozpéti
dodévaného mléka a to od 30 000 litrd

Vs$echny mastitidni patogeny véetné nebakterialnich ptiwodctt se
dostavaji do mlééné zlazy cestou strukového kanalku

laboratore Madeta Ceské Budéjovice.
Zde bylo ze vzorkovnic sterilné odebra-
no 6-10 mililitrG mléka pro spolupracu-
jici pracovisté na projektu - Statni vete-
rinarni Ustav Jihlava a Vyzkumny Ustav
veterinarniho lékafstvi Brno (VUVel).
Vzorky byly pfevazné odebirany auto-
samplery (automatickeé vzorkovaci zafi-
zeni svoznych cisteren), malé mnozstvi
ruéné. U vdech vzorku byl respektovan
pozadavek naprosté anonymity, jed-
notlivé farmy byly evidovany pouze pod
poradovymi €isly. V centralni laboratofi
Madety bylo analyzovano latkové sloze-
ni mléka, somatické bunky (Combifoss)
a mikrobiologickd kvalita (Bactoscan

az po minimalni dodavky (200-300 lit-
rd). Vzhledem k tomu, Ze pouze mlékar-
ny byly znamé a dodavatelé anonymni,
nelze udélat srovnani jednotlivych para-
metru i podle objemu dodavaného mlé-
ka. Byly zpracovavany bazénové vzorky
mléka jak konvencnich, tak ekologic-
kych farem. Prakticky viem nakupnim
oddélenim mlékaren byly dodany do-
tazniky pro prvovyrobce mapuiici tech-
nické a technologické podminky vyroby
mléka, ale ne viechny se vrétily. Teprve
nasledné bude provedena jejich kom-
pletace a vyhodnocen.

Statistické vyhodnoceni hodnot ziska-
nych z bazénovych vzorki mléka bylo

provedeno ve VUVel Brno-: Latkové
slozeni mléka bylo uvazovano pouze
jako doplaujici udaj charakteristiky
wozného mista stejné jako celkovy
pocet mikroorganismu- Rezim odbé-
ra tak, aby se zabezpecilo urcité po-
sadované mnozstvi mléka na urcité
datum, byl z hlediska logistiky velice
naroény pro nakupni oddéleni mléka-
ren. Prevazna vétsina byla odebirana
autosamplery z jednoho i dvou dng,
malé zastoupeni mél i rucni odbeér.
7skladni  hodnoceni  bazénovjch
vzorki nékdy pusobilo velice roz-
kolisané. Pramérny obsah tuku dinil
3,93 + 0,46 %, pramérny obsah bil-
koviny 3,36 + 0,17 % a obsah laktozy
4,91+0,11 %. Pramér somatickych bu-
nek ¢inil (236 = 139) x 10%/ml a celkovy
pocet mikroorganismu byl (129 = 203)
« 10%/ml. Na hodnotach celkového po-
&u mikroorganismu se vyznamné po-
dilel rezim odbéru vzorku a jeho kom-
pletace, absolutné viak rezim odbéru
neovlivnil diagnostiku pvodcu.

Az na vyjimku obsahoval kazdy vzo-
rek s nalezem plisné jediny druh
plisné. Mezi nejcastéjsi nalezy patri-
ly Phoma herbarum, Aspergillus fu-
migatus, Aspergillus niger, Penicill-
um communelitalicum a Penicillium
chrysogenum. Bylo celkem identifi-
kovéno 64 druhl plisni z celkoveho
podtu bazént 961 (vysetreni plisni
se provadélo az od zacatku druheho
roku projektu), co predstavuje zd-
chyt 6,66 %. Byla diagnostikovana
celd Fada izolatt od nejnizsi denzity
4 x 10'/ml (Penicillium commune) a2
po 7,5 x 10¥ml (Phoma herbatum).
Jen 38 bazénowych vzorku z 1051 bylo
shledano bez nalezu kvasinek, co 00"
povida 3,6 %. Teprve okolnosti vyply-
vajici z dotaznikt dokresli konkrétni
situace v chovech a budou statisticky
vyhodnoceny. Cetnosti identifikové-
nych kvasinek v jednom bazénovem
vzorku se vyznamné lisily, @ t0
identifikace pouze jednoho zastup”
ce (u 268 bazént), dvou 2éstupcd
(357 bazénu), &ty zastupcd (113 ba-
zénd), az po deset zastupct v jedno™
bazénu. Lze tedy zkonstatovat, ¢
m&F 96 % vzorku obsahovalo Néjak?’
kvasinku na rozdil od zjisténi Spana"™
berg et al. (2009), ktefi izolovali K
sinky pouze v 59 % vzorkd. Nenl
zajimavosti, ze Kruskal-WallistV ¢
potvrzeny metodou PERMANOVA P
kazal statisticky vyznamné rozdiy
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by musela jedté potvrdit kvantifikace
a ne pouha pfitomnost nebakterig|-
nich puvodcl. Primérny pocet kyasi.
nek v jednom bazénovém vzorku byl
2,28/ml. Mezi jakostnimi znaky a po-
&ty nalezt ruznych druhi kvasinek ve
vzorku neexistuje ani nizka korelace.
Nejvy3si cetnost nalezu maji kvasinky
Kluyveromyces marxianus (dfive ozna-
covana jako Candida kefyr), Pichia cac-
tophila (Candida inconspicua), Pichia
kudriavzevii (dfive C. krusei), Candida
parapsilosis a Yarrowia lipolytica, Pres-
to, Ze neexistuje zadny standard pro
obsah kvasinek v bazénovém vzorky
syrového mléka, jejich nalezy mohou
negativné ovlivnit skladbu ostatni
mikroflory (Spanamberg et al. 2009).
Vyznamnym  zdrojem patogennich
kvasinek jsou dojnice s pozitivnimi
nalezy mykotickych kvasinkovych mas-
titid, ale i biofilmy v technologickém
zafizeni  dojiren. Neopominutelnym
zdrojem jsou viechna pryzova tésnéni
a spoje, které se nevyménuji tak, jak
by si opotrebovanost komponentd
vyzadovala. Kvantifikace vykazovala
celou skélu hodnot od <5 x 10"/ml, po
3,4 x 10¥ml (Candida lusitaniae), az
po >3 x 10%ml (Candida kefyr). Vyskyt
kvasinek v bazénovém vzorku mléka
|lze ¢asto povazovat za kontaminaci
z prostiedi, presto pritomnost téchto
kvasinek mGize mit znacné negativni
vliv na kvalitu mléka.
Co se tykd vyskytu fas, celkem bylo
diagnostikovano 46 nalezli prototék,
(07 predstavuje zachyt 4,37 % z ode-
branych bazénd, z nichz dominantnim
mastitidnim patogenem je Prototheca
bovis (37 vzorkd). Z veterinarni praxe
Wplyva, ze prototékové mastitidy po-
stihuji jak vysoké koncentrace dojnic,
tak stfedni a nevyhybaji se ani drobnym
chovateltim. Jsou vazany zejména na
vihké prostredi s absenci dezinfek&nish
opatieni, hygienickych zasad pfi pri-
pravé dojnice na dojeni a nezavedenou
Géinnou mezidezinfekci dojicich jean:
tek v prabéhu dojeni, ktera vyznamne
omezuje Sifeni tohoto patogenu c
pozitivnich dojnic na zdravé.
Jejich kvantifikaci byly Zjistény 1oz
; ; ly az hodnoty
denzity, které dosahovaly az 4
6,9 x 10¥ml (Prototheca bovis) a tep
Ve statistickeé posouzeni t&c

lastmi miékaren, ale

dilné

hto hodnot
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ka, pomfm Somatickych bunek a celko-
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Zavér
rC\ZIvb;ir: \?Zylok?”a'V?ovéno 1051 bazé-
s Cesifo:l mlekavz 21 mlékaren
katni studie pﬁ;‘;PUb"lfOU» Tan v
bt sla dikaz o ¢etnos-
t VYS!(Y'(U nebakteridlnich puvodcg
mastitid, ktefi jsou asto podcefiovani.
StU‘d'e Prokazala vysoké zachyty ze-
ngna kvasinek v bazénovych vzorcich
a téz prokazala, 7e fasa Prototheca se
vyskytuje asi v 5 % farem v CR. Podchy-
ceni téchto potencialnich patogent
a jejich prokazana rezistence na anti-
biotika navazuje na rozhodnuti Evrop-
ské lékove agentury (EMA) s platnosti
od roku 2022-2023, kters striktné do-
porucuje omezeni pouzivani antibiotik.
A pokud by méla byt antibiotika pouzi-
ta, tak jen na zékladé prokazatelného
bakteriologického vysetieni. To ¢asto
chybi, nékdy se vychazi jen z faremni
kultivace, ktera neni ani ¢asto valido-
vana. A proto prvotni volbou léceni
zanétu mlécné zlazy by méla byt pres-
na diagnostika ptvodce. V nasem pfi-
padé zjisténi nebakteridlnich pivodcl
a znalosti jejich charakteristiky by mélo
jednoznacné usetrit aplikovand anti-
biotika, ktera v tomto pripadé neprine-
sou pozadovany |écebny Ucinek a jejich
aplikace je dokonce kontraproduktivni.
Predpokladame, Ze detailnéjsi zpraco-
vani dotazn ik( prinese blizsi objasné-
ni zjisténych nalezu a respektovani do-
poruceni na farméch, které povedou
ke stabilizaci mastitidni situace v CR.

Préce vznikla v ramci feseni projektu
NAZV QK 1910092.
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