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Nonbacterial causative agents of mastitis
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Abstrakt

V bazénovych vzorcich mléka (celkem 253) ze Sesti
mlékaren byla kultivacné zjiStovana pritomnost kvasinek,
fas rodu Prototheca a plisni. Soucasné bylo provedeno
i stanoveni poctu kvasinek a fas v 1 ml mléka. K identi-
fikaci izolat byla pouZita metoda MALDI TOF. Celkem
bylo identifikovano 48 druhi kvasinek v 246 pozitivnich
vzorcich mléka, tzn. 97,2 %. Rasy rodu Prototheca se
podafilo identifikovat v 13 vzorcich, tzn. 5,1 %.
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Abstract

The presence of yeasts, algae of genus Prototheca
and moulds in bulk tank milk samples were examined
from six dairies (in total 253 samples). The estimation
of colony counts per Iml of milk was performed at the
same time. The identification of isolates was carried out
by MALDI TOF. In total, we identified 48 yeast species
out of 246 positive samples, i.e. 97.2%. Prototheca algae
were identified in 13 milk samples, i.e. 5.1%.
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Uvod

Kvasinky jsou jednobunécné eukaryotické organismy.
Jsou komenzély kiiZe a sliznic, vyskytuji se v podestylce,
pivovarském mlatu (WINTER 2009), maji Siroké bio-
technologické vyuZiti.

Izolovany z kravského mléka byly poprvé roku 1901
(PENGOV,2002). Mezi druhy nejcastéji zachycované ze
zanétd mlééné 7lazy skotu patfi Candida krusei, Can-
dida kefyr, Candida rugosa (PENGOV 2002, DUBRAV-
KA, 2014). Vyskyt kvasinkami vyvolanych mastitid je
casto vazan na predchozi lécbu kortikosteroidy nebo
dlouhotrvajici 1é¢bu antibiotiky (BAUMGARTNER,
2008, WINTER, 2009).

Z hlediska technologického zpracovani mléka je vyz-
namné, Ze vySsi pocty kvasinek naruSuji svoji enzymatic-
kou aktivitou senzorické vlastnosti mléka a mlécnych
vyrobkil (JESENSKA Z., 1987).

Rasy rodu Prototheca jsou jednobunééné, nezelené
organismy piibuzné rodu Chlorella. Jejich vyskyt je
ubikvitarni v prostfedi, nejcastéji na vlhkych mistech
(napajedla), v organickém materidlu (puda), krmnych
zlabech (RAPUNTEAN, 2009, WINTER, 2009).

Poprvé byl tento rod popsdn Kriigerem roku 1894
(TODD, 2017). V soucasné dobé je popsdno kolem
14 druhti (Jagielskii, 2019). U lidi prevazuje druh Pro-
totheca wickeramii zpusobujici onemocnéni klize a sys-
témové infekce (LASS-FROL 2007). Druhy Prototheca
zopfii genotyp II. (v soucasné dobé oznaCovand jako
P. bovis) a P. blaschkeae jsou puvodci mastitid skotu
(ARNHOLDT, 2012).

Jako zastupce plisni izolovany z mlécné zlazy skotu je
uvadén Aspergillus fumigatus. Jedna se pliseni bézné za-
stoupenou v prostiedi, napf. v plesnivé podestylce nebo
zaplisnéném krmivu (WINTER, 2009). Déle je mozné
zminit rod Mucor (GRUNERT, 1996).

Vsechny vyse uvedené skupiny organismu jsou schopny
vyvolat zanét mlécné 7Zlazy skotu (mastitis). Terapie anti-
mikrobiky neni v soucasné dobé pro tyto pripady dostupna
a onemocnéni proto Casto kon¢i vyfazenim dojnice.

Material a metody

Charakteristika a puvod vzorki

K vysSetfeni byly zaslany chlazené bazénové vzorky
mléka o objemu 10 ml z celkem 6 mlékaren. VySetfeni
bylo zamétfeno na stanoveni pfitomnosti kvasinek a ras
(Prototheca sp.), jejich rodové a druhové urceni a kvanti-
fikaci. U vybranych kmeni ndsledovala archivace izolatu
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za G¢elem predani dal§im pracovistim (VUVeL Brno,
VUM-pracovisté Praha a Sumperk) k dal§imu vyzkumu.

Kultivacni vySetieni mléka

Po temperovani na laboratorni teplotu bylo 0,1 ml
vzorku inokulovéano na tfi pidy - Sabouradiiv agar s dex-
tr6zou, desoxycholdtovy agar s dichloranem a bengal-
skou Cerveni - pro urCeni poctu kvasinek a prototheca
isolation medium agar - pro izolaci Prototheca sp. Kul-
tivace probihala soubézné pri 37 °C a 25 °C po 5 dnu.
Prvni odecet vysledkt byl proveden treti den inkubace,
pfi pozitivnim nélezu byly podezrelé kolonie izolovany.
Agarova puda pouzitd pro izolaci odpovidala padé pro
primokultivaci. Zavére¢né zhodnoceni primokultivace
bylo provedeno paty den. V pfipad€ objeveni se novych
kolonii byly tyto opét izolovany.

Kvantitativni vySetieni

Metodicky se kvantitativni vySetfeni dodanych vzorkt
fidilo normou CSN ISO 21527 - 2: Mikrobiologie potra-
vin a krmiv - Horizontdlni metoda stanoveni poctu
kvasinek a plisni. V piipadé stanovovani poctu fas bylo
postupovano obdobné.

Vysetfeni vzorkl bylo provedeno ve dvou fedénich
(10" a 10?), velikost inokula 0,1 ml, inkubace pri 25 °C
po pét dntli. Nasledné byly pocitany narostlé kolonie.

Identifikace izoldti

K druhové identifikaci izolatd byla pouzita metoda
hmotnostni spektrofotometrie MALDI-TOF (Matrix As-
sisted Laser Desorption/lonization s analyzatorem doby
letu Time of Flight), firma: Bruker-Daltonics, Némecko.
Vzorky byly zpracovany metodou extrakce kyselinou
mravenci.

V ptipadech, kdy nebylo mozné izolat metodou MAL-
DI-TOF urcit, byl zhotoven fixovany preparat barveny
pomoci Grama (Obr. 1) nebo nativni preparat barveny
metylénovou modii (Obr. 2). Na zdkladé jeho posouzeni
bylo mozné zaradit kmen mezi kvasinky nebo rasy-resp.
rod Prototheca.
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Obr. 1 Prototheca sp. ve smési s kvasinkami Barveni dle
Grama (kvasinky se jevi Gram pozitivni, Prototheca
Gram negativni, resp. labilni)

Obr. 2 Prototheca sp. Barveni metylénovou modfi

Suspektni izolaty prototék byly podrobeny moleku-
larni identifikaci pomoci dvou na sebe navazujicich mul-
tiplexnich real-time PCR systému I a II (qPCR; Bacova
et al., 2020). 50 mg kultury bylo suspendovano ve 300 ul
sterilni PCR vody. Do zkumavky byly pfidany zirko-
niové kuli¢ky (0,1 mm) a probéhla homogenizace pri
6 400 rpm/ min. Lyzaty byly déle inkubovény pti 100 °C
po dobu 5 minut. Nésledné probéhla centrifugace pfi
14 000 g x 5 min. Takto pfipravené lyzaty byly pouzity
pro qPCR analyzu.

Multiplex I obsahuje sadu primerti a fluorescencné
znacenych TagMan sond, které identifikuji rod Proto-
theca a pritomnost nejcastéjsSiho zastupce, vyskytujiciho
se v mastitidnim mléce - Prototheca bovis. Vzorky, které
multiplex I potvrdil jako Profotheca, nicméné neurcil je
jako P. bovis, dale podstoupily multiplex II. Ten iden-
tifikuje dals$i nejcetnéjsi zastupce P. blashkeae, P. wic-
kerhamii a P. ciferrii (dfive P. zopfii genotyp I). Soucasti
muliplexntho qPCR systému je i interni amplifikacni
kontrola (Bacova et al., 2020).

Vysledky a diskuse

Souhrnné vysledky uvadime v tabulkach 1 a 2.
Vzorky ze vSech vySetfovanych mlékaren byly pozi-
tivni na pritomnost kvasinek. Kvasinky byly izolovany
z vétsSiny vzorkd mléka, pouze 7 vzorkGi mléka tzn.
2,7 % vzorka bylo negativnich. Nejvyssi vyskyt vyka-
zovaly druhy Candida kefyr (98 izolatd), Candida kru-
sei (85 izolati) a Candida inconspicua (74 izolath).
Pritomnost fas rodu Prototheca se podafilo prokdzat ve
ctyfech ze Sesti mlékaren. Konkrétné byla fasa prototéka
izolovand z bazénovych vzorkd mléka ze 13 farem, coz
predstavuje 5 % pozitivnich mlék na pfitomnost Proto-
theca spp. VetSinou se jednalo o druh P. bovis, ktery patii
mezi nejcastéjsi puvodce prototékové mastitidy skotu. Ve
dvou pripadech byl izolat identifikovan jako P. blashkeae
a v jednom ptipadé€ jako P. ciferii (diive byl tento druh
uvadén jako P. zopfii genotyp 1).

Tabulka 3 a 4 uvadi vysledky kvantitativniho vySetfeni.
Pro ucely ¢lanku byly pocty KTJ/ml vzorku roztfidény
do péti kategorii 10'-10%/ml. Pro tGplnost dodéavame, Ze
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Tab. 1 Vysledky kultivacnich vySetreni - kvasinky

Pocet Pocet Pocet Pocet iden-
bazénovych pozitivnich  pozitivnich tifikovanych
vzorku vzorki vzorki % druhii
Migkdrna ¢. 1 96 93 96,9 28
MIgkdrna €. 2 15 13 86,7 21
Migkarna €. 3 14 14 100 14
Migkarna €. 4 86 85 98,8 26
Migkarna €. 5 35 34 97,1 22
Migkdrna €. 6 7 7 100 18
CELKEM 253 246 97,2 % 48

Tab. 2 Vysledky kultivacnich vySetreni - fasy Prototheca sp.

Pocet hazé-  Pocet pozitivnich Pocet pozitivnich
novych vzorki vzorki vzorkii %
Miékdrna ¢. 1 96 2 2,1
Miékérna ¢. 2 15 1 6,7
Miékarna ¢. 3 14 0 0,0
Miékarna ¢. 4 86 3 3,49
Miékdrna €. 5 35 7 20,0
Milékdrna ¢. 6 7 0 0,0
CELKEM 253 13 51%

Tab. 3 Vysledky kvantitativniho vySetreni kvasinek

Pocet KTJ/ml v fadu Pocet vzorki

10 64
10? 93
108 63
104 25
10° 1
Celkem vzorkii 246

Tab. 4 Viysledky kvantitativniho vySetfeni Prototheca sp.

Pocet KTJ/ml v fadu Pocet vzorkii

10 11
10? 1
108 1
104 0
10° 0
Celkem vzorkii 13

T

nejnizsi pocty kvasinek itas se pohybovaly v <50 KTJ/ml,
nejvyssi zjiStény pocet kvasinek byl 128 000 KTJ/ml
vzorku, nejvyssi pocet Prototheca sp. byl 3000 KTJ/ml
vzorku.

Z identifikovanych izolatd plisni je z klinického hle-
diska zajimavy Aspergillus niger, ktery je popisovan jako
mozny patogen mlécéné zZlazy (CARTER, 1995). Souhrn-
né vysledky - tabulka 6.

Na zavér je tfeba konstatovat, Ze uvadéné vysledky
jsou pribézné a na identifikaci izolatl je dale pracovano.

Zaver

Provedenym vySetfenim jsme prokézali v bazénovych
vzorcich mléka nebakteridlni plivodce mastitid - kva-
sinky, fasy i plisné. Jejich zdrojem miZe byt prostie-
di, poptf. dojnice (postiZzend nebakteridlni mastitidou).

Tab. 5 Identifikace fasy Prototheca pomoci dvou

multiplexnich gPCR
Multiplex | Multiplex Il
qPCR qPCR
Pocet pozitiv- P, bovis P blasheae P ciferrii
nich vzorku
Migkdrna €. 1 2 1 1
Migkarna €. 2 1 1
MIékdrna €. 3 0
Migkdrna €. 4 3 2 1
MIékdrna €. 5 7 6
Migkarna ¢. 6 0 1
CELKEM 13 79,9 % 15,4 % 7,7%

Tab. 6 I[dentifikace plisni

Pocet izolatli Identifikované plisné

MIékdrna ¢. 1 10 Didymella aurea, Epicoccum sorghinum,
Fusarium oxysporum, Penicillium spp.,
Penicillium citrinum, Fusarium oxysporum,
Coniochaeta mutabilis, Cladosporium
herbarum

Miékarna ¢. 2 0

Miékarna ¢. 3 0

Miékarna ¢. 4 3 Penicillium digitatum, Fusarium solani,
Penicillium commune

Miékérna ¢. 5 1 Aspergillus niger

MIgkdrna €. 6 2 2x Coniochaeta mutabilis

Vyskyt téchto puvodct v bazénovych vzorcich proto
muze napovidat jak chyby v metodickych postupech
ziskavani mléka, tak neuspokojivé zoohygienické pod-
minky chovu a mize byt impulzem mimo jiné pro dalsi
vysetfeni dojnic, které je feSeno v navazujici fazi projek-
tu. VSechny skupiny mikroorganismil jsou schopny vy-
volat akutni i subklinické mastitidy. Pro zabranéni jejich
§ifeni v chovu je nebytné nutna identifikace postiZenych
zvitat - zejména subklinickych pfipadd, jejich oddélené
ustdjeni a dojeni (resp. ,,dojeni nakonec*), popt. okamzité
vyrazeni (GRUNERT, 1996).

Podékovdni
Prace vznikla v ramci feSeni projektu NAZV QK
1910092 a za instituciondlni podpory MZE-ROO0518.
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Changes in the technological properties
of small ruminant milk as a result
of adulteration by cow milk

Abstrakt

Rostouci poptdvka konzumentli po kozim (KOM)
a ov¢im mléku (OVM) a jeho vyrazné vyssi cena v po-

rovnani s kravskym mlékem (KRM) predstavuji zdsadni
podnéty k falSovani. Proto jsou vyznamné analytické
metody pro identifikaci takového neetického jednéni.
V soucasnosti (projekt MZe ZEME QK 1920222) jsou
v této souvislosti studovany moZnosti analytickych me-
tod MALDI-TOF a nuklearni magnetické rezonance
(NMR). Relevantni vyzkum poukazuje na identifikacni
potencial téchto metod ve smyslu prevence zhorSovani
kvality potravinového reté€zce a podpory ochrany zdravi
konzumentt. Uvedenym postupem falSovani mohou byt,
podle intenzity faktoru, ovlivnény nejen nutri¢ni, ale
i technologické vlastnosti mlééné suroviny. Bylo vzorko-
vano 6, 5 a 6 stad koz, ovci a krav dvakrat v roce (kvéten
a srpen). Plemenna struktura stad zvitat odpovidala pod-
minkdm CR. Do experimentu bylo zatazeno celkové
24 bazénovych vzorki mléka pro kazdy druh. Nésledné
bylo kozi a ov¢i mléko zdmérné naruSeno kravskym
mlékem v pomérech 0,5, 1, 5 a 10 % a oSetfeno vy-
sokou pasteraci. Vedle slozek a hygienickych vlastnosti
byly stanoveny i technologické vlastnosti mléka: aktivni
kyselost (pH); titracni kyselost (SH); cas enzymatické
koagulace laktoproteini (CK); pevnost syfeniny (PS);
kvalita syreniny (KS); objem vypuzené syrovatky po
synerézi (OS); kysaci schopnost mléka (KSM); pocet
streptokokll po fermentaci (STR); pocet laktobacilii po
fermentaci (LAC). Analyzovéano bylo nativni i poruSené
mléko. Technologické vlastnosti byly testovany u koziho
a ovc¢iho mléka pii poruseni 5 a 10 % KRM. Mezidru-
hové rozdily nebyly vyrazné pro geometrické priméry
(xg) celkového poctu mikroorganismt 53, 77 a 148 ti-
sic KTJ/ml pro KRM, KOM a OVM. Tyto vysledky
naznacily srovnatelné hygienické situace pri dojeni ve
stadech. Tyto rozdily byly nevyznamné (P > 0,05) mezi
malymi prezvykavci a prevazné vyznamné mezi maly-
mi pfezvykavei a KRM (P > 0,05 az P < 0,001). Mezi-
druhové diference u poctu somatickych bunék (xg; 152,
1001 a 729 tisic/ml) byly opét nevyznamné (P > 0,05)
mezi malymi prezvykavci a vyznamné mezi malymi
prezvykavci a KRM (P < 0,001). Pro obsah tuku a bil-
kovin nebyly vyznamné rozdily mezi kozou a kravou
(P > 0,05), ale byly vZdy vyznamné pro rozdily u OVM
(P <£0,001). Obsah laktézy malych prezvykavci je vzdy
nizsi (KRM 5,05, KOM 4,62 a OVM 4,74 %). Vyrazné
rozdily byly u obsahu mocoviny, kterd se zvySovala
v poradi KRM, KOM a OVM (P < 0,001) 34,57, 64,39
a 96,11 mg/100ml. To zfejmé odpovidd specifické
druhové fyziologii metabolismu zvirat. U falSovani
KOM (10 % KRM) byl vyznamny (P < 0,05) vliv na SH:
7 5,97 na 6,14 °SH (v disledku vyssiho obsahu bilkovin
u KRM, které jsou zdrojem (kasein) cca 2/5 SH mléka.
U falSovani OVM (10 % KRM) byl vyznamny vliv na:
SH z 10,15 na 9,91 °SH (P < 0,001); KS (P < 0,05);
KSM z 50,43 na 48,39 °SH (P < 0,001). FalSovani do
10 % méni technologické vlastnosti mléka malych
prezvykavcl jen omezené. Za druhové nejvyraznéjsi,
statisticky vyznamné rozdily v technologickych vlast-
nostech mléka lze povazovat diference pro SH (KOM
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