Pozvanka na Workshop na téma:
Nebakterialni plivodci mastitid a jejich vliv na kvalitu a technologické vlastnosti mléka -

vysledky projektu NEBAKMAS QK1910092 NAZV MZe

Workshop je urcen pro vedouci pracovniky zemédélsky podnikd s chovem dojnic

Datum konani 21. 10. 2020 - 10:00 aZ 13:30

Misto konani: Restaurace BOSENKA, Ceska Rybna

PROGRAM

1. Uvodni slovo — Ing. Petr Roubal, CSc., hlavni fesitel projektu, Vyzkumny Ustav
mlékdrensky (VUM) Praha

2. Kazuistika eradikace ptivodcli mykotickych mastitid v chovu dojnic — Ing.
RGZena Seydlova, VUM Praha

Seznameni s laboratornimi postupy a vysledky z roku 2019 a 2020, kultivace
3. kvasinek, fas, plisni, jejich identifikace, uchovavani izolatd, vysledky — MVDr. Simon
Friedrich, MVDr. Marek Brychta, MVDr. lvana Kucharovicov3, Statni veterinarni
ustav Jihlava

Rasa Prototheca jako piivodce onemocnéni lidi a zvifat, detekce v mléce a

4. prostifedi pomoci molekularné biologickych metod — Mgr. Monika Moravkova,
Ph.D., Ing. Romana Bacov4, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho |ékafstvi Brno
Ucinek dezinfekénich prostiedki na biofilm kmen@ Candida albicans

3. a Prototheca spp. izolovanych z bazénového kravského mléka — Doc. RNDr.
Marcela Klime3ova, Ph.D., Ludmila Nejeschlebova, VUM Sumperk

6. SloZeni, vlastnosti a zdravotni ukazatele mléka krav s prototékovou infekci —

Prof. Ing. Oto Hanusg, Ph.D., VUM Sumperk

Pfimé& aplikace vysledkl feSeni projekta V a V a I: MZe RO1420.

Workshop je dil&i aktivitou Odboru Zivogigné vyroby, odborti: OPTT a OVOJP Ceské akademie
zemeédeélskych véd.

Poradenstvi Vyzkumného Ustavu mlékarenského, Praha.

Vzhledem k vladnim protikoronavirovym nafizenim a celostatnim omezujicim opatfenim se
workshop uskutecnil elektronicko-korespondencni formou. Prispévky budou ucastnikim
zaslany elektronicky a budou vyvéseny na adrese:

http://www.vumlekarensky.cz/vyzkum/projekty.html



Vitame Vas na workshopu k projektu:

Nebakterialni ptivodci mastitid a jejich vliv na
kvalitu a technologické viastnosti mléka

Projekt Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum MZe.
C. projektu: QK1910092
Akronym: NEBAKMAS
Doba reseni: 2019 - 2023

Workshop projekt NEBAKMAS Rijen 2020

Resitelsky tym:

Hlavni resitel - Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o.
Dalsi ucastnici - Statni veterinarni ustav Jihlava,
Vyzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi v.v.i.

a MADETA a.s.

Workshop projekt NEBAKMAS Rijen 2020



Cilem projektu je zmapovat rozsireni nebakterialnich
pldvodcd mastitid, kvasinek a rasy Prototheca spp., v
chovu dojného skotu, shromazdit informace o jejich vlivu
na technologické viastnosti mléka a navrhnout chovatelim
soubor opatreni vedoucich ke snizeni vyskytu danych
agens v chovech a nasledné i v mléce, jakozto suroviné
pro vyrobu kvalitnich a bezpecnych potravin. Naslednym
cilem pak je vyloucit aplikaci antibiotik, ktera jsou proti
témto agens neucinna, a tim zvysit kvalitu, respektive
bezpecnost produkce mléka, dosahnout vyznamné
ekonomické uspory a snizit vyskyt antibiotické rezistence u
bakterii vyskytujicich se v chovech skotu, a tim i v
potravinovém retézci.

Workshop projekt NEBAKMAS Rijen 2020



Kazuistika eradikace rasy Prototheca spp. v

chovu
e Rijen 2020

PuUvodci nebakterialnich mastitid

Mnotzi se pri teploté v
mlécné Zlaze -
Candida krusei, C.
rugosa, C. parapsilosis

C. albicans

C. lusitanie

Geotrichum candidum

Cryptococcus
neoformans

e Aspergillus fumigatus
* Mucor sp.

e Prototheca zopfii

e P. blaschkeae,
stagnora, ulmea,
wickerhamii, cutis,
miyajii




Zdroj infekce

® separat

e digestat

Zbytky mléka ve

strukovych
navleckach po
podojenich
pozitivni dojnice

= jeden z
nejpodstatnéjsich
zdroja

Hlavni zdroje

Soubéh faktoru pro vznik nebakterialnich mastitid

Chronicky snizend
imunita dojnic

Dlouhodob3 zatéz
organismu
mykotoxiny v
krmivech

Léceni mastitidnich
dojnic bez stanoveni
plvodce a
antibiogramu

Dlouhodoba/opakov
ana ATB lécba

Nehygienickd
pfiprava mlécné Zlazy
na dojeni

Nevhodny rezim
dojeni

Nedostatecna kvalita
ustajeni

Vyznamna absence
desinfekénich
opatfeni ve staji

Dlouhodoba
produkéni zatéz
dojnic (vysoka
uzitkovost)




Klinické

(akutni,
chronické)

e 7avisi na denzité
urovn

Zachyty Prototheca sp.

4 )
Primarné nejsou diagnostikovany
\ J
bazénové ( )
vzorky Dlouha kultivace — 3-5 dnu
\ J
., 4 )
> plosny ) )
az 40 % screening Validace nalezu — PCR, MALDI TOF
stéda \_ )
4 )
Terénni zkusenost z deseti farem z
hlediska eradikace

. J




Zakladni charakteristika zastupci patogenti

T R
v v v

Zoondza v X v

Nulova citlivost na ATB

Produkce proteolytickych a v v v
lipolytickych enzymti

Reakce enzymii na pasteracni termolabilni termolabilni termostabilni
teploty

Utilizace laktozy v v v

Schopnost tvorby biofilmu v X v

Vliv na PSB v v +/-

Eradikace z chovu mésice mésice mésice-roky

Klinické projevy zavisi na koncentraci patogent (otoky mlécné Zlazy, ztraty produkce,horecka,dhyn).

Preventivni
opatreni = zasadni
podpora imunity

Léceni ATB
neexistuje

Kontrola moznych
zdroju




Individualni mykologicka diagnostika

Stéry, spady

Kontrola Uc¢innosti desinfekénich prostfedki na oSetreni podestylky

Kontrola predipll a postdipC

Zakladni charakteristika stada (10/2019-11/2020)

400 produkEnich Plemeno Material na
dojnic HolStyn stlani — slama

Liberecky kraj Zaklad pelechu — Odchov jalovic Zjisténa vysoka
hn(j na pastvé pozitivita dojnic



PocatecCni stav na farme — rijen 2019

= Dva roky problému s |é¢enim = Dojnice pausalné zaprahovany
dojnic = Nadbyteéné pouzivani vody na

= Zkrmovani mastitidniho mléka dojirné
telaty = |ndividudlni dojici jednotky se

= Stdj dlouhodobé nedesinfikovana nedesinfikuji mezi dojenim

= Zaklad pelecht tvofi hndj, = Provadi se faremni kultivace bez
dostylané slamou a pilinami validace

= Dojnice se teli na hluboké = Mikrobiologicka diagnostika
podestylce celého stada se nikdy nedélala

= Mastitidni dojnice nejsou
vytridéné do extra sekce

Vysledky vychoziho mykologického vySetreni individualnich
vzork( dojnic (22.10.2019 - 24.2.2020)

* Celkové hodnoceno 452 dojnic
* Doprovodna mikrofléra — kvasinky (Candida crusei) a plisné

negativni Prototheca spp.
318 30 33 71

70,4 % 6,6 % 7,3 % 15,7 %
70,4 % 29,6 %



Ozdravna opatreni k 1.12.2019

V] OkamZita likvidace pelechd

V] Instalace slamovych matraci k
19.11.2019

V] Vytfidéni vSech pozitivnich dojnic do
jedné sekce

V] Individudlni posouzeni perspektivy
pozitivnich dojnic (jatka, predc¢asné
zaprahnuti)

V] Oznadeni vsech pozitivnich dojnic na
kartach

V] Instalace ruéni sprejové
mezidesinfekce na dojirné

V] Pravidelnd desinfekce staje

V] Vybileni staje

V] Zakaz zkrmovani mastitidniho mléka
telatlim

V] Zdkaz nadmérného pouzivani vody
na dojirné

V] Oddojovani prvnich stfika vyhradné
do hrnicku

V] Zména rezimu zaprahovani
pozitivnich dojnic

V] Zac¢atek zkrmovani Butycelu (Bodit

Tachov) ,
K3

Ozdravna opatreni k 1.2.2020

] Kontrola vSech otelenych dojnic na diagnostiku rasy pred zafazenim do

stada

M Mikrobiologickd kontrola Géinnosti ruéni mezidesinfekce

VI Chemicky rozbor vody

VI Mykologicky rozbor komponentl krmné davky

M Posouzeni kvality pfipravy mlééné Zlazy na dojeni

XI1/19.

|
]; 11/20



Ozdravna opatreni k 1.6.2020

[VIOddélené dojeni mastitidnich dojnic s bakteriologickym a/nebo
mykologickym nalezem plvodce

VIVyuZiti extra desinfektoru na dojirné pro dojnice s ndlezem
Prototheca spp.

VI Desinfekce staje jedenkrat za 14 dni

XI/19 I
Z 11/20

Finalni stav

26.8.2020 VsSechny pozitivni dojnice jsou otelené (Prototheca spp.)

1.9.2020 ZruSeni hluboké podestylky na porodné, hloubkova
desinfekce porodny

15.10.2020  Likvidace sekce dojnic s nalezem Prototheca spp.

Likvidace podestylky v pozitivni sekci a zasadni desinfekce

Xil/19 :
Z 11/20




Vysledky mykologického vysetreni individualnich vzorku
mléka dojnic (27.5.-7.10.2020)

Prototheca spp.

5 4 5

363
96,3 % 1,3% 1,1% 1,3 %
96,3 % 3,7%

* Nulova diagnostika kvasinek a plisni

* Ndlez Prototheca spp. byl z individualnich vzorkd negativni
otelenych dojnic od 22.7.2020

Mikrobiologické rozbory vzorku ze staje

.Roz,dy mykqlgmaﬁe tivni

2. Ch\mcky rozbor vodv‘9- nalez Sio,

3. Rozbor krmnych kompo nth — kvasinkys10*-107, plisné
<10-2,8x10°, Prototheca'sp. <10~ .

4. Vykaly, piliny, p kvasinky 102-106, plisné 103-10%,
Prototheca sp. O- '

5. Mikrobiologické st tredi - Prototheca sp. 0

.



Vysledek mykologického vysetreni Prototheca zopfii v
organech a tkanich porazenych dojnic (02/2020)

* Tri pozitivni dojnice
 Jatka Policka

‘

‘
‘
‘

[ Souhrn vysledkl z KU farmy - MPD }

ll. etapa lll. etapa
e Pocatecni stav e Prvni faze e Druha a treti
(05-09/2019) opatreni faze opatreni
(10/2019- (06/10/2020)

05/2020)



Vyvoj poctu somatickych bunék v procesu eradikace
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Vyvoj uspéesnosti zaprahovani v procesu eradikace
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Ing. RliiZzena Seydlova
seydlova@milcom-as.cz
Tel. +420 602 140 858

Zpracovano v ramci reseni projektu NAZV QK1910092.



(I
Statni
veterinarni
ustav
Jihlava
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Seznameni s laboratornimi postupy a vysledky
z roku 2019 a 2020

Kultivace kvasinek, fas, plisni, jejich identifikace, uchovadvani izoldtd, vysledky

Friedrich S., Brychta M., Kucharovicovd 1., Statni veterindrni ustav Jihlava

Program: QK 1910092 — Program aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemédélstvi na obdobi 2017 — 2025, ZEME
Doba feseni: 1/2019 — 12/2023

PROJEKT NAZV — NEBAKTERIALNI PUVODCI MASTITID A JEJICH VLIV NA KVALITU A TECHNOLOGICKE VLASTNOSTI MLEKA

WORKSHOP — setkdni chovateli dojného skotu
se zdstupci vyzkumnych pracovist
21.-22. 10. 2020



UKOL SVU JIHLAVA
ZISKAT Z BAZENOVYCH VZORKU MLEKA:

*  |ZOLATY KVASINEK, RAS

*  ZJISTIT JEJICH POCETV 1 ml

*  IDENTIFIKOVAT DRUHY PLISNI (dodané z laboratore VEDIA Strakonice)

*  VYTVORIT SBIRKU IZOLATU

*  POSKYTNOUT KMENY PRO DALSI VYZKUM (VUVel Brno, VUM Praha, Sumperk)

e o
®,
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CHARAKTERISTIKA KVASINEK, RAS A PLISNI
. P -




v’ Jsou jednobunécné eukaryotické organismy. Jsou komenzdly kdZe a sliznic, vyskytuji se v podestylce,
pivovarském miatu (WINTER, 2009), maji Siroké biotechnologické vyuZiti,

v Izolovdny z kravského mléka byly poprvé roku 1901 (PENGOV, 2002) — Candida krusei, Candida
albicans, Candida kefyr, Candida rugosa.

4 Viyskyt ¢asto souvisi s predchozi IéCbou kortikosteroidy a antibiotiky.

v’ Z hlediska technologického zpracovdni mléka — narusi svoji enzymatickou aktivitou senzorické

vilastnosti mléka a mléénych vyrobka. °
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v' Z rodu PROTOTHECA - jednobunécné, nezelené organismy pribuzné rodu Chlorella.

v Viyskytuji se ubikvitdrné v prostredi na vihkych mistech (napajedla), v organickém materidlu (pida), v
krmnych Zlabech (RAPUNTEAN, 2009, WINTR, 2009).

v’ Vsoucasné dobé 6 druhdi.

v' Onemocnéni u lidi zptsobuje P. wickerhamii.

v’ Onemocnéni zvifat — P. bovis (dfive P. zopfii genotyp Il) a P. ciferrii (dfive P. zopfii biotyp 3) - pavodci
mastitid (ARNHOLDT, 2012).



N
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PLISNE:

v’ Plisné jsou mikroskopické vidknité houby.

v’ Jsou velmi nendroéné na Ziviny.

v' Pro svij riist vyZaduji pfedevsim vihkost.
v’ Zmlééné Zlazy byl izolovan Aspergillus fumigatus — vyskytujici se v prostredi — zaplisnéné podestylce,
v krmivu.

v’ Dalsi vyznamnou plisni je rod Mucor.
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LABORATORNI POSTUPY:

v’ vychdzeji z faktu, Ze pracujeme s Zivymi mikroorganismy

4 proto jim musime vytvorit vhodné podminky pro jejich rist (izolaci a identifikaci)



RUST - KULTIVACE:
VWYZIVA + TEPLOTA + ATMOSFERA + CAS

VYZIVNA KULTIVACNI MEDIA — SELEKTIVNI PEVNE PUDY
v’ Sabouradiv agar s dextrézou

4 Desoxycholdtovy agar s dichlornanem a bengdlskou cerveni (pro pocty kva

v’ PIM - Prototheca isolation medium

A
T T RN

TEPLOTA:

V" Inkubace kvasinek a fas: 37°C, 25°Cs odchylkou + 1°C

V" Inkubace plisni: 37°C, 25°C s odchylkou + 1°C




ATMOSFERA:

v’ Za pfistupu kysliku - aerobni

Y
a

POSOUZENI, IZOLACE A IDENTIFIKACE:

-2

v’ Prvni

po 5 dnech — kvasinky, Fasy; plisné aZ 7 dni




DOBA KULTIVACE:

POSOUZENI: MAKROSKOPICKE — velikost, tvar, barva, viiné ..., vybér kolonii - IZOLACE

B s
IZOLACE — cilem je ziskat Cistou kulturu (kmen kvasinky, fasy), nasleduje kultivace za stejnVc_tm%‘dnﬁn
jako u pavodni kultivace

IDENTIFIKACE:

ek

v MIKROSKOPICKY — barveni prepardti dle Grama, fenylovou modri

v" Metodou MALDI — TOF

V' NEIDENTIFIKOVANO KMENY KVASINEK A PROTOTHECA sp. — byly vyuZity metody molekuldrné

biologické — PCR — VUVel. Brno — tym MVDr. M. Mordvkové, Ph.D.

UCHOVAVANT KMENU KVASINEK, RAS, PLISNI A
DISTRIBUCE OSTATNIM VWZKUMNYM PRACOVISTIM:

v’ ITEST KRYOBANKA K (komeréné vyrdbéné) pro kvasinky a fasy

v’ Plisné —na Sikmych agarech, distribuce se pfipravuje




NEJCASTEJI DETEKOVANE KVASINKY - 2019:

Pocet Pocet
bazénovych Vyskyt kvasinek druhti Nejcastéji detekované druhy kvasinek (> 3%)
vzorkd kvasinek
MIé

90 82 (91,1%) 13 C. kefyr, C. inconspicua, C. krusei, C. lambica, C. parapsilosis, C. rugosa
A 0 C. kefyr, C. inconspicua, C. krusei, C. parapsilosis, C. pararugosa, C. utilis, C. lambica,
MIékdrna &. 2 71 67 (94,3%) 20 v p [PEIEL2 (PRI
C. rugosa
Mlékérna ¢. 3 38 38 (100%) 16 C. kefyr, C. inconspicua, C. krusei, Y. lipolytica, C. parapsilosis, G. silvicola, C. lambica
A 0 C. kefyr, C. krusei, C. inconspicua, C. parapsilosis, Y. lipolytica, G. capitatum, C.
MIékarna &. 4 67 64 (95,5%) 28 / - ’ parapsiosis, 1 polHce, = capiatam
zeylanoides, G. silvicola, C. pararugosa, C. utilis, C. guilliermondii, R. mucilaginosa
CELKEM 266 251 (94,4%) 37 -
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VYSLEDKY VYSETROVANI BAZENOVYCH
VZORKU MLEKA — KVASINKY - 2020:

Pocet pozitivnich vzorku Pocet identifikovanych
% druhti

Pocet bazénovych vzorkl | Pocet pozitivnich vzorkd

Mlékarna €. 1
Mlékérna ¢. 2 15 13 86,7 21
Mlékarna ¢. 3 14 14 100 14
Mlékarna ¢. 4 86 85 98,8 26
Mlékarna €. 5 35 34 97,1 22
MIékarna €. 6 7 7 100 18

CELKEM 253 245 96,4% 48




AL
NEJCASTEJI DETEKOVANE KVASINKY - 2020:

Pocet identifikovanych

druhii Nejcastéji detekované druhy kvasinek (> 3%)

C. kefyr; C. krusei; C. inconspicua; C. lambica; C. parapsilosis; G. capitatum; G. silvicola; R.
MIlékdrna ¢. 1 28 mucilaginosa; C. pararugosa; C. tropicalis; S. clavata; C. famata; C. guilliermondii; C. lusitaniae;
Exophila dertmatitidis; Pichia cactophila; Y. lipolytica

MIlékdrna &. 2 21 C. inconspicua; C. kefyr; C. parapsilosis; C. pararugosa; C. albicans; C. krusei; G. capitatum; G. silvicola
Mlékarna €. 3 14 C. inconspicua; C. kefyr; C. krusei; Geotrichum capitatum; C. parapsilosis; Trichosporon montevideense

C. kefyr; Candida krusei; C. inconspicua; C. parapsilosis; C. lambica; C. pararugosa; Yarrowia lipolytica;
Miékarnac. 4 26 C. rugosa; Geotrichum silvicola; Geotrichum capitatum; C. intermedia; C. utilis; Kluyveromyces lactis
Candida kefyr; C. inconspicua; C. krusei; Yarowia lypolitica; C. parapsilosis; Kluyveromyces lactis; C.

Mlékarna ¢. 5 22 pararugosa; C. zeylanoides; Geotrichum capitatum;C. catenulata; C. lambica; C. famata; C. lusitaniae;

C. rugosa; Trichosporon ovoides
C. kefyr; C. lambica; C. parapsilosis; C. intermedia; C. krusei; C. pararugosa; Y. lipolytica; C. inconspicua;
MIlékarna €. 6 18 C. zeylanoides; C. famata; C. rugosa; C. tropicalis; G. silvicola; K.lactis; Pichia manshurica; S. clavata; T.

faecale; Wicrehamomyces anomalus

a5y
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VYSLEDKY VYSETROVANI BAZENOVYCH
VZORKU MLEKA — PROTOTHECA - 2020 :

I T T gy
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VYSLEDKY KVANTITATIVNIHO VYSETRENI
KVASINEK - 2020 :

AL

VYSLEDKY KVANTITATIVNIHO VYSETRENI
PROTOTHECA sp. - 2020 :




VYSLEDKY VYSETROVANI BAZENOVYCH
VZORKU MLEKA — PLISNE - 2020:

Pocet izolata Identifikované plisné

Didymella aurea, Epicoccum sorghinum, Fusarium oxysporum, Penicillium

Mlékarna ¢. 1 o o " )
spp., Penicillium citrinum, Conyochaeta mutabilis, Cladosporium herbarum

Mlékarna €. 2

Mlékarna ¢. 3

Mlékarna €. 4 Penicillium digitatum, Fusarium solani, Penicillium commune

Mlékarna €. 5 Aspergillus niger

Mlékarna €. 6 Coniochaeta mutabilis (2x)

Dékujeme za pozornost

AL

Statni veterinarni ustav Jihlava
State Veterinary Institute Jihlava

Rantifovska 93/20 | 586 05 Jihlava | CR
T: 567 143 111 | E: info@svujihlava.cz | www.svujihlava.cz




Rasa Prototheca jako ptivodce onemocnéni lidi
a zvirat, detekce v mléce a prostredi pomoci
molekularné biologickych metod

Mgr. Monika Moravkova, Ph.D., Ing. Romana Bacova, Ph.D.
Vyzkumny tstav veterinarniho lékarstvi Brno, v.v.i.

Zakladni charakteristika prototék

» Jednobunécéna a bezbarva rasa ovalného tvaru

» viditelna pouze mikroskopicky
» Tvori endospory, kterymi se rozmnozuje
» Lze kultivovat na mikrobiologickych ptidach

» roste na stejnych médiich jako kvasinky okoskopicky lze s

nimi zameénit

L e 4

Candida lambica P. bovis P. bovis P. blashkeae




Vlastnosti prototék

» Vyznamna produkce biofilmu

» VyS$$i rezistenci k antimikrobialnim latkam

» Mize pirezivat pasteracni teploty

Taxonomie

» Do této doby popsano pres 14 druhii
» Nejvyznamnéjsi druhy
» Prototheca wickerhamii — nejcastéji ptivodce onemocnéni lidi
» P. zopfii genotyp 2 (noveji oznacovan jako P. bovis) — nejcastejsi ptivodce
mastitid skotu
» P. blaschkae — mastitidy skotu

» P. zopfii genotyp 1 (novéji P. ciferii — prostredi farem, povazovan spise jako

nepatogenni




v

v

v

»

»

»

»

Vyskyt

Vlhké prostredi s vyssim mnozstvi organické hmoty (hntj, odpadni vody, zlaby,

krmivo, ptida, voda atd.) — kde se za zvysené teploty pomnozuje
Dojici zarizeni — tvorba biofilmu
Vykaly infikovanych zvirat

MIléko infikovanych krav

Infekce zvirat

Oportunni infekce spojené s oslabenim imunitniho systému
Nejcasté€ji je infekce zaznamenana u skotu, méné casto pst

Zatimco u krav je predominantni formou mastitida, u psti ma infekce
tézsi prubéh, projevuje se jako systematické onemocnéni zahrnujici
radl organi (napf. jatra, ledviny, mozek)

Infekce ale byla zaznamenana i kocéek, kde se spise objevuji kozni

projevy, koz, ryb a koni (respira¢ni infekce)



Prototékova mastitida skotu

» Klinické a subklinicka forma
» zpocatku je infekce v chovu subklinicka a je obtizné ji v chovu odhalit
» Akutni nebo chronicka
» Infekce zptisobuje postupny pokles produkce mléka v postizeni ¢tvrti, coz je dano
nenavratnym poskozenim tkané mlécéné zlazy

» Postupné dochazi ke zméné konzistence mléka (mléko vodovité s vlockami a

hrudkami

» U nékterych pripadii miize byt pozorovana bolestivost a otok vemene

Prototékova mastitida skotu
» Pocet somatickych bunék mize byt v pocatecni fazi nezménén, pozde€ji dochazi u
nékterych kusii az k extrémnimu navyseni kolem milionu somatickych bunék na
mililitr mléka
» Predispozi¢ni faktory — naruSeni imunitniho systému
» predesla bakterialni mastitida a jeji lécba ATB miZe zvysovat riziko infekce
» §patna hygiena chovu
» mechanické poskozeni mlééného kanalkii

» Lécba — onemocnéni nezle vylécit, doporucuje se vyrazeni infikovaného kusu z

chovu X kvasinkové infekce, u kterych pozorovano i samovolné vyléceni




Prototékova mastitida skotu
» Prenos

» Pres otevieny strukovy kanalek z prostredi s vysokou kontaminaci prototéky

» Prostrednictvim kontaminované dojici techniky
» Prototéka vyluéovana mlékem a trusem do prostredi
» RozS$ireni a prevalence

» Celosvétové rozsireni
» Kanada — 6% chovii pozitivnich na pfitomnost prototéky

» Polsko — celkova prevalence pozitivnich krav kolem 8 %

» prevalence prototék v chovu mize byt kolem 30 % a vice procent, v priméru kolem 5 %

Infekce lidi

» Sporadické infekce — zaznamenano pouze nékolik pripadii ro¢né

» Postihuje predevsim osoby s oslabenou imunitou tzn. s dal§im zavaznym

onemocnénim (napr. cukrovka, transplantace, rakovina, AIDS)

» Vyskyt onemocnéni celosvétovy (USA, Cina, Afrika, Kanada, Brazile a z Evropskych
stat napf. Francie, Némecko, Italie)

» VétSinu infekei zptisobuje P. wickerhamii, ojedinéle P. zopfii genotyp 2 (P. bovis)

» Prenos — nejéastéji kontakt s kontaminovanou vodou, vstupni branou je pak

poranéna tkan nebo misto po chirurgickém zasahu

» Neni vyloucen prenos nepasterovanym mlékem




Infekce lidi

» Existuji 3 hlavni formy prototékové infekce lidi
» kozni forma — vice nez Y2 pripadt — postihuje kiizi a mékké tkané

» Olecranon bursis (zanét lokte)

» systémova = diseminovana infekce

» Onemocnéni vznika pomalu, je potteba 1écba antimykotiky nebo lokalni 1éze 1ze

odstranit chirurgicky

Detekce prototék pomoci molekularnich metod

» Real-time PCR metoda (qPCR)
» umélé namnozeni specifického iiseku DNA a jeho vizualizace
» moznost kvantifikace = mnozstvi prototék v dané matrici (napr. mléce)

» umozni detekovat prototéku i ve vysoce kontaminovaném vzorku, kde selhavaji

kultiva¢ni metody z diivodu nizké selekce ptd
» rychlé a citlivé metody

» presna identifikace, u multiplexnich metod umozni detekovat a identifikovat

vice mikrobialnich druhia najednou




Schéma detekce prototéky v mléce

VNQ nyash oygyoyidads juszouwen

Pfistroj pro real-time PCR (namnoZeni §
useku DNA, specifického pro prototéku

Vizualizace

Monitoring prototéky pomoci qPCR a kultivace
v mléce z komercni sité - vysledky

v

Analyzovano 16 vzorki ¢erstvého nebo trvanlivého mléka z

trzni sité pochazejici z 11 mlékaren

v

Metoda qPCR odhalila pritomnost P. bovis ve 13 vzorcich

v

Mnozstvi prototék se pohybovalo v koncentracich od nékolik

jednotek az po 10 000 bun€k na mililitr mléka

v

Kultivacné se v zadném vzorku prototéku prokazat nepodarilo




Monitoring prototéky pomoci qPCR a kultivace
v mléce z komercni sité - zavér

» Ve vétsiné testovanych krabicovych mlék 81 % z 9 riiznych mlékaren
zakoupenych v trzni siti v CR, byla zjisténa p¥itomnost P. bovis

» Lze predpokladat, ze témér kazda sledovana mlékarna (9/11) vykupuje
mléko kontaminované prototékou alespon z jedné ¢i vice farem

» V danych vzorcich kultiva¢né prototéky nebyly prokazany. Takové mléko je

tedy z hlediska prototék zdravotné nezavadné, ale miize vykazovat

zhorsené technologické ¢i nutriéni vlastnosti

Dékuji za pozornost

Prace byla vypracovana za podpory MZE projektu QK1910092 a MZE-RO0518




Uéinek dezinfekénich prostiedkt
na biofilm kmenu
Candida albicans

a Protfotheca spp. izolovanych z
bazénového kravského mléka

doc. RNDr. Marcela Klimesova, Ph.D.
Ludmila Nejeschlebova

Vyzkumny ustav mlékarensky Praha
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Biofilm

» Biofilmy jsou spolecenstvi
mikroorganismu stejného nebo
ruzného druhu, které se vyskytuji
Vv nejriznéjsSim prostredi.

Usnadnuji mikroorganismim preziti
nedostatek zivin) a chrani se rovnez i

pred ucinkem dezinfekcnich prostredku
nebo antibiotiky.

 Tento mikroekosystém je zdrojem jak
nezadoucich patogennich MO (S.
aureus, S. agalactiae, C. albicans, P.
aeruginosa), tak technologicky
problematickych (napr. tvorba lytickych
enzymu u P. fluorescens).

rezistentni kmeny, ktere siri svoji
rezistenci prostrednictvim plasmidu a
to mezidruhoveé i mezirodové bez
ohledu na to, zda se tyto mechanismy
rezistenci vyskytuji u patogennich ci
nepatogennich bakterii




 Klinicky vyznam-vznikaji casto
chronické a tézko lécitelné choroby
biofilmové infekci, mezi které radi CNS,
S. aureus, zastupce streptokoku,
predevsim S. gallolyticus, méne casto
S. pneumoniae, enterokoky, G- (napfr.
Escherichia coli, P. aeruginosa), M.
tuberculosis a anaerobnich bakterie
(napr. Clostridium spp., Bacteroides
fragilis, Peptostreptococcus spp. a
Actinomyces spp.).

 V prostredi prvovyroby mléka jsou
vaznym zdravotnim problémem
mastitidni patogeny s produkci
biofilmul: S. aureus a dale
environmentalni mikroorganismy (E.
coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp.), CNS, streptokoky
(S. uberis, S. dysgalactiae) a
enterokoky (E. faecalis, E. faecium),
stejné jako nebakterialni
mikroorganismy, jako Candida spp. a
Prototheca spp.




S. aureus MIRSA

Parsek M.R., Hausler S., 2010, DOI: 10.1128/JB.00332-10




E. coli, P. aeruginosa, M.
tuberculosls, Klebslella, MRSA

~AD P 1“\ o

shuttersteck

Kon K. https://www.shutterstock.com/cs/image-illustration/biofilm-antibiotic-resistant-
bacteria-closeup-view-367715540

C. albicans

Qgé

Ramage G., 2005. doi:10.1128/EC.4.4.633-638.2005




Kvasinky

« Candida albicans je typickym druhem
strevni a ustni mikrofléry. Za
normalnich okolnosti u 80 % populace
neskodi. Kdyz se vSak nadmiru
premnozi, zpusobuje kandidézu.
Kandidoéza je Casto diagnostikovana
osobam se snizenou imunitou. C.
albicans se vSak muize premnozit i v
krvi a v genitalnim traktu.

Rasy

Jako Prototheca jsou oznaCovany
druhy patrici do rodu zelenych ras z
celedi Chlorellaceae. Byvaji izolovany

z ruznych vzorku, hlavné z

vihkého prostredi (hnuj, puda, voda) a
nékteri zastupci zpusobuji vzacné
infekce u lidi (prototekoza), ale i u zvirat
(prototekova mastitida).




* P. zopfii genotyp 2 je oznacovan za
hlavniho puvodce nebakterialni bovinni
mastitidy. Vedle tohoto druhu byla, i
kdyz v mensi mire, z mastitidniho
mléka izolovana i P. blaschkae a P.
wickerhamii

Metodika

1 ockovaci klicka do 9 ml BHI bujonu »
pomnozeni 24 h/25 °C

0,3 ml do 10 ml sterilniho BHI bujonu -
100 pl do mikr. desticky (3 dny/25 °C)
vyliti BHI bujonu— 5 x promyti
destilovanou vodou —> 150 ul 0,1%
kryst. violeti po dobu 45 min

5 x promyti DV— hodnoceni 0, (+), +,
++, +++ (stupnice 0-12)

Djordevic et. al. (2002)




* Djordevic, D., Wiedmann, M., Mc
Landsborough, L.A.: Microtiter plate assal
for assessment of Listeria

monocytogenes iofilm formation. Appl.
Environ. Microbiol. 68, 2002, 2950 - 2958.
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Cid™Liquid acid detergent

(DelLaval)

Pouzivana koncentrace 0,7%

60-80 °C/10 minut

Super Liquidalkaline detergent

(DelLaval)

Pouzivana koncentrace 0,7%

60-80 °C/10 minut




Vysledky biofilmu a citlivosti

C.albicans

2
50%

2
50%

5
37,5%

45,8%

7%
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4,5
43,8%

39,6%

0,7%
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biesch [BROFIA] CIOX_ | CIOK | SUPERA|SUPER A

7%
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25%

0,7%
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7% 0,7%
6 7
25% 12,5%




Kombinovany uc¢inek K +A

CID (K) a SUPER (A)

24 hod 24 hod 24 hod 24 hod

0,7% 0,7% 7% 7%

K+A A+K K+A A+K

C. albicans . , 47,17 47,17 47,17

P, zopfii : : 26,92 11,54 30,77

P. blaschkeae . , 37,50 50,00 50,00

Vysledky ucinnosti

* roztok 0,7% - vyssi uc¢innost na
kvasinky - 39,6% K a 49,1% A nez
rasy-0Ka13,3% A

e vyssi ucinnost koncentrovanejsich
roztoku (bez statistické
vyznamnosti)

innost pri kratsi dobe mezi
miKaA




Dekuji za pozoronost

* Dotazy na:

e Marcela Klimesova

e +420 608 260 395

e marcela.vyletelova@seznam.cz
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 Workshop k vysledkiim projektu: Ceska Rybna, 21. 10. 2020

=Mozny vliv subklinickych mastitid
= zapri¢inénych rasou Prototheca na
i =sloZeni a kvalitu mléka

200000000000000

Y

=™ PrubéZné vysledky reSeni projektu QK1910092 (Nebakmas).

Soudast aktivit Ceské akademie zemédélskych véd OZV

Hanus O.- Seydlova, R.- Kopecky J.- Roubal, P.- Jedelska R.-
Nejeschlebova L.- KlimeSova, M.: VUM Praha

1000000

Sledovani, terénni experiment:

Vzorky (dojnice) z KU stada CF 90
% a H 10 % z listopadu 2019 byly
rozdéleny dle mykologického
vySetreni (VEDIA) dojnic
pozitivnich na rasu na skupiny
Prototheca (pozitivni nalez, P+, n =

57) a bez Prototheca (negativni
nalez, P-, n = 215)
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Vysledky, kontrola uZitkovosti, individualni vzorky mléka:

Ukazatel laktace a
mléka, KU

P+

P-

Poznamka

VSechny dojnice, n

57

Prumér laktace

infikovana déle vyuzivana
zZvirata

Dny laktace

maly rozdil, infekce v max.
laktaci

Dojivost, |

vyznamné ztraty

Obsah tuku, %

mensi rozdil

Obsah bilkovin, %

mastitis muze mit vice
bilkovin syrovatky

Obsah laktozy, %

kopiruje mastitis a
poskozeni tkani

Obsah sus. tukuprosté,
%

maly rozdil

Pocet somatickych
bunék, 103ml!

velky rozdil xg a x

Vysledky, kontrola uZitkovosti, individualni vzorky miéka:

Ukazatel laktace a
mléka, KU

P+

P-

Poznamka

VSechny dojnice, n

Mocovina, mg/100ml

maly rozdil

T/L

maly rozdil

T/B

maly rozdil

Aceton, mmol/l

bez rozdilu

BHB, mmol/l

bez rozdilu

Volné mastné
kyseliny, mmol/100g

maly rozdil
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Vysledky, kontrola uZitkovosti, individualni vzorky mléka:

Ukazatel laktace a
mléka, KU

P+

P-

Poznamka

Prvotelky, n

94

Dny laktace

malo P+

Dojivost, 1

malo P+, velky rozdil

Obsah tuku, %

malo P+

Obsah bilkovin, %

malo P+

Obsah laktézy, %

malo P+, velky rozdil

Obsah sus.
tukuprosté, %

malo P+

Pocet somatickych
bunék, 10°ml!

malo P+, velky rozdil
Xg a X

Vysledky, terénni experiment, bazénové vzorky mléka:

Ukazatel mléka, experiment

P+

P-

Poznamka

Bazénovy vzorek, listopad,
n

Patogeny kontagiozni

Str. agalactiae a Staph. aureus

Patogeny prostred’ové

Str. uberis

Rezidua inhibiénich latek

v P+ 4 pripady podezielé

Celk. poc. mikroorg.,
CFU/ml

55119

velky rozdil xg a x

248 667

Pocet ras a kvasinek

10 039

Prototheca a Candida, xg a x

11 050

Pocet somatickych bunék,
10°ml!

777

velky rozdil xg a x

814
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Vysledky, terénni experiment, bazénoveé vzorky mléka:

Ukazatel mléka,
experiment

P+

P-

Poznamka

Bazénovy vzorek,
listopad, n

Obsah tuku, %

nevyzn., ve smyslu
patogeneze mast.

Obsah bilkovin, %

nevyznamné

Obsah kaseinu, %

ve smyslu patogeneze
mastitid

Obsah laktozy, %

nevyzn., ve smyslu
patogeneze mast.

Obsah sus.

tukuprosté, %

vyzn., ve smyslu

patogeneze mast.

Vysledky, terénni experiment, bazénové vzorky mléka:

Ukazatel mléka, experiment

P+

P-

Poznamka

Bazénovy vzorek, listopad, n

6

Bod mrznuti mléka, °C

ve smyslu patogeneze mastitid

Elektricka konduktivita,
mS.cm!

ve smyslu patogeneze mastitid

Aktivni kyselost mléka, pH

pufracni kapacita

Volné mastné kyseliny,
mmol/100g

prrekvapivé, ocekavan opak

Alkoholova stabilita, ml

P+ vyznamné horsi

Titracni kyselost, °SH

mast. alkal., méné bilk. a kas.
pro P+

Syritelnost, sekunda

koagulace bilkov. syridlem,
prrekvap.

Kysaci schopnost, °SH

P+ zhorsSeni




Vztah frekvence Prototheca k po¢tu somatickych bunék v
bazénovém mléce.

v =0,0446x +203.45
R2=06631

5000 10000 15000 20000 25000
Prototheca

DOO0DNONIONNIODNONONIIOIGI

Linearni: y = 0,0446x + 203,45; n = 12; R*=0,6631; r = 0,814**

Vztah frekvence Candida k poctu somatickych bunék v
bazénovém mléce.

y=428 2000
R?=0,2798

A

100 150
Candida

Exponencialni: y = 428,2¢%007x; p = 12; R2=0,2798; r = 0,529ns
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Z.aver:

 infekce Prototheca je Castéjsi u starSich krav

kolem 3. laktace a je zalezitosti spiSe hned
pocCatku laktace, kdy jak znamo je zvySena
vnimavost vi¢i mastitidim obecné;

infekce Prototheca, pravdépodobné
v kombinaci i s jinymi patogeny (Str. uberis),
snizuje vyraznéji uzitkovost dojnic, cca 7 % a
mozna vice;

infekce Prototheca, pravdépodobné
v kombinaci i s jinymi patogeny (Str. uberis),
zvySuje vyraznéji PSB, stejné jako elektrickou
vodivost, pri zlepSeni bodu mrznuti mléka;

Z.aver:

z technologickych vlastnosti je u Prototheca
zhorSena alkoholova stabilita a je takeé
alkalizovano mléko (nizsi titrac¢ni kyselost);

dalSi mirné zhorsSeni technologickych vlastnosti
u Prototheca lze zachytit u kysaci schopnosti
mléka;

z uvedenych vysledkii bohuZel nelze odvodit
néjaka presnéjsi voditka ¢i naznaky pro
moznou konkrétni lokalizaci zdroje této
prostied’ové nakazy;




Z.avér:
 vlivy pritomnosti rasy Prototheca na
slozeni a technologické vlastnosti
mléka byly pozorovany nizSi nez v
praci Seydlova et al.,, 2009, VLIV

OBSAHU PROTOTHECA ZOPFII A
CANDIDA LUSITANIAE NA KVALITU

SYROVEHO MLEKA, pravdépodobné
proto, ze Cetnost vyskytu ras byla v
realu zretelné nizSi nez pouzité
inokulace média v experimentu.
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»DERuji za pozornost”
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