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Cil metodiky

Cilem projektu bylo zmapovani rozsifeni nebakterialnich piivodcti mastitid, kvasinek a
fasy Prototheca spp., v chovu dojného skotu, shromazdit informace o jejich vlivu na
technologické vlastnosti mléka a navrhnout chovateliim soubor opatieni vedoucich ke snizeni
vyskytu danych agens v chovech a nasledné i v mléce, jakozto suroving pro vyrobu kvalitnich
a bezpecnych potravin. Naslednym cilem pak je vyloucit aplikaci antibiotik, ktera jsou proti
témto agens netcinnd, a tim zvysit kvalitu, respektive bezpecnost produkce mléka, dosdhnout
vyznamné ekonomické uspory a snizit vyskyt antibiotické rezistence u bakterii vyskytujicich
se v chovech skotu, a tim 1 v potravinovém fetézci.

Cilem této prace jsou metodickd doporuceni pro opatfeni ke snizovani vyskytu
vybranych nebakteridlnich ptivodcti mastitid v prvovyrobé mléka.



Vlastni popis metodiky
Uvod do problematiky

Prototheca spp. je jednobunééna fasa bez chlorofylu, ktera se vyskytuje v riznorodych
ptirodnich podminkéch, nejvice ji vyhovuje prostiedi s vysokou vlhkosti a podilem
organického materialu. Patii do kategorie oportunistickych patogenti jak lidi, tak zvitat, kde
pfesny mechanismus vyvoje prototékové infekce neni zcela jasny. Nékolik Prototheca spp.,
Jjmenovité P. ciferrii, P. bovis, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. cutis a P. miyajii jsou
puvodci onemocnéni jak u lidské, tak zviteci populace. Tato skutecnost podtrhuje potiebu
dalsiho studia pro vytvoteni zdravotnich principt tohoto nebakteridlniho patogenniho
mikroorganismu. Bovinni mastitidy jsou dominantni formou prototékové infekce. Nicméné
infekce se vyskytuje 1 u psu, kocek, koz a z ¢asti 1 u ostatnich obratlovct. VSeobecné
celosvétove nartisty prototékovych onemocnéni jsou na vzestupu a ptitahuji tak pozornost
humannich a veterinarnich lékaiq.

Prototheca spp. byla historicky identifikovana Krugrem v roce 1894, ktery ji zatadil
mezi houby podle kultiva¢ni podobnosti S kvasinkami. Patogenni potencial nebyl v tuto dobu
znamy. Prvni humanni a prototékové infekce zvitat byly popsany az v letech 1952 v
Némecku. Mastitidy zptsobené prototékou jsou rozsifeny po celém svéte. Vzdy, kdyz se
objevi rezistence na antibiotickou 1é¢bu mastitidy, roste podezieni, Ze patogenem je prave
fasa. Na zacatku 21. stoleti se rozsifily prototékové infekce v humanni populaci vV ndvaznosti
na chemoterapii. Zdravotni organizace zjiSt'uji vztahy mezi zdravotnim stavem lidi a zvifat ve
vazbé na ekosystémy a nuti vytvéiet a adresné porozumét s fasou spojené problematice. Rasa
je naprosto adaptovana na vnéjsi prostiedi, které vytvoftil clovék. Mlze se tak rozsifit
prakticky kamkoli, kde najde vhodny zdroj vyzivy.
mastitid. Mnozi se sporami, které se 1isi podle zastupcti tvarem, velikosti i po¢tem. V ruznych
stadiich fyziologického rlistu se méni i1 specificka velikost bunék a sila jejich bun&tné stény.
Kultivaéni teploty a jeji doba jsou u jednotlivych zastupct rozdilné, a to od 30-35 °C po 72
hodin aZ 7 dni pro odecet viditelnych kolonii na miskach. Kultivaéni media obsahuji glukézu
a antibiotikum chloramfenikol k potlaceni ristu bakterii. Prototheca spp. nesnasi dlouhodobé
zamraZeni, a proto se doporucuje pro kultivacni analyzy vychéazet z ¢erstvych vzorka.
Typické pro tasu, ktera se jiz zapouzdrila do tkan€ mlécné Zlazy, je intermitentni vylu€ovani
do mléka. Tim je velice ztiZen jeji zachyt. Z tohoto diivodu je nutné provadét opakované
odbéry a kultivace u suspektnich dojnic. OvSem dojnice, ktera byla jednou zjisSténa jako
pozitivni, ziistdva pozitivni az do doby vyfazeni ze stada bez ohledu na to, jaké budou
nasledné kultivace.

Infekce je tedy vazana primarné na mlécnou Zl1azu, kde se vytvati granulomat6zni
tkan. Vstupni branou infekce je vzdy strukovy kanalek, v nékterych piipadech 1éze na
povrchu kiize struku. Zavaznost onemocnéni zavisi na mnoZzstvi mikroorganismu, které se
dostaly do mlééné 714zy a stavu imunitniho systému. Predispozi¢nim faktorem vzniku
mastitidniho onemocnéni je imunosuprese. Rasa je schopna piezivat v makrofazich, buiikach
imunitniho systému. P. bovis pteckava v mlééné zlaze obdobi zaprahlosti a v nasledné laktaci
se muze opét objevit v mléce. Je také rozSifovana vykaly do vnéjsiho prostiedi. Telata krmena
mlékem od pozitivnich dojnic mohou byt dalSim zdrojem kontaminace prosttedi. Muze byt
izolovéna z mulce, rekta, vykalll nebo vaginy dojnice, aniz produkované mléko je pozitivni. |
kdyZ odebrané vzorky tkani na jatkéch (d€loha, ledviny) od primarné€ pozitivnich dojnic
s nalezy v mléce byly pozitivni také. Kultivace stérii z prostiedi dojirny jsou vétSinou
pozitivni. Jedina P. bovis se rozsifuje pravdépodobné jen pienosem pies dojici jednotky
V procesu dojeni.



Definitivni guidelines pro feSeni prototékové infekce a jeji eradikace nebyl zatim
nikde a nikym zpracovan. Diivodem je vysoka uroven rezistence k celému spektru
antibakterialnich latek a stejné tak niz$i korelace mezi klinickou reakci ,,in vivo™ a ,, in vitro®.
Citlivosti P. spp se vénovala cela fada védeckych pracovist jako je CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) a EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Standardni guidelines nebyly zatim ovSem vytvoieny pro prototékové
infekce ani pro lidi ani zvitata. Do soucasnosti nebyla vynalezena zadna efektivni terapie
prototékovych mastitid, ktera by se mohla rutinn¢ aplikovat. Existuji nékteré ptipravky, které
se aplikuji u lidi, ale pro feSeni onemocnéni na zemédélskych farmach jsou moc drahé nebo
jejich pouziti je zakédzano Evropskou unii pro zvitrata produkujici potravinu (Annex to
Regulation/EU/ No 37/2010 on pharmacologically active substances and their classification
regarding maximum residue limits in food stuff of animal origin).

Pozitivni dojnice museji byt vyfazeny ze stada a zabezpeceny tak, aby nemohly
nakazit zdravé jedince, a to pii spole¢ném ustajeni ani dojeni. Prototheca spp. je neznicitelna
ani prichodem ptes zazivaci trakt. Pfiroda jeji bunéénou sténu vybavila organickym
polymerem rezistentnim k mechanickému stresu, u¢inktim chemickych latek, tedy i k
pusobeni enzymil. Je schopna persistovat ve vnéj$im prostredi ve formacich biofilmu, které
jsou nenarusitelné jakymikoli sanitaénimi prostifedky. Citlivost fasy na pasteracni teploty
vykazuje nejednoznacné vysledky. Jedin€ ultrapasteraci mléka bylo dosazeno 100 %
vysledku. Konzumace neoSetieného mléka od pozitivnich dojnic na farmé vytvati potencidlni
riziko pro zdravi ¢lovéka. Vyskyt environmentalnich mastitid vykazuje sezonni charakter
s vrcholem v letnich mésicich a obdobich vysoké vlhkosti prostiedi.

V letech 2019 az 2022 bylo celkem odebrano z 21 mlékaren v Ceské republice 1051
bazénovych vzorkil mléka, vzdy v obdobi od konce dubna do ¢ervna. Zakladnim poslanim
projektu QK1910092 bylo zmapovat nebakterialni ptivodce mastitid a jejich vliv na kvalitu a
technologické vlastnosti mléka. K diagnostice nebakterialnich mastitidnich patogenii byly
vzorky zaslany do Statniho veterinarniho ustavu Jihlava a Vyzkumného tstavu veterindrniho
lékatstvi Brno. Zde byla diagnostika zamétena na identifikaci a kvantifikaci kvasinek, plisni a
fas. Celkem bylo odebrano 1051 bazénovych vzorki mléka, z nichz pouze 38 (3,6 %) bylo
negativni, neobsahujici Zadné nebakterialni mastitidni patogeny. Rasa Prototheca spp. byla
vykultivovana v 46 bazénovych vzorcich, coz predstavuje zachyt 4,37 %, kde dominantnim
mastitidnim patogenem byla Prototheca bovis. Z veterinarni praxe a znalosti provozu
vyplyva, ze prototékové mastitidy postihuji jak velka, tak 1 mala stada, vétSinou se jedna o
dojnice s vyssi uzitkovosti. Kvantifikaci byl%/ detekovany rozdilné denzity fasy z bazénovych
vzorkll, kdy maximalni dosdhla 6,9. 103xml™. Nalezy diagnostikované z individualnich nabéra
ve stadech pak dosahovaly rozmezi od 0,7 do 45 % odebranych vzorki mléka produkénich
dojnic.

Pro¢ sledovat vyskyt irasy Prototheca spp. v bazénovych vzorcich mléka, netypického
pivodce mastitid

e negativni vliv na kvalitu mléka

e vliv zvySeného obsahu fasy na technologické vlastnosti mléka

e zoonoOza

e dtkaz vyznamné snizen¢ imunity dojnice

e schopnost pfezivat v hypnosporach a makrotazich

e schopnost pfezivat ve vnitinich organech — zpisobuje nevratné naruSeni tkani
e diagnostika v kamennych laboratofich jen na vyzadani

e faremni diagnostika ma sva omezeni



e intermitentni vylu€ovani do mléka

e nebezpeci predavkovani antibiotiky, pokud neni kvalitni diagnostika pivodce
e nebezpeci nalezu rezidui inhibi¢nich latek (RIL) v mléce

e necitlivost k aplikovanym antibiotikiim

e omezena citlivost k sanitacnim prostfedkiim

e cradikacni proces narocny

e spontanni vyléceni neexistuje

Soubéh faktori pro incidenci asy Prototheca spp. v chovu

e chronicky sniZzend imunita dojnic

e poporodni stres prvotelek — dlouhodobé stavy ketdzy po oteleni
e dlouhodoba produkéni zatéz dojnic

e mykotoxiny v krmivech

e nedostatena kvalita ustdjeni

¢ nevhodny rezim dojeni

e nehygienicka pfiprava mlécné zlazy na dojeni

e absence dezinfekénich opatteni ve stdji

e absence mezidezinfekce dojicich jednotek béhem dojeni

e léCeni mastitidnich dojnic bez stanoveni plivodce a antibiogramu
e eliminace fyziologického osidleni mlééné zlazy

e dlouhodoba netizena 1écba antibiotiky

e nehygienickd aplikace antibiotik a sealil do struku

e pouzivani kanyl na zprichodnéni struku

e zkrmovani mléka od pozitivnich dojnic

¢ nulova mikrobiologicka kontrola dojnic pfti zafazeni do produkce
e spolecné ustajeni pozitivnich a zdravych jedinct

e spole¢na pastva pozitivnich a zdravych jedinct

Zakladni charakteristika Fasy Prototheca spp. zpuisobujici mastitidy skotu

e hlavni zastupci: Prototheca bovis, Prototheca blaschkeae, Prototheca ciferii

e environmentalni patogen se schopnosti se chovat kontagiézné
o bez schopnosti fotosyntézy
o jednobunéény bez chlorofylu

e tvar kulovity az ovalny

e velikost 15x13 az 9x7 um

e reprodukce sporangiosporami

¢ snadno zaménitelnd s kvasinkou pii kultivaénim vysSetfeni

e dlouha doba kultivace (5-7 dni)

e produkuje proteolytické a lipolytické termostabilni enzymy

e schopnost utilizace dusiku z aplikovanych ATB

e vytvaii biofilmy

e utilizuje laktozu



e pfeziva ve formé spor

e nereaguje na sanitacni prostiedky, jod a kyselina peroctova vykazuji baktericidni
ucinnost

e Tfasa je Casto doprovazena kvasinkami

e zplsobuje mastitidy u skotu klinické (akutni a chronické), subklinické a latentni

e klinické projevy zavisi na koncentraci fasy

e klinické mastitidy vyznamné navysuji pocet somatickych bun¢k v mléce

e typické znaky klinické mastitidy a navic balénovité otoky vemen

e klinické mastitidy narusuji latkovou skladbu ml¢ka

e klinické mastitidy narusuji reprodukcni schopnosti dojnic

e akutni stavy mastitidy mohou koncit letalné

Zakladni charakteristika prototéka pozitivni dojnice

e vysoka uzitkovost

e prvotelky, dojnice na 2. a dalSich laktacich

e moznost infekce v pribéhu celé laktace

¢ snizené imunitni reakce

e dojnice ve stavu imunosuprese

e metabolicka dysbalance

e nedostatek stopovych mineralnich latek

e krmna davka obsahuje nadlimitni mnoZstvi mykotoxinil

o off label aplikace antibiotik

e neasepticka aplikace antibiotik v laktaci a pii zaprahovani, neasepticka aplikace sealtl
pfi zaprahovani

Zakladni charakteristika ustajeni

e zédklad loZi je ¢erstvy hntllj dostylany slamou

e nepravidelné vyhrnovéani hnoje ve stéji

e hluboka podestylka pro zasuSené a otelené dojnice

e vysoka vlhkost prostiedi

e spole¢né ustijeni zasuSenych a otelenych dojnic

e spolecné ustdjeni biezich pozitivnich dojnic a zdravych

e sekce stland neoSetfenym separatem pro zasusené a otelené dojnice
e absence Uc¢innych dezinfekénich oSetieni

Zdroje infekce

e krmivo

e stelivo

e vykaly dojnic

e vykaly telat krmenych mlékem od pozitivnich dojnic
e vodni zdroje



e spolec¢nad pastva pozitivnich a ostatnich zdravych dojnic

e jednotlivé pozitivni dojnice

e zbytky mléka ve strukovych navleckach po podojeni pozitivni dojnice
e dezinfektor nevyhrazeny jen pro nemocné dojnice

e ruce obsluhy, i kdyz pracuje v rukavicich

Cesty nakazy

e pfes strukovy kanalek

e 1¢zi (poranénim) na kazi struku

e zkrmovanim mastitidniho mléka od pozitivnich dojnic telatim
e vykaly telat krmenych mlezivem/mlékem od pozitivnich dojnic
e krevni cestou od pozitivni matky na tele

Ziakladni opati‘eni k omezeni Sifeni

e podpora imunity dojnic

e zkvalitnéni krmné dévky vetné minimalizace obsahu mykotoxinii

e plosna dezinfekce stije a dojirny

¢ radikélni obnova podestylky

e mykologické vySetfeni celého stada

e odbér mikrobiologickych stért z prostiedi staje

e odbér napajeci vody na mikrobiologicky rozbor

e odbér komponent krmné davky na mikrobiologicky rozbor

e odbér materialu na stlani na mikrobiologicky rozbor

e oznaceni vSech pozitivnich dojnic na IK

e separace pozitivnich dojnic do extra sekce

e dojeni zdravych dojnic jako prvnich

e dojeni pozitivnich dojnic v extra dojirné nebo jako posledni

e extra dezinfektor pro zdravé a pozitivni dojnice (u¢inna latka jod)

e vyfazeni pozitivnich dojnic

e mezidezinfekce dojicich jednotek po kazdém pouziti (4¢inna latka kys. peroctova)
e optimalni ptiprava mlécné Zlazy na dojeni

e dojnice po oteleni zatazovat do produkce az po negativnim mykologickém vySetieni

Moznosti 1é¢eni

e neexistuji, jen preventivni organizacni opatfeni
Zikladni body eradikace rasy

¢ plosné mykologické vySetteni vSech dojnic

e zapis vysledku vySeteni do inseminacéni karty

e separace pozitivnich dojnic do extra staje

e vyfazeni pozitivnich jalovych dojnic na jatka

e dojeni pozitivnich dojnic na konec procesu pti dodrZzovani ptisnych hygienickych
pozadavka

e prace obsluhy dojirny v opakované dezinfikovanych rukavicich

7



e zavedeni mezidezinfekce vSech dojicich jednotek po kazdém pouziti
e zakaz zkrmovani mléka od pozitivnich dojnic
e zakaz prodeje syrového mléka od pozitivnich dojnic

Je celosvétove potvrzeno, ze prototékové infekce vykazuji vyznamny narist u skotu za
posledni obdobi. Prototheca spp. se stava zavaznym mastitidnim patogenem v rtiznych
zemich a regionech. Jeji schopnost pieziti ve vnéjSim prostiedi a rozsifeni se do stad dojnic
znamena obrovsky problém pro farmaie. Vzhledem k tomu, Ze neexistuje samozhojeni a ani
nejsou K dispozici antibiotika, ktera by byla u¢inna, tak nejucinné&jsi zbrani proti ni je
prevence. Vzhledem k tomu Ze se jedna o patogen, ktery ma vysokou afinitu i k humanni
populaci, je nutné této problematice se zevrubné vénovat a pokusit se vytvofrit alternativni
feSeni, které by bylo schopno mit prototékové infekce pod kontrolou.

Identifikace nebakteridlnich piivodci mastitid

Vzorky mléka (individualni ¢i bazénové) o objemu alespont 10 ml je nutno odebrat do
sterilni vzorkovnice a po odbéru transportovat do laboratofe v chlazeném stavu. Pokud byla
ve stad¢é prokazana prototékova mastitida, pro detekci ¢asnych a subklinickych infekci ma
zasadni vyznam okamzité vySetieni mléka vSech krav ve stddé¢ (Milanov et al., 2016).
V ideédlnim ptipad€ by mély byt vySetfeny vzorky mléka z jednotlivych ctvrti, aby se ptedeslo
vzniku fale$n€ negativnich vysledkil. Pokud je infikovana pouze jedna ¢tvrt, fedénim mlékem
ze zdravych, neinfikovanych ¢tvrti by se mohl snizit pocet patogenti ve slozeném vzorku
mléka pod limit detekce. Piestoze se V ptipad¢ prototékozy jedna o perzistentni infekci, neni
vzdy mozné odhalit v§echny infikované jedince ve stad¢ béhem jediného testovani laktujicich
krav z divodu preruSovaného vylu¢ovani agens v mléce. Ztoho divodu se doporucuje
pravidelné opakované vySetfeni podezielych krav ve stade.

Odbér vzorku

Metodika odbéru vzorku pro diagnostiku nebakterialnich ptivodcii mastitid v principu
odpovida obecnym zdsaddm odbéru mléka pro bakteriologické vySetient.

Pted vlastnim odbérem provedeme:

1.) Posouzeni zdravotniho stavu dojnice resp. mlééné zlazy

2.) Posouzeni sekretu mlééné zlazy

Ad 2.) Provedeme NK-test, hodnotime + az ++++ (resp. 1-4). Provedeme smyslové posouzeni
sekretu mlécné Zlazy. Vysledek obou vyse uvedenych posouzeni zaznamename do Zadanky k
mikrobiologickému vysetfeni

Typ vzorku:
Ctvrtovy
Pilovy
Smésny

Pro diagnostiku mastitid ddvame prednost vzorkiim ¢tvrtovym nebo ptlovym.
Vlastni odbér mléka pro mikrobiologické vySetieni:

- odbér ma probihat bezprostfedné pied dojenim nebo min. 2 hodiny po dojeni,
Vv piipadé kvasinkovych mastitid se doporucuje odbér na konci dojeni



- pfi odbéru na dojirn€ nechdme provést standardni ptipravu vemene pied dojenim
vcetné oddojeni prvnich stfikii a vzorku ze vSech ¢tvrti na paletu pro provedeni NK-
testu

- usti strukovych kanalkl ocistime krouzivym pohybem pomoci alkoholového
desinfek¢éniho ubrousku.

- 0ddojime vzorek mléka z jednotlivych Ctvrti- u pilovych nebo smésnych vzorkt
dbame na oddojeni stejného mnozstvi mléka z jednotlivych strukii. Zkumavky plnime
vzdy do max. ¥ az ¥ vysSky. Zkumavky ukladame do stojanku.

- po odbéru vzorky ihned chladime.

Historicky prehled diagnostiky nebakterialnich piivodcii mastitid

Infekce vyvolané nebakterialnimi puvodci mastitid mohou byt diagnostikovany
histopatologickym vySetfenim a/nebo izolaci dané¢ho patogenniho agens, ptevazné z mléka.
Historicky identifikace Prototheca spp. a kvasinek spoléhala na stanoveni fenotypovych
znaku zahrnujicich morfologii kolonii na kultivaénich ptidach, mikromorfologii kultury a
biochemické profilovani (Jagielski et al., 2018). Za ucelem stanoveni pfitomnosti kvasinek ve
vzorcich mléka se nejCastéji vyuziva kultivace. Pro kultivaéni vySetfeni se rutinné pouziva
Sabouraud-dextrozovy agar s chloramfenikolem. Na kultivaci navazuje mikroskopicka,
pfipadné biochemicka identifikace izolath. V poslednich letech se znaéné vyuZzivaji i
chromogenni plidy nebo druhova identifikace pomoci metody hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF.

Standardni metoda detekce Prototheca spp. je ¢asové naro¢na. Kultivuji se podobné
jako kvasinky na rutinnich kultiva¢nich médiich (Sabouraud-dextrozovém agarovém médiu,
krevnim agaru), kde po 24 —72 hodinach vytvareji krémové bilé az Sedé kolonie o praiméru 1-
3 mm (Milanov et al., 2016). Vzhledem k podobné morfologii kolonii na téchto pidach jsou
snadno Prototheca spp. zaménitelné s kvasinkami a navic je mohou piertstat rychleji rostouci
bakterie, ¢imz dochazi k oddaleni identifikace tohoto infekéniho agens. Selektivni médium
pro Prototheca spp. obsahuje kombinaci fluorocytosinu a hydrogenftalatu draselného, ktera
znemoziuje rast bakterii a kvasinek. Vétsinu druhti Prototheca Ize kultivovat pii 30 °C po
dobu 72 hodin a kmeny zpisobujici mastitidu taktéz pii teploté piiblizné 35 °C. Nekteré
kmeny vsak preferuji teplotu 25 °C a pomalu rostouci izolaty mohou vyzadovat az 7 dni pro
vytvoreni viditelnych kolonii (Libisch et al, 2022). Ziskané izolaty 1ze nasledné identifikovat
pomoci biochemické analyzy a mikroskopie, pfi které se preparaty barvi dle Grama ¢i pomoci
Laktofenolové modife. Pro fasu Prototheca je charakteristickd asexualni reprodukce
prostiednictvim tvorby endospor. Pocet tvoienych endospor (2—20), jejich tvar a velikost se u
druhti Prototheca 1isi. Zralé formy sporangii (matefskych bunék) P. wickerhamii dosahuji
mensi velikosti (3—10 um) nez sporangia P. bovis, ktera se formuji do kulovitého (15%13 pm)
az ovaln¢ho tvaru (9x7 um). P. wickerhamii ma tendenci tvofit symetrickd sporangia
pfipominajici morulu (endospory uspofadané symetricky jako sedmikraska), zatimco P. bovis
vykazuje spiSe nahodné vnitini segmentace.

Identifikace Prototheca spp. na zaklad¢ fenotypovych znakt, ackoli stale vyuzivana,
je ¢im dal cast&ji nahrazovana piesnéj$imi a rychlej§imi molekularnimi metodami ¢i
proteomickou analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Nejcastéji
pouzivanymi molekularnimi metodami jsou polymerdzova fetézova reakce (PCR) a
sekvenovani DNA vradmci ribozomalniho operonu. Pro piimou detekci prototék



prostiednictvim  specifické PCR bylo navrzeno nékolik molekularnich markert
lokalizovanych na ribozomalni DNA, nicméné vysSi diskriminacni schopnost nasledné
prokazala PCR zacilena na mitochondrialni gen cytb (kédujici cytochrom b) a kombinovana
S RFLP (polymorfismus délky restrik¢nich fragment) analyzou, kterd umoznila rozlisit
vSechny dosud znamé druhy Prototheca spp. Kromé zminénych diagnostickych metod Ize k
rozliSeni infikovanych a neinfikovanych dojnic ve stadé pouzit sérologickou metodu ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), ktera umoziuje detekovat protilatky vici prototéce v
séru a syrovatce (Libisch et al., 2022).

Vsechny zminéné konvenéni metody jsou Casto limitovany svou citlivosti, pfesnosti,
¢asovou narocnosti a v neposledni fad¢ cenou. Z toho diivodu byly na pracovisti Vyzkumného
ustavu veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i. vyvinuty a zavedeny dvé nové molekularné-biologické
diagnostické metody, multiplexni kvantitativni PCR (qPCR) a MOL-PCR (multiplexni
oligonukleotidové ligace — polymerdzova fetézova reakce), které tyto nedostatky piekonavaji
a umoznuji piesnou a citlivou detekci, kvantifikaci a identifikaci nejcastéji se vyskytujicich
druhti prototék, respektive kvasinek ve vzorcich mléka ¢i klinickych vzorcich.

Soudasné moZnosti detekce a identifikace nebakterialnich pivodci v CR

gPCR

Prostfednictvim pfimé multiplexni qPCR, vyvinuté na jednom z pracovist’ podilejicich
se na feSeni projektu NEBAKMAS, je mozné detekovat jak druhy rodu Prototheca nejéastéji
se vyskytujici v prostfedi mléénych farem: P. bovis, P. blaschkeae a P. ciferrii, tak i
nejcastéjsiho ptivodce prototékdzy u lidi P. wickerhamii. Vyvinuty detekéni systém se sklada
ze dvou na sebe navazujicich multiplexti. Multiplex I detekuje Prototheca sp. na zakladé
univerzalnich primeri konzervovaného useku velké ribozomalni podjednotky, dale
nejéastéjsiho ptivodce mastitid dojného skotu - P. bovis, a interni amplifika¢ni kontrolu, ktera
slouZi k odhaleni pfipadnych falesné¢ negativnich vysledkl v disledku inhibice qPCR reakce.
Multiplex II je pouzit v piipadé, kdy byla pomoci multiplexu I detekovana Prototheca sp. a
nejedna se o P. bovis. Multiplex II umoziuje detekovat P. blaschkeae, P. ciferrii a P.
wickerhamii.

Vysetiovany vzorek mléka je nutné po odbéru uchovévat v chladnickové teploté a
dorucit do laboratoie co nejdiive, aby mohl byt do druhého dne zpracovan do mlécné pelety.
Pripravené mlécné pelety je pak mozno uchovavat pfi teploté¢ -70 °C do dalsiho pouZiti.
Extrakce DNA z mlé¢nych pelet je provadéna prostiednictvim izola¢niho kitu Quick-DNA
Fecal/Soil Microbe Microprep (Zymo Research, USA) a extrahovana DNA je nasledné
pouzita do qPCR reakce. Prednosti metody qPCR je jeji schopnost odhalit jiz nizkeé
koncentrace prototék ve vzorcich, predevsim téch, kde se vyskytuji kvasinky, které kultivacni
vySetieni na prototéku zna¢né komplikuji. Limit detekce gPCR byl stanoven na hodnotu
2,0 x 10% bun&k/ml pro P. bovis, 4,0 x 10° bungk/ml pro P. ciferrii a 7,5 x 10? bun&k/ml pro
P. blaschkeae. Tato metoda usnadniuje a urychluje identifikaci infikovanych jedinct ve stadg,
jez je nasledné mozné vcas separovat od zdravych jedincii a minimalizovat riziko Sifeni
nakazy v chovu. Metoda qPCR je rutinn€ vyuzivéna pro analyzu vzorki kravského mléka na
pfitomnost prototék v rdmci laboratofi Vyzkumného tstavu veterindrniho 1ékatstvi, v.v.i.

MOL-PCR
Dalsim molekularné-biologickym pfistupem, ktery lze vyuzit v ramci diagnostiky
nebakteridlnich mastitid u mlééného skotu, je multiplexni detekce nebakteridlnich agens

prostfednictvim metody MOL-PCR. Tato metoda umoznuje kvalitativni detekci a identifikaci
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v CR nejéast&ji diagnostikovanych druhii kvasinek (n=7) a prototék (n=3) sou¢asné v jediné
multiplexni reakci, coz minimalizuje naklady vynalozené na vysetieni vzorku. Metoda MOL-
PCR vyuziva sadu oligonukleotidt, které cili na specifické geny, zejména virulentni faktory,
téch zastupcti kvasinek a prototék, které jsou vyznamné bud’ z hlediska klinického
onemocnéni, nebo maji vliv na technologické vlastnosti mléka: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida inconspicua, Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii, Pischia
fermentans, Yarrowia lipolytica, Prototheca bovis, Prototheca blaschkeae a Prototheca
ciferrii.

Obdobné jako v ptipadé qPCR je nejprve z mlééné pelety, pripravené centrifugaci
vzorku mléka, izolovana DNA, jez je nasledné analyzovana v ramci MOL-PCR reakce.
Kvalitativni detekce probih4 odectenim fluorescencniho signdlu vzorku od negativni kontroly.
Metoda MOL-PCR je vhodna pro monitoring vyskytu nebakterialnich pivodct mastitidy
prostfednictvim vysetfeni vzorkd mléka, 1ze ji vSak pouzit i pro analyzu Sirokého spektra
klinickych vzorki ¢i vzorkl prostfedi za ucelem posouzeni nutnosti zavedeni preventivnich a
kontrolnich opatieni.

Vlivy nebakteridlnich mastitid na dojivost a kvalitu mléka vcetné
technologickych vlastnosti

Negativni projevy v mléce v diisledku bakteridlnich mastitid

Poruchy sekrece mléka jsou, jak znamo, trvale jednim z hlavnich zdroji ztrat na
produkci a kvalit¢ mléka, jakkoliv je stale vedena intenzivni aktivita o jejich pribéznou
eliminaci. Prevence a 1é€ba mastitid na rtizné trovni intenzity a efektivity jsou denni soucasti
praci v mlé¢ném stade. Celkové zlepSeni zdravi stdd dojnic v ¢ase sice existuje, ale neni tak
vyznamné, jak by byt mé&lo, nebo mohlo. Primérny PSB v CR v bazénovém mléce v rocich
2017 az 2020 kolisal mezi 220 az 230 x 10°ml™, zatimco v periodé 2004 — 2012 kolisal mezi
250 — 270 x 10°ml™. Potencial by mohl byt, s ohledem na charakteristiky chovu, kolem 150
az 160 x 10°ml™. Diivodem stale vyssich PSB mize byt, Ze chovatelské a veterinarni aktivity
stale zaostavaji za vyvojem zmén v chovech a prostiedi, které umoziuji cetnym pivodcim
mastitid je cestou vlastnich biologickych moznosti obchdzet. Prispivd tomu také, sice
nechténé a neocekdvané, ale vyznamné vyvoj chovatelskych technologii (napt. stlani stdji
separatem). V soucasnosti je hlavnim problémem zdravi a Iékaistvi predevSim vzrlstajici
rezistence patogenu (také u mastitid) vici v praxi dlouhodobé naduzivanym antibiotikiim.
Uvedené omezuje moznosti efektivni 1écby a zvySuje néklady. To zakladad pottebu vyvoje
dalSich antibiotik, ktery se vSak jiZ stava vysledkové méné efektivni.

Bakterialni subklinické mastitidy, co se tyc¢e Skod na produkci a kvalit¢ mléka, jsou
zvitat. Po hlavnim dfivéjsim ptivodci mastitid, Streptococcus agalactiae, se zacaly rozsifovat
prostied’ové mastitidy s ptivodci Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Staphylococcus haemolyticus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli a
koliformni bakterie obecné, atp. Prostied’ové mastitidy prevazily nad kontagioznimi. Samotny
prubéh infekce mlécné zlazy snizuj dojivost a zejména kvalitu mléka. Hlavnim ukazatelem
pro indikaci mastitidy, vedle pfitomnosti patogena, je pocet somatickych bunck (PSB).

Zmeny, neziidka Skodlivé, v disledku vyskytu bakteridlnich zanétii mlécné zlazy:

- zvySeny PSB je dusledkem mastitidy, patogenni infekce mlécné zlazy;

- zvySeny PSB byva provazen ztratami dojivosti hospodarskych zvirat;

- dal$i podstatna ztrata je na kvalité¢ mléka zvifat se zvySenym PSB;
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- zanétlivy proces, vysoky PSB, redukuje obsah laktéozy v mléce, poskozenim
sekrecniho epitelu a zvySuje obsah chloridi;
- vysokym PSB (zvysené gama-globuliny) pfi mastitidé jsou naruseny fermentacni
procesy i koagulace mléka;
- vysoky PSB pfi mastitidé zhorSuje termostabilitu bilkovin pro vSechny trvanlivé
mlécné vyrobky;
- vysoky PSB muze souviset se zhorSenymi reproduk¢énimi schopnostmi krav (napft.,
kravy s vyskytem ovarialnich i lutealnich cyst a nebo endometritid vykazuji v priméru PSB o
20 x 10°3ml™ vyssi).
V CR byly odhadnuty naklady (ztrata) na piipad predevim bakteridlni mastitidy na
castku cca 9 000 K¢ (Kvapilik et al., 2015). Vlivem vysoké inflace ovSem (2022 a 2023),
kvalifikovanym odhadem, lze pocitat nyni s Castkou cca 14 000 K¢. Co vSak miize byt stale
platné, je relativni rozd¢€leni této ztraty: - Srazky z ceny mléka 6 %; - spotieba prace navic 7
%; - veterinarni zédkroky 14 %; - obrat stdda 20 %; - zdkaz prodeje ml¢ka 17 %; - snizena
mlécna uzitkovost 37 %.
Snizeni dojivosti v disledku mastitidy, zejména subklinické, 1ze podle hodnoty PSB,
tedy podle zdvaznosti onemocnéni, vycislit ptiblizné takto:
- podle bazénového miéka:
- PSB <50 x 10°mI™, ztrata 0 %;
- 51 az 100, 3,3; - 101 az 200, 6,6;
- 201 az 300, 8,6; - 301 az 400, 10,0,
- 401 az 500 x 10°ml™* a vyse, 11,0 a vice %.
- podle individualnich vzorkti mléka v kontrole uzitkovosti (Reneau et al., 1988):
- PSB 0 az 34 x 103ml'1, 1. laktace 0 % a 2. a dalsi laktace 0 %;
-PSB35az70,1.0% a?2.adalsi1 %;
-PSB 71 az 140, 1. 1,5 a 2. a dalsi 2,5;
-PSB 141 az 282, 1. 3,3 a 2. a dalsi 5,0;
- PSB 283 az 565, 1. 5,1 a 2. a dalsi 7,4;
-PSB 566 az 1 130, 1. 6,6 a 2. a dalsi 9,9;
-PSB1131az2262,1.8,4a2.adalsi 12,6;
-PSB 2263 az4 525,1.9,9 a2. adalsi 15,0
-PSB 4526 x 10°ml™t a vice, 1. laktace 11,7 % a 2. a dalsi laktace 17,5 %.
Je zcela zjevné, Ze jesté pii hygienicko-zdravotnim limitu PSB pro standardni mléko
400 x 10°ml™ (EU) se jednéd o ztratu na produkci mléka cca 10 %, coz muze odpovidat
vyskytu subklinickych mastitid ve stad€ 25 az 35 %. Tedy rezervy ve zvySovani efektivity
mlécné produkce péci o snizeni PSB (hygienicka prevence mastitid) jsou stale vyznamné.

Negativni projevy v mléce v disledku nebakterialnich mastitid

Soucasné vzrista vliv nebakterialnich mastitid fasy Prototheca bovis (P). V pokusném
sledovani byla prevalence prototéka pozitivnich dojnic (P+) ve stadé 26,5 %, jako hlavni
pficina mastitid v chovu dojnic. Byly zaznamenany vyrazné korelace (0,81 az 0,86) mezi PSB
a poctem prototék (P) v bazénovych vzorcich mléka. Vyssi PSB byl u mléka (dojnic) P+
(geometricky pramér 777 vs. 114 x 10°ml™®; Obr. 1). To naznacilo zdvaznou situace v chovu
Z hlediska zpenéZovani mléka. Bylo poukdzano na nutnost vylu¢ovani znacné ¢asti mléka
Z dodavky a nezanedbatelné finan¢ni ztraty.

Obr. 1 Rozdil v PSB (log PSB) u P+ a P- (prototéka) zvifat v bazénovych vzorcich
mléka (n = 6 a 6, median, varia¢ni rozpéti, 2. a 3. kvartil).

12



3,2000 -

2,9000 - I:::I

2,6000 -

log PSB

2,3000 -

2,0000 - +

1,7000

P+ P-

SoubéZzné bylo zachyceno sniZeni dojivosti u zvifat P+, o 7,1 %, coz je srovnatelné
s bakteridlnimi mastitidami. Proto 1ze pouZzit podobné vzorce ocenéni téchto ztrat. To logicky
vedlo k dal$im ztratdm na zpenézovani. Celkovy pocet mikroorganismut byl niz§i u mléka P-
nez u P+ (2,3 vs. 2,5 x 10° KTJ mlI™). Prototékové mastitidy tak predstavuji rovn&z problém
pro hygienickou kvalitu mléka. U mléka P+ byl zjistén nizsi obsah tuku (3,47 vs. 4,06 %),
bilkovin (3,96 vs. 4,06 %), kaseinu (3,18 vs. 3,24 %), laktozy (4,75 vs. 4,87 %, zietelny vliv
konci laktace u mléka P-. S vyjimkou TPS (9,32 vs. 9,53 %) se jednalo o nevyznamné rozdily.
Ptesto je tendence snizovani obsahu sloZek obecné v souladu se zménami ve sloZeni mléka
vlivem bakterialnich zanétl mlécné zlazy (Kvapilik et al., 2014, 2015, 2017). U mléka P+ byl
lepsi bod mrznuti mléka (-0,536 vs. -0,530 °C), coz souvisi s vy$§im obsahem osmoticky
aktivnich iontd vlivem mastitidy (Hanu$ et al., 2023). To potvrdila vyssi elektricka
konduktivita u mléka (dojnic) P+ (4,31 vs. 3,98 mS.cm™), opét v souladu s obecnym trendem
u mastitid. Nizsi titracni kyselost u mléka P+ (7,14 vs. 7,9 °SH) logicky poukazuje na
alkalizaci mléka v dusledku mastitidy, podobné jako u bakterialni mastitidy. Kysaci schopnost
mléka P+ jogurtovym testem byla sniZena (23,3 vs. 25,1 mS.cm™), mléko tak bylo hori pro
fermentacni zpracovani.

Jak prokazaly vysledky ptipadové studie, nebakteridlni mastitidy zpiisobuji ztraty na
dojivosti a kvalit¢ mléka zcela v charakteru srovnatelné s negativnimi dopady vyskytu
Castéjsich bakterialnich mastitid. Cetnost t&chto piipadd zvyseného vyskytu prototekalnich
mastitid ve staddech dojnic v CR byla odhadnuta na 4,37 %.

Celkové lze k této problematice vlivu nebakteriadlnich mastitid na mnozstvi a kvalitu
mléka u dojnic, z praktického hlediska, shrnout:

- zdroje kontaminace zvifat a mléka infekci Prototheca spp. jsou
prakticky velmi obtizné identifikovatelné, miZze jit o biofilmy z vnitinich povrchti
dojiciho zafizeni;

- lécba je naprosto nelcinnd, vSechny pozitivni dojnice musi byt
vyrazeny,

- situace je mlékaiskou praxi v CR zatim obecné podcefiovana, i kdyz
riziko Casem vzrlstd, coz je potiebné zménit;

- ekonomické ztraty jsou velmi podobné ostatnim etiologiim mastitid,
tedy, hospodaisky zavazné;

- znacny vyznam ma hygiena a prevence;
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- k eradikaci této mikrobidlni zatéze jsou UCinné pouze kyselé

dezinfekéni prostfedky (na vybrané povrchy prostfedi a dojiciho zafizeni),
alkalické jsou bez ucinku na vitalitu, nicméng, také ptispivaji k eliminaci biofilm.

Dalsi zavéry k vyskytu nebakterialnich mastitid mohou naznacovat:
- infekce Prototheca spp. (P) je Castéjsi u starSich krav kolem 3. laktace a

je zalezitosti spiSe pocatku laktace, kdy je zvySena vnimavost vii¢i mastitiddm

sniZzuje vyrazngji uzitkovost dojnic, cca 7 % a mozna vice;
- infekce P, pravdépodobné v kombinaci s jinymi patogeny (Str. uberis),

zvysuje vyraznéji PSB, stejn¢ jako elektrickou vodivost, pii zlepseni bodu mrznuti

obecng;
infekce P, pravdépodobné v kombinaci i s jinymi patogeny (Str. uberis),

mléka;
z technologickych vlastnosti je u P zhorSena alkoholova stabilita a je

také alkalizovano mléko (nizsi titracni kyselost);
dalsi mirné zhorSeni technologickych vlastnosti u P lze zachytit u

kysaci schopnosti mléka.
Na zdkladé vySe uvedené¢ho je mozné odhadovat, Ze relativni rozloZeni ztrat

Z nebakteridlnich mastitid by mohlo byt, s drobnou zménou presunu c¢asti nékladi za
veterinarni péci do polozky obratu stada (50 % kvalifikovanym odhadem), podobné rozlozeni

ztrat z bakteridlnich mastitid (Obr. 2).
Obr. 2 Struktura nakladt a ztrat (Kvapilik et al., 2015) zapftic¢inénych pfedevsim bakterialni

mastitidou (na ptipad, 100 % =9 000 K¢).
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Srazky z ceny 6 %; spotfeba prace navic 7 %; veterinarni zakroky 14 %; obrat stada 20 %; zakaz prodeje mléka
17 %; snizena mlécna uzitkovost 37 %.
Z uvedeného vyplyva, Ze efektivni realizace vSech zndmych G€innych antimastitidnich

opatfeni ve stddech dojenych zvifat zaméfend k postupné eliminaci klinickych a
subklinickych bakteridlnich 1 nebakteridlnich mastitid a sniZovani PSB budou zvySovat

kvalitu mléka i dojivost zvifat, tedy zlepSovat ekonomiku chovu.
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Nové¢ ziskané vysledky a poznatky vedouci k analyze pficin, zdrojii variability i
moznostem eradikace negativniho jevu vyskytu nebakteridlnich mastitid jsou pro mlékatskou
praxi velmi vyznamné, s moznosti pozitivniho pfispévku k ekonomice produkce mléka a
zdravotnim otazkam v mlékarstvi. Vyznamnou polozkou jsou i hygienické studie chovani
téchto nebakteridlnich patogeni v technologickych biofilmech, které umoznuji ucinné
modifikovat nezbytnou sanitaci technologie k zadouci eliminaci $ifeni téchto patogent, proto
je potiebné v téchto studiich pokracovat co nejefektivngji.

Srovnani ,,novosti postupii“ oproti piivodni metodice, pripadné jejich
zdivodnéni, pokud se bude jednat o novou metodiku (§ 2, odst. 1, pism. b) a
pism. ¢) zakona ¢. 130/2002 Sb.):

Vyvinuta certifikovana metodika je pfedavana pro podporu kvality v mlékaistvi CR do
prostfedi prvovyroby mléka (implementace také formou seminéie), ndkupu syrového mléka,
veterinarni praxe a zemédé€lského Skolstvi, v elektronické formé od pocatku roku 2023.

Jedna se o novy postup v podminkach CR, ackoliv riziko nebakterialnich pavodci
mastitid bylo v CR zminéno jiz diive (Bzdil, 2013), nicméng, rozsah a provedeni této
projektové (MZe NAZV Zemé& QK 1910092) studie ptineslo nové vysledky a tim 1 praktické
interpretace a postupy. Cast metodiky navazujici na mastitidy bakterialni je pak rozsifenim
dosavadnich poznatkil a ddle uvedenim znamych poznatkli v novych souvislostech. Jedna se
prakticky o rozsifeni metodického portfolia vramci prevence a eliminace provoznich
zdravotnich poruch sekrece mléka dojnic a tim podpory zdravi dojnic, kvality mlé¢ka a
bezpecnosti mlécného potravinového fetézce.

Cast uvedenych postupti byla jiz prakticky pouzivana diive, ale v ramci potencialu
eliminace nebakteridlnich mastitid jsou postupy navrhovany nové, na bazi nové ziskanych
poznatkd.

Popis uplatnéni metodiky:

Metodika je urcena pro Sirokou odbornou veterinarni a zeméd¢lskou vefejnost, bude
poskytnuta bezplatné na webovych strankach autori. Metodika udavéa smér a postupy pro
chovatele mlééného skotu, jak technicky eliminovat nebezpeci vyskytu nebakterialni mastitid
a jak identifikovat na pracovistich autorti (VUVeL a SVU) a laboratofi firmy VEDIA
Strakonice. Této firmé, ktera se na feSeni projektu podilela, patii ji za jeji spolupréci velky dik
od autor.

Smluvné bude nabidnuta uzivatelim jak z oblasti prvovyroby mléka (Svaz vyrobet
mléka Sumperk), tak zpracovatelim mléka (Ceskomoravsky svaz mlékarensky). Smlouvy
S témito uzivateli jsou pfilohou této metodiky.

Pribézné vysledky feSeni projektu byly prezentovany na Ctyfech pracovnich
workshopech pro odbornou vefejnost v letech 2020 — 2022.

Ekonomické aspekty — odhad nakladii (v tis. K¢) na zavedeni postupti
uvedenych v metodice a odhad ekonomického prinosu (v tis. K¢) pro
uZivatele:

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly mlécné uzitkovosti krav a kvality jejich
mléka. Vyvinuty postup podporuje kontrolu zdravi zvifat a kvality mléka a mlécnych
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vyrobkli. Na urovni stdtu mlze ro¢né piinos zredukce ztraty efektivity mlékatstvi
v disledku vyskytu nebakteridlnich mastitid ¢init castky v fadu miliont, skutecny odhad je
obtizny.

Naklady na konkrétni zavedeni a vyuziti postupu uvedeného v metodice mohou pro
uzivatele (servisni organizace, nepiimy uzivatel) ¢init podle kvalifikovaného odhadu v KU
celkem 40 tis. K¢ jednorazové (naklady na proskoleni relevantnich pracovniki). Piinos pro
nepfimého uzivatele je v rozsifeni portfolia pisobnosti (v piipadé servisniho podniku) a v
podpoie dojivosti krav a kvality mléka (v pfipadé chovatele dojnic). Tento efekt podpory
dojivosti a kvality lze odhadnout na 100 tis. K¢ rocné pii vzrastu zdjmu o sluzbu
chovateltim.

V ptipad¢ pouziti metodiky pifimym uZzivatelem (chovatel dojnic) postupné po jeji
implementaci mize uvést odborna kalkulace: hmotnost nakoupeného syrového mléka v CR
(MZe, 2022) je (x) 3 172 610 000 kg. Situace zavaznéjSich nebakteriadlnich mastitid se tyka
cca 5 % (prototéka 4,37 %) staji, tzn. (x1) 158 630 500 kg mléka. Zde ztrata dojivosti muze
¢init 7,1 %, tzn. (xz) 11262 765 kg mléka. Efektivnim vyuzitim implementované
certifikované metodiky eliminace vlivu nebakteridlnich mastitid mtze byt, kvalifikovanym
odhadem, navratnost cca 50 %, tzn. (x3) 5631 383 kg mléka. Cena mléka mize byt
aktualné 12,0 K¢ za kg, tzn. recovery (x4) 67 576 596 K¢. Relativni ztrata mléka tvoti 37 %
pripadu mastitidy (relativni rozdéleni ztraty na mastitidu: - srdzky z ceny mléka 6 %; -
spotieba prace navic 7 %; - veterinarni zadkroky 7 %; - obrat stdda 27 %; - zdkaz prodeje
mléka 17 %; - snizena mlécnd uzitkovost 37 %) a plus je zde 63 % ostatnich ztrat, tzn.,
bilan¢né, celkovy pfinos (pfinos ze zvysSené dojivosti a Uspory zbytecnych vicendkladl)
metodiky prvovyrobé mléka mize €init (xs) 182 639 440 K¢ ro¢né, plus obtizné zméfitelny
a vycislitelny vzrist kvality mléénych vyrobkii.

Tyto efekty jsou opakovatelné po rocich. Uvedené miize ptispet k vzrustu efektivity
mlékatstvi v CR.
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vysledku

QK1910092-V1 Vyznam nebakteridlnich patogent jako ptivodct Jost 12/2019
mastitid
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identifikace a charakterizace nebakteridlnich piivodcu
mastitid.
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QK1910092-V8 Pribézné vysledky monitoringu vyskytu Jost 12/2021
nebakterialnich patogenti v prvovyrobé mléka

QK1910092-V9 Ptispévek na konferenci ohledné vlivu biocidnich latek | O 12/2021

na nebakterialnich mastitidni patogeny
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kvasinky jako ptivodce mastitid v chovech dojnic.
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MVDr. Jana Horhackova, SVS Praha, Odd¢leni veterinarni hygieny, j.hornackova@svscr.cz

Organizace pro vydani osvédceni:
Statni veterinarni sprava Praha

Dedikace projektu:

Metodika je vysledkem feSeni vyzkumného projektu ¢. QK1910092 s nazvem: ,,Nebakterialni
pivodci mastitid a jejich vliv na kvalitu a technologické vlastnosti mléka“ a podpory na
rozvoj vyzkumné organizace ¢. MZE-RO1423 a MZE-RO0523
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