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Faremni kultivace puvodci
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Prezentace vychazi ze zavidéni PM testu

- na vice nez 150 farmach mlééného skotu
- ve stidech 50 az 1200 dojnic
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Dotace na faremni diagnostiku 2016

Dotace Q CZ je poskytovana na zakladé PokynU EU
ke statni podpore v odvetvich zemédélstvi a lesnictvi
a ve venkovskych oblastech na obdobi do r.2020




20.A.b. Podpora provadeni faremni diagnostiky
puvodce mastitid dojnic

V ramci faremni diagnostiky puvodce mastitidy dojnic zadatel:

zajisti u dojnic zapojenych v kontrole mlécné uzitkovosti
metody A plosné stanoveni poctu somatickych bunék
v individualnich vzorcich mléka,

provadi faremni kultivaci plvodcU mastitid pomoci
diagnostickych setg,

zajisti minimalné 1 x ro¢ne vysetreni bazenoveho vzorku
mléka pomoci metody PCR v akreditovaneé laboratofi.



P M test obsahuje

1. tfisektorovou petriho misku se tremi originalnimi multichromovymi
agary. Kazdy sektor misky umoznuje r0st jedné skupiny pUvodcU mastitid u
krav (Streptokoky, Stafolokoky a G- bakterie), zatimco ostatni bakterie jsou
inhibovany. Kolonie jednotlivych druhU bakterii vyrostou ve specifické barveé.

2. sterilni jednorazovou zkumavku

3. jednorazovy dezinfekcni tampon

pro ocCisténi hrotu struku

4. sterilni jednorazovou klicku pro
naneseni vzoru mléka ze zkumavky

na povrch agard v petriho misce.




Postup provedeni PM testu

Mléko naneseme na povrchy vSech tri agar0, misku PM testu
uzavieme vickem a v pozici dnem vzhUru ulozime do
inkubatoru.

Inkubujeme pri teploté 37,5 +0,12°C a 55% relativni vlhkosti po
22 — 26 hodin. Tato doba je dostacujici k nardstu mikrobialnich
kolonii ze zarodkd pritomnych v naneseném vzorku mléka.

K inkubaci muzeme pouzit medicinsky nebo jiny komercné
dostupny inkubator, rozhoduje citlivost a udrzeni pozadovanych
parametrd



Schéma pouziti setu pro faremni kultivaci

Escherichia coli, Lécba klinickych
Klebsiella oxytoca, priznaky bez

Enterobacter cloacae, ATB
Serracia marcescens

S N

Candida rugosa, Specificka |écba
Prothoteca SEZAVE
Bez nalezu
. Lécba bez ATB
patogenu
Aerococcus viridans, 4 )
Streptococcus dysgalactiae, Intramammarni
Staphylococcus chromogenes, LC ATB
Staphylococcus sciuri S
Staphylococcus aureus, g - E
Streptococcus agalactiae, Specificka
Streptococcus uberis, cilena lécba ATB

Streptococcus parauberis \_ Y,




Schéma pouziti setu pro faremni kultivaci

Bez nalezu Bariérova
patogenﬁ uzaveéra

Streptococcus agalactiae,

: Bariérova
Str. dysgalactiae,

uzavera,
Sta.chromogenes, , o
Staphyl - intramammarni
aphylococcus sciuri
Py DC s ATB

Specificka cilena
Staphylococcus aureus, lé¢ba ATB,
Streptococcus uberis, bariérova uzavéra,

Streptococcus parauberis DC se synerg. ATB




Standartni zpusoby pouziti PM testu
Systém ozdraveni stada dojnic od kontagioznich mastitid
(modelovy priklad Staphylococcus aureus)

Systém depistaze dojnic vylucCujicich mlekem kvasinky
(modelovy priklad Candida rugosa)

Systém stanoveni spravneho protokolu leCby u rekurentnich
mastitid (modelovy pfiklad Streptococcus uberis)

RozliSeni koagulaza negativnich stafylokoku jako puvodcu
mastitid

Systém diferencovaného zaprahovani dojnic



OZDRAVENI STADA DOJNIC OD KONTAGIOZNICH MASTITID

NakaZlivé mastitidy - problém v 30% chovd v CR, pfenos na
dojirne

Nejvice ohrozene jsou dojnice do 3tydnuU po oteleni

Rychlost Sifeni ve stadé zavisi na Urovni zavedeneho
protokolu dojeni a zoohygiené dojeni od stabilizovaneho
stavu az po 50% narUst infikovanych dojnic za rok

Bakterie : Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae

Opatreni se zameéruji na snizeni infekcniho tlaku



Jak dojde v chovu k narustu poctu
kontagioznich mastitid 7

Stres, nizka Uroven hygieny dojeni, zavleCeni kontagiozni bakterie,
selhani protinakazovych opatreni na dojirné

D

NarUst poctu mastitid ve stadé, vzestup PCB v bazénovych vzorcich,

zahajeni pausalni lecby vsech dojnic s vysokym PSB ,,co nejlepsim"ATB

.

Pri Spatnem protokolu dojeni je pocCet nakazenych dojnic vétsi nez
pocet vylécenych, cast mastitid prechazi do subklinické formy, ¢ast
recidivuje, dochazi k nahlym vykyvim kvality mléka (sezonni stres)



OZDRAVENI| STADA DOJNIC OD KONTAGIOZNICH MASTITID

Streptococcus agalactiae

Na PM testu roste v
svetlemodrych koloniich
na STR sektoru

Lécka intramammarni,
vysoce Uspésna
Na farmach CR v

soucasne dobé mene
casty nalez




OZDRAVENI STADA DOJNIC OD KONTAGIOZNICH MASTITID

Staphylococcus aureus

Na PM testu roste v
ruzovych koloniich na
STA sektoru

Subklinicke, recidivujici
(po 5 tydnech)mastitidy
Vytvari ,depa"™ v hornich |
partiich mlecneé zlazy
Léci se pri zaprahovani
Pro ozdraveni stada
nutny systém opatreni




SYSTEM OPATRENI K OZDRAVENI STADA - A

Zvyseniimunity zvirat ( !stres, kvalita krmiv, virove infekce !')

Omezeni vstupnich bran infekce ( prevence poskozeni Usti
strukovych kanalkt — v€asna vymeéna strukovych nasadcg,
serizeni dojirny)

U¢inna zoohygienicka opatreni na dojirné ( protokol dojeni
zahrnujici kvalitni, dostatecné dlouho pUsobici pre-dip,
rukavice, rezim jedna utérka — jedna krava, mezistrukova
dezinfekce, post-dip, Cistota, sanitace)

Cil: snizeni infekcniho tlaku na zdrave dojnice




SYSTEM OPATRENI K OZDRAVENI STADA - B

Depistaz pomoci PM testu na tfech urovnich

1. Kontrola mastitid na pritomnost S.aureus co nejdrive po oteleni a
cilena parenteralni a intramamarni ATB lecba (Uspésnost je 70%
do 1 mésice post partum)

2. Depistaz s vyuzitim dostupnych dat — narUst PCB po pravidelnych
reinfekcich je mesicné vice nez 100%. Vybér takto postizenych
dojnic z dat KU nam umozni zachyt subklinickych mastitid
S.aureus

3. PM test se smeésnym vzorkem mléka od kazde zaprahovane kravy.
Pozitivni dojnice + zachyt S.aureus v Urovni 1. a 2. = terapie ATB
parenteralné, DC s odpovidajicim ATB a zatkou intramamarné



SYSTEM OPATRENI K OZDRAVENI STADA - C

Moznosti ke snizeni poctu krav vylucujicich S.aureus ve stadé

A. Vysoky pocet infikovanych kusU zpravidla neumoznuje radikalni
reseni vyrazenim z chovu (Unosne do 1% dojnic)

B. Po lecbé, i kdyz S. aureus prezije v ,depu®, dojnice nékolik tydnU
nevylucuje patogen v mleku, cozumozni ponechat dojniciv
produkcni skupine. Akceptujeme nekolik terapii pri reinfekcich -
rozhoduje procento lecenych krav (do 5% ) a ekonomicke hledisko

C. Pozitivni kravy se soustredi do skupiny a tu dojime separovaneg,
na konci dojiciho cyklu. V pripadée velkeho postizeni stada a
rizika velkeho vypadku mleka z dodavky je mozné u teto
skupiny jit cestou Upravy krmné davky s cilem snizit produkcni
zatizeni dojnic. Toto opatreni vede k posileni obranyschopnosti
zvirat, omezeni vyluCovani S. aureus a k poklesu bunécnych
elementd v bazénovém vzorku skupiny.



System depistaze dojnic vyluCujicich mlekem kvasinky

Co je candida a proc se neda lecit jako ostatni mastitidy ?
- Jednobunécny eukarioticky organismus, s plisnémi patfi do rise hub.
Rod Candida ma 19 druhU. U krav C.rugosa, C.krusei, C.albigans.

Na povrchu téla, travicim traktu a v mléce byva v rovnovaze s
bakteriemi (komenzalove).

ZpUsobuje 2 —10% mastitid, obvykle sezonni, vicedruhova etiologie.
,f . Na PM testu roste
(ol % na G- sektoru v podobé

pruhlednych bezbarvych
kolonii

Neleci se ATB

Candida rugosa




Jak dojde v chovu k narustu pocCtu mastitid
vyvolanych kvasinkami ?

letni obdobi, vysoké teploty, vyssi infekcni tlak, stres

-

vzestup PCB, vybér ,milionarek",

preleceni sirokospektralnimi ATB

s

eliminace bakterialni flory vemene

prostor pro premnozeni kvasinek

enormni vzestup PCB v bazénovych vzorcich, mleko neprodejneé



Jak [éCit mastitidy zpusobené Candida rugosa

- Zoohygiena - snizeni tepelneho stresu, uprava podestylky,

nevyhazovat zbytky krmeni pod kravy, dezinfekce pri aplikaci
intramamalnich preparatu

Pomoci PM testu odhalit pOvodce mastitidy

Bakterialni mastitidy prelecit dle protokolu ATB lechy

Dojnice s priznaky zanétu ( NK test ) vylucujici mlekem
kvasinky rodu Candida shromazdit do skupiny a té zajistit
vyssi Cetnost dojeni (4x az 6x denné). Lecbu je vhodnée podporit
intramamarnimi preparaty bez obsahu antibiotik .V literature
uvadenou specifickou terapii zalozenou na intramamarni
aplikaci polymyxinu B, pripadné syntetickych derivatU
imidazolu (nystatin, natamycin, klotrimazol) nelze vzhledem ke
stavajici legislative doporucit.



Streptococcus uberis
puvodce rekurentnich mastitid

Po utlumeni Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus v
chovu je Streptococcus uberis nejcastéjsi puvodce mastitid.

Plizivy rozvoj mastitidy, komplikovana terapie a Casteé reinfekce .

Schopnost postupné napadat ctvrti mlecne zlazy jednu po druhe,
Casto soubézna infekce rizného stadia ve vice Ctvrtich.

V minulosti Streptococcus uberis razen k environmentalnim
pUvodcUm prevazné chronickych mastitid.

Soucasny nahled - vice kmenU S. uberis, odlisujeme novy druh
Streptococcus parauberis, liSi se agresivitou a rezistenci vUci
ATB, schopnosti destruovat tkan vemene .



Jak dojde v chovu k narustu poctu mastitid
zpusobenych Streptococcus uberis ?

Soubéh faktor® vedoucich k nartstu poctu mastitid
(stres, pokles imunity, nedostatecna zoohygiena)

&

Depistaz pivodcd mastitid a stanoveni ,jednotné"
ATB lécby dle nejzavaznéjsiho patogena

.

Aplikace nového protokolu lécby, pUvodni dominantni
patogeny ustupuiji,S. uberis preziva a Sifi se

Vysoky pocet ,vracejicich se™ mastitid



Systém stanoveni spravného protokolu IeCby
u rekurentnich mastitid

Streptococcus uberis

Na PM testu roste na STR
sektoru v koloniich
tmavemodre barvy
Obvykla intramamarni

terapie se 3 aplikacemi
selhava

Uspésna je 6 — 8 denni
kombinovana aplikace
synergnich ATB




Systém stanoveni spravného protokolu IeCby
u rekurentnich mastitid

Streptococcus parauberis

Na PM testu roste naSTR
sektoru v koloniich
r0zovofialové barvy

V terapii volime 6 — 8 denni
aplikaci ATB

Antibiogram byva
komplikovanéjsi nez u S.uberis,
nutne je stanoveni MIC




System stanoveni spravneho protokolu leCby
u rekurentnich mastitid

Nastaveni metodiky protokolu dojeni na vyssi citlivost rozpoznavani
mastitid. Casto je S.uberis zachycen pfi akutnim vzplanuti mastitidy
zpUsobeném jinym patogenem.V jednom vzorku mleka je potom
zachyt dvou patogenu (kazdy ma svoji niku ve Ctvrti). Infekce
S.uberis se rozviji pozvolna (tydny!), na zachyceni jemnych vlocek v
mlece je treba rutinneé pouzivat odstrikovaci nadoby s Cernym
dnem, pracovat s NK testem i daty z KU.

Mleko podezrelych krav kultivujeme na PM testu .

Na dojnice vylucujici mlekem S. uberis aplikujeme zvlastni protokol
lécby (specialni IMM ATB po dobu 8 dnU, nebo kombinovana ATB
lécba, citlivost, MIC, casta kontrola Ucinnosti in vivo). Ostatni
pUvodce mastitid urcené PM testem lécime obvyklym zpUsobem
IMM preparaty (zasady spravného uziti ATB, ekonomické divody)



Diagnostoka a hodnoceni mastitid vyvolanych
koagulazanegativnimi stafylokoky

Rod Staphylococcus ma cca 5o druhu, cca 10 KPS a 40 KNS

VétsSina druhU je nepatogenni a tvori soucast prirozené mikroflory
kdze a sliznic Clovéka i zvirat, vyskytuji se také v pidé nebo v
potravinach

Koagulazanegativni stafylokoky u krav nachazime v ragadach
(prasklinach, poranénich na hrotech struku, vzniklych nespravnou
funkci dojirny)

U skotu 12 druhU KNS, 4 z nich potencialni patogeny
(Staphylococcus chromogenes, S. xylosus, S.simulans, S.sciuri)

V pripadé nedostatecne bariéry strukoveho kanalku pasazuji do
mlecne cisterny, kde se pomnozi a napadaji sliznice mlekovodU



Priciny narustu mastitid Staphylococcus chromogenes
na urovni stada dojnic

Zvladnuti kontagioznich

Ucinny antimastitidni program

P

Prostor pro environmentalni patogeny

Bezstelivove provozy
Rosty
Poskozeni hrotu struks

Vysoky pocet mastitid zpUsobenych S.chromogenes

patogendu




Diagnostika a hodnoceni mastitid vyvolanych
koagulaza negativnimi stafylokoky

Staphylococcus chromogenes ¢

,,,,,
\\\\

-
N\

Na PM testu roste na STA
sektoru v podobé bilych
kolonii

V =V

potencialné patogennich
KNS

Lecba intramamarni, vysoce
Uspesna



Diagnostika a hodnoceni mastitid vyvolanych
koagulaza negativnimi stafylokoky

Pomoci PM testu rozlisit KNS na farme - nezbytna prvotni

depistaz a ovéreni vysledkd na Maldi-tofu pro urceni druhového
spektra KNS

Je nutny peclivy odbér vzorku mléka. Musime fadné (5 x az 10x)
odstriknout, pripadné zvazit odbér vzorku ze zbytkoveho mléka
po ukonceni dojeni.

PM test nam rGznym zbarvenim kolonii KNS umozni odlisit
pUvodce mastitidy ve vzorku mléka (vysoka Cetnost kolonii
jednoho druhu) od KNS kontaminujicich vzorek béhem odbéru
pri proplachnuti ragad na konci struku (smés rOznych KNS).

Terapii antibiotiky zahajime po korelaci vzestupu PCB a
pozitivnim nalezu Staphylococcus chromogenes z PM testu



DIFERENCOVANE ZAPRAHOVANI KRAV

Cile:
Uspora nakladd na léciva rozdélenim zaprahovanych
dojnic do skupin dle zavaznosti nalezu z vysetreni

PM testem a naslednym diferencovanym osetrenim
DC preparaty

Cilené pouziti antibiotik na konkretniho pUvodce
zanétu mlécné zlazy

Pouziti antibiotik s indikacnim omezenim jen v
nezbytnych pripadech



Postup zavedeni programu diferencovaneho
zaprahovani krav na farme

Depistaz spektra pUvodcU mastitid
Ovéreni vysledkU na Maldi-tofu
Stanoveni citlivosti na antibiotika in vitro
Kontrola ucinnosti in vivo

Diagnostika pomoci PM testu — spravny odbér vzorky,
vyuzivame smésné vzorky od kazde dojnice

Evidence nalezy, terapie a reinfekci po porodu



Protokol lecby dojnic
dle zavaznosti nalezu na PM testu

A. PM test bez nalezu patogenu vylucovanych milekem :
- aplikace barierové uzavery bez ATB (strukova zatka)
- doporuceno jen u chovU, které maji nalezy B. a C. do 20%

B. PMtest s narUstem kolonii méné zavaznych pUvodcU mastitid :

- aplikovan bézny DC preparats obsahem ATB (citlivost in vitro),
nasledné kanalek uzavren strukovou zatkou

C. PMtest s narUstem kolonii kontagioznich pUvodcU mastitid:

- terapie v souladu s cilenym antimastitidnim programem farmy,
aplikace ATB parenteralne , intramamarné ATB synergni DC
preparat (kvalitni nosi¢ ATB - OL min. 45dnu), strukova zatka



averem...

Odlisnost mastitid je dana nejen klinickym rozlisenim, ale musime
zohlednit i pritomnost a druh etiologickeho agens

Kazdy patogen mlecne zlazy ma svoji strategqii, jak ctvrt infikovat,
jak se branit obrannym reakcim imunitniho systemu dojnice, jak
prezit utok terapeutik a jak se dal sirit.

Z odborného a ekonomickeho hlediska neni spravné v chovu
mlecneho skotu hledat univerzalni antibiotikum na vsechny
mastitidy, preferujeme zavedeni vice protokolu Ieécby, pouzivani
jednodruhovych ATB, antibiotika s indikacnim omezenim
aplikujeme jen v odUvodnénych pripadech

PM test barevné odlisi vice nez 20 druh patogend mlécné zlazy.
Druhova diagnostika pUvodce mastitidy nam umoznuje
minimalizovat naklady na lécbu pfi vlastni cené PM testu 75 K¢



Dekuji za pozornost ...




