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Metody stanoveni a eradikace mastitid v chovu dojeného
skotu

Souhrn

Bakalafska prace se zabyva mastitidou (zanétem mlécné zlazy), zpusoby 1écby a
prevenci tohoto onemocnéni.

Mastitida skotu, ktera je v chovech dojnic rozsifenym problémem, vznika v dusledku
nesCetnych pfi¢in primarné vyvolanych mikrobialnimi pavodci, ale vyznamné ovlivnénych
genetickymi predispozicemi, podminkami prostredi a zpusoby chovu. Geneticka vybava dojnic
hraje zasadni roli v jejich nachylnosti k mastitidé, pficemz pozornost je soustiedéna na vyber
zvitat odolnych vici infekci prostfednictvim identifikace genti a markera rezistence. Faktory
prostredi, jako jsou nevhodné podminky ustajeni, Spatné vétrani a vysoka koncentrace zvirat,
prispivaji k Sifeni patogenti zpusobujicich mastitidu. Nedostatky ve vyzivé prohlubuji
imunosupresi béhem laktace, coz dale zvySuje nachylnost k infekcim. Dalsi problém
predstavuji teplotni vykyvy zpuasobené zménou klimatu, nebot vyssi teploty podporuji rist
bakterii zptsobujicich mastitidy. Pro snizeni vyskytu a dopadu mastitid ve stadech dojnic jsou
zasadni strategicka opatfeni, vCetné zlepSeni hygieny na farmach, protokoli biologické
bezpecnosti a genetické selekce.

Vcasné odhaleni zanétu mlécné zlazy vzhledem k jeho riiznym pfic¢inam je stale velmi
obtizné. Slechténi na vyssi produkci mléka zvysuje riziko mastitidy, pfi¢emz ovliviiuje kvalitu
mléka, uzitkovost krav a pouzivani antimikrobidlnich latek. Sledovani poctu somatickych
bunék je zasadni stejné€ jako snizeni pouzivani antibiotik v boji proti rostoucimu problému
antimikrobialni rezistence. Technologie biosenzorii nabizeji automatickou detekci mastitidy
béhem dojeni, zatimco infraervena termografie pomaha vcasnému odhaleni zanétu a
podporuje hodnoceni zdravi vemene. Celkové jsou komplexni strategie prevence, vcasného
odhaleni a kontroly nezbytné pro udrzeni kvality mléka, dobrych zivotnich podminek dojnych
krav a ekonomické rentability.

Patogeny Escherichia coli, Streptococcus uberis a Staphylococcus aureus piispivaji ke
slozitému charakteru mastitid, zaroven ucinnost kontrolnich opatieni urcuje prostiedi a zdroj
nakazy. Klinické a subklinické formy predstavuji diagnosticky problém, pfi¢emz subklinické
pfipady jsou Cast&jsi a obtiznéji zjistitelné. K detekci napomahaji riizné testy, véetné NK testu
(California mastitis test CMT), WMT (Wisconsin Mastitis test) a pocitani somatickych bunék
v 1 mililitru mléka (SCC), ackoli nove&jsi metody, jako je izotermickd amplifikace
zprostiedkovand smyckou LAMP (amplifikace DNA v izotermickych podminkéach s vySsi
specifitou a rychlosti nez polymerase chain reaction zkratky PCR), jsou slibné pro rychlou
diagnostiku na farmach. Navzdory problémum pokrok v diagnostickych technologiich dava
nad¢ji na zlepSeni fizeni a kontroly mastitid v chovech dojnic.

Neantibiotické strategie, jako jsou probiotika, bakteriociny a rostlinné extrakty,
vykazuji ucinnost v boji proti pivodcim mastitidy. Bakteriociny, napfiklad nisin, vykazuji
antimikrobialni aktivitu, zatimco rostlinné extrakty a esencialni oleje maji antibakterialni a
protizanétlivé vlastnosti. Bakteriofagy se zamétuji na specifické bakterialni kmeny, kdezto



anorganické nanocastice vykazuji antimikrobialni u€inky. Mezenchymalni kmenové burky a
extracelularni vezikuly pfispivaji k regeneraci tkani, snizuji pocet somatickych bunék a miru
zanétu. Dalsi pfistupy zahrnuji latky uvolfiujici oxid dusnaty, vakciny a terapii protilatkami,
které dohromady nabizeji mnohostranny pfistup k 1é¢bé a prevenci mastitidy.

Etno-veterinarni pfipravky, jako jsou bylinné 1léky, nabyvaji na popularité pro své
antibakterialni a antivirové vlastnosti. Imunoterapie prokazala ucinnost v boji proti mastitide a
v nekterych ptipadech piedcila antibiotika. Doplitkové terapie, napiiklad terapie razovou vinou
a laserova terapie, nabizeji dalsi moznosti. Terapie razovou vinou dokonce vykazuje potencial
pro obnoveni dojivosti bez nutnosti vyfazeni mléka z trzni produkce. Prestoze antibioticka
terapie hraje v prevenci klinickych mastitid vyznamnou roli, ekonomické dopady pretrvavaji a
zemedelci je cCasto podceruji. Toto mnohostranné onemocnéni poukazuje na dulezitost
holistického pfistupu k hospodateni, ktery by mohl zmirnit jeho negativni ekonomicky dopad
a zhorSeni kvality zivotnich podminek dojného skotu.

Klicova slova: mastitidy; mlécna zlaza; dojnice; zanét; hygiena; 1éCba; antibiotika; chov



Determination possibilities and eradication of mastitis in
dairy cattle

Summary

The bachelor thesis addresses the issue of mastitis (inflammation of the mammary
gland), the various treatment methods currently available, and potential methods of prevention.

Bovine mastitis is a prevalent problem in dairy cattle. It is caused by a combination of
microbial and genetic factors, as well as environmental and husbandry-related conditions. The
genetic predisposition of dairy cows plays a significant role in their susceptibility to mastitis.
The focus of attention has been on the selection of animals resistant to infection through the
identification of resistance genes and markers. Environmental factors contribute to the spread
of mastitis pathogens, such as inadequate housing, poor ventilation and high animal
concentration. Nutritional deficiencies exacerbate immunosuppression during lactation, which
further increases susceptibility to infection. Temperature fluctuations caused by climate change
are another problem. Higher temperatures favour the growth of mastitis-causing bacteria. To
reduce the incidence and impact of mastitis in dairy herds, strategic measures such as improved
farm hygiene, biosecurity protocols and genetic selection are essential.

Due to its multiple causes, early detection of mastitis remains very difficult. Breeding
for higher milk production increases the risk of mastitis, which has implications for milk
quality, cow performance and antimicrobial use. To combat the growing problem of
antimicrobial resistance, monitoring somatic cell counts is essential, as is reducing the use of
antibiotics. Biosensor technologies offer the potential for automatic detection of mastitis during
milking, while infrared thermography has the capacity to assist in the early detection of
inflammation and the assessment of udder health. Overall, comprehensive prevention, early
detection and control strategies are essential for the maintenance of milk quality, dairy cow
welfare and economic profitability.

The pathogens FEscherichia coli, Streptococcus uberis and Staphylococcus aureus
contribute to the complex nature of mastitis. The effectiveness of control measures depends on
the environment and source of infection. The clinical and subclinical forms present a diagnostic
challenge, with the subclinical cases being more prevalent and more difficult to detect. Various
tests, including the NK test (California Mastitis Test CMT), WMT (Wisconsin Mastitis test)
and somatic cell count (SCC) in 1 millilitre of milk, have aided the detection of these cases.
However, newer methods such as loop-mediated isothermal amplification (LAMP)
(amplification of DNA under isothermal conditions with greater specificity and speed than
polymerase chain reaction, abbreviated as PCR) show promise for rapid on-farm diagnosis.
Despite the challenges, advances in diagnostic technologies offer hope for improved dairy
mastitis management and control.

Non-antibiotic strategies such as probiotics, bacteriocins and plant extracts have proven
effective in controlling mastitis pathogens. Bacteriocins, such as nisin, demonstrate
antimicrobial activity, while plant extracts and essential oils exhibit antibacterial and anti-
inflammatory properties. Inorganic nanoparticles exert antimicrobial effects, while



bacteriophages target specific strains of bacteria. Mesenchymal stem cells and extracellular
vesicles facilitate tissue regeneration, reducing somatic cell counts and inflammation. Other
approaches include nitric oxide-releasing agents, vaccines and antibody therapy, which
collectively provide a multifaceted approach to treating and preventing mastitis.

The increasing popularity of ethnoveterinary preparations, such as herbal remedies, is
due to their antibacterial and antiviral properties. Inmunotherapy has proven effective against
mastitis, in some cases surpassing antibiotics. Additional options are offered by complementary
therapies such as shockwave therapy and laser therapy. Shockwave therapy even has the
potential to restore milk yield without the need for milk withdrawal. Although antibiotic therapy
is important in preventing clinical mastitis, the economic impact remains and is often
underestimated by farmers. This multifaceted disease serves to illustrate the importance of a
holistic management approach in order to mitigate its negative economic impact and
deteriorating dairy animal welfare.

Keywords: mastitis; mammary gland; dairy cow; inflammation; hygiene; treatment;

antibiotics; animal husbandry
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1 Uvod

Bézné uzivany termin ,,mastitida“ pro zanétlivou reakci lokalizovanou ve zlazach vemene
je odvozen z feckého slova ,,masto“ oznacujici mléénou zlazu a ,,itis “ odkazujici na zanét
(Blood et al. 2007). Mastitida je definovana jako zanét parenchymu mlécnych zlaz a jeji
charakteristika spociva ve fyzikalni, chemické, obvykle bakteriologické modifikaci v mléce a
patologickych zménach ve tkanich danych zlaz (Radostits et al. 1997). Jedna se o vyznamné
onemocnéni dojeného skotu predstavujici problém pro mlékarensky primysl v podobé ztrat
spojenych se snizenim produkce a kvality mléka, naklady na 1é¢bu, vyfazenim mléka a thynem
skotu (Bradley 2002; Busanello et al. 2017). Mastitida, také nazyvana jako zanét mlécné zlazy,
je charakterizovana infekci, ktera ma ruzny etiologicky ptvod, avSak nejCastéji k ni dochazi
v dusledku napadeni bakteriemi, jez vyvolaji zanétlivou reakci (Deb et al. 2013; Fuenzalida et
al. 2015). Predpoklad je takovy, ze bezprostiedné po dojeni patogeny volné pronikaji do
strukového kanalku, ktery muze zistat rozevieny po dobu jedné az dvou hodin (Jones & Bailey
2006). Po vniknuti mikroorganismi do strukového kanalku dochazi k jejich mnozeni ve tkanich
produkujicich mléko, a tedy zapoceti infekce (Asfaw & Negash 2017).

Mastitidy délime dle typu projevu priméarné€ na klinickou a subklinickou. Klinicka mastitida
se vyznaCuje abnormalni produkci mléka a také se mize projevovat alteraci vemene nebo
klinickymi systémovymi pfiznaky (Pinzon-Sanchez & Ruegg 2011). Subklinicky typ mastitidy
zpusobuje presun zanétlivych bunék do vemene bez zmény vlastnosti mléka nebo alteraci
vemene, coz vede k navyseni SCC (pocet somatickych bunék v 1 mililitru mléka) (de Freitas
Guimaraes et al. 2013). V pripadé subklinické mastitidy mize dojit ke snizeni produkce mléka
o 10 az 20 %. Dale ma nezadouci ucinek na slozky a nutricni hodnotu mléka (Iraguha et al.
2015). Kromé toho, ze tato subklinicka forma mastitidy vede k obrovskym ztratdm v mnozstvi
nadojeného mléka, subklinicky napadena zvitata se stavaji trvalym zdrojem nakazy pro ostatni
jedince ve stadé (Swami et al. 2017).

Intramamarni infekce se zda hlavni pfi¢inou vzniku mastitid u skotu, pficemz b&znymi
patogeny vemene jsou streptokoky, stafylokoky a koliformni bakterie (Ruegg 2017).
Vzrustajici tlak na snizeni pouzivani antimikrobialnich 1éCiv v mlékarenském primyslu
vyplyva z obav ¢im dal vice se vyskytujici antimikrobialni rezistence a s ni spojenych rizik
ohrozeni vefejného zdravi. Pravé samotna prevence a 1é¢ba mastitid jsou hlavnimi davody
pouzivani antimikrobialnich 1éCiv v mlékarenském primyslu (EMA-EFSA 2017). Proto by
prevence méla byt pfizpisobena puvodci onemocnéni k zaruCeni ucinnosti, ekonomické
vyhodnosti a spolehlivosti preventivniho opatfeni a také protoze k riznym druhiim patogent je
potieba jinych 1éCebnych postupti (Lago et al. 2011a; Lago et al. 2011b; Griffioen et al. 2016).

Mlécny skot, jenz je chovan pfedev§im v intenzivnich chovech, musi byt v perfektni
fyzické kondici, aby byl schopen dosahovat vysoké dojivosti, avSak vyskyt 1ézi a infekci
v chovu dojnic neni vyjimkou. Z téchto onemocnéni piedstavuji pravé mastitidy nejveétsi
ekonomické ztraty v mnoha zemich svéta (Petrovski et al. 2006).



2 Cil prace

Prace byla psana formou literarni reSerSe. Hlavnim cilem bylo popsani dostupnych
informaci o nejcastéji se vyskytujicim onemocnéni dojeného skotu, tedy mastitidach. Diraz byl
kladen na metody stanoveni onemocnéni Cili detekci vyskytu a nasledné na presné urCeni
puvodce onemocnéni. Dil¢im cilem, ktery byl popsan v dalsi Casti prace, jsou moznosti 1éCeni,
resp. eradikace, a to jak za vyuziti antibiotik, tak i dalSich podpurnych forem 1écby.
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3 Literarni reSerse
3.1 Mlécna zlaza

Savci, nejrozsifengjSi skupina zivoichl, se vyznacuji predevS§im svou funkci
sekrece mlécné zlazy. Ackoli morfologie a evolu¢ni vyvoj se u jednotlivych druht savca znaéné
1i§i, mléCna zlaza u skotu patii jednoznacné k nejrozvinutéjSimu typu (Pandey et al. 2018).
K vyvoji mlécné zlazy dochazi jiz ve fetalnim obdobi jedince. K jeji primarni roli se fadi dodani
nezbytnych zivin narozenému mladéti, v obdobi postpartum ve formé takzvaného kolostra.
Kolostrum obsahuje rovnéz protilatky zajiStujici ochranu a spravny fyziologicky vyvin
potomstva (Nickerson et al. 2011).

U dojného skotu bylo pomoci genetické selekce, vylepSeni technologii, a i samotné
vyzivy navySeno celkové mnozstvi vyprodukovaného mléka. Produkce mléka piekracuje
konzumaci narozenym teletem, taktéz ptivodni fyziologickou kapacitu daného organu. Z tohoto
divodu, také z hlediska ekonomické dileZitosti a moznosti detekce patologického jevu, je
zasadni podrobna znalost anatomie a fyziologie mlécné zlazy (Nickerson et al. 2011).

3.1.1 Morfologicka stavba mlééné zlazy

Spojené mlécné zlazy tvori vemeno kravy a zaroven samotny organ. Jednotlivé zlazy se
vyskytuji ve dvou fadach na kazdé strané medialni linie téla v oblasti tfisel. Vyskytuji se zde
dvé funkéni zlazy (Ctvrté) na kazdé strané. Prava a leva polovina vemene jsou separovany
mezivemennou brazdou (sulcus intermammaricus). Kozni epitely rozprostiené po celém
povrchu vemene se vyznacuji jemnou strukturou s chloupky (s vyjimkou povrchu struki)
(Pandey et al. 2018).

Struk m4 konicky nebo cylindricky tvar. Tyto elastické struktury slouzi jako vyvod mléka
pro kazdou ze Ctyt mlé¢énych zlaz. V bézném piipade jeden struk odvadi mléko z jedné mlécné
7lazy. Zadné potni ani mazové Zlazy se nenachazi uvnité struku (Hurley 2010). Tvar a velikost
struku (respektive mlécna produkce vemene) je Cisté individualni. Kaze pokryvajici struk ma
jemny charakter pfi naplnéném vemeni, po vyprazdnéni se jeho charakter méni na vrascity.
Priblizn€ u 50 % krav dochazi k vyskytu jednoho az dvou nepravych struki, takzvanych
pastrukt. Nekteré z téchto strukti se oteviraji do normalnich zlaz, avSak neni to pravidlem. I
proto se nejcastéji odstraniuji pred dosazenim jednoho roku zivota kravy. Falesny struk nema
zadny vyvodny kanal, tudiz nedochazi k zadnému spojeni s vnitini strukturou vemene (Pandey
et al. 2018).

Vemeno se fadi mezi kozni zlazy, a tedy se nachazi mimo télni dutinu. Vazy a dalsi tkan¢,
upeviiujici vemeno k télni dutiné kravy, maji znacnou dilezitost pro spravny prubéh laktace.
Podptirny zavésny systém vemene (/igamentum suspensorium mammae) se sklada nejprve z
ktize kryjici zlazu a pod ni se nachazi subkutanni fidké vazivo (superficial fascia) spojujici kiizi
se spodnéjsi tkani. BfiSni povazka tvoii volnéj§i spoj mezi dorzalnim povrchem piednich
Ctvrtek vemene a abdominalni sténou. Pokud dojde k uvolnéni této tkané, vemeno se muze
odtrhnout od abdominalni stény. Lateralni list se z velké Casti sklada z fibrozni tkané (s trochou
elastickych vlaken) vyvstavajici z panevni spony a rozpina se dopfedu a dozadu ze stydké
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oblasti. Kdyz lateralni list dosahne vemene, tak se roztahne a pokracuje smérem dold po
vnéj§im povrchu vemene pod povrchem, az se dotkne zluté bfi$ni povazky (Pandey et al. 2018).

Hluboky lateralni list neboli vnitini ¢ast lateralniho listu také vyvstava z panevni spony,
ale je tlustsi a z vétSiny tvoren fibrozni tkani. Hluboky lateralni list pokracuje dal po vemeni,
az ho skoro obklopuje. Toto vazivo je piipevnéno ke konvexnim lateralnim povrchim vemene
pomoci vicero lamel, které prochazi do zlazy a stavaji se tak soucasti intersticialni konstrukce
vemene. Lateralni listy spolecn€ tvoii podpurny systém pro vemeno. Pravy a levy lateralni list
nepokracuji az na spodni Cast vemene a jejich fibrozni struktura znaci, ze se nenatahuji pfi
naplnéni vemene mlékem. Z toho vyplyva, zZe stfed vemene ma sklon se oddalovat od téla
soubézné s napliiovanim vemene. Medialni list se stava nejdulezitéjsim z Casti podptrného
zaveésného systému u skotu. Jeho skladba spociva ve dvou prilehlych elastickych potazich
vychazejicich z abdominalni stény, které jsou pfipevnény k medialnim placatym povrchim
dvou polovin vemene. Medialni list ma schopnost se natahovat spolu se vzristajicim objemem
vemene a umoziuje tak zvySovani hmotnosti zlazy. Medialni list se nachazi ve stfedu
gravitacniho pole vemene. Tento vaz od sebe Castecné oddéluje levou a pravou polovinu
vemene. Tenka membrana, jez nelze zpozorovat pouhym okem, oddéluje piedni a zadni Ctvrtky
(Hurley 2010).

K syntéze mléka dochéazi v mikroskopickych alveolech. Pti kumulaci v alveolarnim
sekre¢nim lumenu ¢ast mléka stéka smeérem dola do mlékovoda a posléze do zlazové a strukoveé
casti mlékojemu. Tento proces umoziuje kravé akumulovat vice mléka ve vemeni mezi dvéma
dojenimi nebo sanimi telete. Popis mlékojemu je ndzorn€ vyobrazen pomoci Obrazku 1. Je to
objemna mlécna cisterna nebo dutina,

Obrazek 1: Podélny fez strukem a mlékojemem jedné ¢tvrti mlécné zlazy kravy: a — zlaznaté
téleso, b — zlazovy oddil mlékojemu s vyusténim hlavnich mlékovodu, ¢ — struk a strukova ¢ast
mlékojemu, d — strukovy kanalek, e — mlékovody ve zlazovém parenchymu, f — kiize a podkozi
vemena (Hofirek et al. 2009)
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kde muze byt uloZzeno 100 - 400 ml mléka, a ktera se individualné lisi tvarem a velikosti.
Zlazova &ast mlékojemu (sinus lactiferous) prechazi piimo do strukové &asti mlékojemu.
Strukova cast mlékojemu (sinus papillaris) je dutina nachézejici se uvnitt struku, ktera vychazi
ze zlazové Casti (mléCné cisterny) a je tvofena nespoctem podélnych, kruhovitych prehybt ve
sliznici vystylajici vnitfni stranu struku. K vyprazdnéni veskerého mléka ze strukové casti a
Cast ze zlazové cisterny dochazi diky procesu sani telete. Proximalni region (baze struku)
strukové ¢asti mlékojemu znacici predél mezi strukovou a Zlaznatou ¢asti mlékojemu se nazyva
prstencovita slizni¢ni fasa (Hurley 2010).

Strukovy kanalek (Ductus papillaris) je jedinym otvorem zlazy mezi vnitinim sekre€nim
systémem a vnéjSim prostredim. Strukovy kanalek ma funkci hlavni bariéry proti intramamarni
infekci. Kanalek je uzavieny kruhovym svéraCem hladké svaloviny, ktery jej obepina. S
postupem laktace se pruchodnost kanalku snizuje, zatimco délka kanalku se prodluzuje. Misto
ptechodu dvouvrstevného cylindrického epitelu mlékojemu ve vrstevnaty dlazdicovy epitel
strukového kanalku je tvofeno slizni¢nimi ptehyby slizni€ni vystelky na vnitfnim konci
strukového kanalku. Pfi tlaku zpisobenym naplnénim vemene muize dojit k prekryti otvoru
kanalku témito Gtvary. To muze slouzit jako misto pro pruchod leukocytt opoustéjici vystelku
struku (teat lining) a vchazejici do strukové ¢asti mlékojemu. Strukovy kanalek je obklopen
svazkem podélnych 1 kruhovitych vldken hladké svaloviny. Mezi dojenim hladka svalovina
udrzuje strukovy kanalek uzavieny. Strukovy kanalek je rovnéz tvoren keratinem nebo latkami
podobnych struktur, které slouzi jako bariéra proti patogennim bakteriim (Riservati 2009).

Pfi dojeni kravy se kruhovy svéraC strukového kanalku zrelaxuje, cimz dovoli otevieni
otvoru kanalku. Otvor strukového kanalku pak zlstane otevieny po dobu minimalné jedné
hodiny po skonceni dojeni, coz umoziuje prostup bakterii dovnitt mlééné zlazy. Z toho divodu
je snaha udrzeni krav n€jakou dobu po dojeni ve stoje. Miizeme toho docilit naptiklad formou
podani krmiva bezprostfedné po dojeni, coz je zaddouci pro minimalizaci kontaminace konce
strukového kanalku pted jeho op€tovnym uzavienim. Béhem obdobi stani na sucho (kravy se
nedoji) je kanalkovy vyvod efektivné uté€snén keratinovou zatkou. Krevni obéhovy systém,
piivod krve je extrémné dulezity pro spravnou funkénost mlécné zlazy. Vsechny prekurzory
mléka pochazi z krve. Na jeden litr mléka syntetizovaného vysoko-produkéni kravou prochézi
vemenem v prumeru 400 az 500 litrGi krve, to znamena ~280 ml za sekundu. Celkovy krevni
objem vemene pro laktujici kravy je 8 % jejich celkového objemu krve v téle, zatimco pro
nelaktujici se pohybuje okolo 7,4 %. Dva az tfi dny pred porodem (prepartum) dochazi k 2—
6nasobnému zvyseni pratoku krve v mlécné zlaze. Snizeni produkce s postupem laktace neni
zpusobena snizenim pratoku krve, ale ubytkem sekreCnich epitelialnich bunék procesem
naprogramované bunécné smrti (apoptozou) (Hurley 2010).

Pokud krava nadoji 60 litri za den, mlécnou zlazou musi cirkulovat (cirkuluje) 30 000
litr, coz vytvafi znaCny napor na organismus (Riservati 2009). Systém cév mlécné zlazy je
vystizné ukazan na Obrazku 2. Stehenni tepna vychézejici ze zevni kycelni tepny, kterad je
propojena se zevni stydkou tepnou, pokracuje ve formé mlécné tepny. Mlécna tepna se déli na
predni, stfedni a zadni tepnu z4sobujici vemeno. Malé mnozstvi krve se také dostava do mlécné
zlazy stydkou tepnou (z vnitini kycelni), ale zasobuje pouze vrchni zadni ¢ast této zlazy. Ohyb
ve tvaru pismene S, takzvany sigmoidni ohyb, formuje zevni stydka tepna (arteria pudenda
externa sinistra et dextra) tésné pod patefnim kandlem. Pravé tvarovani tepny umoziluje
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roztahovani vemene smérem doli pfi jeho plnéni mlékem, aniz by dochazelo k namahani cév
(Hurley 2010).

Obrazek 2: Cévy mlécné zlazy kravy: a, b — zevni stydka tepna a zila (a. ef v.
pudenda externa sinistra et dextra), ¢ — a. epigastrica cranialis superficialis (sinistra et dextray),
d — vnitini stydka tepna a zila (a. et v. pudenda — ramus mammarius), e — kranialni zila vemena
(v. mammaria cranialis), f — nitroorganové tepny a zily vemena, g — kaudalni zila vemena (v.
mammaria caudalis), h — tepny a zily struku, 1 — proximalni cévni prstenec struku; 1 — zavésny
vaz vemena (/ig. suspensorium mammae), 2 — mizni uzliny vemena (parové /nn. mammarii),
3 — pravostranny struk pfedni ¢tvrté vemena, 4 — mizni cévy parenchymu vemena, 5 — pleteni
miznich cév struku, 6 — eferentni mizni cévy z miznich uzlin sméfujici do tfiselného kanalu
spolu s krevnimi cévami (Hofirek et al. 2009)

Zila je 2-3krat vét§i nez tepna. Zily vystupuji z mlééné zlazy anti-paralelné s tepnami. Na
kazdé strané jsou tfi zily vedouci krev ven z mlécné zlazy. Zevni stydka zila (vena pudenda
externa sinistra et dextra) odchazi z vemene paralelné k zevni stydké tepné (2-3 centimetry
diametralné). Zevni stydka zila vystupuje v tfiselném kanalu jako druzice cévy a pridava se k
zevni kycCelni zile. Zevni stydka zila je druzice zevni stydké tepny a pokracuje ve sméru
podobnému tepné s vyjimkou toho, ze krev protéka v opacném smeéru. Subkutanni abdominalni
zila (mléna zila, vena epigastrica cranialis superficialis) je zila opoust&jici zlazu v prednim
konci prednich Ctvrti a pokracuje podél abdominalni stény. Jedna se o velkou zilu, jez je
viditelna v brisni ¢asti kravy. Do télni dutiny vstupuje v mecové krajiné skrz utvar nazyvany
mlécna studna a vyprazdiiuje se do vena thoracica interna. Perineélni zila (zadni mlécna zila)
zanechava zad zlazy paralelné k perinealni tepné, pokracuje dorzalné a kaudalné k perineu,
otoci se okolo ischiadlniho oblouku a pfipoji se k vnitini stydké zile (vena pudenda — ramus
mammarius). Zilni okruh tvofen anastomozou (anatomické spojeni) mezi piedni a zadni

14



mlécnou zlazou zabranuje zastaveni krevni cirkulace zilného proudéni pfi pozici kravy v leze.
Mizni uzliny vemene (/nn. mammarii) jsou rozsahlé stejn€ jako zily a jsou k nim umistény
paraleln€. Mizni uzliny (supra mamarni lymfatické uzliny) se 1isi poctem od 1 az 7 a velikosti
4 az 10 centimetri a nachazeji se nad kaudalnim predé€lem upati mlécné zlazy. Vétsina
eferentnich lymfatickych uzlin se vyprazdiiuje do supra maméarnich lymfatickych uzlin
(Riservati 2009).

Nékolik aspektd nervového systému mlécné zlazy hraji dulezitou roli ve spravné
funkcnosti. Inervace uvnittf vemene je fidka ve srovnani s ostatnimi tkanémi v téle. Senzorické
nervy se nalézaji ve strucich a k(zi. Senzorické nervy jsou kritické pro zahajeni aferentni
nervove drahy reflexu ejekce mléka. Nervovy vstup do vemene se sklada z aferentni nebo
senzorickych vlaken a aferentni nebo sympatetickych vlaken. Aferentni nervy pochazeji ze tii
riznych zdroji. Tyto zdroje jsou prvni lumbalni, druhy lumbalni, tfeti lumbalni a Ctvrty
lumbélni nerv, pficemz jsou vSechny spojeny dohromady v inguinalni nerv. Posledni Casti je
perinealni nerv. Jedna se o odvétvi nervu slozenych z vlaken druhych, tretich a Ctvrtych
sakralnich spinalnich nervii. Vemeno je také protkano nervy pfipojenymi k hladké svaloviné
obéhového systému a k hladké svalovin€ mezilalickovych vyvodi mlékovodi. Presto tu ale
neni zadna inervace fidici pfimo tkané mlécné produkce. Zasobovani vemene motorickymi
nervy je pln¢€ autonomni nebo sympatetické. Neurony nervovych vlaken jsou lokalizovany na
lateralnich rozich michy. Tkané vemene jsou kontrolovany dualnim mechanismem. Pfesto
parasympaticka vlakna nebyla nalezena v potnich zlazach ktze a jinych podobnych koznich
struktur. Jelikoz mlé¢na zlaza ma strukturu kozni zlazy, parasympatickd vlakna nebyla ve
vemeni nalezena (Riservati 2009).

3.1.2 Hormonalni Fizeni mlécné zlazy

Vyse produkce dojnic souvisi s trvalou laktaci neboli schopnosti kontinualni produkce
mléka po dobu laktace. Trvala laktace pak Gzce souvisi s populaci bunék mlécné zlazy a jejich
sekre¢ni aktivitou. Na proliferaci, sekrecni aktivitu a umrtnost t€chto bunék, tedy fyziologické
mechanismy odehravajici se v mlécné zlaze, ma vliv fada faktorti — zejména hormonalni fizeni
vemene (Pal et al. 2019).

Nejvyznamnéj$imi hormony jsou rustovy hormon, signalni draha somatomedinu typu
IGF-1, hormony §titné zlazy, prolaktin, kortizol, progesteron, insulin, oxytocin a estrogen.
Vyvoj mlécné zlazy, sekreci mléka, a tak zminéné hormony reguluji celkovou produkci mléka
(Tucker 2010).

Bovinni STH je peptid hormon vytvateny hypofyzou (podvéskem mozkovym), jehoz
efekt zprostredkovava IGF-1 (Hadsell et al. 2008). Bovinni somatotropin udrzuje bunécnou
populaci a proliferaci bunék v pozdni laktaci. V souvislosti s STH byl taktéz pozorovan nartst
celkové mlécné produkce. Mezi somatotropinem a prolaktinem se vyskytuje hormonalni
interakce. Pokles v koncentraci STH muze vést k naslednému snizeni 15 % v produkci mléka,
u prolaktinu k 50% redukci a v pfipadé kombinovaného nedostatku az k 85% snizeni v produkci
mléka (Tonner et al. 1995).

IGF je primarné produkovan z jater jako podnét rustového hormonu. IGF zamezuje
moznosti, aby nastala bunécna apoptédza. IGF taktéz tidi progresi bunécného cyklu (Hadsell et
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al. 2002). S prodlouzenim sekrece IGF ve vemeni dojde k prodlouzeni laktace (Flint et al.
2001). IGF je kontrolovan fadou IGFBP. U skotu existuji Ctyfi typy (2, 3, 4 a 5). IGFBPs maji
predev§im funkci proteinového nosice pro IGF. V pfipadé navazani blokuji jeho sekreci
(Baumrucker & Erondu 2000). Spojenim IGFBP-3 s IGF nastava inhibice zivotnosti bun¢k
vedouci k apoptoze, coz je dé dulezity v involuci mlééné zlazy. Se signifikantnim nartstem
tohoto procesu dochazi nasledné k umrti bunek. Naopak pokles apoptéozy bunék nastava
v priubéhu laktace. Pokud dojde k nadmémé funkci IGFBP-3 v mlécné zlaze, snizi se epitelové
tkané€, coz soucasné vede ke snizeni produkce mléka (Flint et al. 2001).

Prolaktin reaguje spolecné s STH, stimuluje IGF-1 a zaroven inhibuje IGFBP-5, ¢imz
zabrani efektu apoptdzy (Flint et al. 2001). Takze po odstavu mladéte, kdy nastane snizeni
prolaktinu, je apoptdza stimulovana pomoci IGFBP (Sorensen & Knight 2002). TRH stimuluje
sekreci thyroid hormont a spousti rychlou sekreci prolaktinu (Freeman et al. 2000). Hormony
§titné zlazy v prvni fadé tidi rizné metabolické procesy v téle. V piipadé mlécné zlazy se
vyznacuji funkci diferenciace epitelialnich bunék. Kortizol jakozto jeden z glukokortikoidu je
jednim z hormont, ktery zastava roli v obdobi puberty, biezosti a laktace v koordinaci s dal§imi
hormony. Pomaha vyvoji mlécné zlazy a sekreci mléka (Capuco et al. 2008).

Pusobeni oxytocinu na myoepitelové bunky navodi jejich smrsténi a naslednou ejekci
mléka. Vyprazdnéni mléka poté vede k odstranéni inhibitoru zpétné vazby laktace FILu.
Zkratka FIL znaci mlécny glykoprotein majici funkci zpétné vazby pro blokaci syntézy proteinu
epitelialnich buné€k mlécné zlazy. Redukci FIL tak dochazi k syntéze mléka (Peaker & Wilde
1996).

Krmeni tyroproteinem (ionizovanym kaseinem) skotu zvysuje celkovou produkci mléka
0 10 % v rané laktaci a o 15 az 20% v pozdni laktaci (Buhimschi 2004).

3.1.3 Obranné mechanismy mlécné zlazy

Schopnost skotu nepodlehnout novym intramamarnim infekcim zalezi na zdatnosti nebo
schopnosti imunitniho systému mlé&né zlazy. Uel imunitniho systému nespo&iva pouze
v prevenci bakterialnich invazi mlééné zlazy, ale rovnéz v eliminaci jiz existujicich infekci a
obnoveni normalni funkce tkani. Komponenty imunitniho systému mlécné zlazy se skladaji
z komplexniho systému tkani, bunék, molekul, které spolecné zastavaji funkci protekce proti
Skale patogenti zpusobujicich mastitidy. Individualni komponenty mamarniho imunitniho
systému mohou byt vSeobecné klasifikovany do riznych funkcnich kategorii zahrnujici
vrozenou a adaptivni (ziskanou) imunni reakci. Vrozena imunita zahrnuje fadu rezistentnich
mechanismi, které mohou byt aktivovany béhem sekund az minut bakterialniho napadeni.
Naopak adaptivnimu imunitnimu systému muze trvat nékolik dni, aby se plné aktivoval.
Adaptivni imunitni systém je schopen vice specifické reakce na konkrétni bakterialni faktory
zpusobujici mastitidu. Tyto dva typy subsystémi imunitni reakce nereaguji nezavisle na sobg.
Proto je nezbytné pro oba systémy, aby mezi nimi dochazelo k interakcim (Sordillo 2018).

Vrozena imunita je zaCatkem ochrany pii prvnim vystaveni mlécné zlazy patogentim.
Tento typ imunity je charakterizovan rapidnim nastupem, ktery se objevi beéhem sekund po
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pocateCnim bakterialnim napadeni. Ackoli vrozena imunita je bezprostfedni obranna linie,
rozpoznani a reakce na bakterie nejsou vysoce specifické a samotna imunitni reakce je pouze
docasna. Dale vrozené imunitni mechanismy nejsou vylepSovany pii opakovaném vystaveni
stejnym patogentim. Ochranné mechanismy vrozené imunity mohou byt bud’ lokalizovany
v misté napadenych tkani mlécné zlazy nebo rychle jsou rychle po aktivaci n€kolika stimuly
vyslany krevnim obéhem na misto infekce. Hlavni slozky vrozené imunity zahrnuji fyzickou
bariéru konce struku spolu s dal§imi druhy celularnich a molekularnich mechanisma pro
ochranu mlécné zlazy (Sordillo 2018).

3.1.3.1 Struk a strukovy kanalek jako prvni bariéra proti infekci

Pro zapoceti infekce musi patogeny ziskat piistup do mlécné zlazy. Z toho duvodu je
konec struku bran za prvni linii lokalizované obrany proti patogentim zpusobujicim dany zanét.
Hned nékolik raznych mechanisma na konci struku brani vstupu nezadoucim patogentm.
Konec struku ma svaly typu svérace obklopujici strukovy kanal, aby udrzoval pevné uzavieni
mezi dojenimi a zabranioval bakterialni penetraci. Strukovy kanalek je také pokryty voskovym
materialem zvanym keratin pavodem z epitelialni vystelky. Studie zjistily, ze akumulace
keratinu muze zajistit fyzickou prekazku bakteriim, zejména v dobé mimo laktaci, kdy dojde
k uplné neprichodnosti strukového kanalku touto latkou. Lipid komponenty keratinu rovnéz
obsahuji antibakterialni slozky mastnych kyselin majici jak bakteriostatické, tak baktericidni
ucinky. Obecné gram pozitivni bakterie jsou vice citlivé nez gram negativni bakterie ve vztahu
k bakteriostatickym a baktericidnim U¢inkiim mastnych kyselin v keratinu. Ackoli zminéné
mechanismy keratinu antibakterialni aktivity jsou stale predmétem spekulace, existuje evidence
pro predpoklad, ze dlouhy fetézec mastnych kyselin narusuji bakterialni lipid membrany,
s vyslednou perforaci bakterialnich bunék. Taktéz rozdily v kompozici gram pozitivnich a gram
negativnich bakteridlnich bunécnych stén mohou vysvétlit rozdilné antibakterialni ucinky
keratinu s ohledem na druh bakterii. Vice souCasna evidence pfedpoklada, ze keratin obsahuje
proteiny vazajici kalcium, které také mohou mit nékteré z antimikrobiéalnich aktivit (Smolenski
2015).

Pomoci nékolika komplementarnich mechanismii konec struku miize zabranit vstupu
patogentm a inhibovat vétsinu bakterialniho rastu. Mohou nastat i pfipady ¢i okolnosti, béhem
kterych se tento dulezity typ obrany ocitne v ohrozeni. Napfiiklad béhem raného obdobi stani
na sucho a té€sné pred telenim dochazi k rozvolnéni hladké svaloviny ve strukovém kanalku
nasledkem kumulace intramamarni tlaku a zadrzovani mléka. Zde je také se zvySenou incidenci
mastitid spojovana neuplna formace vrstvy keratinu, a to do dvou tydni po nahlém ukonceni
laktace. Pred tim, neZ je mozné, aby se svaly zcela smrstily, strukovy kanalek zistava otevien
zhruba jednu hodinu po ukonceni procesu dojeni. V tuto chvili se nachazi krava v ohrozeni
z hlediska mozného nastupu bakterialni infekce. Strukova antisepse je proto dulezity a obecné
pouzivany management v praxi potfebny pro optimalizaci této poCateni ochrany (Sordillo &
Streicher 2002).
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4 Onemocnéni mlécné zlazy

4.1 Rozeznani patogenii

Kdyz patogeny zapficinujici zanét vemene uspéSne prostoupi konec struku, schopnost
zaznamenani pritomnosti bakterii v mlécné zlaze je nezbytné pro spusténi vrozené imunity.
Lokalizované populace bunék mlécné zlazy jsou schopné usnadnéného rozpoznani patogenu a
efektivni stimulace nékolika danych imunitnich procest. Imunitni i ne imunitni buiky v mlécné
zlaze vlastni rozpoznavaci PRR receptory, které jsou schopny reagovat s pestrou Skalou
specifickych mikrobti zvanych PAMPs. Priklady téchto PRRs jsou TLRs, které jsou rodinou
transmembranovych proteini vyjadfenych nejen na populaci leukocyti, endotelialnich
burikach, ale i na fibroblastech distribuovanych skrze mammarni tkdné (Jungi et al. 2011;
Kumar et al. 2011).

Oba TLR-2 a TLR-4 jsou urcité dulezitosti v ramci mammarni obrany, protoze tyto
receptory rozpoznavaji PAMPs asociované s gram pozitivnimi (peptidoglykeny) a gram
negativnimi (lipopolysacharidy) patogeny zpusobujici propuknuti mastitidy. Tyto patogeny
zahrnuji Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, and Escherichia coli (Goldammer et al.
2004, Porcherie et al. 2012). Po rozpoznani patogenu prostiednictvim interakci PRR-PAMP se
aktivuji intracelularni signalni drahy, vCetné transkripEniho faktoru NF-xBm, ktery fidi expresi
nékolika rozpustnych mediatorti spoustéjicich nastup zanétlivé kaskady (Liang et al. 2004).

4.2 Pocatek zanétu v mlééné zlaze

Zanét je kritickou soucasti vrozeného obranného sytému. Tento systém by mél odstranit
bakterie vyskytujici se v mlécné zlaze, asistovat pfi oprave jakéhokoli poSkozeni tkan€, jez se
muze objevit béhem bakterialni invaze, a obnovit normalni strukturu tkani a jejich funkci.
Zanétliva kaskada konci nejenom akumulaci antimikrobialnich faktorti v mléce, ale zvySenym
pohybem leukocyti periferni krve a dalSich komponentt krve plazmy smérem do mlééné zlazy
(Aitken et al. 2011). Efektivni zanétliva reakce mlécné zlazy by vSeobecné méla trvat méné nez
tyden a nezpusobit Zadné patrné zmény mléka nebo mammarnich tkani. Nefunkéni mammarni
zanétlivé kaskady prehnaného nebo zdlouhavého razu vSak mohou vést k extensivni poruse
tkani, ktera muze vyvrcholit nekontrolovanou akutni nebo chronickou mastitidou (Halasa et al.
2007; Aitken et al. 2011; Akers & Nickerson 2011).

Velkou signalni drahou NF-kB jsou produkovany rozpustné mediatory fidici nastup
zanétlivé kaskady mlééné zlazy (Bannerman 2009, Boulanger et al. 2003). Cytokiny patii mezi
jedny z hlavnich rozpustnych mediatord produkovanych béhem vsech fazi zanétlivé reakce.
Cytokiny jsou heterogenni skupina glykoproteinii sekretovanych imunnimi i neimunnimi
bunkami s kapacitou regulace riznych aspekt imunitni reakce, vCetné zanétu. Existuje nékolik
riznych kategorii cytokini fazenych z hlediska jejich struktury, funkce a ptvodu. Dané
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kategorie zahrnuji ILs, IFNs, chemokiny (skupina cytokina s chemotaktickym t¢inkem), CSFs
a TNFs. Cytokiny se vazou na receptory na membranach cilovych bunék a mohou vyvijet
autokrinni, parakrinni nebo endokrinni u¢inek. Individuélni cytokiny na sebe mohou vzajemné
pusobit synergicky, aditivné nebo antagonisticky. Naptiklad u TNF-o a IL-1p dochazi k sekreci
rapidné béhem pocatecnich fazi infekce a maji potentni prozanétlivé funkce. Kdyzto IL-4, IL-
10, a IL-17 aktivné podporuji rezoluci zanétlivé kaskady (Bannerman 2009).

Cytokiny reguluji intenzitu a trvani hostitelské odpovédi na infekci pomoci regulace
(posileni nebo inhibice) aktivace, proliferace, diferenciace bunék zapojenych do imunitni
reakce. S respektem k zanétlivé reakci, cytokiny jsou esencialni pro usnadnéni extravazace
leukocytd z krevniho obéhu a transportu do mista bakterialni invaze v tkanich mlécné zlazy.
Dalsi dalezitou skupinou signalnich molekul zanétu je rodina potentnich mediatort odvozenych
od lipidi nazyvanych oxylipidy, také znamy jako oxylipiny nebo eikosanoidy. Tyto potentni
lipid mediatory jsou odvozeny od polynesaturovanych mastnych kyselin a jsou schopné
regulovat nezbytné kazdy aspekt zacatku a feSeni zanétlivé reakce (Serhan & Chiang 2008;
Mattmiller et al. 2013).

Zatimco hodné imunnich a neimunnich bunéCnych populaci mohou produkovat
oxylipidy, makrofagy a endotelialni buriky jsou hlavnim bunénym zdrojem ve vét§iné tkani,
veetn€ mlécné zlazy (Ryman et al. 2015, Sordillo 2018). Oxylipidni biosyntéza je iniciovana,
kdyz makrofagy nebo endotelialni buriky piijdou do kontaktu s PAMPs nebo dal§imi
zanétlivymi  stimuly. V momenté vystaveni témto prozanétlivym agonistim jsou
polynesaturované mastné kyseliny osvobozeny z fosfolipidt lokalizovanych v celularnich nebo
nuklearnich membranach skrz akce fosfolipaz. Tyto substraty mastnych kyselin jsou poté
oxidovany jinym zpusobem nez pomoci enzymdu, a to prostiednictvim ROS nebo skrz rizné
enzymatické cesty, zahrnujici COX, LOX, a cytochrom P450 (hemovy enzym) drahy pro
produkeci skaly oxylipida (Sordillo 2018).

Podle typu invazivniho patogenu zapfiCinujiciho mastitidy, mnozstvi a nacasovani
produkce pocatecniho rozpustného mediatoru se muze znacné lisit. Napfiklad exprese
cytokinovych transkript byla vyssi a rychleji exprimovana v mlécnych zlazach infikovanych
Escherichia coli ve srovnani s mastitidou Staphylococcus aureus (Lee et al. 2006). Vaznost
mastitidy muze také byt asociovana se specifickymi profily zanétlivych mediatort, jakozto
nadmérné vysoké koncentrace TNF-alfa béhem tézké akutni koliformni mastitidy (Sordillo &
Peel 1992).

Predeslé studie také ukazaly, ze zvySend biosyntéza PGE2 souvisela s bakteridlnim
ristem a zavaznosti systémového onemocnéni v pribéhu E. coli mastitidy (Pezeshki et al.
2011). Zanét je primarné reakci mikrocirkulace, kde cytokiny a oxylipidy maji kapacitu pfimo
interagovat s cévami mlécné Zlazy k alteraci vaskularniho tonusu a prutoku krve v postizenych
tkanich, naslednému navyseni vazodilatace kapilar a zvySeni vaskularni permeability potiebné
pro migraci krevnich leukocyti do mista poskozeni. Kolektivni reakce vaskularniho endotelu a
infiltrace krevnich leukocyti do postizenych tkani jako dusledek cytokini a biosyntézy
cytokini a oxylipidi muze vést k nékterym z klasickych ukazatelt zanétu, zahrnujicich teplo,
otok, zarudnuti, bolest a ztratu funkce (Ryman et al. 2015).

19



4.3 Vrozena imunita vemene

Béhem zanétu rezidentni a také nové vytvorené leukocyty mlécné zlazy hraji nezbytnou
roli v prabéhu prvnich fazi patogeneze. V neinfikovanych tkanich mlécné zlazy jsou lymfocyty
a makrofagy predominantnimi typy leukocytu s relativné nizkym poctem neutrofild. Distribuce
leukocytd se méni v zavislosti na fazi laktace. Hlavnim typem leukocyta v prub&hu zanétu jsou
neutrofily. Pfiliv neutrofild je iniciovan cytokiny a oxylipidy, které piisobi pfimo na vaskulaturu
a zpusobuji sniZeni rychlosti krve se souasnym zvySenim exprese adhezivnich molekul na
endotelialnich burikach (Ryman et al. 2015).

Adhezni molekuly na leukocytech se pfipoji k vaskularnim adheznim butikam
k usnadnéni migrace leukocytt z krve na misto poranéni (Maddox et al. 1999; Hodgkinson et
al. 2007). Neutrofily nejprve marginuji a poté adheruji k mistnimu endotelu v blizkosti mista
infekce. Cytokiny, oxylipidy a dal§i molekuly mediatoru stimuluji adherentni neutrofily, aby se
pohybovaly mezi endotelialnimi butikami a prochazely bazalni membranou do poskozenych
oblasti tkané (Aitken et al. 2011; Ryman 2015). Pohyb neutrofild ve tkanich usnadfiuji
chemotaktické gradienty vytvorené molekulami zanétlivych mediatort v lokalizovaném misté
infekce. Migrace neutrofili se miZze objevit rychle a nahromadit se v postizenych tkanich do
30 az 60 minut po poranéni (Summers et al. 2010). Rychlost a rozsah migrace neutrofili do
tkani mlécné zlazy a mléka jsou povazovany za hlavni urcujici faktory pro vznik novych
intramamarnich infekci (Paape et al. 2000).

Dulezitym vrozenym obrannym mechanismem poziti a zabijeni bakterii, ktery
usnadniuji leukocyty mlééné zlazy, je proces oznaCovany jako fagocytoza. V mlécné zlaze,
fagocytozu provadéji primarné neutrofily a makrofagy, ale schopnosti fagocytézy maji i
dendritické buriky. Fagocytarni proces zahrnuje pohlceni bakterii, kde jsou pak zapouzdreny v
cytoplazmatické vakuole zvané fagolyzozom. Neutrofily mohou zabit fagocytované bakterie
pomoci mechanismu zavislém bud’ na kysliku nebo proteinech. Zminény mechanismus zavisly
na kysliku pasobi béhem procesu poziti, v némz dochazi k velkému vybuchu oxidacniho
metabolismu. ZvySena spotieba kysliku vede k produkci reaktivnich meziproduktt kysliku a
dusiku, jenz jsou produkovany metabolickym procesem zndmym jako respiraéni vzplanuti.
Tato mikrobicidni oxida¢ni ¢inidla se nachazeji ve fagolyzozomech, pficemz maji schopnost
oxidovat lipidy bakterialni membrany a zpusobit tim destrukci patogenu (Paape et al. 2000;
Aitken et al. 2011).

Kromé toho mohou byt bakterie vystaveny a zniceny nekolika reaktanty nezavislymi na
kysliku, v€etné lysozomu, riznych kationtovych proteint a laktoferinu. Tyto antimikrobialni
elementy neutrofil jsou také ulozeny ve velkych cytoplazmatickych granulich jedine¢nych pro
bovinni neutrofily. Bovinni neutrofilni kationtové proteiny jsou heterogenni skupinou
zahrnujici ¢leny rodiny katelicidii a beta defenzint, které vykazuji antibakterialni aktivitu proti
patogenim spojenym s infekci mlécné zlazy. Degradované bakterie jsou poté exocytovany
z neutrofilti s minimalnim kolateralnim poskozenim mlécnych zlaz. Neutrofily mlécné zlazy
mohou pohltit tuk, kasein a dal§i mlécné komponenty. Fagocytarni a bakterialni aktivita téchto
bunék se snizuje zvlasté béhem peripartalniho obdobi a povazuje se za zakladni pficinu zvySené
nachylnosti k mastitidé béhem dané faze laktace. Fagocytarni a baktericidni schopnosti
neutrofild vSak mohou byt podstatné zvySeny v pritomnosti opsonickych protilatek proti
konkrétnim patogentim (Paape et al. 2000; Rainard & Riollet 2006).
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Tvorba NET je dal§im antimikrobidlnim obrannym mechanismem ve vrozeném
imunitnim systému. Patogenni stimulace neutrofild spousti uvoliiovani jaderného materialu
(DNA a histontl), stejné tak granularnich proteint a extracelularnich vlaken, jez funguji na
zpusobu zachycovani a zabijeni mikrobl. Studie naznacuji, Ze NET poskytuji vysoce
koncentrovana loziska antibakterialnich latek, které vazou a zabijeji bakterie nezavisle na
fagocytarnim vychytavani v mlécné zlaze (Lippolis et al. 2006; Grinberg et al. 2008). NET také
v nékterych ptipadech slouzi jako fyzicka bariéra, ktera brani dal§imu Siteni bakterii ve tkanich
kravy. Tvorba NET muze byt zvlasté dulezita pro mlécnou zlazu kvuli jejich schopnosti
fungovat v ptitomnosti mléka na rozdil od jinych funkci neutrofild, které mohou byt v tomto
prostiedi potlaceny (Lippolis et al. 2000).

NK buriky patii k subpopulaci lymfocyt. Jsou velmi dulezité pro piirozenou imunitu
mlécné zlazy a charakterizuji je velké granularni lymfocyty, jejichz cytotoxicka aktivita je
nezavisla na MHC. Uziti Fc receptort NK burikami k ucasti na (butikami zprostfedkované a na
protilatkach zavislé) cytotoxicité patii mezi jejich jedine¢né schopnosti. Cytokiny stimulované
NK bunikami maji schopnost zabijet bakterie uvolfiovanim baktericidnich proteind. V pfipadé
izolace z mlécné zlazy kravy NK buiky vykazovaly baktericidni aktivitu proti S. aureus. Toto
by mohlo byt dilezitym aspektem vrozené obrany pii prevenci mastitidy (Sordillo & Streicher
2002).

4.4 ReSenizanétu

Zacatek zanétu az bakterialni invaze je komplexni a pfisné regulovana reakce. Zatimco
rychlé a silnd zanétliva reakce je ochrannd, nekontrolovana akutni nebo chronicka zanétliva
reakce a muze vést k rozsahlému poskozeni tkané spojovaného s patogenezi onemocnéni.
Z tohoto duivodu je vCasné a prirozené vyléCeni zanétu zasadni pro celkové zdravi mlécné zlazy.
Refeni zandtu je aktivni udalost zahrnujici specifické drahy a mediatory urychlujici tento
proces. Dané drahy a mediatory omezuji infiltraci leukocytd do postizenych tkani, modifiku;ji
produkci rozpustnych mediatora, odstranuji bunécny odpad a opravuji poSkozené tkané (Tabas
& Glass 2013; Buckley et al. 2014).

Zakladnim pozadavkem pro dokonceni zanétlivé reakce je odstranéni patogenut, které
zpisobily mastitidu a tim spustily zanétlivou kaskadu. Usp&$na neutralizace patogenu
signalizuje zastaveni syntézy prozanétlivych mediatori a vede kjejich katabolismu.
Alternativné je zvySena produkce nékolika protizanétlivych nebo pro rozpoustécich
rozpustnych mediatord. Pokud jsou tedy neutrofily schopny rychle migrovat z krevniho fecisté
do mlécné zlazy a ucinné eliminovat bakterie, pak by hromadéni leukocyti mélo ustat a SCC
v mléce se vratit na uroven zdravé kravy. Pokud vSak bakterie pretrvavaji, pak zanétliva reakce
prechazi do akutniho nebo chronického stavu. Prodlouzena anebo nadmeérna migrace leukocyta
z krve zpusobuje znacné poskozeni parenchymatickych tkani mlécné zlazy, coz vede ke snizeni
produkce mléka (Bannerman 2009).

Studie provedené na lidech a laboratornich zvifatech ukazaly, ze feseni zanétu je aktivni
proces fizeny nékolika odlisnymi rodinami pro resoluc¢nich oxylipidud, které zahrnuji resolviny,
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protektiny a LX (Bennett & Gilroy 2016). Ackoli neékteré metabolity odvozené z drahy COX
byly tradi¢né spojovany se spusténim zanétlivé reakce, existuje nékolik metabolitd odvozenych
od COX, v¢etné PGD2, PGJ2 a 15deoxy-PGJ2, které maji schopnost potlacit rizné prozanétlivé
signalni drahy. Existuji také znacné dikazy, které naznacuji, ze urcité PG produkované béhem
nastupu zanétu (napiiklad PGE2), mohou slouzit jako negativni zpétnovazebni signaly pro
usnadnéni feseni zanétu (Ricciotti & FitzGerald 2011).

Aktivni biosyntéza pro resolu¢nich lipidovych mediatort hraje esencialni roli v omezeni
infiltrace neutrofild do postizenych tkani, zvySuje zbaveni makrofagti apoptotickych bunek
v postizenych tkanich a usnadiiuje obnovu tkani k normalni funkci (Tabas & Glass 2013).

4.5 Adaptivni imunita

Vytvoreni adaptivni imunity trva déle nez vytvoreni imunity vrozené. AvSak po vystaveni
mikrobtim se adaptivni imunita stava zvlasté dilezitou v piipadé, Ze se jsou patogeny schopny
vyhnout nebo nejsou zcela eliminovany obrannym systémem vrozené imunity. V kontrastu
s béznym projevem vrozené imunity, adaptivni imunita dokaze vyvolat imunitni reakce na
specifické faktory spojenymi s bakterialnimi patogeny, nazyvanymi antigeny. Fascinujici
vlastnosti adaptivniho imunitniho systému je schopnost rozeznat a reagovat na miliardy
jedine¢nych antigent, se kterymi muze piijit do kontaktu. Pokud k setkani se s antigenem dojde
vice nez jednou, zvySeny stav imunitni reaktivity nastava v dasledku imunologické paméti.
Pamétni reakce je poté mnohem rychlejsi, pomérné silngjsi, déle trvajici, a Casto vice efektivni
v odstraniovani patogenti v porovnani s pocateCnim vystaveni konkrétnimu antigenu. Ke
specifické imunitni odpovédi dochéazi pouze tehdy, jsou-li antigeny kombinovany s molekulou
MHC na povrchu urcitych bunék, coz je proces oznacovany jako prezentace antigenu. Velké
komponenty vrozeného imunitniho systému zahrnuji Ig molekuly, makrofagy, dendritické
buriky, a nékolik riznych lymfoidnich populaci, které zprostredkovavaji rozpoznani
specifickych patogennich faktorti. Generovani a¢inné specifické imunity zahrnuje dva rozsahlé
typy bunék, véetné lymfocytd a antigen-prezentujicich bunék. Skrze membranové receptory
(specifickymi pro invazivni patogen) jsou lymfocyty schopné rozpoznat bakterialni antigeny.
T-lymfocyty a B-lymfocyty jsou odlisSné podmnoziny lymfocytd, které se lisi funkci a
expresnimi profily proteinovych produkti (Aitken et al. 2011). Pomocné T-lymfocyty
produkuji cytokiny v odpovédi na rozpoznani antigen-MHC komplexti na antigen-prezentujici
bunky B-lymfocyty, makrofagy, a dendritické buiiky (Sordillo & Streicher 2002 ; Aitken et al.
2011).

Funkce cytotoxickych T-lymfocyti (Tc bunky) zahrnuji rozpoznavani a eliminaci
pozménénych cizich antigent, kdyz jsou prezentovany ve spojeni s molekulami MHC 1. tfidy.
V mlécné zlaze se piedpoklada, ze T-lymfocyty chrani epitelialni buiiky mlécné zlazy proti
intracelularnim patogentim, jakmile mikrobialni antigeny objevi na buné¢ném povrchu. Néktefi
védci si nejsou zcela jisti, ze se Tc bunky podili ve funkci ,lapact, které odstrariuji staré Ci
poskozené sekrecni buiiky v mlécné zlaze (Sordillo & Streicher 2002).
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Hlavni podskupinou lymfocyta jsou yd T-lymfocyty, které v raném véku skotu tvori vice
nez 50 % celkového mnozstvi kolujicich lymfocytt. Vzhledem ke zna¢nému poctu zajist'uji
Casnou obranu proti intracelularnim infekcim, a to v dob€, kdy nejsou ostatni obranné slozky
adaptivniho imunitniho systému zcela akceschopné (Hein & Mackay 1991; Guerra-Maupome
et al. 2019). Od tradi¢nich aff T-lymfocytt se tyto nekonvencni T-lymfocyty odlisuji svym
souborem vlastnosti. V raném veku skotu se postupné utvareji jako klicova populace lymfocyta
s vlastnostmi jak adaptivni, tak vrozené imunity, a tim padem slouzi jako most mezi dvéma
rameny imunitniho systému (Guerra-Maupome et al. 2019). yd T-lymfocyty na rozdil od aff T-
lymfocytd nevyzaduji prezentaci antigenim v kontextu MHC 1 a 2, pfipadné mohou
rozpoznavat nezpracované antigeny piimo prostrednictvim y0TCR (gama-delta T cell antigen
receptor) (Baldwin et al. 2021). Funkéni podskupiny skotu Ize klasifikovat na zdklad€ exprese
dvou raznych tiid WC1. Receptor WC1 poté mize byt rozdélen do podskupin WC1.1" a
WC1.2" (Wang et al. 2011; Hsu et al. 2015). y8 T-lymfocyty exprimujici receptor WC1.1" se
podileji na eradikaci virovych infekei, vylucuji IFN-y a IL-17 (Rogers et al. 2005; Mcgill et al.
2013). y& T-lymfocyty exprimujici receptor WC1.2* maji imunomodulaéni funkci (Guerra-
Maupome et al. 2019; Baldwin et al. 2021). Po stimulaci tyto butiky produkuji protizanétlivé
cytokiny jako je IL-10 a TGF-f (Hoek et al. 2009; Guzman et al. 2014; Guerra-Maupome et al.
2019).

Biologické funkce yo T-lymfocyty jsou primarn€ spojeny s protekci epitelialnich
povrchi. Tyto buriky mohou také hrat roli pfi infekénich onemocnénich, a proto poskytuji
dulezitou linii obrany proti bakterialnim onemocnénim, jako mastitida. Sekrece a tkan mlécné
zlazy exprimuje vyssi procento y& T-lymfocyti ve srovnani s periferni krvi. SkuteCnost, ze
procento téchto bunék vyznamné klesa v mlééné zldze v dobé zvysené nachylnosti
k onemocnéni naznacuje, ze tyto lymfocyty mohou predstavovat zakladni obrannou linii proti
patogenim zpusobujicim mastitidu (Baldwin & Telfer 2015).

Primarni role B-lymfocyta je produkce protilatek, také zvanych Ig, proti invazivnim
patogenim. B-lymfocyty pouzivaji membranou vazané molekuly protilatek pro rozeznani
specifickych patogend. Po rozpoznani, B-lymfocyty mohou internalizovat, zpracovavat a
prezentovat antigen v kontextu molekul MHC 2. tfidy T-lymfocytim. T-lymfocyty jsou
aktivovany a za¢nou vylucovat urcité cytokiny, véetné IL-2, které zase indikuji proliferaci a
diferenciaci B-lymfocyti na plazmatické bunky produkujici protilatky nebo pamétové B-
lymfocyty. Na rozdil od T-lymfocyti zlstava procento B-lymfocyti mezi stadii laktace
pomeérné konstantni. Makrofagy jsou prevladajicim bunénym typem, ktery se nachazi v mléce
a tkanich zdravych, involucnich a kojicich mléénych zlaz. Zatimco tyto butiky hraji roli
v ¢asnych vrozenych imunitnich odpovédich, jako jsou fagocyty a produkci zanétlivych
mediatort, makrofagy také hraji klicovou roli ve zpracovani a prezentaci antigenu. Protilatky
funguji jako rozpustny efektor humoralni slozky adaptivni imunitni odpovédi. Antigenem
aktivované B-lymfocyty proliferuji a diferencuji se na plazmatické buiky vylucujici protilatky.
Je znamo, ze Ctyfti tfidy protilatek nebo Ig ovliviiuji obranu mlééné zlazy proti bakteriim
zpusobujicim mastitidu a zahrnuji IgG1, IgG2, IgA a IgM. Kazda z téchto tiid se lisi fyzikalné
chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Koncentrace kazdé tfidy Ig v sekreci mlécné zlazy se
lisi v zavislosti na fazi laktace a infekénim stavu mlécné zlazy. Ve zdravych zlazach je
koncentrace Ig béhem laktace nizka, ale béhem obdobi bez laktace se pomalu zvySuje a
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maximalnich koncentraci dosahuje v prub€hu kolostrogeneze. Vysoké koncentrace Ig se
vyskytuji také v mlécné zlaze pri zanétu (Aitken et al. 2011).

S5 Vliv vyzivy na imunitu

Vyznam mikronutrientd pro podporu zékladnich imunitnich reakci byl nejlépe ilustrovan
na mlécném skotu se zjevnym nedostatkem nékterych vitamini a mineralt v peripartalnim
obdobi, ktery vedl ke zvySenému vyskytu a zdvaznosti mastitid (Spears & Weiss 2008).

Vyzivovy stav dojného skotu, zejména v periparturinim obdobi, pfimo souvisi s i¢innosti
imunitni odpovédi (Sordillo 2016). Nutri¢ni pozadavky krav v prab&hu produkéniho cyklu
kolisaji a jakékoli Spatné fizeni dietnich pozadavkii ma nepfiznivy dopad na imunitu a odolnost
vucéi chorobam. Splnéni nutri¢nich pozadavkt dojnice v obdobi porodu je zvlasté narocné
z divodu zvySenych narokti spojenych s nastupem vydatné syntézy a sekrece mléka se
soucasnym poklesem piijmu suSiny po oteleni. V disledku toho kravy v rané laktaci zazivaji
zavaznou negativni energetickou a proteinovou rovnovahu, ktera ptfimo souvisi s dysfunkci
zanétlivych reakci. Zménény metabolismus zivin, dysfunkéni zanétlivé reakce a zvySeny
vyskyt a zavaznost oxidativniho stresu v dobé oteleni mohou vytvaret destruktivni
zpétnovazebni smycky, které ohrozuji celkovy imunitni systém u dojnic v periparturinim
obdobi (Sordillo & Mavangira, 2014).

Na zakladé téchto prvnich studii se dnes bézné provozuje prikrmovani dojnic v pozdnim
obdobi stani na sucho pred tim, nez se pravdépodobné objevi nedostatek v dob¢, kdy brzy
dochazi k oteleni. Existuji také presvéd¢ivé udaje, které naznacuji, ze vitamin A, méd’ a zinek
maji vyznamné imunoregula¢ni funkce, které mohou optimalizovat vrozené a adaptivni
imunitni reakce potiebné pro lepsi odolnost viuci mastitidé (Sordillo 2016).

Spolecnym mechanismem, kterym vétSina téchto mikronutrientli piisobi, jsou jejich
antioxidacni vlastnosti a ochrana imunitnich bun€k pfed toxickymi ucinky ROS. Primarni
funkci antioxidanti je oddalit, zabranit nebo odstranit oxidacni poskozeni bunécnych
makromolekul, jako jsou fosfolipidy membran. Béhem zanétlivé reakce produkuji neutrofily a
makrofagy velké mnozstvi ROS, které maji za cil zni¢it napadené bakterie. Aby tyto ROS
nezpusobily vedlejsi poskozeni vlastnich bunék vtéle kravy, je dilezité, aby krmivo
poskytovalo dostate¢né mnozstvi antioxidanti, které se mohou zaclenit do tkani mlécné zlazy
a do buné€k imunitniho systému (Sordillo 2016).
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5.1 Imunomodulitory

Cytokiny jsou jednou ze skupin imunomodulatort, které byly zkoumany z hlediska jejich
schopnosti posilit imunitni reakce skotu a snizit nebo zabranit intramamérnim infekcim.
Vzhledem ktomu, ze cytokiny hraji ustfedni roli v fizeni imunity, jevi se podéavani
rekombinantni formy téchto imunomodulatori v dob€, kdy je normalni exprese cytokina
narusena, jako logicky pfistup ke zvySeni odolnosti vi¢i onemocnéni. Dosavadni studie
rekombinantnich cytokini zahrnuji IL-1, IL-2, G-CSF a IFN-y. Dostupné udaje poskytuji
presvédcivé dukazy, ze tyto rekombinantni cytokiny mohou zvysit funkéni schopnosti bunek
zapojenych do vrozené i adaptivni imunity. Napfiklad IFN-gama, G-CSF a IL-1 byly ucinné
pfi zvySovani migrace neutrofilii do mlécné zlazy a zvySovani baktericidni aktivity téchto
dilezitych bunék vrozené imunitni odpovédi (Sordillo & Streicher 2002).

Jak IFN-gama, tak IL-2 také dokazaly zvysit odpoveéd T-lymfocytt na specificky antigen,
coz naznacuje, ze tyto cytokiny mohou byt ucinnymi adjuvans pro vakcinaci mastitid (Aitken
et al. 2011, Bannerman, 2009). Vzhledem k tomu, Ze aktivita cytokin je kratkodoba, jsou pro
praktické vyuziti v podminkach mléénych farem nezbytné strategie, které by mohly zvysit
farmakodynamickou odezvu rekombinantnich pfipravki. Pfi feSeni této potieby byla
rekombinantni forma kraviho G-CSF kovalentné navazana na polymer rozpustny ve vod¢, jenz
by prodlouzil dobu trvani aktivity cytokini potiebnou k dosazeni terapeutickych ucinkd.
Jednorazova davka PEGylovaného bovinniho G-CSF (pegbovigrastim) podana pfiblizné sedm
dni pfed otelenim a znovu v den oteleni byla ucinna pfi snizovani vyskytu klinickych mastitid
behem rané laktace (Canning et al. 2017).

6 Vliv genetické selekce a abiotického prostiredi na vznik mastitid

Vzhledem ktomu, Ze se jedna o multifaktorialni onemocnéni, pfi¢iny mohou byt
zpusobeny vnéj§im prostiedim, at’ uz z hlediska znecisténi, nevhodnému faktoru naskytujicim
se pfimo v chovu, nebo naopak kvuli oslabeni, nachylnosti samotného organismu zvifete.
Nejcastéji je tato infekce mlécné zlazy krav vyvolana bakterialnimi agens (rovnéz mohou byt
virové ¢i plisiiové), avSak velkou roli hraji genetické predispozice, anatomicka dispozice,
laktace, vék, a hlavné imunologicka kondice a s tim 1 Gzce spojené stresové faktory. Pii vyskytu
mastitidy skotu v chovu hraje zasadni roli nékolik faktord a t€émi jsou mikroorganismy, imunitni
reakce, staje, zivotni prostredi, vyziva, dojirny, Cistota a pochopitelné Clovék (Schreiner &
Ruegg 2003; Sordillo 2016; Jamali et al. 2018; Cheng & Han 2020, Schnitt & Tenhagen 2020).
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6.1 Genetické faktory souvisejici s vyskytem mastitid

Genetické zalozeni jedince stejné tak jako zdravotni stav celého organismu patii mezi
hlavni faktory projevu zanétu vemene u dojnych krav. Usili o preventivni opatfeni mastitid
vedlo k pochopeni etiologie intramamarnich infekci, vCetné pokusi o Slechténi infekci
odolnych krav. V posledni dobé se rizné studie zaméfuji na selekci rezistentnich gend vici
mastitidé. VSeobecné se vi o pozitivni genetické korelaci mezi produkci mléka a vyskytem
mastitid (stejn€ tak mezi somatickymi buiitkami — SCC), s korela¢nim koeficientem v rozmezi
od 0,24 do 0,66 (Chegini et al. 2018).

Slechténi se zamé&fenim na odolnost vii¢i mastitidam nebo olkovani mize piispét ke
snizeni potieby 1éCby (také snizeni pouzivani antibiotik) a rovnéz omezit riziko rezistence
bakterii viici antibiotikiim (Tiwari et al. 2013; Cheng & Han 2020). Rezistence na zanét mlécné
Zlazy je komplexnim systémem spojenych s fadou drah pod plisobenim velkého mnozstvi
kandidatnich gend (Karthikeyan et al. 2016).

6.1.1 Identifikace genu a genetickych markeru

Vyzkum identifikace genti byl provadén prostiednictvim rozpoznavani patogent, odbér
leukocytd, migrace, eliminace a diferenciace patogend. Vzhledem k tomu, ze se jedna o
polygenni onemocnéni, je pomérné obtizné identifikovat kandidatni geny urcujici znaky
rezistence. Rizeni komplexnich vlastnosti probiha pfedevsim prostfednictvim minoritnich gent
(vetsi pocCet gentl s nizkym ucinkem) ve srovnani s omezenym mnozstvim genti majoritnich
(Hayes et al. 2010).

Existuje databaze kandidatnich gent a genetickych markert skotu, ktera pojednava o
produkci mléka. Pro mastitidy poskytuje integrovany vyzkumny nastroj pro genomicky pfistup
ke studiu laktace, vyvoje vemene a zdravi. Databaze zahrnuje 943 gent a genetickych markerq,
jenz se podileji na vyvoji a funkci mlécné zlazy (Ogorevc et al. 2009).

6.1.2 Geneticka selekce na zakladé specifickych faktoru

Publikace uvadéji mozny vztah mezi LTF a zanétem mlécné zlazy (Soyeurt et al. 2012;
Mohammadnezhad et al. 2021). Gen kodujici LTF je jednim z minor gend majici vliv na zdravi
mlécné zlazy. Mléko dojnic s klinickou a subklinickou mastitidou obsahuje v priméru vyssi
koncentraci laktoferinu nez zdravé kravy (Musayeva et al. 2018). Laktoferin vlastni
baktericidni a bakteriostatické u€inky a k jeho syntéze dochazi v epitelu mlécné zlazy (Huang
etal. 2012). Jedna se o glykoprotein uvoliujici se v infikované mlécné zlaze a k tomu zajistujici
zrani, migraci a funkci bun€k imunitniho systému. V prubéhu akutniho zanétu tvoii zhruba 5
% mléka (Shimazaki & Kawai 2017).

Vapnik funguje jako faktor zvySujici diferenciaci a podporujici expresi diferenciacné
specifickych KRTS gent (Bikle et al. 2012). Pies pusobeni zanétlivych reakci imunitniho
systému se vétsina pivodct mastitid rychle mnozi, coz nasvédcuje o vhodnosti intramamarniho
prostfedi pro dané bakterie (Rainard 2017; Derakhshani et al. 2018).
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Cytokin nazyvany jako IFNGR2 v prabéhu infekce zprostiedkovava zanétlivou odpovéd
(Bannerman 2009; Pant et al. 2011; Mann et al. 2019). Pfi propuknuti intramamarni infekce se
zvySuje hladina pfitomného IFNG (Bannerman et al. 2004, b; Pant et al. 2011). Nasledn¢ po
navyseni hladiny IFNG se zvysi produkce oxidu dusnatého monocyty. K obrané proti bakteriim
se oxidacni molekuly stavaji klicovymi, prestoze tyto molekuly taktéz Skodi tkanim vlastniho
organismu (Burvenich et al. 2003).

Pii normalnim pH a fyziologické teploté se v mléce bézné vyskytuje jedna z hlavnich
syrovatkovych bilkovin, takzvany B-LG (Singh & Gallier 2017). B-LG a LF maji rozdilné
ucinky na Streptococcus uberis a E. coli a aditivni U¢inek proti Staphylococcus aureus.
Vysledky naznacuji, Ze tyto proteiny hraji komplementarni roli v obrané mlécné zlazy proti
bakterialni infekci (Chaneton et al. 2011). K poklesu B-LG v mléce dochazi v disledku
zvySeného SCC (Litwinczuk et al. 2011).

Polymorfismus B-LG byl jiz diive spojen s SCC u dojnic. Bylo zjisténo, ze alela B genu
kodujiciho B-LG v genotypech AB a BB je spojena s vyskytem mastitidy (Luhar et al. 2006) a
novy vyzkum potvrdil niz§i SCC (p <0,05) u krav s genotypem AA ve srovnani s genotypem
AB a BB. Z tohoto vyzkumu vyplyva vysoka pravdépodobnost vyhodné selekce zvirat, ktera
maji genotyp AA, kvuli zvySeni odolnosti jedinct vii¢i mastitidé (Singh et al. 2015).

Nejvyrazngji zastoupenymi geny ve zdravé mlécné zlaze jsou CSN2, CSN3, CSN1S1 a
CSNI1S2 a dvéma hlavnimi skupinami bilkovin v kravském mléce jsou beta-kasein a syrovatka
(Kaminski et al. 2007). Piestoze CSN1S1 a CSN2 nejsou nejvyrazngji exprimovanymi,
v mlécné zlaze s mastitidou jsou stale vysoce zastoupeny (Wentao et al. 2019). Nalezl se dikaz,
Ze exprese zminénych gent je snizena v piipadé zdravé mlécné zlazy (Coulon et al. 1998;
Kaminski et al. 2007).

Obranu proti gramnegativnim bakterialnim infekcim, imunitu proti virovym infekcim a
urcovani vlivu zmeén v expresi proteinu na povrchu monocyt a neutrofilti u zdravych dojnic
zajistuje produkt genu CD14 (diferenciacni skupina 14) (Wu et al. 2019).

Na zéklad¢é schopnosti sCD14 tlumit vrozené imunitni reakce na vystaveni LPS se
predpoklada nasledna reakce zvySeni citlivosti imunitni kontroly a tim modulace imunitni
reakce béhem mastitidy. Je mozné zvysit koncentraci sCD14, pokud se zavede trans gen
kodujici sCD14 exprimovany v mlécném epitelu behem laktace. Na zakladé tohoto kroku se
snizi pravdépodobnost vzniku odolnosti mikroorganismii na antibiotika — prostfednictvim
zvySeni vrozené imunity a pomoci zvySeni rozpoznavani jadra konzervované molekuly
hostitelskou imunitni odpovédi na patogen (napiiklad LPS) (Lee et al. 2003; Wall et al. 2009).

SCC mléénych zlaz osetfenych rekombinantnim sCD14 se navysil dfive nez u mléénych
zlaz oSettenych fyziologickym roztokem (ve stejnych oblastech vemene). Tento vysledek byl
ptisuzovan vazbé LPS produkovaného £. Coli na sCD14 a vazbé komplexu LPS/rbosCD14 na
epitelialni bunky. Pravé tato vazba zahgjila migraci somatickych bun¢k do postizenych a
eliminaci £. coli. U sCD14 ¢tvrtky neprobéhla zména v porovnani se dvéma Ctvrtkami, u
kterych aplikace neprobéhla. To potvrzuje fakt, ze intramamarni injekce sCD14 zabranila
infekcei E. coli (Wang et al. 2006; Védrine et al. 2018).

IL-8 alfa receptor, nachazejici se na povrchu neutrofild a vazajici prozanétlivy 1L-8
s vysokou afinitou, je kodovan genem CXCRI1 (Teijeira et al. 2020). Z tohoto divodu gen pro
bovinni CXCRI1 vlastni potencial pro pouziti jako marker mastitidy u skotu (Alhussien & Dang
2020).
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V Casnéjsi fazi odpoveédi na infekci mlécné zlazy byla pozorovana zvysena exprese IL-10
a IL-6. V pribéhu pozdni faze infekce mastitidy IL-6 reguluje buriky pro kontrolu a ukonceni
zanétlivé odpovedi (Lewandowska-Sabat et al. 2012).

Se zhorSenou migraci neutrofilt je spojena varianta CC polymorfismu CXCRI1. To by
mohlo znamenat spojitost niz§tho SCC u téchto krav s chronickou mastitidou v disledku
nizkého poctu neutrofilti a/nebo zhorSeného stavu somatickych bunék. Vsechny studie vSak
neprokazaly spojitost mezi alelou C CXCRI1 a nachylnosti k mastitidé (Pawlik et al. 2015).

Vramci populace fenotypové dobfe -charakterizovaného mlécného skotu bylo
identifikovano celkem 117 SNP a 27 lokust kvantitativnich znaki QTL spojenych s odolnosti
vuéi mastitidé. Tri QTL, jeZ nejvice naznacuji celogenomovy vyznam, se nachazeji na
genomickém regionu BTA26 a prekryvaji gen SORCS3, diive identifikovany QTL pro délku
strukt (Kurz et al. 2019).

6.2 Vliv abiotického prostredi na vyskyt mastitid

Abiotické prostredi (neboli vnéjsi prostredi) obklopujici jedince stejné tak jako biotické
prostfedi (vnitini prostiedi vlastniho organismu) hraji velkou roli v imunosupresi, celkovému
oslabeni organismu a tim vét§imu riziku propuknuti mastitid u dojnych krav. V prubéhu laktace
vyzaduji dojnice vyS$Si prijem energie 1 zivin na produkci mleziva a mléka. Negativni
energetickd bilance nastava v pripadé, kdy energie z pfijimaného krmiva neodpovida
pozadavkam laktace (Kibebew 2017).

Negativni energeticka bilance je tzce spjata s nedostatkem stopovych prvki ve stravé
(naptiklad selenu, zinku, zeleza, médi, kobaltu a zinku) a vitamint (napfiklad beta-karotenu, E,
C a A), aminokyselin (napfiklad lysinu a L-histidinu). VSechny tyto slozky napomahaji
k rozvoji bunééné a humoralni imunosupresi a vedou ke zvy§ené nachylnosti k infekcim béhem
laktace (Matsui 2012). Mineraly jakozto strukturni slozky jsou nezbytné pro spravnou funkci
nervové signalizace, svalové kontrakce a spravné keratdze jako kofaktory mnoha enzymu.
Jejich nedostatek zhorSuje aktivitu imunitnich bunék nebo vede k malfunkci vrozenych
obrannych mechanismu struku, jeZ podporuje rozvoj mastitid (Libera et al. 2021).

Environmentalni faktory a fizeni stdda (management) maji znacny dopad na zdravi a
welfare zvitat. Pravdépodobnost vyskytu mastitidy lze snizit udrzovanim stada v Cistoté a
pohodli (Weigel & Shook 2018). Konstrukce hal mlécnych farem muze prispét k zabranéni
Sifeni nemoci u dojnic, zvifat v porodnim obdobi a telat (Villarroel et al. 2007). Dalsi opatfent,
jako naptiklad vysoka hustota osazeni, vlhké podestylky, znecCisténé prostredi, podlahy,
nespravné odvétravani nebo horké klima, také mohou zvySovat narGist patogenu a vznik
mastitidy (ohrozeni krav). Nasledné vSe vede pravée ke zvySenému vyskytu mastitidy (Abebe et
al. 2016).

Kazda farma by méla mit izola¢ni budovu (karanténni zafizeni), kde je mozné kontrolovat
stav noveé zakoupenych krav pfed jejich zafazenim do stada. Daéle strategii biologické
bezpe€nosti zahrnujici rutinni postupy udrzby budov, které zajistuji minimalizaci interakce
skotu s divokou zvéfi a kontaminaci krmiva pta¢im trusem nebo jinym odpadem volné zijicich
zvitat (Baraitareanu & Vidu 2020).
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Mnozeni patogent podporuji zmény podminek prostiedi, coz navysuje mikrobialni zatéz
v syrovém mléce. ZvySeni prumérnych teplot zpisobené zménou klimatu pfispéje k vyskytu
mastitid v chovech dojnic a bude mit za nasledek vétsi ekonomické ztraty (Guzman-Luna et al.
2022). V teplejsich mésicich je pravdépodobny narist poctu piipadii onemocnéni mastitidou
(Vitali et al. 2020; Baraki et al. 2021; Toghdory et al. 2022). Pfi vysoké populaci much a
umisténi krav do prostiedi, kde jsou struky snadno vystaveny poskozeni, mize dojit k akutnimu
onemocnéni suchostojnych krav a jalovic, takzvané letni mastitidé. Infikovana ¢tvrt vemene je
trvale poSkozena, a to vede k pred€asnému vyfazeni jedince z chovu. Klinickymi pfiznaky je
otekla, tvrda a na omak horka ctvrtka vemene vylucujici husty sekret neptijemného zapachu
(Kibebew 2017).
Imunologicka funkceschopnost laktujicich a sucho stojnych krav muze poklesnout pfi
vystaveni krav tepelnému stresu. S tim se poji neptiznivy dopad na zdravi vemene (Fredebeul-
Krein et al. 2022).

7 Veterinarni aspekt

Mastitida projevujici se ve formé€ zanétu mlééné zlazy je v souCasnosti jednim
z nejrozsifengjSich onemocnéni postihujicich mlécny skot (Halasa et al. 2007, Jamali et al.
2018). Okolo 60 az 70 % vsech antimikrobialnich latek aplikovanych v chovu dojnic je pouzito
k prevenci a 16cbé tohoto onemocnéni mlécné zlazy (Stevens et al. 2016). Mozny prenos zoondz
a nemoci spojenych s toxiny v potravinach uzce souvisi s dilezitosti 1écby mastitid, aby se
zabranilo ohrozeni vetejného zdravi (Blum et al. 2008; Zouharova et al. 2008).

Problémem v soucasné dobé¢ se jevi schopnost patogenti odolavat antimikrobialnim latkam.
Bylo prokazano, ze okolo 62 % izolovanych puvodct mastitid je rezistentnich vaci alespon
jedné antimikrobialni latce (Holko et al. 2019). Pfi mastitidé zapfi¢inéné bakteriemi infikuji
mlécnou zlazu mikroorganismy jako Escherichia coli, Streptococcus uberis a Staphylococcus
aureus. Jejich prevalence je ve svéte ruzna (Wellnitz & Bruckmaier 2012). Nejzavaznéjsim
problémem v nékterych stadech jsou koagulaza-negativni stafylokoky (CNS) (Vakkaméki et
al. 2017).

7.1 Klasifikace mastitid

Mastitidy Ize klasifikovat mnoha zpisoby. (Klaas & Zadoks 2018). Dané onemocnéni je
charakterizované zanétem mlécné zlazy v dusledku chemického podrazdéni, traumatu nebo
infekci zptisobenou mikroorganismy vcetné virt, fas a plisni (funghi), ale zejména bakteriemi
(Gomes & Henriques 2016; Mushtaq et al. 2018).

Na zakladé pficin 1ze mastitidy rozdélit podle pivodu na environmentalni a kontagiozni.
Environmentalni mastitidu zapficinuji bakterialni mikroorganismy, oznafované jako
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environmentalni patogeny. Kontagiozni mastitida je naproti tomu zpisobena Sifenim z jinych
infikovanych ctvrti (Klaas & Zadoks 2018).

Mezi environmentalni patogeny se obecné tadi E. coli, Klebsiella (K.) pneumoniae,
Enterobacter aerogenes a Streptoccocus uberis. Hlavnim zdrojem environmentalnich patogent
jsou vykaly. Po dobu jedné az dvou hodin po dojeni kanal struku pretrvava otevieny a mezi
dojenimi je konec struku nepfetrzité vystaven pusobeni patogenu v prostiedi. Timto se odlisuji
kontagidzni patogeny, které obvykle zasahu;ji struk pouze béhem dojeni (Jones & Bailey 2006).

Kontrolni prostfedky mastitid jako dezinfekce konct strukti po dojeni a terapie stanim na
sucho se zdaji mnohem mén¢ Gc¢inné vici environmentalnim pivodciim mastitid, avSak velmi
ucinné proti kontagioznimu druhu patogenti (Sommerhauser et al. 2003).

Kontagiozni mastitidy jsou obvykle zpisobeny patogeny jako jsou Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae a Mycoplasma spp. (Gomes et al. 2016, Dufour et al. 2019). Jako
méné Castou pri¢inou mastitid byly zaznamenany funghi, které se vyskytuji nejCastéji
v chovech se $patnymi ekologickymi a hygienickymi podminkami (Zaragoza et al. 2011,
Dworecka-Kaszak et al. 2012; Pachauri et al. 2013; Gao et al. 2020). Kontaminace
mikroskopickymi fasami Profotheca spp Casto souvisi se Spatnymi podminkami dojeni a
dlouhodobym podavanim antibiotik (Milanov et al. 2016; Jagielski et al. 2019; Shahid et al.
2020).

Mastitidy je mozné také podle priznak klasifikovat jako klinicky nebo subklinicky
intramamarni zanét. U klinické mastitidy se pfi propuknuti objevi typické zarudnuti a otok
vemene (Gruet et al. 2001). Konzistence mléka ze Ctvrtky vemene postizené mastitidou je
pozménéna, obsahuje takzvané vloCky nebo srazeniny ¢i méa vodnatou konzistenci. Zasazené
dojnice mohou byt pozorovatelné apatické snechuti kjidlu a zvySenou teplotou. Pocet
somatickych bunék je zvysen od standardu 200 000 bunék na mililitr. Subklinicky typ mastitidy
naopak nema viditelné pfiznaky v mléce ani na vemeni (Ruegg 2017).

Klinické formy mastitidy je mozné dale klasifikovat podle zadvaznosti zanétlivé reakce
na per akutni, akutni a subakutni (mirnou) (Hogan et al. 1990). V pfipadé per akutni se jedna
o nejzavaznéj§i formu mastitidy, jelikoz vétSinou nici rozsahlé casti tkan€é vemene, ovliviiuje
celkovy stav zvirete a Casto vede k thynu (Pretorius 2008).

Pokud zanétlivy proces stale pretrvava po dobu nékolika tydnu az mésicu a pripadné
pokracuje od jedné laktace k druhé, tak se jedna o chronickou mastitidu. Existuje 1 subklinicky
typ, ktery vykazuje periodické vzplanuti subakutni nebo akutni formy trvajici kratkou dobu
(Kibebew 2017).

Vyskyt subklinické mastitidy se udajné vyskytuje patnact az Ctyficetkrat Castéji nez
klinicka forma a trva déle. Subklinickou mastitidu je také kvuli absenci pfiznakd daleko
obtizné¢j$i zaznamenat a infekce se dale Sifi mezi dal§imi zviraty stada (Seegers & Beaudeau
2003).

Dal§i moznou klasifikaci je rozdéleni dle patogenity na hlavni a vedlej§i patogeny.
Hlavnimi patogeny zpusobujicimi mastitidy jsou pak FE. coli, S. aureus a streptokoky s tim, ze
E. coli a §. aureus maji mozny pienos na ¢lovéka, jelikoz se fadi mezi zoondzy (Heikkila et al.
2018; Saidani et al. 2018; Zi et al. 2018).
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7.1.1 Nejcastéjsi patogeny zapriinujici mastitidy

Staphylococcus aureus je jeden znejvice rozSifenych patogenli zapfiCiriujicich
mastitidy mlécného skotu na svété (Sharma et al. 2011). Jednd se o grampozitivni
bakterie, jez jsou schopny pfeziti v prostiedi a na povrchu a se jevi se jako velice
nakazlivé (Zadoks et al. 2011). Mléko postizené kravy klinické formy obsahuje viditelné
abnormality podobné ,vlockam® nebo srazenindm a jeho celkové mnozstvi znacné
pokleslo (Moreira et al. 2019). Tato bakterie je znaCnym problémem z hlediska jeji
vyvinuté rezistence vii¢i mnoha antibiotikiim (Argaw 2016).

Streptococcus agalactiae je dalsi grampozitivni bakterii projevujici se zejména
u starSich krav. Je vysoce nakazliva a mize se rychle §ifit stadem (Tomazi et al. 2018).
Miéko taktéz muze obsahovat srazeniny ¢i ,,vloCky“ a celkova mlécna produkce se
snizuje (Argaw 2016). Casto se 16& pomoci antibiotik, ale vyskyt mnoha kmend
rezistentnich vici antibiotikim je znepokojujici (Liu et al. 2022). Dobré ockovaci
programy spolu se spravnym managementem stada hraji zasadni roli pfi zmirnéni
vyskytu této bakterie ve stadech dojnic (Keefe 2012).

Streptococcus dysgalactiae je prevazné kontagiozni. Tento patogen se Sifi
predevsim béhem dojeni z kravy na kravu. Je znamo, ze osidluje kizi vemene a strukovy
kanal (McDougall et al. 2014). Diagnosticky pfistup je podobny jako u Streptococcus
uberis, zahrnujici kultivaci vzorkd mléka pro identifikaci bakterii vyskytujicich se
v mléce (Lundberg et al. 2014). Penicilin je nejcastéjSim pouzivanym antibiotikem
pro tento typ bakterie. U¢inna kontrola tohoto patogenu zahmuje napiiklad dezinfekci
strukt a daslednou kontrolu po dojeni (Barkema et al. 2009).

Streptococcus uberis je hlavnim pivodcem tohoto onemocnéni, predevsim jako
environmentalni pivodce. Tato bakterie se bézné vyskytuje v pude€ a podestylce a je tak
Castym kontaminantem kravského vemene (Keefe 2012). Pro diagnostiku se obvykle
provadi kultivace mléka, ale pouzivaji se také rychlé metody detekce jako PCR
(Taponen et al. 2009).

E. coli je gramnegativni bakterie, ktera zpusobuje zavazné pripady klinické
mastitidy, zejména na pocatku laktace (Goulart & Mellata 2022). Je obecné spojovana
s environmentalnimi mastitidami, jelikoz se vyskytuje v pud€, vykalech a vodé (Hogan
& Smith 2003). Pfiznaky zahrnuji dehydrataci, snizeny apetit a zvySenou teplotu. Mléko
se sklada z kouskd podobnym hrudkam (vlockam) a ma charakteristicky nepfijemny
zapach (Blum et al. 2014). Jednim z nejvice znepokojujicich aspektti je schopnost této
bakterie produkovat endotoxiny zpusobujici fadu zavaznych zdravotnich problému
(Blum et al. 2008).

Klebsiella pneumoniae je gramnegativni bakterie spojovana s environmentalni
mastitidou, kterd ma schopnost pfezivani na povrzich a v prostiedi a rychle se pfenasi
na jedince (Fu et al. 2022; Zheng et al. 2022). Antimikrobiélni rezistence neni v tomto
ptipadé opét vyjimkou (Podder et al. 2014).

Mpycoplasma bovis je mezi bakteriemi jedineCnym druhem spojovanym
s mastitidou, protoze nema bunécnou sténu (Carrillo-Casas & Miranda-Morales 2012)..
Chronicka mastitida zptisobena touto bakterii byva charakterizovana vysokou hladinou
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somatickych bunék v mléce, pfiCemz bakterie mize ve vemeni pietrvavat a zpusobit
dlouhodobé poskozeni (Ruegg 2017). Antimikrobidlni rezistence vychazi primarné
z absence bunécné stény, ktera je cilem mnoha antibakterialnich latek (Lysnyansky &
Ayling 2016).

Corynebacterium bovis je grampozitivni bakterie prevazné spojovana se
subklinickou mastitidou u dojnic (Botrel et al. 2010). Diky této skryté povaze je
odhaleni tohoto patogenu obtizné. Jednim z klicovych indikatora je zvySeny pocet
somatickych bune¢k v mléce (Cheng et al. 2020).

7.2 Metody neprimého vysetieni

Bylo vyvinuto nekolik testd umoziujicich identifikaci zmén v mlécné uzitkovosti

v prubéhu infekce mlécné zlazy (Dohoo et al. 2011). Zmény v dojivosti a dalSich

slozkach mléka, teplota mléka, barva mléka a aktivita krav také slouzi jako markery
pouzivané pii diagnostice mastitidy (Hovinen et al. 2006; Mollenhorst et al. 2012).

Bézné se vmalych 1 velkych chovech se na detekci mastitidy pouziva
Kalifornsky test (CMT) (Obrazek 3) a podobné testy na posouzeni zdravi vemene.

7.2.1 Kalifornsky test (CMT)

Kalifornsky test na mastitidu (CMT), znamy také jako rychly test na mastitidu,
Schalmtv test nebo NK test. Test je zaloZzen na reakci po pfidani detergentu obsahujiciho
¢inidlo CMT s DNA buriky a indikatorem pH (Bromo cresol purple), ktery méni barvu
pfi reakci na zvySeni hodnoty pH mléka z normalni hodnoty 6,6 na 6,8 nebo vy§si (Constable
et al. 2016). Je to detergent vyrobeny z alkyl aryl sulfonatu (3 %) a NaOH (1,5 %) ptidaného
ke vzorku mléka s vysokym poctem bunék, (Igbal et al. 2006; Viguier et al. 2009).
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C—prava predni A — prava zadni ¢tvit

L oMo ) )

D - leva pfedni B —leva zadni ¢tvrt

Obrazek 3: Posouzeni Kalifornského testu (NK- mastitis testu) na misce: A =+++
mastitis, B = bez nalezu, C = bez nalezu, D = bez nalezu (zdroj: vlastni)

V dusledku reakce dochazi ke zvySeni poctu leukocyti a alkality mléka
v dasledku infekce. Cinidlo CMT rozklada buiiky, ,,geluje” DNA a stupeii tvorby gelu
indikuje infekci. Test se subjektivné odecita jako negativni/stopovy, +1, +2 a +3 a
vysledky se odecitaji jako: negativni tekuté mléko bez Smouh nebo srazeniny, + jako
slabé pozitivni, ,,Smouhova®“ tekutina, ++ jako ,slizké“ a +++ jako Zzelatinové.
K maximalni tvorbé€ gelu dochazi do 2,5 minuty (Kumar et al. 2020). Mnozstvi DNA
v mlécném sekretu se tedy kvalitativné odhaduje s pfimou korelaci mezi DNA a bilymi

krvinkami v mléce.
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CMT hraje vyznamnou roli pfi zjiStovani subklinickych mastitid, ale u akutnich
klinickych mastitid se pouziva jen malo. Bylo zaznamenano 25 az 50 % ztrat produkce
ze ¢tvrti s hodnotami CMT +3 (Quinn 1994). Vyhodou této metody je relativni rychlost
provedeni, finan¢ni nenaro¢nost a lehce nakoupitelna. Vzhledem k subjektivité odectu
a interpretace vSak poskytuje méné spolehlivé vysledky nez pfimé pocitani somatickych
bunék (SCC), presto je presnéjsi nez jiné metody (Galfi et al. 2017).

7.2.2 WMT test

Wisconsin Mastitis Test (WMT) je laboratornim testem, ktery se obvykle
provadi na vzorcich mléka z velkoobjemovych cisteren. Tato nepfima metoda pouziva
stejné Cinidlo jako CMT. Reakce se vSak neodhaduje, ale méti podle vysky gelu ve
zkumavce. Tento postup poskytuje piesnéjsi vysledek nez CMT. Vysledky se obvykle
uvadi v milimetrech (Viguier et al. 2009).

Pfiznivé hodnoceni CMT a podobnych testi je pravdépodobné odivodnitelné
jejich jako prvnich v této kategorii schopnosti posouzeni dvou zmén ze dvou raznych
kategorii, a to po¢tu bunék a pH (Chakraborty et al. 2019; Martins et al, 2019).

7.3 Metody primého vySetieni

Mnoho dalSich biomarkera jako vylucované enzymy indikujici poskozeni tkané
slouzi k identifikaci infekce vemene. Ke stanoveni aktivity lyzozomalni NAGazy nebo
laktat dehydrogendzy lze pouzit kolorimetrické ¢i fluor metrické testy. Aktivita
NAGazy muze byt spolehlivym ukazatelem subklinické i klinické mastitidy (Hovinen
et al. 2016).

V mléce se zvySuje mnozstvi IgG v dasledku poruSeni bariéry mezi krvi a
mlékem, ke kterému dochazi po intramamarni infekci. Jako indikatory k predpovédi
prenosu IgG do mléka a tim padem pfitomnosti intramamarni infekce, se vyuzivaji LDH
a SA kvuli jejich schopnosti piekonat vySe zminénou bariéru (Khatun et al. 2022).

Z komer¢né dostupnych metod pro hodnoceni aktivity LDH existuje od
spole¢nosti PortaCheck takzvany UdderCheck™, ktery vyuziva papirové testovaci
prouzky a vyhodnocuje zmény dle barev v pfitomnosti LDH specifického substratu.
Jedna se o kvalitativni porovnavani vysledkt urCujici zavaznost onemocnéni, a to
pomoci barevného grafu. S pouzitim tohoto diagnostického testu je vSak spojen limit
v moznostech pouziti a jeho pfesnost je nizsi v porovnani sjinymi metodami jako
naptiklad Kalifornsky test (Kandiwa et al. 2017; Rowe et al. 2020).

Sledovani obsahu SCC v mléce stale slouzi jako nejpouzivané€jsi metoda pro
zjistovani mastitid, zvlasté jejich subklinickych forem (Riveros-Galan & Obando-
Chaves 2021). Védci urovenn SCC povazuji za zakladni kritérium hodnoceni zdravi
vemene, jelikoz s piekro¢enim hodnoty SCC dojde také k vyraznému poklesu hodnoty
mléka. Pies velkou pfesnost a spolehlivost pfimého méfeni hladiny SCC se tento test
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muze zdat nevhodny kvili nedostupnosti pro nékteré chovatele z divodu vysokych
nakladi (Costa et al. 2021; Kaskous 2021).

Typem piimé detekéni metody je diferencialni pocet bunék (DCC), ktery
ukazuje zmény v relativnich pomérech bunék a mize byt pouzit k rozliSeni zdravych
zlaz od zlaz zanicenych. DCC se provadi na ¢tvrtkovych vzorcich mléka pomoci
cytometrie a byl navrzen jako platny nastroj pro identifikaci zanétlivych procest
v ptipadech nizkého SCC (Rivas et al. 2001; Pilla et al. 2013).

V minulosti bylo pfimé mikroskopické hodnoceni somatickych bunék
povazovano za Casov€ naro¢ny proces a nepiesny v dusledku subjektivni interpretace.
V soucasnosti lze diky Spickovym diagnostickym nastrojum jako pocitadlu bunek
DeLaval, Fossomatic, PortaCheck a Somaticell rychle a automaticky vyhodnotit hladiny
SCC u mnoha vzork® (Ferronatto et al. 2018; Chakraborty et al. 2019). Citae bungk
zalozené na pratokové cytometrii, s vysokou kapacitou (fluoro-opto-elektronicka
metoda) se pouzivaji pro méfeni SCC u velkého poctu vzorkl zaroven (400-600 vzorkt
za hodinu) (Schukken et al. 2003; Martins et al. 2019).

Vcasné a presné odhaleni patogenniho puivodce umoziuje vhodnou terapii,
veetné volby vhodnych antibiotik a vylepSeni kontrolnich opatfeni k omezeni Sitfeni
onemocnéni a rezistence vuci antibiotikim. Environmentalni patogeny Sificich se
prevazné mimo dojirnu tvoii okolo 90 % patogent zpusobujicich zanét vemene. Nejvice
prevladajicimi druhy jsou E. coli, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae a
Proteus spp. (Tomani¢ et al. 2022).

Jako zlaty standard pro identifikaci pavodct mastitid se jiz delsi dobu povazuje
kultivaéni technika. Proces kultivace spoCiva pro stimulaci rustu vinkubaci na
kultivacnich deskach urcitého mnozstvi odebraného mléka (z nadrze nebo piimo jedné
ctvrtky vemene) po dobu pfiblizné 18 hodin pfi stanovenych teplotach. Po uplynuti
rastové faze se spocitaji jednotky tvorici kolonie CFU a probé&hne analyza fenotypu
kolonii pro identifikaci patogenti. Vhodné podminky kultivacniho média jsou pro
vétSinou patogenu aerobni, nebo popfipad€ anaerobni (naptiklad Mycoplasma spp.).
Hlavni nevyhody bakterialni kultivace jsou nezbytné sterilni podminky a pozadavky na
specialni vybaveni. Tato metoda také Casto vyzaduje dlouhou dobu ristu (az 48 hodin)
a jevi se nachylna k falesné€ negativnim vysledkim, pficemz se uvadi pravdépodobnost
okolo 20 az 50 % (Ashraf & Imran 2018).

Bézné pouzivané kultivacni systémy na farmach mohou rozlisit pouze dva hlavni
typy patogenu, a to gramnegativni a grampozitivni. AvSak jiné nové systémy mohou
pomoci  selektivniho  kultivaéniho meédia stimulovat rozvoj specifickych
mikroorganismi a zkratit inkubaéni dobu. Napfiklad systém Accumast™ ma
funkceschopnost oddéleni stafylokokd, streptokokti a gramnegativnich bakterii, a to
diky trojité desticky, ktera obsahuje tfi rizna chromogenni média. Pokud urcité
bakterialni enzymy rozbijeji chromogeny, jez jsou obsazené v kultivacnim médiu, dojde
ke zmeéné v barveé (Martins et al. 2019).

Vysoce ucinnou a specifickou formou detekce patogenti mastitidy je PCR
umoziujici presnou identifikaci patogeni vcCetné téch, které nerostou pomoci
konven¢nich kultivacnich technik. OvSem vzhledem k pozadavkiim na sofistikované
vybaveni, standardim sterility a kvalifikovaného personalu se stava zavedeni PCR na
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farmach obtizné. Rovnéz pfitomnost rozpoznanych inhibitord PCR, jimiz jsou tuky.
Vapnik nebo bilkoviny obsazené v mléce navic vyzaduji aplikaci specifickych technik
extrakce DNA pro zajisténi vysoké kvality vysledka (Hiitio et al. 2015).

Jako alternativu PCR testu a kvantitativniho PCR (qPCR) lze wvyuzit
izotermickou amplifikaci zprostiedkovanou smyckou LAMP, jez byla popsana jako
slibny molekularni nastroj pro rychlou diagnostiku na farméch (Pascual-Garrigos et al.
2021; Khangembam et al. 2021). Jedna se o mén¢ nakladnou metodu, rychlej$i, vysoce
selektivni pro cilovou sekvenci a vyzadujici méné narocné piistroje. Rovnéz jakozto
izotermicky amplifikacni pfistup muaze byt pouzit v terénu, pfi¢emz k reakci staci vodni
lazen nebo tepelny panel (Bosward et al. 2016; Lee 2017). LAMP testy byly vyvinuty
na bézné puvodce mastitid jako Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae nebo
Streptococcus uberis (Cornelissen et al. 2016; Sheet at al. 2016; Griffioen et al. 2020).

Studie ukazaly moznost identifikace patogend, jez byly jinymi metodami
prehlédnuty, pomoci cilové specifickych primera pro amplifikaci prostfednictvim PCR
s technologii NGS (sekvencovani pfisti generace) pro obohaceni a presné sekvencovani
zajmovych oblasti genomu patogent (Anis et al. 2018; Miura et al. 2019; Bi et al. 2021).
Tento tidaj naznacuje moznost pouziti této techniky jako diagnostického nastroje a jeji
zaClenéni do veterinarni diagnostické laboratofe nakladoveé efektivnim zplisobem,
taktéz pravdépodobnost, ze v blizké budoucnosti bude mozné pouziti sekvence NGS
pouzivat jako rutinni identifikaci mikroorganismu souvisejicich s mastitidou (Martins
et al. 2019).

Byl navrzen magneticky méfic, ktery je schopen detekovat piitomnost
Streptococcus agalactiae (streptokoky skupiny B) v syrovém mléce. Jedna se o techniku
pro kvalitni detekci bunék Streptococcus agalactiae v syrovém mléce pomoci
integrovaného cytometru. Buriky Streptococcus agalactiae znacené 50 nm
magnetickymi casticemi jsou detekovany ve vzorcich syrového mléka pomoci MR
senzoru bez nutnosti predchozi upravy vzorku. Taktéz doba ¢ekani na vysledky je kratsi.
To vSe patfi mezi vyhody této metody ve srovnani s optickymi metodami detekce
(Duarte et al. 2015).

Dale byl vyvinut vizualni test bez amplifikace bez potieby nakladného vybaveni
s rychlou a presnou detekci Escherichia coli, zalozeny na Cetnych zlatych nanocasticich
(AuNPS) zachycenych na povrchu magnetickych mikrocastic (Deb et al. 2022). Presto
muze dochazet k falesné pozitivnim vysledkim nejcastéji v disledku aglomerace
nanocastic zpusobené heterogenitou a EC (electric conductivity) nezavadného mléka.
Tomuto 1ze vSak zabranit prostiednictvim detergentd (Duarte et al. 2016).
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8 Léc¢ba mastitid a jejich eradikace

Tento problém znacné vytvari ekonomickou zatéz, v Evropské unii konkrétné predstavuje
néaklady vice nez 185 EUR na kravu ro¢né a celosvétove se navySuje az na hodnotu 35 miliard
USD (Mushtaq at al. 2018; Touza-Otero et al. 2024).

Vzhledem k tomu, ze infekce je hlavni pfi¢inou mastitid u skotu, antibiotika jsou jiz po
desetileti primarni lécbou (Kromker & Leimbach 2017). Antibiotika se kravam podavaji
preventivné pro zamezeni propuknuti mastitid béhem obdobi stani na sucho (Sharun et al.
2021). Pro 1écbu zanétu mlécné zlazy se aplikuji intramamarng, intravendzné nebo
intramuskularné. Nejcasteji pouzivanymi skupinami jsou penicilin, tetracyklin, ampicilin nebo
gentamicin (Cheng & Han 2020; Hossain et al. 2017). Pfiblizn¢€ 80 % pouzivanych antibiotik
v mlécném pramyslu je ureno ke kontrole a 1é¢bé mastitid (Ashraf & Imran 2020). Lokalni
podani terapeutik intramamarni cestou nabizi pro 1écbu mastitid u dojnic nékolik vyhod. Tento
typ podani antibiotik totiz umoziuje vysoké lokalni koncentrace danych 1é¢iv s minimalnimi
naroky na jeho systémovou absorpci, coz snizuje nezadouci vedlejsi ucinky (Roberson 2012).
Nicmén¢ vzhledem k souc¢asnému problému rozvoje AMR je naléhavé vyzadovano odklonéni
se od nadmérného pouzivani antibiotik v souvislosti s [é¢bou zanétu mlécné zlazy. Proto se
povazuje za nezbytné provadét vyzkumy na inovativni ne antibiotické strategie, jez mohou
ucinné predchazet mastitidé nebo ji 1é¢it (Gomes & Henriques 2016).

Hlavnim cilem kazdého ockovaciho programu je vyvinout specifickou imunitni odpoveéd
proti patogennimu agens, zabranit vzniku novych infekci a snizit patologické nasledky infekci,
které se vyskytnou. Vakciny, jez mohou u¢inn€ zabranit novym infekcim maji navic tu vyhodu,
ze zmirnuji Sifeni nakazlivych patogenti ve stade a snizuji potfebu antivirotik k 1écbé mastitid.
Imunologickym zakladem vakcin proti mastitidé je stimulace adaptivni imunitni odpovédi na
specifické antigenni determinanty. Vakcina ma pfitom potencial posilit bunénou imunitu
zaméfenou proti nékterym puvodcim mastitid a zvysit specifické protilatky v krvi i mléce.
Vétsina predchozich pokust o vyvoj vakcin byla zaméfena na mastitidu vyvolanou S. aureus
nebo £ coli. Mensi duraz byl kladen na posouzeni moznosti vyvoje vakcina¢nich strategii proti
streptokokiim a mykoplazmam (Ismail 2017; Nickerson & Sordillo 2017).

8.1 Aplikace lécCiv

VétSina ne antibiotickych alternativ 1é€by je zalozena na bio mimetickych postupech,
jez se inspiruji prostiedky pouzivanymi organismy k udrzeni homeostazy, preziti nebo
k obran¢. Mezi tyto metody patii bakteriociny, fytochemikalie (rostlinné extrakty a esencialni
oleje), probiotika a bakteriofagy. Nové se také zkoumaly inovativni varianty jako nanocastice
a antimikrobialni peptidy nebakterialniho pivodu (Angelopoulou et al. 2019; Zaatout 2022).

Podpory v obnoveni bunék, zlepSeni jejich bariéry a integrace vcetné prilnuti
k epitelidlnim buiikdm jsou schopna pravé probiotika. Taktéz maji probiotika funkci posilit
reakce imunitniho systému (Rainard & Foucras 2018; Kober et al. 2022). Tyto grampozitivni
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bakterie patfici predevsim do rodu Lactobacillus (Lb.), Lactococcus (Lc.), Bifidobacterium a
Streptococcus byly in vitro a in vivo zkoumany pro prevenci mastitidy skotu nebo terapii (Souza
et al. 2018; Li et al. 2021; Shan et al. 2022).

Urcité LAB rovnéz prokazaly vyznamny potencial v 1€cbé pretrvavajicich infekci
odstranénim nebo nahrazenim biofilmu patogennich bakterii (Wallis et al. 2018; Sevin et al.
2021). U nékterych druhti napiiklad Lb. Casei byla zjisténa antimikrobialni aktivita spojena
s inhibici adheze a internalizace patogenu k epitelialnim burikdm (Souza et al. 2018). Nebo Lb.
casei, véetn€ Lb. acidophilus, Lb. plantarum, které na epitelialnich burikdch mlécné zlazy skotu
také moduluji imunitni odpovéd’ a zprostfedkovavaji zanétlivy proces endotelidlnich bunék
(Fukuyama et al. 2020; Chen et al. 2021; Li et al. 2022).

Vyzkum prokazal, ze kmeny Enterococcus mundtii mohou potlacit infekci a snizit zanét
vmlécné zlaze. Toto tvrzeni bylo demonstrovano na zakladé histologického vySetieni
provedeného 24 hodin po podéani (Qiu et al. 2022). Pti aplikaci Lc. Lactis, Bifidobacterium
breve nebo Bacillus velezensis v modelu mastitidy skotu se zjistilo, ze tyto probiotické kmeny
danych druht redukovaly mnozstvi patogent a somatickych bunék (SCC) a zaroven podpotily
imunitni systém (Kitching et al. 2019; Afroj et al. 2021).

Ribozomalné syntetizované grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi jsou
antimikrobialni proteiny nebo peptidy nazyvané bakteriociny (Bennett et al. 2021). Nisin,
antibiotikum produkované Lc. Lactis je schvalenym dezinfekénim prostiedkem pro prevenci
intramamarnich infekci u mlé¢ného skotu (Ceotto-Vigoder et al. 2016). Tento bakteriocin
vykazuje antimikrobialni aktivitu proti S. aureus, S. dysgalactiae a S. uberis zasazeni do
syntézy bunécné sté€ny a zméné struktury jeji membrany tvorbou port (Kitazaki et al. 2017;
Bennett et al. 2021; Pérez-Ibarreche et al. 2021). Pfesto bylo objeveno né€kolik bakterialnich
kment odolnych vici nisinu (Barbosa et al. 2021). Tato skuteCnost vedla k bio inzenyrsky
vytvorenym derivatim nisinu vykazujicim antimikrobialni aktivitu vici rezistentnim kmentim
a eradikaci biofilmu (Pérez-Ibarreche et al. 2021). Napiiklad Hycin 4244 (produkovany
Streptomyces hygroscopicus) pusobici inhibici syntézy bakterialnich proteint, byl G€inny proti
fadé grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, vCetné nékolika rezistentnich kment (de
Souza Duarte et al. 2018).

8.1.1 Vyuziti fytochemikalii a ZivociSnych latek pro 1é¢bu mastitid

Zdravi zvifat mohou potencidlné prospivat rostliny sbohatym zdrojem latek
s antimikrobialnimi, oxida¢nimi ucinky anebo protizanétlivymi vlastnostmi. LécCivé
fytochemikalie jsou sekundarnimi metabolity podilejici se na obrannych mechanismech rostlin.
Nejznaméj§imi a nejstudovanéjsimi jsou polyfenoly, flavonoidy, alkaloidy a terpeny. Tyto
biologicky aktivni latky obsazené v rostlinach se ziskavaji predevsim ve formé extrakti (PEs)
nebo esencialnich olejii (EO) (Lopes et al. 2020; Neculai-Valeanu et al. 2021; Manso et al.
2021). Diky svym slozkam s potencialni antibakterialni aktivitou jsou PE a EO schopny plisobit
jako bakteriostatika a baktericidy (Manso et al. 2021; Buldain et al. 2022). EO a PE také mohou
pfispivat k prevenci oxida¢niho stresu mlécné zlazy, ke kterému dochéazi béhem pribéhu
onemocnéni mastitidou. Kromé toho maji antioxida¢ni vlastnosti (Mushtaq et al. 2018).
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Extrakty z Kalanchoe nebo Datura stramonium prokéazaly antimikrobialni aktivitu na
urovni komer¢nich antibiotik jako gentamicin (Yusuf et al. 2022). Pfi kombinaci PE (nebo
napiiklad EOs z Melaleuca armillaris) s antibiotiky byly pozorovany synergické ucinky, jez
potencialné umoznuji snizeni davky antibiotik pti zachovani stejnych baktericidnich ucinkt
(Buldain et al. 2022). Rovnéz v pfipadé kombinace EOs (naptiklad tymol, eugenol, mentol,
citral, linalool) s mastnymi kyselinami se stfedné¢ dlouhym fetézcem byla potvrzena aditivni
antibakterialni aktivita (Rani et al. 2022a; Rani et al. 2022b). Antibakterialni ucinky byly také
objeveny u extraktu z moringy, jez snizil invazi a adhezi bakterie E. coli, Enterococcus faecalis,
S. simulans k buitkkdm MAC-T (Cheng et al. 2020). Vhodna aplikace se synergickym u¢inkem
fotochemikalii a antibiotik je také pfi spojeni Aloe vera PE s nizkymi koncentracemi antibiotik
kloxacillinu nebo ceftiofuru v intramamarniho ptipravku (Forno-Bell et al. 2021).

Jako potencialni feSeni pro snizeni zavislosti na antibiotikdch pii 1écbé mastitid se
ukézal vceli jed (Han et al. 2007). Znamy pro své vyuziti v orientalni mediciné (naptiklad 1écba
rakoviny nebo roztrouSené sklerozy) také vykazuje antibakterialni, protizanétlivé a
imunoregulacni vlastnosti (Baek et al. 2006; Zhang et al. 2018). Diky témto vlastnostem se
veeli jed zda slibnym pro 1é¢bu v chovech dojnic, a navic napomaha ke snizeni zavislosti
na antibiotikach, zkraceni ochranné lhaty, zvySeni produktivity a pfispéni k welfare zvirat
(Castro et al. 2019; Xu et al. 2022). Jako nejlepsi navrzena metoda aplikace bylo pfimé
vstfikovani v€eliho jedu do vemene za uziti jehly (Han et al. 2007). Vyzkum ukazal nutnost
davky minimalné 12 mg vceliho jedu, po dobu 1écby delsi nez 7 dni. Takeé se zjistilo, ze 1écba
samotnym vcelim jedem byla negativni proti gramnegativnim bakteriim, avsak vice senzitivni
byly grampozitivni bakterie (Kim et al. 2024).

8.1.2 Dalsi netradic¢ni zpusoby lécby

Viry bakteriofagy se napojuji na specifické receptory na povrchu hostitelskych bakterii,
injektuji jejich geneticky material a replikuji se uvnitt buiiky (Guo et al. 2021). Tento proces
replikace vede ke zniCeni bakterie a nasledné uvolnéni noveé vytvorenych fagt infikujicich dalsi
bakterie (Xi et al. 2020; Barasuol et al. 2022). Produkce enzymu, lyzint a endolyzint urcuje
lytickou schopnost jednotlivych fagt. Tyto enzymy maji zasadni funkci v rozkladu bunécné
stény hostitele na konci replika¢niho cyklu (Wang et al. 2021). Z davodu udajné specifi¢nosti,
kterou endolyziny maji na rozdil od antibiotik se tyto enzymy jevi jako slibna alternativa v boji
proti rezistentnim bakterialnim kmentm. Dalsi vyhodou je minimalizace nezadoucich ucinkt
na hostitele pfi pouziti na 1é¢bu mastitid (Vander & Meyer 2018; Srujana et al. 2022). Urcité
druhy faga maji odlisné schopnosti v potlaceni zanétu mlécné zlazy. Naptiklad fag Aerococcus
viridans snizil mnozstvi bakterii a zmirnil poskozeni tkané (Xi et al. 2020). Snizeni koncentrace
E. coli a exprese prozanétlivych cytokinli, vCetné prevence tvorby biofilmu bylo obdobné
provedeno prostfednictvim fagu vB_ EcoM-UFV13 (da Silva Duarte et al. 2018).

Anorganické nanocastice (NP) spolecné se zlatostfibrnymi NP se provérovaly
z hlediska eradikace pavodct mastitid Pseudomonas aeruginosa a S. aureus. Syntéza téchto
NPs je snadna a metoda in vitro prokazala snizeni mikrobialniho rastu pomoci
antimikrobialnich ucinka (Alves-Barroco et al. 2022). Vyzkum na laboratornich mysich pfi
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intramamarni aplikaci médénych NP na 1é¢bu mastitidy zptsobené S. aureus vedl ke zlepSeni
urovné oxidacniho stresu a snizeni bakterialni zatéze (Taifa et al. 2022). Baktericidni aktivita
proti Pseudomonas, eliminace jiz existujicich biofilmii a zabranéni tvorby novych byla
dosazena pouzitim polymernich NP na bazi chitosanu (Rivera Aguayo et al. 2020). Nanocastice
stiibra a oxidu méd’'natého byly pouzity k eradikaci skodlivych zarodkt. Studie taky prokazaly
vysokou kvalitu a absenci negativnich ucinkll na tkan mlécné zlazy u komercné dostupnych
nanocastic (Ren & Guogang 2009; Prakash et al. 2022).

Slibny potencial alternativy k antibiotikiim také plyne z vyuziti peptida jiného ptvodu
nez bakterialniho, a to konkrétné antimikrobialnich peptidd (AMP). Naptiklad peptid Polybia
MP-1 z jedu vosy Polybia paulista projevil antimikrobialni aktivitu proti uritym izolovanym
kmenim z kravského mléka se zanétem a to kmena S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a E. coli (Shah et al. 2021; Shah et al. 2022).

Universalni sloucenina kyselina kévova ukézala pozoruhodné antibiofilmové a
antibakterialni vlastnosti, omezeni bakterialni infekce. Navic dale nejen zmirnila zanét, snizila
adhezi bun€k £. coli, ale rovnéz redukovala oxidac¢ni stres v mamarnich bovinnich epitelialnich
bunkach (BMEC) (Liu et al. 2019; Xu et al. 2022).

Jak mezenchymalni kmenové buiiky (MSC) tak jimi vylu€ované extracelularni vezikuly
(EVs) maji antimikrobidlni schopnost. Podporuji reparaci a regeneraci tkani, taktéz jsou
schopny ménit homeostazu tkani v piipade propuknuti infekci vyvolanych S. uberis, S. aureus,
vcetne rezistentnich kment vici meticilinu (Peralta et al. 2020; Danev et al. 2023). Dale MSC
(Ghai et al. 2022).

Mezi metody 1écby mastitid nebo jejich prevence se taky fadi dusikaté latky uvoliujici
oxid dusnaty (Regev et al. 2018), vakciny (Li et al. 2023) a terapie protilatkami (Wang et al.
2019).

8.2 Terapie

Imunomodulator a glykoprotein laktoferin nachazejici se v rliznych télesnych
tekutinach a to slinach, v mléce, slzach a bronchidlnim hlenu, byla objevena jako potencialni
ne antibioticka antimikrobialni latka (Gomes & Henriques 2016). Pokud se laktoferin
zkombinuje s B-Lactoglobulin, projevi se navic ucinek proti S. aureus a jejich samostatné
pusobeni na ruzné bakterie tak dopliiuje spektrum antibakterialni aktivity (Kutila et al. 2003;
Gomes & Henriques 2016).

Viry nazyvané bakteriofagy jsou schopny infikovat bakterie a zptisobovat jejich smrt
nebo integraci genetického materialu faga do chromozomu hostitelské bakterie (lyzogenii)
(Nale & McEwan 2023). Metoda na bazi fagové terapie se ¢im dal vice bézn¢ vyuziva (Qolbaini
et al. 2021). AvSak rezistence bakterii na fagy pfi pouziti pouze jednoho druhu fagu byla
zjisténa jiz dveé hodiny po terapii fagy. To se projevilo opétovnym rustem kultur po lyze (Teng
et al. 2022). Pro zlepSeni tc¢innosti procesu lyzy, omezeni rozvoje rezistence a lyzogenie lze
optimalizovat 1é¢bu kombinaci vice faga (koktejl) (Porter et al. 2016). Usp&snost této strategie
byla prokazana pfiznivymi UCinky kombinaci raznych morfologii fagu pii odstranovani
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nékolika druht bakterii zptisobujicich mastitidu skotu. Naptiklad koktejl ctyt faga byl vyvinut
pro E. coli a koktejl se dvéma nebo tfemi druhy fagh pro S. aureus (Garcia et al. 2009; Guo et
al. 2021). Presto terapie prostiednictvim fagti mize pfinést dalsi komplikace. V jednom ptipadé
bylo zjisténo, ze fag, jenz vstoupil do lyzogenni faze, obsahoval gen zpusobujici rezistenci
k vice typum antibiotik (Wipf et al. 2014).

Pti lécbe a prevenci klinickych a subklinickych mastitid se stale vice pouzivaji etno
veterinarni piipravky, jako rostlinné 1€ky a byliny, protoze vétSina téchto rostlin nema vedlejsi
ucinky jako alopatické Iéky a jsou relativné neskodné zdravi. Tyto byliny s antibakterialnimi a
antivirovymi u¢inky mohou pomoci s oSetfenim mirnych az stfedné zavaznych bakterialnich
infekci, rovnéz jsou v 1écbé konkrétnich onemocnéni mnohem ucinnéj§i nez samotné léky
(Kebede & Dahesa 2024).

V ramci biologické 1éCby mastitidy imunoterapie z hlediska usmrcovani zarodka Y-
komplex (zesilovac fagocytozy) pred¢il antibiotika a nesteroidni protizanétlivé 1éky (Leitner et
al. 2013). AvSak kombinace antibiotik a nesteroidnich antirevmatik jako meloxikam, zlepsila u
dojnic plodnost (McDougall et al. 2016; Sharun et al. 2021).

Terapie rdzovou vlnou, takzvana akustickd pulzni 1écba (APT), generuje pulzujici
tlakové impulzy za pomoci ru¢niho zafizeni. Efekt téchto vin pronikajicich do hlubS§ich tkéani
interferencni terapie a laser IV. Tfidy muzou byt pouzity ve spojeni s APT k méfeni potencialu
dané 1écby (Sharun et al. 2021). V prub&hu 1éEby mastitidy akustickou pulzni 1é¢bou ani po ni
vykazuje pfiznaky onemocnéni mlécné zlazy, osetiit zatfizenim APT pro moznost doplnéni
snizené zasoby mléka (Leitner et al. 2013).

9 Prevence mastitid

S mastitidami pfichazi mnoho komplikaci, at uz ekonomickych, tak celkove zdravotnich
a pii snaze udrZeni welfare zvifat. Proto by se mél klast vétsi diraz na samotnou prevenci
mastitid, aby k jejimu vyskytu ¢i propuknuti nedochazelo. AvSak tim, Ze toto onemocnéni
mlécné zlazy ma mnoho pivodct riizného charakteru se predcasna detekce stava vice narocnou
zélezitosti. Slechténi skotu na vys§si produkci mléka souvisi s vy§sim vyskytem mastitid a
zvétSenym poctem somatickych bunék, konkrétné leukocytt, sekrecnich bun€k a dlazdicovych
bunék dostavajicich se do mléka v ramci reakce na intramamarni infekci (Cheng & Han 2020).
Zdravi vemene ma pro produkci mléka zasadni vyznam. Ovliviiuje kvalitu mléka, uzitkovost
skotu a uzivani antimikrobialnich latek na farmach (Neculai-Valeanu et al. 2021).

Diagnostika subklinickych mastitid dojnic, stejné tak vcasné odhaleni klinicky
vyjadfenych mastitid vyvolavajicich makroskopické zmény v sekreci mléka jsou podstatnou
soucasti zlepSeni zdravotnich parametri chovu. Velky pocet somatickych bunék v mléce a
ptitomnost bakterii maji zna¢ny negativni vliv na produkci a kvalitu mléka (Ruegg 2017,
Chakraborty et al. 2019).
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Imunitni systém kravy je Casto potlaten po del§i dobu v produktivnim veéku, coz ma
schopnost negativné ovlivnit jeji reakci na vystaveni patogenim (Schukken et al. 2011; Dahl et
al. 2020).

Zanétlivy proces vyvolany infekci mlééné zlazy méni propustnost bariéry mezi krvi a
mlécnou zlazou, tim padem do mléka pronika vice iont, somatickych bunék a bilkovin.
Predchozi studie dokazuje vliv poctu somatickych bunek na produkci mléka, kromé& mnozstvi
bilkovin a laktozy v mléce (Santos et al. 2004; Chen et al. 2021; Rearte et al. 2022).

Soucasné snizeni produkce mléka se zvySenim SCC je piedevsim pievazné odrazem
fyzického poskozeni epitelovych bunék, jez jsou zodpoveédné za tvorbu mléka (Beni¢ et al.
2018). Mozna pficina poklesu laktozy se také uvadi poskozeni alveolarnich epitelialnich bunék.
Laktéza vyznamné prispiva k zajisténi osmotického tlaku mléka, pokles jejiho mnozstvi
vyvolava vyrazny pokles dojivosti. Navic se do mléka prenaseji z krve ionty sodiku a chloridu,
které maji udrzovat osmotickou rovnovahu, pficemz se jejich celkovy obsah zvySuje na
abnormalné vysokou hladinu (Kandeel et al. 2019).

9.1 Diagnostické a preventivni metody zanétu mlécné zlazy

Pojem kvalita mléka zahrnuje nutri¢ni, fyzikalné-chemické, hygienicko-sanitarni a
organoleptické vlastnosti. Jako indikator vyskytu mastitid ve staddech dojnic se pouziva pocet
somatickych bunék mléka (SCC), také k informovani zpracovateld o kvalité syrového mléka a
k posouzeni urovné hygieny na farmach. SCC se z né€kolika screeningovych testt kvality mléka
povazuje za nejspolehlivejsi test pro detekci asymptomatického typu mastitidy (subklinické
mastitidy). V nékterych zemich dokonce vyrobci dostavaji uhrady za dodavku mléka s nizkym
somatickym poctem z davodu jeho zadoucich technologickych vlastnosti a delsi trvanlivosti
(Alhussien & Dang 2018).

Antibiotika jsou tradi¢n€ povazovana za primarni zpusob zasahu proti bakterialnim
infekcim u dojného skotu, pfedevsim pokud se jedna o mastitidy, kde hrozi Sifeni mikrobialni
rezistence do Zivotniho prostiedi v podob& rezidui. Sifeni bakterii rezistentnich vigi
mnohonasobnym antibiotikim MAR tak pfedstavuje znacny problém pro bezpecnost, a tak je
v soucasné dob¢ kladen dlraz na snizZeni spotieby antibiotik v chovech hospodarskych zvifat
za ucelem prechodu na , model farem s nizkym obsahem antibiotik (Barkema et al. 2015;
Kromker & Leimbach 2017; El-Sayed & Kamel 2021). Stanoveni cild SMART (Specific,
Measurable, Acceptable, Realistic, and Time-bound) je prvnim krokem v procesu, po kterém
nasleduje vypracovani ak¢niho planu k dosazeni téchto cilti (Lam et al. 2011).

Obecné plati, ze pfitomnost zanétu a subklinické mastitidy je indikovana hladinou SCC
vy$§8i nez 200 000 bunek na mililitr mléka. Ve vétSin€ evropskych zemi byl limit pro
komercializaci mléka na farmach stanoven na 400 000 bun€k na mililitr, zatimco ve Spojenych
statech je limit stanoven na 750 000 bunék na mililitr a cena mléka klesa s mnozstvim bun¢k
SCC blizicim se zakonnému limitu (Karzis et al. 2017; Alhussien & Dang 2018; Kelly et al.
2018).
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Zvysena SCC vzdy vykazuje pfitomnost infekce v nékteré ze ¢tvrti vemene, av§ak TBC
rozdiln€ ve vétsin€ pripada indikuje hygienické nebo sanitaéni nedostatky pii dojeni (Blum et
al. 2020; Halasa & Kirkeby 2020; Markusson 2021).

Zasadni vliv na kvalitu mléka a zdravi vemene ma efektivita rutinniho dojeni a vykonnost
zafizeni na sbér mléka (Ohnstad 2012). Jako hlavni fyzicka bariéra slouzi kanalek struku, jenz
brani pruniku bakterii do vemene skrz strukovy kanal. Mezi jednotlivymi dojenimi by mélo byt
hladké svalstvo obklopujici strukovy kanal stazené a tim strukovy kanal bezpecné uzavien.
Uzavieni brani vniknuti infekce do strukového kanalu a odtud do vemene (Zigo et al. 2021).

Pritomnost keratinovych bunék bohatych na lipidy nachazejicich se uvnit strukového
kanalku posiluji zminény obranny mechanismu kanalku struku. V ptipadé pruzné a hladké kiuze
bez 1ézi je v nejlepSim stavu pro poskytnuti pfirozené bariéry proti invazi patogenu
zpusobujicich mastitidu. Mozny stres pusobici na struky i1 na kratkou dobu ovlivni jejich
pfirozenou obranyschopnost. Nejvétsi diraz se sice klade na hyperkeratozu koncu strukd, avSak
stejné tak kratkodobé naruseni strukti v podobé viedl, zmény barvy, prekrveni, otokti dokladaji
$patnou dojivost (Odorcic et al. 2019; Okkema & Grandin 2021).

Bodovani koncii strukli se znaci jako uzite¢na technika posouzeni miry hyperkeratozy
konct strukti ve stadé dojnic. Bylo dolozeno vyzkumem, ze porucha prokrveni souvisi se
zvySenym rizikem infekce mastitidou, jez neni dosud klinicky patrna. Hyperkeratéza je spojena
s mastitidou a zapfiCifiuje zmény v okolni tkani strukového kanalu, coz umoziuje snadny
prunik bakteriim do mlécné zlazy. Z toho plyne nezbytnost provadéni bodového hodnoceni
konct strukt v pravidelnych intervalech u nejméné 20 % stada pro sledovani zmén (Pantoja et
al. 2020).

Laktaci dojnych krav lze rozdélit do tfi fazi: rand, stfedni a pozdni. Pomoci epitelovych
bunék mlécné zlazy sekretujicich mléko dochazi nepretrzité k tvorbé mléka v laktujici mlécné
zlaze. V rané fazi laktace je mlécna uzitkovost nejvyssi. Nasledné je mozné béhem laktace
pozorovat fyziologické snizeni produkce mléka. V podobé vyzkumu bylo zjisténo, ze SCC je
vyrazngj$i v prvnich tydnech po oteleni a rapidn€ dochazi k jeho poklesu mezi 25. a 45. dnem
po oteleni. V pozdni fazi laktace vSak muaze opé€t postupné nartustat (Hagnestam-Nielsen et al.
2009; McDougall et al. 2021).

Pokud nejsou vhodné zavedeny ucinné prostfedky a strategie pro kontrolu zdravi vemene
a prevenci mastitidy skotu, je narocné zajistit kvalitu mléka a mlécnych vyrobki (Fuquay 2011;
Priyashantha et al. 2021).

V prabéhu laktace se kvili onemocnéni jedné Ctvrtiny vemene muze snizit dojivost
minimalné o 10 %. PredCasné vyfazovani dojnic je také primarné zapii¢inéno mastitidami.
Financ¢ni ztraty spojovany s mastitidami jsou vydaje na léky, veterinarni sluzby, laboratorni
testy a popfipadé dodatecna pracovni sila zeméd¢€lcu. Ztraty rovnéz vznikaji v disledku poklesu
produkce mléka, vylevu mléka kvili reziduim antibiotik a snizené ucinnosti vyroby mlécnych
vyrobkid (Ruegg 2017, Kromker & Leimbach 2017; Lopes et al. 2020).

Od svého samotného vzniku az do mista spotfeby prochazi mléko dvéma fazemi. Prvni
faze se pohybuje od alveolarni tkané¢ mlécné zlazy az k papilarnimu usti galaktoforu
(papilarnimu kanalu). Naproti tomu druha ¢ast procesu zahrnuje cestu od dojiciho zafizeni ke
spotiebiteli. Soucasny soubor povinnych testi pro kontrolu kvality mléka se vztahuje pouze ke
druhé fazi cesty mléka v podobé hygienicko-sanitarnich podminek po nadojeni. Dva hlavni
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parametry pocet somatickych bunék (SCC) a respektive TBC tak mohou poskytnout mnoho
informaci o zdravi vemene a kvalité mléka (Robles et al. 2020).

Tradi¢ni metoda ru¢niho dojeni se ve velké mife vytratila ve prospéch automatizovaného
nebo strojniho dojeni v souvislosti s intenzivnim chovem dojnic. Nasledné doslo k vyvinuti
techniky automatické detekce mastitidy skotu zalozené na biosenzorech. Tento zpisob detekce
vyuziva vhodné technologie snimani jako monitorovani poctu somatickych bunek (ISCC) spolu
s elektrickou vodivosti mléka ¢tvrtek vemene (EC) slouzici k hodnoceni zdravi vemene a
vCasného odhaleni mastitidy ve velkochovech (Duarte et al. 2015; Neethirajan et al. 2017,
Paudyal et al. 2020).

Zafizeni nazyvané biosenzory kombinuji biologickou slozku bio receptoru s fyzikalnim
prevodnikem senzorem. Pfi interakci biologického rozpoznavaciho prvku s cilovym
analyzatorem vznika v dusledku vzajemné interakce kvantifikovatelna signal. Tento signal je
poté integrovanym snimacem pieveden na data (Alhadrami et al. 2018).

Diagnostické metody jako infracervend termografie (IRT) (Obrazek 4) jsou uc€inné pii
hodnoceni zdravi vemene a identifikaci Ctvrti s pfitomnosti subklinické mastitidy (McManus et
al. 2022). IRT je snadno pouzitelny, ucinny, neinvazivni diagnosticky nastroj vyuzivajici
infracervené zobrazeni a méfici kameru k hodnoceni neviditelné infracervené energie (zareni)
vyzarované kuzi nebo povrchem vemene prevodem na termalni snimky nebo termogramy

(Sathiyabarathi et al. 2016). V¢asna indikace zanétu nebo 1 malé zmény povrchové teploty lze
dokazat za pomoci velmi citlivé termokamery IRT. Spolecné s mobilni aplikaci se IRT mize
proménit ve snadny a prenosny diagnosticky nastroj (Singh et al. 2021).

36.0 °C
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Obrazek 4: Infracervena termografie (Knizkova & Kunc 2021)
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10 Vliv mastitid na ekonomiku chovu

Pfi zdnétu mlécné zlazy jakozto multifaktoridlniho onemocnéni na sebe maji
vzajemny vliv patogeny, prostiedi a hostitel (krava) (Cheng & Han 2020). Nejen
naklady na antibiotika postupy v managementu, ale také ztraty v mléce (snizeni
produkce, vyfazovani infikovaného mléka), prodlouzeni doby stani na sucho, thyn,
predCasné vytazovani ze stada tyto vSechny faktory zpusobuji znacné ekonomické ztraty
(Bishop et al. 2010). Mezi nepiimé naklady spojeny s vyskytem mastitid patii
vyfazovani krav, vymeény jalovic, veterinarni sluzby, selhani reprodukce a samotna
1écba tohoto onemocnéni (Hogeveen et al. 2019).

Zmény ve slozeni mléka mohou byt prakticky v ekonomickém kontextu
prehlizeny z divodu nafizené ochranné lhuty po podani léku (Seegers & Beaudeau
2003; Halasa et al. 2007). Hlavnimi pfi¢inami ekonomického poklesu na zakladé
klinického a subklinického zanétu mlécné zlazy je také zvysSena potieba pracovni sily a
pokles v prodeji mléka (Huijps & Hogeveen 2008).

Dokonce i po uplynuti ochranné lhity mléka se produkce nezlepsi a ekonomické
ztraty zustavaji znaCné i presto ze antibioticka terapie 1écba zabranila pfechodu
preklinické mastitidy v klinickou mastitidu (Rose et al. 2003). Casto dochézi ze strany
zemédelci ke ztratam zplsobenym zanétem kvuli podcenéni pusobeni tohoto
onemocnéni a nepfijeti danych kontrolnich programii (Valeeva et al. 2007).
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11 Zavér

Mastitida predstavuje v chovu dojeného skotu pretrvavajici problém, jenz negativné
ovliviluje zivotni podminky zvifat, ekonomickou udrzitelnost a vefejné zdravi. Toto
mnohostranné onemocnéni, ovlivnéné patogeny, faktory prostfedi a fyziologii hostitele,
poukazuje na slozitost jeho potlaceni. Ackoli se tradi¢né pii 1é€bé pouzivaji piedev§im
antibiotika, obavy z antimikrobialni rezistence a ekonomickych ztrat vyzaduji zvazeni
alternativnich strategii.

Imunomodulétory, naptiklad laktoferin, se slibné projevuji jako neantibiotické
antimikrobialni latky s potencialnimi synergickymi G€inky v kombinaci s jinymi slouceninami.
Bakteriofagy a etno-veterinarni pfipravky nabizeji nové moznosti cilené antimikrobialni
terapie, ackoli k optimalizaci jejich i€innosti a bezpecnosti by bylo zapotiebi dalsiho vyzkumu.

Pokroky v imunoterapii, jako je 1é¢ba zalozena na Y-komplexu, a nové terapie, ku piikladu
terapie razovou vlnou, predstavuji slibné alternativy k tradi¢nim antibiotickym rezimim a
nabizeji potencialni vyhody z hlediska ucinnosti a regenerace tkani. Diagnostické néstroje,
zejména izotermickd amplifikace zprostfedkovana smyckou (LAMP) a sekvenovani nové
generace (NGS), jsou navic pfislibem rychlé a presné identifikace patogent, coz by usnadnilo
cilené 1éCebné postupy.

Do budoucna by byly nezbytné komplexni epidemiologické studie, aby bylo mozné
vypracovat strategie kontroly mastitid uzptisobené konkrétnim podminkam v zemédélskych
podnicich. Proaktivni postupy fizeni, vCetné pfisnych hygienickych protokolt: vakcinace a
metody v€asné detekce maji zasadni vyznam pro minimalizaci vyskytu mastitidy a s ni spojené
ekonomické zatéze, mozného rizika ohrozeni vefejného zdravi.

Spoluprace mezi vyzkumnymi pracovniky, veterinarnimi lékafi a producenty mléka by
méla mit zasadni vyznam pii zavadeéni strategii zalozenych na dikazech s cilem zmirnit vyskyt
mastitidy a jeji dopady. Pfijetim inovaci a informovanym rozhodovanim by mohl mlékarensky
prumysl usilovat o udrzitelné postupy fizeni mastitid, které by zajistily jak dobré zivotni
podminky zvifat, tak ekonomickou prosperitu v odvétvi mléka a mlécnych vyrobka.
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13 Seznam pouZzitych zkratek a symbolii

AMR - antimikrobialni rezistence
B-lymfocyty - B-buriky

CFU - colony forming units

CMT - Kalifornsky test (NK test)

CNS - Coagulase-Negative Staphylococci
COX — cyklooxygenaza

CSFs - colony-stimulating factors

CSN1SI1 - gen kodujici a-S1-casein

CSN1S2 — gen kodujici a-S2-casein

CSN2 — gen kodujici B-casein

CSN3 - gen kodujici k-casein (,,kappa-kasein®)
CXCRI1 - C-X-C motif chemokine receptor 1
DNA - deoxyribonukleova kyselina

FIL - feedback inhibitor of lactation

G-CSF - granulocyte colony-stimulating factor
IFN-y - interferon gamma

IFN-y — interferon gama

IFNGR?2 - interferon-gama receptor 2

IFNs — interferony

Ig — imunoglobulin

IgA - imunoglobulin A

IGF - insulin-like growth factor

IGF-1 - insulin-like growth factor type 1
IGFBP - insulin-like growth factor-binding protein
IgG - imunoglobulin G

IgG1 - imunoglobulin podtiida 1 v séru
IgG2 - imunoglobulin podtiida 2 v séru

IgM - imunoglobulin M

IL-1 - interleukin 1

IL-10 — interleukin 10

IL-17 — interleukin 17

IL-17 — interleukin 17
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IL-1p - interleukin-1 beta

IL-2 - interleukin 2

IL-4 — interleukin 4

IL-8 - interleukin 8

ILs — interleukiny

IMM - intramamarni

In vitro — ,ve zkumavce*

In vivo — v Zivém organismu‘

KRTS - keratin 5

LAB - bakterie mlé¢ného kvaseni (lactic acid bacteria)
LAMP - loop-mediated isothermal amplification
LDH - laktat dehydrogenaza

LOX — lipoxygenaza

LPS - lipopolysacharidy

LPS/rbosCD14 - LPS with recombinant bovine soluble
LTF - laktoferin

LX — lipoxiny

MAC-T - mamarni bovinni epitelialni buriky (bovine mammary epithelial cells)
MAR - multiple antibiotic resistance

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MSC — mesenchymal stem cells

NAGazy - N-acetyl-beta-delta glukosaminidazy

NET - neutrofilni extracelularni pasti

NF-kB - nuklearni faktor kappa B

NF-kBm - mutant ,, nuklearniho faktoru kappa B*
NGS — next generation sequencing

NK — ,natural killer” bunky

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns
PCR - polymerazova fetézova reakce

PEGylovaného bovinniho G-CSF - pegbovigrastim = modifikovana forma pfirozené se
vyskytujiciho imunoregulacniho cytokinu

PGD2 - prostaglandin D2

PGE2 - prostaglandin E2

pH - potential of hydrogen
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Pomocné T-lymfocyty - Tr-buriky

PRR receptory - pattern recognition receptors

QTL - quantitative trait locus

ROS - reactive oxygen species

SA - sérovy albumin

SCC — pocet somatickych bunék (somatic cell count) v 1 mililitru mléka
SNP - single-nucleotide polymorphism

SORCSS3 - sortilin related VPS10 domain containing receptor 3
STH - rustovy hormon somatotropin

T-lymfocyty - T-buiky

TBC — celkovy pocet bakterii (total bacterial count)
TGF-B — transforming growth factor beta

TLR-2 - Toll-like receptor 2

TLR-4 - Toll-like receptor 4

TLRs - Toll-like receptors

TNF-a. - TNF-alfa faktor

TNFs - tumor necrosis factors

TRH - thyroid releasing hormon

WCI1 - transmembrane glycoprotein workshop cluster 1
ap T-lymfocyty — alfa/beta T butiky

B-LG - beta-laktoglobulin

v T-lymfocyty - gama delta T buriky
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