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Zdravi mlééné zlazy a mozZnosti detekce patogennich
mikroorganismi v kravském mléce

Souhrn
Snaha o neustalé zvySovani dojivosti krav je v literatuie spojovana se zvysujicim se rizikem

vyskytu mastitidy. Jedna se o zanétlivé onemocnéni mlécné zlazy, které snizuje kvalitu mléka
amad znacny vliv na néasledny pokles dojivosti. Zanét mize zpusobit pies 130 patogennich
mikroorganismul. NejcastéjSimi jsou vSak Staphylocccus aureus a Streptococcus uberis.
Mastitida se rozliSuje dle zavaznosti infekce a jejich projevii na klinickou a subklinickou.
Klinickd mastitida je doprovazena zarudnutim, otokem vemene a senzorickymi zménami
zadnymi zjevnymi projevy. MiiZe se tak nejen snadnéji Sifit mezi dojnicemi, ale také se mléko
infikovanych krav mize dostdvat do potravinového fetézce. Konzumace tohoto mléka nese
urcité rizika, v podob¢ pienosu fady onemocnéni. Nékteré kmeny rodu Staphylococcus aureus
mohou zpiisobit syndrom toxického Soku.

V¢asna identifikace patogennich mikroorganismu je klicovym bodem nejen pii rychlé a uc¢inné
1é¢be dojnic, ale také pro snizeni rizika kontaminace ml¢ka a mléEnych vyrobki. Pro jejich
identifikaci bylo vyvinuto hned nékolik typli metod, jako jsou stajové a imunologické testy,
mikrobidlni kultivace, ¢i genetickd charakterizace. Tyto metody se v pribéhu Casu vyvinuly
od nejjednodussich, a taky méné specifickych zptisobti, az po velmi sofistikované jako jsou
pravé molekularn€é genetické metody. Ty maji potencial rychlé a citlivé identifikace
patogennich mikroorganismil nejen v kravském mléce.

Polymerazova tetézova reakce je zalozena na amplifikaci DNA patogent v mléce. Vysledky
jsou poté vyhodnoceny pomoci elektroforézy. Specialni modifikaci této metody je kvantitativni
real-time PCR, kterd umoznuje sledovat nartist mnozstvi DNA v redlném case, a to diky
fluorescen¢nimu substratu, ktery se vaze na pfitomnou nukleovou kyselinu. Hladina
navdzan¢ho substratu je detekovdna a odrazi mnozstvi pfitomné DNA. Kromé detekce
patogent by se tato metoda mohla v budoucnu bézné¢ vyuzivat pro zjisténi pritomnosti gent,
které zodpovidaji za rezistenci vii¢i antibiotikiim.

Na zaklad¢ védeckych studii byl vypracovan podrobny piehled zamétujici se na moznosti
detekce patogennich mikroorganismi v mléce s diirazem na molekularné genetické metody.

Kli¢ova slova: mastitis; polymerazova fetézova reakce; kvantifikace; identifikace; diagnostika



Udder health and microorganism detection strategies
in milk

Summary

The efforts to constantly increasing the milk yield of cows could results in an increased risk
of mastitis. It is an inflammatory disease of the mammary gland, which reduces the quality
of milk and has a significant effect on the consequent decrease in milk yield. Inflammation can
be caused byover 130 pathogenic microorganisms. However, the most common are
Staphylococcus aureus and Streptococcus uberis.

Mastitis is divided according to the severity of the infection and their manifestations into
clinical and subclinical. Clinical mastitis is accompanied by redness, swelling of the udder
and sensory changes in the milk. However, subclinical mastitis is a more serious problem
because the infection is not accompanied by any obvious manifestations. It can spread more
easily between dairy cows and also the milk of infected cows can enter the food chain.
Consumption of this milk carries certain risks, such as the transmission of many diseases. Some
strains of the genus Staphylococcus aureus can produce enterotoxins that cause nausea,
vomiting and in severe cases it can cause toxic shock syndrome.

Early identification of pathogenic microorganisms is a key point not only in the rapid
and effective treatment of dairy cows, but also in reducing the risk of contamination of milk
and dairy products. Several types of methods have been developed for their identification, such
as on farm-tests and immunological tests, microbial cultivation or genetic characterisation.
Over time, these methods have evolved from the simplest, and also less specific, methods
to very sophisticated methods such as molecular genetic methods. These have the potential
for rapid and sensitive identification of pathogenic microorganisms not only in cow's milk.
The polymerase chain reaction is based on the amplification of DNA pathogens in milk.
The results are then evaluated by electrophoresis. A special modification of this method
is quantitative real-time PCR, which allows to monitor the increase in the amount of DNA
in real time, thanks to the fluorescent substrate, which binds to the presented nucleic acid.
The level of bound substrate is detected and reflects the amount of DNA present. In addition
to detecting pathogens, this method could be commonly used in the future to detect the presence
of genes responsible for antibiotic resistance.

Based on scientific studies, a detailed overview was prepared focusing on the possibilities
of detecting pathogenic microorganisms in milk with emphasis on molecular genetic methods.

Keywords: mastitis; polymerase chain reaction; quantification; identification; diagnostic
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1 Uvod

Mléko a mlécné vyrobky jsou vyznamnymi zdroji zivin lidské vyzivy. Rostouci poptavka
po mlécnych vyrobcich vede ke snaze zvySovani dojivosti krav. Toho bylo docileno predevs§im
Slechténim zvifat, zlepSenim vyzivy a ustdjeni. Extrémni zvySovani dojivosti krav vsak
ma negativni vliv na jejich zdravi. Rada studii spojuje pravé vysokou dojivost s Gast&j§im
dojeného skotu, které dopadd i na mlékarensky primysl. Navzdory tomu jsou néklady na toto
onemocnéni velmi podcetiované. Nejenze mé znacny vliv na sniZeni kvality mléka, ale také
zpusobuje snizeni celkové produkce mléka az o 15 % z celkové laktace. Ekonomické ztraty
jsou také zptisobeny vytazenim mléka z dodavky pro lidskou spottebu po dobu ochranné lhiity
pfi podani antibiotik.

Mastitida je zanét parenchymu mlécné zlazy, ktery je charakterizovany fyzikalnimi,
chemickymi a bakterialnimi zménami mléka. V ptipad¢ klinické mastitidy jsou nejcastéjSimi
priznaky zarudnuti, otok vemene a senzorické zmény mléka. Nicméné vyraznéjSim problémem
je mastitida subklinicka. Dlvodem je, Ze se na prvni dojem neprojevuje zménami mléka ani
vemene. Na kazdou dojnici postizenou klinickou mastitidou totiz ptipadd 20-40 piipada
subklinické mastitidy. Patogenii zplisobujicich mastitidu je celd fada. Nej€astéj$imi ptivodci
jsou bakterie rodu Streptococcus a Staphylococcus. Dle zplisobu pfenosu se pak rozliSuji
mastitidy kontagidézni neboli infekéni a environmentalni.

P11 zjisténi mastitidy jsou vétSinou ihned nasazena antibiotika. Jejich Casté podavani vSak muze
vést k rezistenci na tato 1é¢iva. Proto je dulezité¢ se zaméfit na v€asnou a piesnou diagnostiku
subklinické mastitidy, kterd mtze vzniku rezistence predchazet. Existuje fada stajovych testt,
které jsou nenarocné a financné dostupné. Za zlaty standard diagnostiky mastitid se povazuje
mikrobidlni kultivace. Zatim ma ale kazd4a metoda sva uskali.

V poslednich letech je ¢astéji vyuzivan obrovsky potencial molekularné genetickych metod,
které hraji v diagnostice, nejen mastitidnich patogenti, vyznamnou roli. Pravé metoda
polymerazové fetézové reakce a nékteré jeji modifikace piindseji fadu benefitd, které by mohly
v budoucnu znamenat nahrazeni dosavadnich metod. Jejich hlavni vyhodou je vysoka citlivost,
rychlost a specifita. V praxi to znamenad, ze je mozné ziskat vysledky jiz béhem né€kolika hodin.



2 Cil prace

Mastitida je jednim z nej€astéjSich onemocnéni v chovu skotu. M1é€né produkty maji potencial
prenaset patogeny z nekvalitniho mléka do lidské populace. Vcasna a presna identifikace
patogennich mikroorganismti pomaha tedy nejen rychle a u¢inné 1€€it dojnice, ale také snizovat
riziko kontaminace potravin a mléka ur¢eného pro lidskou spottebu. Cilem prace je piinést
komplexni literarni prfehled moznosti kvantifikace a identifikace mikroorganismii v kravském
mléce s diirazem na molekulédrné genetické metody.



3 Literarni reSerse

3.1 Mastitida

Mastitida je zanétlivé onemocnéni vemene, pii kterém dochazi k naruseni zdravi mlécné zlazy.
Toto onemocnéni mize mit infekéni nebo neinfekeni etiologii, coZ zavisi hlavné na patogenu,
ktery dany zanét vyvolal (Bradley 2002). Je znamo, Ze mastitidu zptisobuje ptiblizn€ 130 druhti
mikroorganismi vcetné bakterii, kvasinek a fas (Mushtaq et al. 2018). V mnoha zemich
je mastitida nejcastéjSim a ndkladnym infekénim onemocnénim vyskytujicim se v chovech
dojnic. Krom¢ negativniho dopadu na efektivitu a kvalitu produkce je mastitida vyznamnym
problémem v oblasti zdravi a dobrych zivotnich podminek (Tan¢in & Tancinova 2008) a mtize
vést 1 ke snizeni plodnosti dojnic (Pinedo et al. 2020). Propuknuti mastitidy mtize ovlivnit stres,
stafi zvifete, poradi laktace a jeji stddium, anatomické dispozice ¢i imunologicky stav
(Zigo et al. 2021). Gaspardy et al. (2012) uvadéji, ze vysokouzitkové dojnice jsou mnohem
citlivéjsi na infekei vemene. Vyznamnym ukazatelem prevalence je télesna kondice. Dojnice
s nizkou télesnou kondici maji vyssi riziko v propuknuti mastitidy (Fufa et al. 2013). Bakterie
pfevazn¢ napadaji strukovy kanalek, ptes ktery se dostanou do vemene, kde se mnozi
a produkuji toxiny (Tanc¢in & Tancinova 2008).

Krom¢ laminitidy a metritidy je mastitida také ¢asto uvadéna jako jedna z hlavnich produkénich
nemoci (Zigo et al. 2021). VSechna tato onemocnéni jsou zanétliva, avSak kazda zasahuji jinou
cast téla. Laminitida postihuje Skary paznehtli, coz ma za nasledek kulhani. Postizené zvite trpi
viditelnymi viedy a krvacenim (Ding et al. 2020). U metritidy se jedna o zanétlivé onemocnéni
délohy, které propukne po porodu (Wiebe et al. 2021).

Negativni vliv mastitid se projevuje nejen na technologickych vlastnostech mléka, ale prave
ina jeho vyzivové hodnoté (tabulka ¢. 1) a bezpe€nosti pro konzumenta (Kester et al. 2015).
Dochazi ke sniZzeni obsahu véapniku, fosforu, laktézy a tuku (Tancin & Tancinova 2008)
a naopak ke zvySeni obsahu syrovatkovych bilkovin (Wang et al. 2021), sodiku a chloru
(Tan¢in & Tancinova 2008).

V navaznosti na zavaznosti infekce a jejich projevl rozdélujeme mastitidu na klinickou
a subklinickou.

Tabulka €. 1 Porovnani sloZzeni normalniho mléka a mléka se zvySenym poctem somatickych
bun¢k (PSB) (Tan¢in & Tancinova 2008)

Slozka Miléko od zdravé dojnice (%) Mléko s vysokym PSB (%)
Tuk 3,5 3,2

Laktoza 4,9 4,4

Kasein 2,8 2,3
Syrovatkové bilkoviny 0,8 1,3
Imunoglobuliny 0,1 0,6

Sodik 0,057 0,105

Chlor 0,091 0,147

Draslik 0,173 0,157

Vapnik 0,12 0,04




3.1.1 Klinicka mastitida

Klinické forma se projevuje znatelnymi zménami ve vzhledu a fyzikalné-chemickém slozeni
mléka, zvySenim poctu somatickych bunék a 1ézemi v mlécné zlaze (Kaczorek-Lukowska et al.
2021). Hlavnim ptiznakem je zvySeny pocet somatickych bunék (PSB) v mléce doprovazeny
zarudnutim a bolestivosti vemene. Méni se také senzorické vlastnosti mléka (Zavadilova 2017)
a mohou se v ném objevovat srazeniny, vlocky, popiipad¢ krev (Tezera & Aman Ali 2021).
Jako 1é¢ivo se pouzivaji antibiotika, coz v disledku vede k vyfazeni mléka z dodavky pro
lidskou spotitebu po dobu 1é¢eni a trvani ochranné lhiity. V mnoha piipadech je mozné i urcit
specifického ptivodce zadnétu (Zavadilova 2017). Nedavné studie zjistily, ze dojnice s klinickou
mastitidou mély snizenou pravdépodobnost zabfeznuti ve srovnani se zdravymi kravami (Villa-
Arcila et al. 2017), a to az o 50 %, v pfipadé¢ mastitidy zplsobené bakteriemi E. coli
a Streptococcus spp. (Hertl et al. 2010).

3.1.2 Subklinicka mastitida

Tento typ mastitidy je velmi tézké detekovat. Jeji vyskyt je Castéjsi u starSich zvirat, na ktera
ma vazny dopad (Abebe et al. 2016). Nejenze ma pomérné dlouhou inkuba¢ni dobu (Wang et
al. 2021), ale také na rozdil od klinické mastitidy, nema subklinicky typ zadné viditelné
symptomy. Subklinicka forma pifevlada nad klinickou (Tezera & Aman Ali 2021). Dojnice
nema zarudlé vemeno a mléko ma stejné senzorické vlastnosti jako u zdravé dojnice. Hlavnim
ukazatelem je zvySeny PSB (Ashraf & Imran 2018), podle kterého lze mastitidu identifikovat
(Persson Waller et al. 2021). Mléko od dojnice postizené subklinickou mastitidou ma snizeny
obsah mlé¢ného tuku, bilkovin, laktozy, drasliku, vapniku, magnézia, fosforu, zeleza a zinku,
a naopak zvysené pH (Ashraf & Imran 2018). Také dochazi k vyraznéjsimu snizeni produkce,
nez je tomu u klinické mastitidy (Tanc¢in & Tancinova 2008). Pfi vys$§im PSB dochazi
k vyraznéjSimu znehodnoceni mléka. Proto je dilezité, zaméfit se na v€asnou detekci tohoto
typu onemocnéni, ¢imz muzeme vyznamné ovlivnit vyskyt klinickych ptipada. Dojnice
postizené subklinickou mastitidou pfedstavuji nebezpecny zdroj mikroorganismi pro zdrava
vemena ostatnich krav vchovu (Tanin & Tancinova 2008). Pokud nedoslo
k bakteriologickému vyléceni, pfechdzeji klinické ptipady v subklinickou mastitidu a zarodky
déle prezivaji v tkani mlécné Z1azy (Bouska et al. 2006).

Dale rozliSujeme mastitidu latentni a aseptickou. V ptipad¢ latentni mastitidy je PSB mensi nez
400 tis./ml, ale byla u této dojnice potvrzena ptitomnost patogennich mikroorganismu. Naopak
u aseptické mastitidy je PSB mnohem vy$si nez 400 tis./ml, ale nebyl zde identifikovan zadny
patogen (Galal Abdel Hameed et al. 2007). Porovnani jednotlivych typl mastitid je znazornéno
v tabulce €. 2.
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Tabulka €. 2 Srovnani PSB u jednotlivych typt mastitid (Galal Abdel Hameed et al. 2007)

Zmény
T iti PSB Piiznak Pu
yp mastitidy S riznaky uvodce mléka
> 400 000 otok vlocky
Klinicka a zarudnuti prokazatelny srazeniny,
vemene krev
N ) <
Subklinické = 400000 , Zmena
prokazatelny poméru
nutrientl
> 400 000 - . -
Latentni prokazg:[eln’y
kontagidzni
<400 000 - -
Asepticka neprokazatelny
Zdravé prvotelky <100 000 - - -
dojnice ostatni <200 000

3.2 Ekonomické aspekty mastitidy

Mastitida je velmi nakladné onemocnéni. Nejenze zplsobuje ztraty snizenim produkce
a kvality mléka, ale v né€kterych pfipadech je nutné vyfazeni zvifat z chovu. Dalsi néklady
je potieba vynalozit na léky a oSetfovani zvifat. Celkové ndklady se mohou vysplhat
az na 185 € za jednu dojnici (Zigo et al. 2021). Tezera & Aman Eli (2021) odhaduji sniZeni
produkce o 15 % zjedné laktace, Krpalkova et al. (2016) uvadi rozmezi ztraty mezi 110-
552 kg, a to v zavislosti na parit¢ a délce trvani mastitidy. Dlouhodobé diisledky mastitidy
na produkci a udrzitelnost mléka mohou byt obzvlasté negativni, pokud se jedna o prvotelky
postizené v Casném obdobi laktace (Persson Waller et al. 2021). Celosvétové odhady
ekonomickych ztrat zplisobené mastitidou se pohybuji od 61 do 97 € za rok na jednu kravu.
Ekonomické ztraty zpiisobené mastitidou mohou byt chovateli znaéné¢ podhodnocovany.
V dotaznikovém Setfeni pouze 28 % z dotazovanych chovatelii odhadlo Groven ztraty nebo
ji mirné nadhodnotilo, zbylych 72 % zeméd¢lct ztraty vyrazn€ podcenilo. Maximalni rozdil
mezi vypocétenymi a oCekavanymi naklady byl 122 € na kravu za rok. Tyto vysledky zdraznuji
nutnost znalosti konkrétnich ztrat zptisobenych mastitidou (Hogeveen et al. 2011). Zna¢ny vliv
na minimalizaci nakladii mé zemédélska politika Evropské unie. JelikoZ se zacala zamérovat
na liberalizaci trhu a snizovani kompenzace pro zeméd¢lce, trzby z prodeje mléka a hovéziho
masa klesly a zisk se stal zavisly pravé na minimalizaci ndklad (Wolfova et al. 2007).

mléka. Jako vydaje oznatujeme dalsi vstupy ke sniZeni ztrat zpiisobenych mastitidou. Cim vyssi
jsou vydaje vynalozené na prevenci, tim snaze se da zabranit rozSifeni onemocnéni v chovu.
Cim vy$si jsou vydaje preventivni, tim se snizuji ztraty zptisobené mastitidou a naopak. Pokud
nebudou pfijata zddna kontrolni opatieni, ztraty jsou maximalni. Pfi maximalnich vydajich
na kontrolu budou ztraty zptisobené mastitidou minimalni. Vztah mezi ztratami a vydaji neni
linearni, existuje vSak optimalni uroven vydaji na kontrolu vyskytu onemocnéni (obrazek ¢. 1).
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Tato optimalni Groven vydajii (preventivnich opatieni) je bodem, kdy dalsi ¢astka vynalozena
na vydaje navrati stejnou ¢astku kvili snizenym ztratam (Hogeveen et al. 2011).

Lmax — pokud nejsou vynaloZeny zadné preventivni Lopt — pokud jsou celkové vydaje optimalni
vidaje X — zbyteéné vysoké vydaje
Lmin - pokud jsou vynalozeny maximalni

preventivni vydaje O - optimélni vydaje

Y — vydaje prevazuji snizené ztraty

Obrazek ¢. 1 Vztah vynalozenych vydajl na celkové ztraty (Hogeveen et al. 2011)

3.3 Prevence

Na zaklad¢ vice nez 70 let systematickych studii mastitidy u piezvykavct je pfijimana obecna
praxe, Ze toto onemocnéni je multifaktorialni, a proto vyzaduje komplexni pfistup ke snizeni
jeho vyskytu (Zigo et al. 2021). Pravé spravny management zasuSovani, odpovidajici vyziva,
pohodli v rdmci ustajeni, Cistota a vhodné vedeni postpartalniho obdobi by méli snizit vyskyt
casné klinické mastitidy po oteleni (Santos et al. 2004). Jednou z klicovych slozek lepsi
kontroly tohoto onemocnéni je identifikace plivodce bakterii vemene u krav. Vzhledem
k rozmanitosti patogend, které je tfeba identifikovat, je mastitida povazovana za komplexni
onemocnéni (Kaczorek-Lukowska et al. 2021). Nékteré studie uvadéji, ze je dulezité se zabyvat
antimikrobialni rezistenci zptisobenou nadmérnym uzivani antibiotik. Jednim z moznych
feSeni, jak snizit uzivani 1éka, je vybér geneticky rezistentnich zvitat, tedy jedinct, ktefi mohou
byt odolnéjsi viaci mastitidé (Moretti et al. 2021).
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3.4 Legislativni poZadavky na syrové mléko a dojeni

Jakost syrového mléka urcuji legislativni normy:

. Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 852/2004 o hygiené potravin,

o Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni
hygienicka pravidla pro potraviny zivociSného piivodu

Tato nafizeni jsou platna od 29. dubna 2004 a stanovuji specifické hygienické predpisy pro
potraviny zivoc¢isného puvodu. Konkrétni hygienické pozadavky na produkci syrového mléka
jsou uvedeny nize:

Syrové mléko musi pochéazet od zvirat:

. ktera nevykazuji zaddné ptiznaky nakazlivého onemocnéni pienosného mlékem
na Clovéka;

o kterd jsou v dobrém zdravotnim stavu, nevykazuji pfiznaky onemocnéni a zejména
netrpi zadnou infekei pohlavniho ustroji doprovazenou vytokem, ani enteritidou
s prujmem, doprovazenou horeckou, nebo viditelnym zanétem vemene;

o kterd nevykazuji zddné poranéni vemene, jez by mohlo zménit mléko;

o kterym nebyly poddvany nepovolené latky ¢i ptipravky nebo ktera nebyla oSetiena
zakézanym zptisobem ve smyslu smérnice 96/23/ES;

o u nichz byla v ptipadé podavani povolenych ptipravki ¢i latek dodrzena ochranna
lhiita stanovena pro tyto ptipravky a latky.

Dojeni musi byt provadéno hygienicky, a zejména musi byt podle natfizeni ¢. 8§53/2004
zajisténo:

o aby byly pfed zahéjenim dojeni struky, vemeno a pfilehlé ¢asti Cisté;

. aby u kazdé jednotlivé kravy byly u mléka doji¢em nebo metodou poskytujici
podobné vysledky zkontrolovany smyslové nebo fyzikaln€ — chemické zmény a aby
mléko zvitat, kterd vykazuji klinické ptiznaky onemocnéni vemene, nebylo pouzito
k lidské spotteb¢;

. aby mléko zvirat, kterd vykazuji klinické pfiznaky onemocnéni vemene, nebylo
pouzito k lidské spotteb¢ jinak nez podle pokynti veterinarniho 1ékare;

. aby koupele nebo postiiky strukl byly pouzity, pouze pokud je schvalil ptislusny
organ a zpuisobem, ktery nevede k nepiijatelnym hladinam rezidui v mléce;

o aby byla identifikovana zvirata, ktera se podrobila 1é¢bé, ktera mize vést k prenosu
rezidui do mléka, a aby mléko od takovych zvitat nebylo do konce predepsané
ochranné lhtty pouzito k lidské spotiebé.

Osoby provad¢jici dojeni anebo manipuluji se syrovym mlékem musi:

. mit vhodny Cisty odév;

o dodrzovat vysoky stupeni osobni Cistoty.

V blizkosti mista dojeni musi byt k dispozici vhodna zafizeni, kterd doji¢im a osobadm
manipulujicim se syrovym mlékem umozni omyti rukou a pazi.

Provozovatelé potravinaiskych podniki musi zavést postupy zajistujici, aby pocet celkovych
mikroorganismtl v syrovém mléce byl 100 tis./ml a méné. Zaroven pocet somatickych bunck
nesmi byt vys$si nez 400 tis./ml.
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3.5 Patogenni mikroorganismy

MIécné farmy jsou vyznamnym rezervoarem patogenil. Pfitomnost potravinaiskych patogent
v mléce je zpusobena pfimym kontaktem s kontaminovanymi zdroji v prostiedi mlé¢né farmy
a vylu¢ovanim z vemene infikovaného zvitete. VE&tSina potravinaiskych patogeni obyva stievni
trakt pfezvykavci, a proto je mlécny skot povazovan za velky rezervoar bakterialnich patogentl,
jako naptiklad Salmonella, Campylobacter apod. U syrového mléka vSak nckteré
mikroorganismy mohou zpusobit mastitidu, v takovém ptipad¢ jsou tyto patogeny vylu¢ovany
pfimo do mléka. Uvedeni syrového mléka kontaminovaného potravinovymi patogeny
do zpracovatelskych zavodii a jejich stalost v biofilmech piedstavuje vyznamné riziko
kontaminace po pasterizaci, kterd by mohla vést k vystaveni spotiebitele patogennim bakteriim
(Oliver et al. 2005).

Existuje vice nez 130 bakteridlnich patogentl, které jsou schopny infikovat mlé¢nou Zlazu
(Kaczorek-Lukowska et al. 2021). Nejcastéji jsou mastitidy klasifikovany podle zpiisobu
pfenosu patogenl, a to na environmentalni a kontagiézni (Bradley 2002). Prvni skupina
zahrnuje mikroorganismy schopné prezit uvnitt mléné zlazy, které mohou casem také zlazu
poskodit. Infekéni skupinu piedstavuji piedev§im Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium bovis a Mycoplasma spp. Infekce patogeni této skupiny
se vyvijeji hlavné v dasledku nedostate¢né hygieny béhem a po dojeni. Environmentalni typ
neni ptizpisobeny k preziti v mlécné zlaze, ale ve vnéjSim prostiedi, naptiklad Escherichia coli
a Streptococcus uberis (Kaczorek-Lukowska et al. 2021). V soucasné dobé prevazuje vyskyt
streptokokovych mastitid (obrazek €. 2).

60

50

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
== Streptococcus spp. Staphylococcus aureits

Obrazek ¢. 2 Zmény v trendu etiologickych faktort mastitidy u mlééného skotu
v severovychodnim Polsku v letech 2013-2019 (Kaczorek-Lukowska et al. 2021)

Mastitidy také mizeme délit podle mikroorganismil, které zanét zpisobuji. Nejcastéji se jedna
o bakterie, kvasinky, mykoplazmu a fasy (Bradley 2002).

Patogeny pronikaji do mlééné zlazy strukovym kanalkem. Zpocatku se velmi rychle mnozi
a zpusobuji posSkozeni mlééné zlazy, coz vede ke ztrat¢ sekrec¢ni funkce postizenych lalokt
(Tan¢in & Tancinova 2008).
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3.5.1 Streptokokové mastitidy

Streptokokové infekce maji kontagidézni charakter a fadime je mezi hlavni pivodce mastitid
infek¢nich mastitid. Nicméné v uplynulych deseti letech tento druh ztratil na vyznamu
anahradily ho druhy Str. wuberis, Str. dysgalactiae a Str. equi subsp. Zooepidemicus.
Nebezpecné jsou z toho divodu, Ze oproti jinym plivodcim maji specifickou ekologii
Vznikajici infekce je dale spojovéana s urcitymi rizikovymi faktory typickymi pro stddo jako
jsou velikost stada, plemeno, vek zvirat, typ podestylky apod. Je dulezité, aby dojnice, které
trpi mastitidou byly dojeny jako posledni. Jinak by mohlo dojit k pienosu v disledku nespravné
hygieny pfi dojeni (Abebe et al. 2016). Lécba streptokokovych mastitid spo¢ivd v podavani
antibiotik (Opletal & Simerda 2017).

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae je dalsi nejCastéji prokazovany pivodce infek¢nich mastitid (Shang
et al. 2020). U infekce zptsobené Str. agalactiae miize PSB dosahnout az 1 000 000/ml (Keefe
2012). Pronika z vn¢jSiho prostiedi do mlécné zlazy strukovym kanalkem, mnoZzi se v mléku
a na povrchu epitelu mlééné Zlazy k témto tkanim velmi dobie adheruje (Opletal & Simerda
2017). Tato infekce velmi Casto vede k chronické subklinické mastitidé (Tong et al. 2019).
K ptenosu dochézi zpravidla z necistych rukou obsluhujiciho persondlu v rdmci manipulace
se zvitaty pii dojeni (Opletal & Simerda 2017; Tomazi et al. 2018). Tento patogen se b&zné
vyskytuje na povrchu ktize, nosnich direk a vulvy a lze jej nalézt také v okolnim prostiedi,
nicméné¢ mimo mléénou zlazu nepiezije dlouhou dobu (Keefe 2012).

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae se vyskytuje jako saprofyt a epifyt ve sliznici nosu, hltanu a vaginy
krav a také v mlécné zlaze. Jedna se sice o kontagiozni mikroorganismus, dobte vSak pieziva
i ve vn&js$im prostredi. Neni pokladan za obligatni patogen mlécné zlazy skotu. Infekce vznikaji
ojedinéle a nemaji nakazlivy charakter. Vyznacuji se rychlym nastupem piiznakti akutniho
zanétu. Bézné se vyskytuje u zaprahlych dojnic 1 jalovic pfed porodem. Jeho vyskyt neni
neobvykly ani u sajicich telat (Opletal & Simerda 2017).

Streptococcus uberis

Castym ptvodcem subklinického zanétu je pravé Str. uberis (Giinther et al. 2016). Jedna
se o grampozitivni bakterii, kterd patii mezi Ctyfi nejCastéjsi druhy patogent zpusobujici
mastitidu (Sedky et al. 2020). Neni zcela jasné, zda heterogenni fyziologie mastitidy
je zpusobena genetickou rozmanitosti riznych kment infikujicich vemena. Byly totiz popsany
fady kment Str. uberis, které mohou indikovat klinické ¢i subklinické infekce (Giinther et al.
2016). Nicméné Abebe et al. (2016) uvadi, Ze environmentalni patogeny jako jsou E. coli, Str.
disgalactiae a prave Str. uberis jsou pivodci mastitidy klinické, ktera mé kratkou dobou trvani.
Existuje tada piipadd, kdy bylo nékolik krav v chovu infikovano ur€itym kmenem
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a po nasledné uspésné 1€cbe se zanét vratil, ale pivodcem byl tentokrat jiny kmen Str. uberis.
Ze srovnani genomovych sekvenci tfinacti riznych kment Str. uberis se neobjevila zadna jasna
korelace se ztratou nebo ziskem genu s virulentnim nebo avirulentnim fenotypem kmenu.
Z toho vyplyva, ze vaznost infekce je do zna¢né miry urcovan spise interakci hostitel — patogen
neZ konkrétnim genotypem patogenu. Str. uberis obecné vyvolava opozdény nastup zanétu
v porovnani s infekcemi zptiisobenymi dal$imi piivodci mastitidy (Glinther et al. 2016).

3.5.2 Stafylokokové mastitidy

Stafylokokové mastitidy maji kontagiézni charakter. Pfi diagnostice mastitidy se rozlisuji
koaguldza — pozitivni (CoPS) a koaguldaza — negativni (CoNS) stafylokoky. Rozdil spociva
v tom, ze CoPS se diky produkci koagulaz dokazou pii kontaktu s krvi pokryt fibrinem a chranit
se tak pfed fagocytézou a dalSimi mechanismy imunitniho systému (Bagnicka et al. 2021).
Kaczorek-Lukowska et al. (2021) uvadi, Zze stafylokoky ptevladaji ve velkych farmach,
kde nebyly pozorovany zddné zjevné problémy s hygienickou kvalitou mléka.

Zda se, ze CoNS postradaji schopnost zptisobit tézkou mastitidu. Maji ale tendenci ptetrvavat
v mlécné zlaze a tim mirné zvySovat PSB. Rezistence viici antimikrobidlnim G¢inktim je u nich
Cast¢j$i, ale mastitida zptisobena CoNS reaguje na antimikrobidlni 1écbu mnohem 1épe nez
v ptipad¢€ S. aureus (Taponen & Pyorala 2009).

Staphylococcus aureus

S. aureus je celosveétove nejcastéjsi pricinou infekce vemene dojnic (Le Maréchal et al. 2011;
Kaczorek-Lukowska et al. 2021). Mezi vyskytem S. aureus a podilem epitelidlnich bunék
v kravském mléce byla zjisténa vyznamna korelace, coz naznacuje, ze vyskyt S. aureus v mléce
odrazi exfoliaci bun€k epitelu mlécné zlazy a podili se na jejim poskozeni (Nagasawa et al.
2019).

Moznost Uplného vyléceni zavisi piedevSim na faktorech 1écby a je velice individudlni.
Pravdépodobnost uzdraveni miize klesat s rostoucim vékem, s vysokymi pocty somatickych
buné¢k a s délkou trvani infekce. V ptipadé dlouhodobéjsiho onemocnéni se infekce rozsituje
do dalSich ctvrti vemene. Pokud se infekce dostane do zadnich Ctvrti, je pravdépodobnost
vyléceni mnohem niZsi, nez je tomu u prednich ¢asti (Barkema et al. 2006). Zjevnym ditvodem
pro nevyléceni je rezistence na penicilin, ktery se k 1écbé nejCastéji vyuziva (Keefe 2012).

3.5.3 Koliformni mastitidy

Koliformni bakterie jsou gramnegativni bakterie, které patii do Celedi Enterobacteriaceae
(Hogan & Larry Smith 2003). Pokud se jedné o mastitidu zptisobenou koliformnimi bakteriemi,
nedochazi k pfenosu mezi dojnicemi, ale zvifata jsou infikovana z vnéj$iho prostiedi. Jedna
se tedy o mastitidu s environmentalnim charakterem. Koliformni bakterie produkuji toxiny,
které jsou rychle vstiebavany do krve a zpusobuji akutni klinickou mastitidu (Tanéin &
Tancinova 2008). V zavislosti na struktufe farmy a hygienickém stavu je ptiblizné¢ 20-30 %
piipadii zanétu vemene zptuisobeno gramnegativnimi mikroorganismy (Brennecke et al. 2021).
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Escherichia coli

Escherichia coli jsou normalni obyvatelé gastrointestinalniho traktu teplokrevnych zvitat
(Hogan & Larry Smith 2003). Dojde-li ke vzniku onemocnéni, zapfi¢ini je Casto poruchy
ve vyzive, funkéni poruchy dojiciho zatfizeni, traumatizace mlécné Zlazy, ¢i podchlazeni. Tyto
faktory vedou ke snizeni odolnosti, a tak snaze dojde k ndkaze (Tan¢in & Tancinova 2008).
Mastitida zplisobend E. coli je vétSinou subklinického charakteru, nicméné v extrémnich
pripadech mize vést k zavaznym klinickym piipadiim (Sun et al. 2021). Kromé toho je také
jeden z hlavnich ptvodcti metritidy (Tomazi et al. 2021).

Patfi do skupiny bakterii, které fermentuji laktézu. V ptipad¢ identifikace na agaru tedy
produkuji kyselinu, ktera snizuje pH, coz vede k vyskytu typicky rizovych kolonii (Schukken
etal. 2012).

Klebsiella spp.

Klebsiella spp. se Castéji vyskytuje ve stadech s niz§im primérem PSB. Miize vyvolat agresivni

Vv

klinickymi ptiznaky a zvySenym rizikem umrti nebo nutnosti porazky (Schukken et al. 2012).

3.5.4 Mykoplazmatické mastitidy

Mycoplasma bovis

Mycoplasma bovis je dilezitym c¢initelem odpovédnym za obcasné dychaci potize, klinickou
mastitidu a prudky pokles produkce mléka, zejména u velkych stad (Aebi et al. 2012).
Na druhou stranu, pokud jde o mald stdda s malym poctem zvifat, projevy vyplyvajici
z pritomnosti M. bovis se vyskytuji hlavné¢ ve formé artritidy a pneumonie u telat a jalovic
(Salina et al. 2020). Aebi et al. (2012) povazuji M. bovis za zavazny patogen kvili potizim
s jeho diagnostikou, perzistenci, snadnému pienosu a skute¢nosti, ze antibioticka Iécba veétSinou
neni efektivni.
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3.6 Riziko konzumace kontaminovaného mléka

MIléko a mlécné vyrobky maji potencidl pienaset patogenni organismy na lidskou populaci.
Oliver et al. (2005) uvadéji konzumaci syrového mléka jako nejcastéjSi zpusob pienosu
patogent z potravin na ¢lovéka. Na zacatku tohoto stoleti bylo zjisténo, Ze skrze mléko se mize
prenaset také tuberkul6za, bruceldza a zaskrt. Nastésti se tato hrozba podatila vyrazné snizit,
a to diky zlepSeni hygienickych podminek a technické pasteraci mléka (Galal Abdel Hameed
et al. 2007). Pasterizace se sice povazuje za bezpe¢nou metodu pro eliminaci pfenosu, nicméné
rostouci pocet pripadl, kdy byly patogeny v mléce nalezeny i po tomto tepelném oSetieni,
poptipadé¢ nedikladné¢ provedené pasteraci naznacuji, ze sama o sobé pro zamezeni
kontaminace nestaci (Martin et al. 2018).

Vsechny nutriéné vyznamné slozky, diky nimz jsou mléko a mlé¢né vyrobky diileZitou soucasti
lidské stravy, také podporuji rist patogennich organismil. Se zvySujicim se PSB zéaroven klesa
obsah nékterych nutriéné vyznamnych zivin, pfedevsim laktozy a kaseinu. U tézké klinické
mastitidy lze snadno pozorovat abnormality mléka. Takové mléko se doji zvlast a je poté
vyfazeno z objemu dodavky pro lidskou spotiebu. Diky tomu se nedostane do potravinového
fetézce. Problém nastavd v pfipadé dojnice postizené subklinickou mastitidou,
tj. bez viditelnych zmén. Mléko je zahrnuto do dodavky a vstupuje tak do potravinového
fetézce (Oliver et al. 2005; Galal Abdel Hameed et al. 2007). Obsah patogennich
mikroorganismil zpisobuje zkracovani doby trvanlivosti mléénych vyrobkti (Galal Abdel
Hameed et al. 2007). Mléko dojnic, které podstoupily 1écbu antibiotiky se automaticky vyfazuje
z dodavky pro lidskou spotiebu po dobu trvani ochranné lhiity, protoZze obsahuje
antimikrobidlni rezidua. V ptipadé¢, Zze jsou v syrovém mléce prokazana rezidua antibiotik
vyrobce znacné¢ ohrozuje vefejné zdravi a bezpeCnost potravin a za tento prohieSek
je pokutovan (Oliver & Murinda 2012). Mléko je Casto infikovano S. aureus. Urcité kmeny
tohoto patogenu produkuji tepelné odolné enterotoxiny, které zptisobuji nevolnost, kiece v btise
a zvraceni. Mlécna zlaza mize byt rezervoarem téchto enterotoxigennich latek, které mohou
Bakterie E. coli produkuje Shiga-toxin. Ten ve vaznéjSich piipadech mulze zplsobit
hemolyticko-uremicky syndrom, ktery vede az ke selhavani ledvin. Tento toxin byva spojovan
i s vyskytem ulcerdzni kolitidy (Awadallah et al. 2016).

Mléko od krav postizenych subklinickou mastitidou tedy vyznamné ohrozuje lidské zdravi
(Galal Abdel Hameed et al. 2007). Str. agalactiae je v lidské populaci pomérné rozsifen. Miize
se bez zjevnych klinickych projevli pfenaset z matky na novorozen¢ (Galal Abdel Hameed et
al. 2007).
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3.7 Diagnostika mastitidy

Mastitida je diagnostikovana na zakladé rozpoznani zénétlivé odpovédi zahajené poté,
co imunitni systém detekuje infekci. Stejné jako u vétSiny bakteridlnich onemocnénti je velikost
zanétlivé odpovédi zavisla na virulenci patogenu a je regulovéna schopnosti imunitni odpoveédi
hostitele (Ruegg 2021). Mirnd zanétliva odpovéd ma za nésledek pfiliv neutrofilli do mlécné
zlazy bez viditelnych zmén (subklinické onemocnéni), zatimco vysoce zanétliva odpoveéd’
zpisobuje pozorovatelné lokalizované nebo generalizované piiznaky — klinické onemocnéni
(Ruegg 2021).

Existuje mnoho dostupnych konvencnich a modernich technik pouzivanych k diagnostice
infek¢nich bakterii. Konvencni testy jsou nepfimé metody diagnostiky, jejich vyhodou
je jednoduchost pouZiti a pfizniva cena (Ferronatto et al. 2018). Mezi n€ fadime zjisténi poctu
somatickych bun&€k (PSB), kalifornsky test mastitidy (CMT), elektrickou vodivost a testy
pH (Sedky et al. 2020; Wang et al. 2021). Mikrobialni kultivace je tradi¢ni technika, ktera
zahrnuje izolaci bakterii, identifikaci, mikroskopické vySetfeni, Gramovo barveni, kultivaci
na obohacenych a selektivnich médiich apod. (Sedky et al. 2020). Tradi¢ni metody se opiraji
o mikrobialni kultivaci a biochemické testy. Tyto metody umoznuji pouze detekci
zivotaschopnych bakterii, coz mize vést k faleSné¢ negativnim vysledkiim, které mohou
vytazenim tohoto mléka negativné ovlivnit produkci (Ashraf & Imran 2018). Moderni techniky
molekularni diagnostiky jsou cennéj$i a nabizeji citlivéjsi, rychlejsi a spolehlivéjsi vysledky.
Nejvyznamngj$imi metodami jsou polymerazova fetézova reakce (PCR), multiplexni PCR,
real-time PCR a sekvenovani celého genomu (Ashraf & Imran 2018). Postup diagnostiky
mastitidy a jeji metody jsou uvedeny na obrazku €. 3.
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Obrazek €. 3 Piehled diagnostiky mastitidy (Ashraf & Imran 2018)
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3.7.1 Kalifornsky test mastitidy

Kalifornsky test mastitidy (CMT) je snadno proveditelny, levny a rychly zplsob, jak
diagnostikovat mastitidu pfimo na farm¢ (Ferronatto et al. 2018). Tento test je zaloZzen
na koagulaci a viskozité¢ smési, kterd prezentuje pfitomnost a zdvaznost infekce (Tezera &
Aman Ali 2021). Mléko se odebere z kazdého struku do mélké misky (Fufa et al. 2013), prida
se ¢inidlo v poméru 1:1 a krouzivym pohybem se smés micha po dobu 15 vtefin (Tezera &
Aman Ali 2021). Cinidlo narusi bun&énou sténu somatickych bunék a dojde k uvolnéni DNA
zjadra. Tazgelovati a vytvori vlaknitou strukturu (Lakshmi & Jayavardhanan 2016).
Interpretace vysledktt CMT je uvedena v tabulce €. 3.

Tabulka &. 3 Interpretace vysledkii Kalifornského testu mastitidy (Lakshmi & Jayavardhanan
2016).

CMT skore primérny PSB Popis reakce

Homogenni, beze

Negativni 0 100 000 y
zmény

Mirné zahusténi,
Stopové +/- 300 000 reakce zmizi
do 10 vtefin

Vyrazné zahusténi,

1 + 900 000 .
netvoii se gel
Okamzité zhoustnuti,
2 ++ 2 700 000 gel se tvofi jen
na dné
T | h
3 ey 2 100 000 vorba gelu, povre

smési se zveda
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3.7.2 Kultivace bakterii

Kultivace je jedna ze zékladnich technik diagnostiky a izolace patogennich mikroorganismd.
Jedna se o pfeneseni mikrobidlni kultury na zivné médium, kde dojde k jejimu namnoZeni, které
usnadni dal§i podrobné;jsi identifikaci. Kultivace je navic proveditelnd i pfimo na farmé (Sedky
et al. 2020).

Médii existuje cela fada. Rozlisuji se selektivni ¢i diagnosticka nebo jejich kombinace a dale
mohou byt uzptisobena podle reakce na Gramovo barveni. Na trhu jsou i média ur€end pro
identifikaci konkrétniho druhu mikroorganismu. Nejcastéji se pouzivaji agarova ¢i krevni
média. Vzorky mléka se za aseptickych podminek aplikuji na médium. Inkubace probiha pii
teploté 37 °C, Cas se muze lisit, ale vétSinou kultivace trva 24 hodin (Pan et al. 2020). Pokud
je teplota inkubace niz§i, inkubace muze trvat az 52 hodin (De Arauz et al. 2012). Poté
se odeberou typicky znamé kolonie a pted dal§imi testy mohou podstoupit inkubaci znovu (Pan
et al. 2020). Tyto vybrané kolonie se dale identifikuji na zakladé Gramova barveni,
biochemickych testti (napi. katalazovy) nebo jsou hodnoceny dle typickych charakteristik
kolonii na agaru (Lakew et al. 2019; Shafi et al. 2021).

Katalazovy test

Katalaza je enzym, ktery $tépi peroxid vodiku na vodu a kyslik. Kataldza pozitivni bakterie
tento enzym produkuji, pfi kontaktu s peroxidem tedy dochazi k tiniku bublinek. Tento test
se pouziva vyhradné pro rozliSeni grampozitivnich koki rodu Staphylococcus a Streptococcus.
Katalazu produkuji bakterie rodu Staphylococcus (Galal Abdel Hameed et al. 2007).

3.7.3 Pocet somatickych bunék

Hlavni zménu slozeni mléka v dusledku mastitidy zahrnuje pfitomnost somatickych bun¢k
(Jadhav et al. 2016). Somatické buriky slouzi jako hlavni obranna linie mlé¢né zlazy pred
nemocemi nebo intramamarnimi infekcemi (Baral et al. 2020). Jedna se o epitelidlni bunky
mlécné zlazy a bunky pochdzejici z krve, tj. leukocyty, monocyty, erytrocyty, makrofagy
a neutrofily (Jadhav et al. 2016). Somatické bunky mléka zahrnuji 75 % leukocyti a 25 %
epitelidlnich bunék (Sharma et al. 2011). PSB se pouziva jako hlavni z faktord hygienické
kvality mléka. ZvySeny pocet indikuje infekci mlécné Zlazy (Jadhav et al. 2016). Na PSB maji
vyznamny vliv Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus, proto jsou povazovany
za hlavni patogeny zpusobujici mastitidy (Keefe 2012).

Scherpenzeel et al. (2014) uvadi jako nizkou hodnotu PSB mezi 150-200 tis. buné¢k/ml. Naopak
za nevyhovujici PSB se podle Natizeni ¢. 853/2004 povazuji hodnoty nad 400 tis. bun¢k/ml.
Nekteré studie uvadéji, ze taktéz priliS nizké hodnoty PSB je abnormalni stav, ktery mize
korelovat s vys$si nachylnosti k mastitidé¢ (Rainard et al. 2018; Bach et al. 2021). Dojnice
s mirn€ vy$§im PSB mohou vykazovat vyssi rezistenci viici mastitidé (Rainard et al. 2018).
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3.7.4 Elektricka vodivost

Infekce vemene muize vést nejen ke zméné sloZeni nutrientd mléka, ale také zvySuje jeho
slanost. To se projevuje zménou elektrické vodivosti, ktera je dana koncentraci aniontl
a kationtli, zejména zvySenim hladiny chloridovych ionti a iontli sodiku (Paudyal et al. 2020).
Koncentrace chloridovych ionti se vlivem infekce mize navysit z 75-113mg/100ml
azna 130-198 mg/100 ml (Gaspardy et al. 2012). Vodivost se zvysSuje i vlivem ubytku
nevodivé laktozy (Caria et al. 2016). I pies zpochybnovani této metody, jako spolehlivé detekce
mastitid, je komerc¢né velmi dostupna a v mlékarnach bézné vyuzivana (Paudyal et al. 2020).
Bézna hodnota vodivosti mléka se pohybuje v rozmezi 4-5,5 mS/cm (Caria et al. 2016).
V ptipadé opakujici se zvySené vodivosti po dobu dvou a vice méteni o vice nez 15 %, mliZzeme
hovofit o podezieni na subklinickou mastitidu (Paudyal et al. 2020).

3.7.5 ELISA

Jednou z nejpouzivanéjsich imunologickych metod, které jsou zalozené na specifické vazbé
antigenu s protilatkou je metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Jedna
se 0 jednoduchou a rychlou laboratorni techniku (Aydin 2015), ktera se krom¢ detekce
mastitidy pouziva pii kontrole kvality v nejriznéjSich odvétvich primyslu (Baria s. r. 0. 2019)
a v lékarskych vyzkumech (Anonymous 2). ELISA se také vyuziva pro kvantifikaci bakterii.
Jeji citlivost je ale pro jejich pfimou kvantifikaci nedostatecna (Feligini et al. 2014). Byla
vynalezena na zaCatku 70. let minulého stoleti. Zpocatku byla detekce provadéna
radioimunoanalyzou s pouzitim protilatek znaCenych radioizotopy, ale kviili zdravotnim
rizikim byly vyvinuty metody pro chemickou vazbu protilatek na biologické enzymy (Aydin
2015). Nejcastéji pouzivanymi enzymy jsou galaktosidazy, glukézooxiddzy, peroxidazy
a alkalické fosfatdzy (Aydin 2015). Existuje né¢kolik modifikaci zakladni metody ELISA,
vSechny vSak vychdzeji ze stejnych zékladnich principt:
e Zachyceni — pifimd Ci nepifima imobilizace antigeni na povrch jamky
polystyrenové mikrodesticky.
e Blokovani desti¢ek — ptidani irelevantniho proteinu nebo jiné molekuly k pokryti
vSech nenasycenych vazebnych mist na povrchu jamky mikrodesticky.
e Sondovani / detekce — inkubace s antigenové specifickymi protilatkami, které
se afinitn¢ vazi na antigeny.
e Mc¢feni signalu — detekce signalu generovaného prostfednictvim piimého nebo
sekundarniho S$titku (tag) na konkrétni protilatce. (Anonymous 2).
V ptipadé diagnostik mastitidy se identifikuji urcité proteiny (Bentley Czech s. r. 0. 2013),
&i stafylokokové enterotoxiny jako Gidinné biomarkery (Stastkova et al. 2012). V piipadé
proniknuti mastitidniho patogenu do organismu dojnice dochdzi nejprve k systémové
nespecifické reakcei, kterou zprostiedkovavaji cytokiny. Tato imunitni reakce se mtize projevit
horeckou, snizeni chuti k jidlu, ale pfedevSim dochdzi ke zméné koncentrace nékterych
plazmatickych proteini (Soler et al. 2019).
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K diagnostice mastitidy se vyuziva naptiklad ptitomnosti téchto proteini:

e Milécny amyloid (MAA) se tvofi v mlééné Zlaze a objevuje se zejména pii akutni fazi
zanétu, kdy je jeho obsah az tisickrat vyssi nez u zdravych dojnic. Jaeger et al. (2017)
zjistili hodnoty koncentrace MAA vys§i nez 7,5 pg/ml, mezni hodnota se pfitom
pohybuje mezi 0,8 a 7,0 pg/ml.

e Inter alpha trypsin inhibitor heavy chain 4 (ITIH4) je sérovy protein, ktery se i€astni
inhibice zanétlivych bunck. Jeho hodnoty v infikovaném mléce jsou az dvanactkrat
vy$si. (Soler et al. 2019).

e Haptoglobin tento protein je vyznamnym biomarkerem mastitidy koz (Windria et al.
2021).

Metody zaloZené na imunoanalyze vyzaduji velice specifické protilatky, které jsou tézko

k dostani (Duradova et al. 2018). Cas reakce enzymu se substratem se pohybuje od 30 do 60

minut. Vysledky se vyhodnocuji pomoci spektofotometru pii vinové délce 400-600 nm

(Aydin 2015).

Metodu ELISA lze pouzit v nasledujicich uspotadénich:

1. PFima je oproti ostatnim modifikacim nejrychlejsi, protoze k jejimu provedeni je zapotiebi
méné kroki. Diky tomu je také mén€ néachylnd kchybam. Dochéazi k reakci
imobilizovaného antigenu na pevny povrch protilatky, znaceny enzymem. Ten nasledné
reaguje se substratem za vzniku méfitelné barevné zmény. Nevyhodou je jeji nizsi citlivost.
Imobilizace antigenu totiz neni specificka (Aydin 2015) a to kvili tomu, Ze vzorek obsahuje
n¢kolik proteind, véetné toho cilového — vSechny se vazi natu samou desti¢ku (Baria s. 1. 0.
2019).

2. Neprima-k identifikaci slouzi sekundarni protilatka oznacena enzymem, ktera je piidana
do séra. Béhem inkubace se u pozitivnich vzorkli vytvoii protilatky proti antigenu.
Po ptidani substratu pro enzym se stanovuje koncentrace (Aydin 2015). Vyssi citlivost
je déna tim, ze se primarni protilatka mize vazat na vice nez jednu sekundarni protilatku.
Diky moznosti pouziti univerzalni protilatky se jevi jako cenové vyhodnéjSi metoda.
s. 1.0.2019).

3. Sendvifova vyuzivd komplexnich proteinovych vzorkli, protoze dochédzi spise
k imobilizaci pouze specifického antigenu nezli proteinti. Charakteristické je pouziti dvou
protilatek specifickych na rizné epitopy (tj. konkrétni oblast antigenu, na kterou se vazou
protilatky) jednoho antigenu (Aydin 2015). Jedna z protilatek je navazana na povrch jamek
desticky a vychytava antigen ze vzorku (Soler et al. 2019). Druhd protilatka znacena
enzymem slouzi k detekci tohoto antigenu (Anonymous 2; Baria s. r. o. 2019).
Identifikovany protein se v podstat€ ,,zasekne* mezi dvéma protilatkami — odtud nese nazev
sendvi¢ova ELISA (Aydin 2015).

4. Kompetitivni vyuziva k detekci antigenu interference signalu. U této metody je povrch
jamek potazen antigenem specifickym pro protilatku. Testovany vzorek se nejprve smicha
s protilatkou a az poté se nanese na desticku. Nasledné se piida sekundarni znacCena
protilatka (Aydin 2015). Cim vice primérni protilatky bude vyvazano antigenem ze vzorku,
tim slabsi bude detekovany signal (Baria s.r.o. 2019).

24



3.7.6 MALDI-TOF MS

K identifikaci bakteridlnich druhi lze také pouzit hmotnostni spektroskopii pomoci laserové
desorpéni ionizace s matici (MALDI-TOF MS), ktera zajist'uje kontakt analyzované molekuly
s laserem tak, aby nedoslo k nezadouci fragmentaci. Analyzator méii ¢as potiebny k tomu, aby
kazdy iont dosahl detektoru a zaroven zaznamenava ¢as a trajektorii priletu (Duarte et al. 2015).
Metoda je zalozena na ziskani proteinového spektra (Carbonnelle et al. 2011; Alnakip et al.
2020). Jedna se o spolehlivou, snadno pouzitelnou a nakladové efektivni techniku, ktera
ma potencial nahradit ¢i doplnit konvencni fenotypovou identifikaci a dosdhnout hodnot
citlivosti a specificity 100 %. Nicmén¢ schopnost MALDI-TOF MS v identifikaci je omezena
na konkrétni spektralni databéze stavajicich z profili bakterialnich proteint. Tato technologie
je stale ptili§ ndkladna na to, aby mohla byt rozsitena v diagnostickych laboratotich (Duarte et
al. 2015).

MALDI-TOF MS vyzaduje pfevedeni na intaktni izolované ionizované molekuly v plynné fazi.
Poté se ionty po migraci v elektrickém poli oddéli podle své molekulové hmotnosti. Kazda
detekovana molekula je charakterizovana molekulovou hmotnosti, nabojem, a relativni
intenzitou signalu. (Carbonnelle et al. 2011).

Ngassam Tchamba et al. (2019) porovnavali tuto metodu s qPCR a dosli k vysledku, ze ob¢
metody maji vysledky na stejné trovni. Zasadnim rozdilem je, Zze databaze MALDI — TOF MS
jesté stale neobsahuje vSechny bakteridlni druhy, které se mohou vyskytovat v kravském mléce.
Dalsi srovnani provedli i Alnakip et al. (2020), kteti porovnavali metodu MALDI — TOF MS
a sekvenovani 16S rRNA. Autofi povazuji obé metody za rovnocenné, avSak spektroskopicka
metoda dosahla lepSiho vysledku, jelikoz bylo mozno identifikovat vice patogennich
mikroorganismi. Vyhodou MALDI-TOF MS je moznost rychlé identifikace bakterii, ktera
se pohybuje v fadu minut (Wieser et al. 2012).

3.8 Molekularné genetické metody

Vzhledem k problémlim, které souvisi s diagnostikou mastitidnich patogenti tradicnimi
mikrobiologickymi metodami, jako jsou doba trvani, ¢i faleSné negativni vysledky, se pro tyto
ucely zacaly vyuzivat molekularni metody zalozené na detekci nukleovych kyselin. Zamétuji
se na specifické sekvence bakterialniho genomu spise nez na fenotypovou expresi produkti,
které tyto sekvence koduji (Gillepsie & Oliver 2005).

Molekularni detekce patogennich mikroorganismi je zalozena na DNA amplifikaci cilového
patogenu. U¢inna extrakce DNA z patogennich bakterii je proto hlavnim krokem k efektivnimu
stanoveni (Cremonesi et al. 2006).

Pouziti molekuldrnich technik ve veterindrni diagnostice je béZznou zalezitosti. Tyto metody
maji potencidl detekovat patogen s vysokou citlivosti a specificitou. Nastup metody PCR spolu
s jejimi riznymi rozsifenimi, jako je multiplex PCR, real-time PCR apod., napomohl zvyseni
citlivosti téchto technologii (Ashraf & Imran 2018).
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3.8.1 Izolace nukleovych kyselin

Zakladnim krokem u vétSiny metod molekularni biologie je izolace nukleovych kyselin
za ucelem ziskat DNA nebo RNA patogennich bakterii. U detekce mastitidy se geneticka
informace bakterii izoluje nejcastéji pfimo z mléka. Brennecke et al. (2021) uvadi, ze slozky
patogenu, tj. DNA a endotoxiny, lze stale nalézt i v krvi zvifat, je ale sporné, do jaké miry
je mozné na tuto variantu spoléhat pti indikaci systémové 1é¢by. Divodem je, ze patogeny
z krve byly detekovany pouze u 1,4 % krav, které trp€ly klinickou mastitidou. Naopak metoda
izolace bakterii pfimo z mléka méla uspéSnost detekce témét 76 %.
DNA je potiebna v dostate¢né kvalité i mnozstvi. Kvalitou se rozumi dostate¢né koncentrovany
vzorek. DNA urcend k hybridizaci musi byt zbavena kontaminujicich latek jako jsou proteiny,
glykogen nebo ionty kovii (Smarda et al. 2005; Sana et al. 2017).
Prvnim krokem pfii zpracovavani jakéhokoliv biologického materialu je dezintegrace bunck,
popfipad€ tkani a jejich homogenizace. Pokud je to mozné, vzorek by mél byt Cerstvy,
popfipad€ zamrazeny ¢i lyofilizovany. Tim se zabrani degradaci nukleovych kyselin enzymy,
které jsou piitomné v bunééném extraktu.
Dalsim krokem je lyze, pii které dochazi k naruseni bunécné stény. Podle typu materidlu
pak Séna et al. (2017) rozlisuji lyzi:

¢ Biologickou — pomoci enzymi

e Chemickou — ptsobenim detergentii

e Fyzikalni — mechanické déleni, sonikace

e Kombinaci téchto metod
Stény bakteridlnich bunck se rozrusuji pomoci lysozymu, detergenti a chelatacniho ¢inidla.
Nejcastéji se pouziva ¢inidlo EDTA (etylendiaminotetraoctovoa kyselina), které destabilizuje
vngjsi bakteridlni membranu. Aby ziistala izolovand DNA neporusend, je tieba dbat a udrzovat
lyza¢ni smés v pufrovaném médiu a v chladu.
Ziskany lyzat vSak jest¢ kromé nukleovych kyselin obsahuje i dalsi bunécné slozky, proto
nasleduje jejich extrakce a purifikace. Z purifikované DNA se odstrani RNA, a to plisobenim
ribonukledzy. Pfidanim proteinazy K, se odstrani z bun&énych lyzati proteiny (Smarda et al.
2005; Kocarek 2007). Mezi novejsi techniky patii metoda, ve které se vyuziva pravé adsorpce
nukleovych kyselin na silikatovy povrch. Poslednim krokem izolace je precipitace DNA
alkoholem. Pravé diky srazeni alkoholem pfevedeme nukleovou kyselinu do mensiho objemu.
Agregat pak pii centrifugaci sedimentuje na dno zkumavky. Pokud je tteba DNA dlouhodobé
skladovat, je vhodné ji rozdélit do né&kolika alikvoti a zmrazit (Smarda et al.
2005; Kocarek 2007).
Pii purifikaci nukleovych kyselin na chromatografickych kolonkach (obrazek ¢. 4)
se kombinuji metody chromatografie a centrifugace. Tyto zplsoby zajistuji vzorky vysoké
Cistoty.
Prvnim krokem je gelova chromatografie. Mensi molekuly prostupuji pies napli do porézni
matrice, ¢imz se zpomali jejich pohyb kolonkou. Zatimco molekuly vétsi, nukleové kyseliny,
neprostupuji a prochazeji kolonkou rychleji. Tento typ purifikace piedstavuje ucinnou
alternativu k purifikaci DNA srazenim alkoholem. (Smarda et al. 2005).
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Obrazek ¢. 4 Izolace a purifikace nukleovych kyselin na chromatografickych kolonkach
(Smarda et al. 2005)

3.8.2 Stanoveni koncentrace DNA

Pro dalsi pouziti je Casto nutné stanovit koncentraci DNA ve vzorku. Nukleové kyseliny
absorbuji nejintenzivngji svétlo o vinové délce 260 nm. Z hodnot optické hustoty pak 1ze podle
empirickych vztaht stanovit koncentraci DNA ve vzorku. V soucasné dobé se pouziva metoda
spektrofotometrickd a fluorescencni.

Spektrofotometricka metoda

Jednd se o piimé spektrofotometrické stanoveni v UV svétle. Tuto metodu lze pouZit
za predpokladu, Ze koncentrace DNA je dostate¢na, tedy vyssi nez 25 mg/l a vzorek neni
vyznamné znecistény napf. bilkovinami. Co se tykd této metody, koncentraci lze vypocitat
z optické denzity vzorku (Rosypal et al. 2005; Kocarek 2007). Spektrofotometricka metoda
je vhodna pro rutinni méfeni koncentrace, diky uzivatelsky jednoduchému softwaru a casové
nenaro¢nosti. Nékteré spektofotometry dokazou zméfit koncentraci z minimalniho mnozstvi,
tj. <lul nefedéného roztoku. Dalsi vyhoda spociva v jejich cen¢ (Zvarova et al. 2012).

Znacna nevyhoda spociva v tom, ze z divodu absorpce UV zareni neni mozné pouzit sklenénou
kyvetu. Spektofotometrickym stanovenim navic neni mozné zjistit, jestli je DNA
fragmentovana a vlivem vysokého znecisténi mize dochazet k nepfesnym métenim — obsahuje-
li vzorek pftilis bilkovin, zmétena koncentrace je vyssi (Zvarova et al. 2012).
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Fluorescen¢ni metoda

Je vhodna v piipadé, Ze koncentrace nukleovych kyselin ve vzorku je nizka (niZsi nez 25 mg/1)
nebo také pokud je vzorek vyznamné znecistén piitomnosti jinych latek, jako jsou bilkoviny
(Kocarek 2007).

Toto stanoveni pouziva specidlné vyvinuta fluorescen¢ni barviva, kterd se vazou na nukleové
kyseliny a proteiny. Tato barviva emituji signal pouze v pfipadé, ze se navazou na specificky
cil (Zvarova et al. 2012). Vazou se na Sroubovice nukleovych kyselin a pii ozafeni UV svétlem
intenzivné fluoreskuji (Kocarek 2007). Pokud chceme zjistit miru kontaminace proteiny,
pouziva se jiné barvivo nez na nukleové kyseliny. Stejn¢ jako u spektrofotometrie nelze rozlisit
fragmentovanou DNA. Hlavni nevyhodou je Casova naro¢nost a cena fluorescencnich barviv
(Zvarova et al. 2012).

3.8.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jednou z nejpouzivanéjsich metod pii detekci patogenti z potravin je polymerazova fetézova
reakce (PCR) (Law et al. 2015). Jedna se o u¢inny a jednoduchy postup pro syntézu velkého
mnozstvi specifické DNA in vitro (Glick & Pateen 2017). Tato metoda byla vynalezena pred
témet 40 lety a umoziuje rozpoznani bakterialniho patogenu detekei specifické cilové sekvence
DNA (Law et al. 2015). PCR je schopna detekovat organismy, u kterych je alesponi ¢astecné
znama jejich sekvence a tim padem je mozné navrhnout pro tyto organismy primery (Houf et
al. 2000). Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct vybranych
usekt DNA ve sméru 5'— 3" pomoci DNA polymerazy. Zkoumany usek sekvence je ohranicen
piipojenim dvou primert, které se vazi na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3" konce
sméfuji proti sobé. Po piidani DNA polymerazy a nukleotid probiha syntéza novych vldken
na obou templatovych fetézcich protismérné. K syntéze DNA se uzivaji termostabilni
polymerazy pochdzejici ptimo z termofilnich mikroorganismi. Nejzndméjsi je pravdépodobné
Tag DNA polymerdaza z Thermus aquaticus, ktery odoldva vysokym teplotdm. Tyto
termostabilni polymerazy umoziiuji, aby syntéza DNA probihala opakované v cyklech (Smarda
et al. 2005).
Pii PCR se amplifikuje specificka cilova sekvence DNA v cyklickém procesu o tfech
zékladnich krocich:
e Uvodni denaturace

e Denaturace

e Anelace

e Extenze (elongace)
e Zavéretna elongace
V prvnim cyklu dochdzi k pocateni denaturaci. Dostatecna délka tohoto kroku zajisti uplné
rozpleteni dvousroubovice DNA (Schmidt et al. 2015). Nékteré polymerdzy jsou tzv. ,hot
start. Jejich ucelem je optimalizovat pozadovany vytézek reakce a zaroven potlacit
nespecifickou amplifikaci primerdt — dimert. Uvodnim zahiatim se dosahne inhibice
hybridizace primert (Green & Sambrook 2018). Dale je cilovd dvouvldknova DNA
denaturovéana do jednofetézcové DNA pii vysoké teploté. Poté dva jednovldknové syntetické
oligonukleotidy nebo specifické primery budou hybridizovat s fetézci DNA. Nésleduje
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elongace, kdy se primery komplementarni k jednotfetézcové DNA prodluzuji pritomnosti
deoxyribonukleotidli a termostabilni DNA polymerazy (Law et al. 2015). Na zavér dochazi
k zavérecné extenzi, ktera zajistuje plné dosyntetizovani produktti. Produkty amplifikace PCR
mohou byt vizualizovany na gelu pfi elektroforéze (Calonzi et al. 2020).

3.8.3.1 Ptiprava reakce

PCR reakci pfedchazi ptiprava reakéni smési. Ta obsahuje kromé vody a templatové DNA jeste
nasledujici slozky:

Reak¢ni pufr, ktery dodé reakci potfebnou koncentraci soli a potfebné pH. Koncentrace soli
ovlivituje specificitu reakce, protoze ovliviiuje specificitu nasedani primerii. U nékterych
vyrobci reakéni pufr obsahuje i MgClz, ktery je dulezity pro spravnou funkci polymerazy.
Volné nukleotidy (ANTP), primery a polymerazu.

Pro negativni kontrolu se vétSinou pouziva voda, pro pozitivni kontrolu naopak vzorek, ktery
nam zajisti pozadovany vysledek (Anonymous 1).

3.8.4 Gelova elektroforéza

Elektroforéza na agar6zovém gelu je efektivni zptisob separace nukleovych kyselin (Lee et al.
2012). Metoda je zalozena na pohybu molekul DNA. Ta je diky fosfatovym skupindm nabita
zaporng a ve stejnosmérném elektrickém poli se pti pH 8 bude pohybovat ke kladné elektrodé.
Gelovou elektroforézou se separuji molekuly DNA na zdklad¢ rozdilnych rychlosti pohybu
molekul DNA v agar6zovém gelu, které jsou neptimo imérné velikosti molekuly DNA (Lee et
al. 2012).

Agardza je polysacharid, ktery se sklada z jednotek D-galaktézy a anhydro-Lgalaktozy
(Zvérova et al. 2012). Pti elektroforéze se pouziva nejcastéji 1,5 % agardza, nebo gel na bazi
polyakrylamidu (Silva et al. 2021). Obrazek ¢. 5 na gelu zndzorfiuje detekci patogent
izolovanych z mléka. K negativni kontrole se pouziva nejcastéji voda (Parin et al. 2017).
Obecné plati, Ze ¢im vysSsi je koncentrace agardzy, tim mensi je velikost pord. Tradicni
DNA mensi nez 100 bp jsou ucinngji separovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém
gelu. Na rozdil od agar6zovych gelii je polyakrylamidova gelova matrice tvofena chemickou
reakci fizenou volnymi radikaly (Lee et al. 2012).
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M — marker, a — Streptococcus agalactiae, b — Streptococcus uberis ¢ — Streptococcus parasanguinis,
d — Streptococcus oralis, e — Enterococcus faecalis, f — Aerococcus viridans, g Lactococcus garvieae,
h — negativni kontrola

Obrazek €. 5 Gelova elektroforéza produkti multiplex PCR (Raemy et al. 2013)

3.8.5 Real-time PCR (qPCR)

Pro kvantitativni PCR v realném case se pouzivaji specidlni termocyklery (tzv. svételné
termocyklery), v jejichz nitru je vzorek ozafovan excitatnim UV zafenim, které indukuje
fluorescenci piislusného barviva. Po kazdém cyklu zméfi intenzitu fluorescence specidlni
detektor, jenz ptevadi vysledky do pocitace. Specializovany program pak pribézné neboli
v redlném Case zaznamenava koncentraci fluorescencniho barviva, které odpovidd mnozstvi
vzniklého amplikonu. Vyhodou je, ze relevantni vysledky lze casto odecist diive, nez
probéhnou vSechny naprogramované cykly (Kocarek 2007). Hlavnim rozdilem oproti
klasickému PCR testu tedy je, Ze qPCR umoziuje kontinudlné¢ monitorovat ptibyvajici
mnozstvi produktu v prabéhu celé reakce. Podminkou je pfitomnost fluorescenc¢ni latky, ktera
se specificky ¢&i nespecificky vadze na syntetizovanou DNA (Sana et al. 2017). Uritou
modifikaci je tzv. Multiplex real-time PCR, kterd se pouziva v diagnostice mastitidy. Metoda
je zaloZena na technice, pii které jsou specifické ¢asti z genomu riznych mikrobidlnich druha
(primery) zndsobeny a detekovany soucasn¢ ze vzorku mléka. Jedna se tedy o reakci, ve které
se vyuziva vice jak jeden par primert, které se vazi k riznym usekim templatové DNA (Hiitio
et al. 2018).

V optimalnich podminkach se mnozstvi zkoumané vysSetfované genové sekvence ve vzorku
s kazdym cyklem zdvojnasobi. Prahova hodnota (déle jen C: — threshold) reflektuje cyklus, kde
dochézi k nartstu fluorescence nad vizualni $um pozadi, které se v reakci vyskytuje. Cim diive
vy$si je mnozstvi DNA amplifikovaného patogenu ve vzorku. Maximalni pocet cykli je 40.
Vysledkem testu je seznam vSech detekovanych mikroorganismi a jejich hodnoty C: (Hiitid et
al. 2018). Tato metoda je diky své jednoduchosti, rychlosti a citlivosti idedlnim néstrojem pro
kvantifikaci nukleovych kyselin (Bustin et al. 2009). Amplifika¢ni kiivka (obrazek ¢. 6)
je tvofena hodnotami fluorescence vynesenymi do bodového grafu oproti jednotlivym cyklim
reakce, ve kterych byly detekovany (Sana et al. 2017). Vyhodnoceni pozitivni nebo negativni
reakce je zaloZzeno na ziskdni C: hodnoty a srovnanim této hodnoty s vnitini amplifikacni
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kontrolou (Taponen et al. 2009). Kvantifikace je Castéji provadéna bud’ jako relativni, kdy
se mnozstvi fluorescence testované¢ho vzorku porovnavd s mnozstvim fluorescence jiného
vzorku, nebo absolutni, kdy mnozstvi DNA odecitame z kalibra¢ni kiivky, které nam poskytne
vzoreck DNA o dané koncentraci (Anonymous 1) Pfitomnost Staphylococcus aureus je
povazovana v piipad¢, Ze hodnoty Ct dosahuji 19+ 0.9. Streptococcus uberis vykazuje hodnoty
Ci 11,3 £0,5. Str. agalactiae vykazuje Ct 16,1 + 0,5 (Gillespie & Oliver 2005).
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0.06
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Ct- 29-30

0.04 Ct- 25-26

Ct~ 22-23
0.03 Ct- 18-19
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Cyklus

Obrazek €. 6 Amplifikacni kiivka real — time PCR (Taponen et al. 2009)
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PathoProof Mastitis PCR Assay

PathoProof Mastitis PCR Assay je komercni kit pro qPCR analyzu. Test zahrnuje predem
stanovené oligonukleotidy pro cilové genové sekvence urCitych mikrobidlnich druhd, které
nejCastéji zplisobuji mastitidu. Je schopen identifikovat vSechny hlavni bakterie z kravského
mléka (Hiitio et al. 2018). Kit slouzi pro pfesnou identifikaci bakterii z kravského mléka
pomoci kvantitativni qPCR. Sada obsahuje vSechna potiebnad cinidla pro izolaci DNA
a naslednou qPCR reakci.

Kromé o poznani rychlejsim vysledkiim a jednoduchosti piipravy jeho vyhoda spociva také
v minimalizaci rizika kontaminace v laboratofi. Detekci je moZzno provadét u syrového,
mrazeného nebo konzervovaného mléka (Thermo Fisher Scientific 2014).
K dispozici jsou celkem 4 reagenc¢ni sady, PathoProof Mastitis Complete — 16 Kit PathoProof,
Mastitis Complete - 12 Kit pro identifikace hlavnich mastitidu zpisobujicich bakterii,
PathoProof Mastitis Major - 3 Kit, PathoProof Mastitis Major - 4 Kit pro identifikaci vysoce
nakazlivych bakterii. Naptiklad pomoci Mastitis Complete — 12 Kitu je mozné identifikovat
tyto bakterialni druhy ¢i skupiny:

e Staphylococcus aureus

e Enterococcus spp.

o Corynebacterium bovis

e FEscherichia coli

o Streptococcus dysgalactiae

e Staphylococcus spp. (véetné Staphylococcus aureus a CoNS)

e Streptococcus agalactiae

e Streptococcus uberis

e Klebsiella oxytoca

e Serratia marcescens

e Arcanobacterium pyogenes

e [-lactamézovy gen (zodpoveédny za rezistenci staphylokokii na penicilin)
Pro detekci bakteridlnich plivodcti mastitid se ziskand data analyzuji pomoci softwarové
aplikace Norden Lab Mastitis Studio (Thermo Fisher Scientific 2014).
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3.8.6 Castetné sekvenovani 16S rRNA

V 80. letech byl zahijen vyvoj nového standardu pro identifikaci bakterii. Ukézalo
se, ze fylogenetické vztahy bakterii lze urCovat srovnanim ¢asti genetického kodu. Jedna
se o stanoveni nukleotidové sekvence nukleotidli jejich genu kodujiciho 16S podjednotku
ribosomalni RNA (obrazek ¢. 7) (Clarridge 2004). Parin et al. (2017) uvadéji délku genu
na 1400 paru bazi (bp), Clarridge (2004) az 1550 bp. Navic jej lze srovnavat nejen mezi vSemi
bakteriemi, ale také s genem 16S rRNA archeobakterii a s genem 18S rRNA eukaryot
(Clarridge 2004). Byla vyvinuta metoda PCR pro detekci Strep. agalactiae v mléce, ktera
se zam¢tovala na konzervované oblasti uvniti 16S rRNA. (Gillespie & Oliver 2005). Gen 16S
rRNA nemusi byt identicky pro vSechny organismy. Mize se v pribéhu evoluce ménit
a rychlost zmény se miZe liSit na riznych mistech v celém genu 16S rRNA, tzv. ,,hot spots®,
které vykazuji vétsi pocet mutaci. Bakteridlni genomova DNA je extrahovéna z celych bunck
pomoci komercnich kit a nasledné je pouzitd jako templat PCR pro amplifikaci (Clarridge
2004). Sekvence ziskané jako elektroforeogramy jsou vizualizovany pomoci softwaru (Salina
et al. 2020). Tyto sekvence se dale porovnavaji s dostupnymi databazemi. Sekvencni diverzita,
ktera poskytuje schopnost rozlisSovat mezi bakterialnimi druhy, se li$i nap#i¢ genem 16S rRNA
Sekvenovani genti 16S rRNA, které nevyzaduje kultivaci, nabizi zptlisob, jak obejit hlavni
nevyhody identifikace zalozené prave na kultivaci (Watts et al. 2017). Sekvenovani 16S rRNA
primert. Nicméné v klinickém prostiedi bylo obzvlaste uzitecné v ptipadech, kdy jsou bakterie
neidentifikovatelné kultivaci, protoze jsou naro¢né, neobvyklé nebo biochemicky neaktivni
(Watts et al. 2017).

Ziskan¢ sekvence byly analyzovany a porovnany s kmeny z GenBank. Charakterizace
umoziovala identifikaci na urovni poddruhu. Ziskané genové sekvence 16S rRNA byly
uloZeny do databaze GenBank (Alnakip et al. 2020).
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Obrazek ¢. 7 16S rRNA (Center for Molecular Biology of RNA 2021)
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3.8.7 DNA ¢Cipy a hybridizace

Mezi dalsi zptisoby detekce mastitidnich patogeni na molekuldrné genetické urovni spadé
technologie microarrays a hybridizace/blotting (El-Sayed et al. 2017).

Kombinace hybridizace/blottingu mutize byt pouzita k nalezeni korelace mezi proteiny
a fragmentem DNA a ke zjisténi, které geny jsou odpovédné za produkci urcitych proteinti.
Na rozdil od PCR zavisi koncept hybridizace na pouziti jednofetézcové DNA sondy znacené
fluoroforem, ktera je mnohem del$i nez oligonukleotidové primery pouzité v PCR (El-Sayed et
al. 2017). Dle mnozstvi navazané cilové DNA se projevi intenzita fluorescen¢niho signalu
(Stastkova et al. 2012).

Oligonukleotidové DNA Cipy se skladaji ze sklenénych skli¢ek nebo Cipi, které jsou potazeny
az stovkami specifickych oligonukleotidovych sond, tyto sondy jsou chemicky syntetizované
jako kratké sekvence v rozsahu od 25 do 80 paru bazi (Law et al., 2015). Cilova molekula, ktera
ma byt analyzovana (DNA nebo protein) je oznacena a hybridizovana rozpoznavacimi
sondami. Signal generovany vazanym oznacenym cilem umoziluje identifikaci na zakladé
znamych umisténi sond. Oligonukleotidové mikrocCipy jsou Siroce pouzivany také pro analyzu
genové exprese (Rasooly & Herold 2008). Tyto ¢ipy jsou schopné detekce na kvantitativni
1 kvalitativni arovni. Navic umoziuji sledovat az n¢kolik stovek tisekiit DNA v jedné reakci
(Stastkova et al. 2012).

Lee et al. (2008) ptedstavili bioCip, ktery dokéze detekovat tyto mastitidni patogeny:
Corynebacterium bovis, Mycoplasma bovis, Staphylococcus aureus a Streptococcus spp., Str.
agalactiae, Str. bovis, Str. dysgalactiae a Str. uberis. Detekce se sklada ze Ctyt zakladnich
kroku-extrakce DNA, PCR, hybridizace DNA a kolorimetrické reakce.

Tyto metody ale zatim nejsou vyvinuty tak, aby spliovaly zasadni pozadavky pro detekci
mastitidnich patogenti. Jejich Casova a technickd narocnost nalézd vyraznéjs$i uplatnéni
ve vyzkumnych laboratotich (EI-Sayed et al. 2017).
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3.9 Srovnani kultiva¢nich a molekularné genetickych metod

V soucasné dobé se za nejpouzivangj$i molekularné genetickou metodu v ramci detekce
mastitidy povazuje pravé PCR. UmozZiuje vyrazné rychlejsi a citlivéjsi vysledek neZ kultivace.
Zaroven ma také moznost identifikovat rizné druhy v zavislosti na pouzitém druhu primeru
(Salina et al. 2020). Koskinen et al. (2009) uvadéji ve svém vyzkumu az 100% presnost detekce
pomoci PCR, Gillepsie & Oliver (2005) uvadégji presnost gPCR metody 96,4 %. Molekularné
genetické metody umoziuji detekovat bakterie béhem nékolika hodin (Gillepsie & Oliver
2005). Oproti tomu standardni konvenéni mikrobiologické a biochemické metody vyzaduji vice
nez 72 hodin (Amin & Hamouda 2011).

Snad nejvétsi vyhodou diagnostickych testii zalozenych na detekci DNA je, Ze tyto metody
se zam&fuji spiSe na jedinecné slozeni nukleovych kyselin bakteridlntho genomu neZz
na fenotypovou expresi produktl, které nukleové kyseliny koduji. Proto identifikacni testy
zalozené na piitomnosti DNA podléhaji nesmirné variabilit¢ ve srovnani s diagnostickymi
metodami zaloZzenymi na fenotypové charakterizaci. Identifika¢ni systémy zaloZzené na DNA
jsou zaméfeny na specifické patogeny, umoziuji rychly screening velkého pocétu patogent
soucasn¢ a poskytuji definitivni potvrzeni patogeni (Gillespie & Oliver 2005).

Nicméné s testovanim mastitidnich patogentt pomoci PCR je spojeno iné€kolik problémtl.
Naptiklad amplifikované vzorky S. agalactiae a S. dysgalactiae se 1181 pouze o cca 6 bp, coz
jevpiipadé vizualizace na agarézovém gelu nerozeznatelné. Re$enim je pouziti
polyakrylamidovych gelii (Phuektes et al. 2001), protoze ma vyssi délici schopnost (Zvarova et
al. 2012). JelikoZz mastitidu muize zplsobovat az 130 riznych druhG mikroorganismi
a molekuldrni metody lze pouzit jen na ty, na které byly navrzeny primery, v tomto ohledu
je vyhodnéjsi pouziti kultivacnich metod — ty mohou identifikovat vétSinu druhii (Phuektes et
al. 2001).

Negativni kultura mize byt vysledkem rezidualnich antibiotik po antibiotické terapii nebo
nizkého poctu patogenii ve vzorku (Gillespie & Oliver 2005). Ve vzorcich obsahujicich vice
nez jeden patogen miize jeden bakterialni druh potlacit rast jinych druht. Nékteré bakteridlni
druhy navic vyZaduji del$i dobu pro sviij rist, naptiklad Mycoplasma (Ashraf & Imran 2018).
Také mlize dochéazet k tomu, Ze nékteré bakterie v kultivaénim médiu nerostou vibec (Taponen
et al. 2009).

Naopak molekularné geneticky zalozené metody jsou schopné zachytit infekci i v raném stadiu.
Vyhodou multiplex PCR v porovnéani s konvenéni PCR je efektivita nakladi. Vykazuje vyssi
citlivost pii detekci S. aureus a S. uberis. Z téchto diivodu je vhodnéjsi pro rutinni diagnostiku
(Phuektes et al. 2001).

Screening bakterialnich ptiivodcti mastitid metodou multiplex qPCR, ktery zahrnuje identifikaci
minimdlné 15 bakteridlnich patogenl, se miiZze vysSplhat az na castku 1000 Kc/vzorek.
V ptipadé PCR testu, ktery nabizi identifikaci pouze jednoho konkrétniho patogenu, napiiklad
Mycoplasma bovis — cena €ini 550 K¢/vzorek. (Statni veterinarni Gstav Jihlava 2020).
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4  Zavér

Spravna a pohotova diagnostika mastitidy je nesmirné dilezitd nejen pro kontrolu a prevenci
mastitid, ale také pro zajisténi zdravotné nezavadného mléka a mlécnych vyrobka na trhu.
Vcasna identifikace patogenii je také vyznamnym faktorem v néasledné antibiotické 1écbé.
zpisobovat hned nckolik patogennich mikroorganismt. Nejcastéji se vSak vyskytuji
Streptococcus aureus a Staphylococcus uberis.

Rada studii uvadi, ze pokud se do detekce mastitid a identifikace patogent, které ji zptisobuji
investuje vyssi ¢astka, nez je tomu v prevazné vétSin€é doposud, mohlo by se tak predejit
znaénému rozsifeni pravé obavanému subklinickému typu mastitidy. Co se tyka stajovych testi
jako orientacni, ale ptfedevsim rychlé detekce, své uplatnéni najdou jak na malych farmach, tak
ve vétSich provozech.

Ptestoze jsou tradicni kultivaéni metody diagnostiky stale povazovany za zlaty standard pfi
identifikaci mikroorganismli v souvislosti s mastitidou, vykazuji hned né¢kolik nedostatk,
z nichZz nejvyznamnégjsi je relativné dlouhd doba analyzy. Navic mohou vykazovat faleSné
negativni vysledky, coz miZe v rdmci subklinické mastitidy znamenat ohroZeni pro celé stado.
I diky tomu se zacinaji dostavat do poptedi zajmu molekularné genetické metody, které nabize;ji
0 poznani rychlejsi dobu analyzy a mnohem citlivéjsi vysledky. Na druhou stranu, metody
zalozené na identifikaci DNA maji zna¢nou nevyhodu, kterd je pro nékteré farmy rozhodujici,
ato je cena. Ta se v pripad¢ qPCR testu pohybuje okolo 1000 K¢/vzorek. Aby byly tyto metody
cenové dostupnéjsi, dochazi k jejich neustalému zdokonalovani. Cilem tohoto vyvoje je nejen
snizeni nékladi na provedeni, ale také zjednoduSeni téchto metod, a to proto, aby bylo
v budoucnu mozné tyto metody provadét piimo na farmdch bez nutnosti pifevozu vzorkl
do laboratofi.
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