Faremni kultivace
v systému kontroly mastitid

STEP BY STEP



Faremni diagnostiku puvodct mastitid

A. - neznam

B.—znam, ale na farmé nepouzivam

C. — pouzivam pouze pro urceni, zda mastitidu lécit ATB

D. — pouzivdam pro identifikaci patogenl( a naslednou cilenou Iécbu

MVDr. Miroslav VEris

Slavétin nad Metuji 18, 549 01 Nové Mésto nad Metuji
Tel.: 00420 603218079 Email: m.veris@tiscali.cz




|. Depistaz spektra patogenu

PCR - polymerasova retézova reakce (polymerase chain
reaction)

Molekularné biologicke vysSetieni. Detekce DNA patogent
metodou multiplex real-time PCR. Tato metoda neumoznuje
kvantitativni hodnoceni.

Presne, citlive ( zachyti od 1 kusu zive 1 mrtvé bakterie)
Odebira z bazénu, 500ml mléka sterilné

Specialni sklenéné odbérné nadoby poskytuje a vysSetieni v
Cechach provadi Statni veterinarni istav Olomouc a Jihlava

Tato depistaz se kvalitativné neda nahradit jakymkoli
mnozstvim standartné vySetrovanych vzorku



Depistaz spektra patogenu

Protokol pouzivany v Cechach v SVU Jihlava a Olomouc

Molekularné biologicke vySetieni. Detekce DNA bakterialnich piivodcii mastitid
Metoda: multiplex real-time PCR

Cislo vzorku .........

Piivodce Vysledek

Staphylococcus aureus
Enterococcus sp.
Corynebacterium bovis

Pouziva se SET DG mastitid pro 12 druhi..... 800,- K¢
Gen pro s-laktamazu Extra PCR vy3etfeni Mycoplasma bovis 600,- K¢&
Escherichia coli Prothoteca

Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus sp
Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis
Klebsiella sp.

Serratia marcescens
Arcanobacterium pyogenes

2000.-K¢




2. Vybér vhodné faremni diagnostiky

Vybér faremni diagnostiky zavisi na spektru zachycenych patogen.
Pokud se nenajde druh, ktery vyzaduje presnou identifikaci z divodu
specificke 1éCby, muzeme stanovit jednotny protokol leCby a bézny
typ faremni diagnostiky (v Cechach se jedna o cca 20% farem).
Priklad:

Tri-Plate:

3" swab MTKT Media

1* swab Factor Media



Co je to protokol |écby mastitid na farme ?

Zpusob léceni mastitid, zahrnuje ATB i dalSi terapeutika

Priklady:
Monoantibioticky PL — zpravidla IMM pouziti nejnovejsiho ATB

Viceantibioticky PL - IMM aplikatory s vice synergné pUsobicimi ATB

Postupny PL — nejdrive se nasadi levné IMM ATB jako |ék prvni volby, pri
selhani terapie se aplikuje drahé IMM abt, v pripadném 3. kole
nasleduje INJ ATB lécba

Cileny PL — nejprve se urci druh patogena, ktery zpUsobil mastitidu, poté
se na zakladé znamé citlivosti nasadi odpovidajici ATB




V)’fbér vhodné faremni diagnostiky

Mt@Sl:

_Mastitis Diagnostic Set

SOUPRAVA PRO RYCHLOU DIAGNOSTIKU
PUVODCE MASTITID U DOJNIC

cilené pouziti antibiotik pi1 stanoveni puivodce mastitidy a citlivosti k ATB
minimalizace pouziti antibiotik s indikacnim omezenim
efektivni prace se stadem dojnic v ramci antimastitidniho programu

~~N

Vyrobce v Ceské republice: LabMediaServis s.r.o., Jaroméf
www.labmediaservis.cz



PM test obsahuje

1. tiisektorovou petrin0 misku se tfemi originalnimi multichromovymi
agary. Kazdy sektor misky umozZnuje rist jedné skupiny piivodcii mastitid u
krav (Streptokoky, Stafolokoky a G- bakterie), zatimco ostatni bakterie jsou
inhibovany. Kolonie jednotlivych druhi bakterii vyrostou ve specificke barvé.

2. sterilni jednorazovou zkumavku

3. jednorazovy dezinfekéni tampon
pro ocCisténi hrotu struku

4. sterilni jednorazovou klicku pro

naneseni vzoru mléka ze zkumavky
na povrch agar v petrino misce.

Cena za 1 PM test 85 K¢,-




Postup provedeni PM testu

* Asepticky odebrany vzorek mléka naneseme na povrchy vSech tfi
agaru , misku PM testu uzavieme vickem a v pozict dnem vzhuru
ulozime do inkubatoru.

* Inkubujeme pii teploté 37,5 +£0,1°C a 55% relativni vlhkosti po
22 (max 28) hodin. Tato doba je dostaCujici k narustu
mikrobialnich kolonii ze zarodku ptritomnych v naneseném vzorku
mléka.

K inkubaci mizeme pouzit medicinsky nebo jiny komeréné
dostupny inkubator, rozhoduje citlivost a udrzeni pozadovanych
parametru.



3. Depistaz zastoupeni patogentu v chovu

Zavedeni PM testu na farmé musi provést odbornik

- identifikuje spektrum patogent pro konkrétni stado (pfi uzavieném
obratu stada zpravidla 5-10 druht se stabilnim vyskytem na farmg¢)

- urCi jejich poradi dle zavaznosti (morbidita, kontagiozita)

- vyhotovi textovy a fotograficky manual identifikace patogent pro
navStivenou farmu

- zajisti kontrolu kolonii na MALDITOFU — bezpodmine¢né nutné

- stanovi citlivosti na antibiotika IN VITRO

Hmotnostni spektrometr MALDI TOF dokazZe vzorek
bakteridlniho kmene odebraného primo z povrchu PMtestu
rozstrelit nanosekundovym laserem na castice vrzené do
vakua v detektoru, kde se zméfri jejich rychlost. Ta je Umérna

jejich hmotnosti a pocitacové vyhodnoceni hmotnostnich
spekter umoznuje identifikaci vzorku z databaze 4000
znamych mikroorganismd. VySetieni v CR provadi SVU
Olomouc a Jihlava v cené cca 50 K¢,-/ vzorek




Depistaz zastoupeni patogenu v chovu

V mlécné Zlaze vice nez 200 druhii mikroorganismi, u 100 z nich patogenita

kvantifikace patogenii mlécn¢ Zlazy — nutnost zmapovat vyskyt kmenl zachycenych
PCR metodou

Odbér vzorki cca 10% krav u stad do100 kusii a dalSich 5% z poctu krav nad 100
kust

Min. 5 odstiikl pfed odbérem, asepticky odbér vzorkii mléka
Vzorky mléka pro depistaz se vybiraji ze 3 skupin krav:

1. skupina: Dojnice do 3 mésicl po oteleni, nelécené v uplynulém tydnu,
kterym se mezi predposledni a posledni kontrolou uzitkovosti vyrazné (cca o
50 - 100%) zvysil pocet bunécnych elementl. Odebiraji se plné vzorky (full
samples) mléka

2. skupina: Dojnice kratce pred zasuSenim, které mély v laktaci opakuijici se
mastitidy nebo maiji zvyseny pocet bunécnych elementl. Odebiraji se plné
vzorky (full samples) mléka

3. skupina: Dojnice s novou dosud nelé¢enou mastitidou (pocet - co se
najde), odebira se ¢tvrtovy vzorek (quarter sample)z postizené ctvrti.




Depistaz zastoupeni patogenu v chovu

Priklady z praxe a vysledky

Skupina 1: 18 kus( dojnic

1. Farma A’ 280 kS krav Skupina 2: 18 kusl dojnic

Skupina 3: eventualni mastitidy

Skupina 1: 30 ks dojnic
2. Farma B, 490 ks krav FEtErm el bt

Skupina 3: eventualni mastitidy

Skupina 1: 10 ks dojnic
3. Farma C, 90 ks krav B b

Skupina 3: eventualni mastitidy




Sestaveni protokola 1é¢b

Co znamena zachyt bakterie Streptococcus agalactiae ?

A. — provedu ozdravovani chovu vyrazenim nakazenych dojnic

po cilené depistazi 1é¢im IMM ATB postizené Ctvrti

C. —je nakazliva, ale potladi ji zoohygienicka opatfeni na dojirné

D. — neznam, neresim, nejde o zasadni problém

PCR (Mbov) Molekularné biologickym vySetfenim Real-Time PCR nebyla zjisténa prfitomnost DNA Mycoplasma bovis.



Klebsiella oxytoca

STEP 2.
Proskoleni prace se sety faremni diagnostiky
Primarni depistaz na farmé
Ovéreni nalezi - Malditof (laborator)

PCR POZITIVNI:  Streptococcus dysgalactiae

Staphylococcus sp.
Streptococcus agalactiae

Staphylococcus equorum Enterococus faecalis



Streptococcous
agalactiae

- Na PM testu roste v
svétlemodrych koloniich
na STR sektoru

- Lécka intramammarni,
vysoce uspesna

- Nafarmach CR v
soucasné dobe ménée
Casty nalez



STEP 3.

SCC pres

IMM Chymotripsinum

3x po 24hod
SCC pr
G- mastitida pres

‘o ~ Mast
, ’ 400 tisic 6x po 12hod
KONTROLA Bez ndlezu

UZITKOVOST patogend
Nejsou klinické zmény
‘ IMM Prednisolonum
LokalIni klinika (Ctvrt) 2-5x po 24hod, mast

Kriteria
Celkova klinika (hore¢ka) » Drenc 501, (INJ ATB)
INJ NSAID 2-5x po 24hod

200 dnti p.p.
SB 0 100%
KN » Smés KNS
\ Evidence
Monokultura

800 tisic

Sestaveni systému kontroly mastitid
Vypracovani protokolt |écby

Patrné
probéhla

Klebsiella

Poskozeny

strukovy
kanalek

\

S.dysgalactiae

p IMM Amoxicillinum

KLINICKA ; 3x po 24hod + mast
S. agalactiae

MASTITIDA




Farma A, mastitidy 2016

02 03 04 05 06 07 08 09 10
2016
2 6

428 446 423 480 362 412 346 356 325 304 327 282

22 15 19 12 5 2 0 1 0
? ? ? 4 3 2 0 1 0 3 1 2
? ? ? 8 3 4 5 7 4 7 4 5
18 21 16 2 1 2 5 3 5 2 4 4

572 7436 6136 7592 4368 5642 3536 1768 2132 1300 1690 1508
0

o a -
o a -
~



Farma A, Streptococcus agalactiae
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Sestaveni protokolu 1écby

Farma B, 490 krav

Molekularné biologicke vysetfeni. Detekce DNA bakterialnich pivodcli mastitid

Metoda: multiplex real-time PCR

Cislo vzorku: xxxxxxxxx
Pavodce

Vysledek

Staphylococcus aureus
Enterococcus sp.
Corynebacterium bovis
Gen pro s-laktamazu
Escherichia coli
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus sp.
Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis
Klebsiella sp.

Serratia marcescens

Arcanobacterium pyogenes

Prekultivace
Cil vysetfeni / metoda
Mycoplasma bovis

PCR (Mbov) Molekularné biologickym vySetfenim Real-Time PCR nebyla zjisténa prfitomnost DNA Mycoplasma bovis.

pozitivni
pozitivni
negativni
negativni
pozitivni
negativni
pozitivni
negativni
negativni
negativni
pozitivni
negativni

vysetieno vzorkl

1

STEP 1.

Vysetrfeni bazénového vzorku mléka
pomoci metody PCR (SVU lJihlava)

negativni pozitivni dubiozni
1 0 0



STEP 2.

Proskoleni prace se sety faremni diagnostiky
Primarni depistaz na farmé
Ovéreni nalezi - Malditof (laborator)

PCR POZITIVNI:  Staphylococcus aureus
. /Enterococcus sp.
- Escherichia coli
_ |Staphylococcus sp.
' |Serratia marcescens

S.chromogenes

Staphylococcus xylosus

Pseudomonas aeruginosa



Staphylococcus
aureus

Na PM testu roste v
razovych koloniich na
STA sektoru

Subklinické, recidivuijici
(po 6 tydnech)mastitidy

Dokaze prezit uvnitr
bilych krvinek, kde je
nelécitelny ATB

LéCi se pri zaprahovani
Pro ozdraveni stada
nutny systém opatreni




STEP 3.
Sestaveni systému kontroly mastitid

Vypracovani protokolt |écby

SCC pres IMM
’ 800 tisic Chymotripsinum
2x po 24hod
SCC pres
400 tisic

Nejsou klinické zmény

Patrné
probéhla
G- mastitida

\YEN
6x po 12hod

KONTROLA Bez nalezu
UZITKOVOST patogenl

IMM Prednisolonum
- LokalIni klinika (Ctvrt) ‘ 2-5X po 24hod + mast
KRITERIA E. coli
1.KU nad 300 tis. Drenc 501, (INJ ATB)
95?3‘:)“:0’()).‘;' Celkova klinika (horecka) » INJ NSAID 2-5x po 24hod

| serraciam. ] — MM Cefoperazone
3x po 24hod + mast
Pseudomonas Identifikace ST
d aeruginosa inf. Ctvrti
S. chromogenes

Patrnée
S.epidermidis » Smés KNS » poskozeny
S.xylosus kanalek
IMM_Amoxicillinum
KLINICKA Staphy|ococcus ’ Monokultura ‘ 3x po 24hod + mast
MASTITIDA aureus
3 B

» Ojedinély PFi » IMM PC oCeannium :
nalez zaprahovani Ochranna lhata nad 50 dnu

IMM Cefquinomum 3x po 12hod
INJ Cefquinomum 4x po 24hod

Po dobu 12 mésict
vSechny kravy
pred zasuSenim




Farma B, mastltldy 2016
02 03 08
I N N A N N Y

426 382 406 431 384 290 316 357 311 283 262 294

- - - 135 102 88 84 89 79 87 82 84

- - - 22 18 19 11 7 4 5 3 4
: _ - 3 2 4 1 4 2 3 2 4
29 32 35 1 0 1 1 2 1 2 0 1

10920 12636 12870 49920 35568 38402 22750 17264 9620 10946 6318 12116




Farma B, mastitidy 2017

- 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017

268 312 261 226 243 238 222 259 245 230

73 76 62 26 25 22 28 27 22 23

2 4 0 2 1 0 0 1 0 0
5 5 3 2 3 4 4 2 5 3
1 4 1 2 0 1 4 5 2 1

5824 9260 2236 6318 2574 2028 5408 7930 2912 2158




Farma B, Staphylococcus aureus
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Sestaveni protokolu 1écby

Farma C, 90krav

Molekularné biologicke vysetfeni. Detekce DNA bakterialnich pivodcli mastitid
Metoda: multiplex real-time PCR
Cislo vzorku: xxxxxxxxx

Pivodce Vysledek

Staphylococcus aureus negativni

Enterococcus sp. negativni

Corynebacterium bovis negativni STEP 1.

Gen pro s-laktamazu negativi Vysetieni bazénového vzorku mléka
Escherichia coli pozitivni pomoci metody PCR (SVU Jihlava)
Streptococcus dysgalactiae pozitivni

Staphylococcus sp. pozitivni

Streptococcus agalactiae negativni

Streptococcus uberis pozitivni

Klebsiella sp. pozitivni

Serratia marcescens pozitivni

Arcanobacterium pyogenes negativni

Prekultivace

Cil vysetfeni / metoda vysetieno vzorkl negativni pozitivni dubiozni
Mycoplasma bovis 1 1 0 0

PCR (Mbov) Molekularné biologickym vySetfenim Real-Time PCR nebyla zjisténa prfitomnost DNA Mycoplasma bovis.



STEP 2.

Proskoleni prace se sety faremni diagnostiky P
Primarni depistaz na farmé
Ovéreni nalezli - Malditof (laboratofr)

(;\‘\S@?‘ — :

PCR POZITIVNI:  Escherichia coli Staphylococcus xylosus

Streptococcus dysgalactiae N
Staphylococcus sp. —

Streptococcus uberis
Klebsiella sp.
Serratia marcesce

\ §

&




ProC je standartni lécba Streptococus uberis neuspéesna ?

A.—je to nakazlivy patogen, rychle se rozsifuje a znovu napada ctvrt

-vytvari loziska, v kterych ho znié¢i jen dlouhodobé plisobeni dobre
penetrujiciho ATB

C.— ATB na neho neucinkuji

D.—je odolny environmentalni patogen a neda se znicit



STEP 3.

SCC pres MM :
Chymotrypsinum
. ‘ 800 tisic —y—zp— T
Sestaveni systému kontroly mastitid X PO 2410
Vypracovani protokol 1é¢by orob&hla Viast
o 400 tisic
G- mastitida 6x po 12hod

7

KONTROLA Bez ndlezu

. o Nejsou klinické zmény

patogenu

VATKOVOST \. IMM Prednisolonum

r ‘ 2-5x po 24hod + mast
' = @l Lokalni klinika (Ctvrt)

J

| e Drent 501, (INJ ATB)
Kriteria Celkova klinika (horecka) » INJ NSAID 2-5x po 24hod
150 dnl p.p.
SB 0 50% [ )

Serracia IMM Cefquinomum
5 ) 3x po 24hod + mast

e PosSkozeny
%omogenes » Smes KNS » strukovy kanalek » Evidence

J

KNS
\

e

.

N\ MM Amoxicillinum

3x po 24hod + mast
S.dysgalactiae
J
. Ojedinély nalez ‘ Evidence

MASTITIDA S. uberis
\_ y » Monokultura ‘

J

KLINICKA

IMM Pirlimycinum

8x po 24hod + mast



Farma C, mastididy 2016

- 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016 2016

314 326 286 310 275 296 382 374 349 332 273 255

- - - z - - - 32 11 6 5 5
? ? ? ? ? ? ? 6 4 2 3 2
? ? ? ? ? ? ? 5 2 1 0 1
? ? ? ? ? ? ? 3 0 1 2 2
5 3 5 4 5 11 13 8 2 0 0 1

1456 832 1248 1118 1612 3796 3926 8086 4628 1872 2574 1976




Farma C, mastitidy 2017

- 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017 2017

238 289 233 218 186 215 231 202 182 189

6 5 5 7 5 5 8 7 4 6
2 0 0 2 1 0 2 0 0 1
1 0 0 2 0 2 1 1 0 1
0 1 0 1 1 0 2 3 1 1
0 1 1 0 1 1 2 2 1 0

1690 728 572 1820 962 650 2158 1092 416 988




Farma C, Streptococcus uberis
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Sestaveni protokolu 1é¢by, casovy harmonogram
rady z praxe

Pti zavadéni systému kontroly mastitid z prvni kontroly uZitkovosti provétime
PM testem kravy nad 1 milion SCC

Z nich bez nalezu bakterii bude cca 60% (vétSinou s ireverzibiln€ poSkozenym
parenchymem mlécné 71azy) — bez rizika nakazeni pro zdravé dojnice

Zbyvajicich cca 40% bude pozitivnich na narlist patogenii

U krav se zachytem mikroorganismu nelécitelnych ATB - M. bovis, Pseudomonas,
Prothoteca, Nocardia identitikujeme postiZenou ¢tvrt’ (¢tvrtove hodnoty SB) a
provedeme nucené zasuSeni

U krav s dlouhodobym plisobenim S.aureus, S.uberis, S.parauberis je
pravdépodobné selhani jakekoli 1€€by — zvazime vytazeni ( kriteria hodnoceni —
kolik mésict jsou zvySené SCC, pocet postizenych Ctvrti, faze laktace)

Odhad doby intenzivniho systému kontroly mastitid do cileného zlepSeni
parametru (cca 3 mésice u S.agalactiae, 9 mésicu u S.aureus, 2 roky u S.uberis a
S.parauberis)

Management farmy musi mit vili a prostfedky k udrzeni nastaveného systému



Zaverem...

OdliSnost mastitid je dana nejen klinickym rozliSenim, ale musime zohlednit 1
pritomnost a druh etiologického agens

Kazdy patogen mlécné zlazy ma svoji strategii, jak Ctvrt’ infikovat, jak se branit
obrannym reakcim imunitniho systému dojnice, jak prezit utok terapeutik a jak se
dal sifit.

Z odborného a ekonomického hlediska neni spravné v chovu mlécného skotu hledat
univerzalni antibiotikum na vSechny mastitidy, preferujeme zavedeni vice protokoli
1&¢by, pouzivani jednodruhovych ATB, antibiotika s indikaCnim omezenim
aplikujeme jen v odivodnénych ptipadech

PM test barevné odlisi vice nez 30 druhu patogenti mlécné zlazy. Druhova
diagnostika puvodce mastitidy ndm umozinuje minimalizovat ndklady na lecbu pfi
vlastni cené¢ PM testu 85 K¢



De¢kuji za pozornost ...




