STATNI VETERINARNI Y\ JIHLAVA

ZANETY MLECNE ZLAZY - MASTITIDY

ODBER VZORKU, ULOZENi, TRANSPORT, VYSETRENI

Vzorky k vySetreni:

1. MLEKO / SEKRET MLECNE ZLAzY
2. MLECNE FILTRY
3. BAKTERIALNI KULTURY NA KULTIVACNICH MEDIICH
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1) MLEKO / SEKRET MLECNE ZLAZY
POSTUP ODBERU VZORKU MLEKA

Obecné:
e ODBER VZORKU VZDY DO STERILNiICH VZORKOVNIC!
e NUTNE DODRZET HYGIENU ODBERU A ZABRANIT KONTAMINACI VZORKU!
e ODBER VZORKU PRO BAKTERIOLOGIECKE, MYKOLOGICKE VYSETRENI A VYSETREN{

METODOU PCR SE PROVADi SHODNE

Postup odbéru:

odbér vzorkl provadime vzdy ve sterilnich jednorazovych rukavicich
mechanicka oc€ista vemene, jednotlivych strukd

osuseni — nejlépe jednorazovou papirovou osuskou, utérkou

desinfekce konce struki a usti strukového kanalku — komeréni pripravky

vk N e

oddojeni prvnich 3 stfikl mléka do pomocné nadobky (vyloudi se tim kontaminace vzorku ze

strukového kandlku); takto oddojené mléko se nema vylit ve staji, musi se likvidovat mimo staj,

stani, dojirnu apod.

6. oznaceni zkumavky — jednoduse - poradovym cislem (poradové Cislo se uvede také v objedndvce
vySetreni, kde se soubézné uvede registracni Cislo kravy); oznaceni zkumavky musi byt Citelné a
odolné (napf. permanentni fix)

7. otevieni zkumavky - tak, aby se zkumavka ani zdtka nekontaminovaly rukama ani zevnim
prostfedim (vnitfni plochy zatky se nedotykdame, drZime ji opatrné vnitini plochou smérem
k podlaze)

8. oddojeni vzorku - 5— 10 ml sekretu/mléka z mlécné Zlazy

9. zkumavku radné uzavfit a ulozit v poradi do stojanu k ostatnim vzorkim

Vzorek étvrtovy, palovy, smésny, bazénovy?
o (tvrtovy, pllovy — pfi postizeni/zanétu jedné ¢tvrté nebo % mlécné Zlazy
e smésny ze vSech Ctvrti — vhodny pro preventivni vySetreni, pfi vy$sim poctu somatickych
bunék, pfi subklinickych zanétech
e bazénovy vzorek — pro screeningové vysetireni stdda (neni obvykly)

POSTUP ODBERU BAZENOVEHO VZORKU

1. popis vzorkovnice

2. otevreni vzorkovnice = GLS lahev 0,5 - 1 | tak, aby nedoslo ke kontaminaci hrdla lahve a ani zatky.
(vnitfni plochy zatky se nedotykdame, drZime ji opatrné vnitini plochou smérem k podlaze)

3. na odbér z tanku se pouZije sterilni nabéracka, popf. napusténi mléka ventilem tanku

4. nabérackou se nabere promichané mléko z tanku a opatrné se vléva do sterilni lahve tak, aby
mléko nestékalo po rukach do vzorkovnice. Opakujeme, aby byl objem vzorku 250 — 500 ml.

5. hrdlo lahve/vzorkovnice neotirdme a uzavieme zatkou.
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DO CEHO?

o vidy sterilni vzorkovnice / zkumavky (napf. 10 ml zkumavky nebo sterilni GLS lahve)

¢ laboratof dodava jednorazové sterilni zkumavky po telefonické objedndvce (popf. také stojanky
k zap(jceni pfi vétsSim poctu vzork()

e nedoporucujeme: PET Idhve apod.

e nutné dodrzet hygienu odbéru a zabranit kontaminaci vzorku!

e pozn. nedoporucujeme tampon nasaknuty mlékem (sekretem z mlécné zlazy) vloZzeny do Amies
media €i stéry z povrchu struku v Amies mediu

KOLIK (OBJEM)?

e pro standartni bakteriologické vysetieni: 5— 10 ml / 1 vzorek
e pro vysetieni bazénového vzorku: 250 — 500 ml
e pro metodu PCR: vidy 250 — 500 ml

JAKY POCET VZORKU?

Pocet vzorkd k laboratorni diagnostice by mél vidy zohlednit:
e pocet dojenych krav ve stadé
e pocet postizenych , mastitidnich” krav

Pocet vzorkl podle diivodu vysetieni:

¢ klinické mastitidy (podle ¢etnosti a pribéhu onemocnéni) — vétsinou 5 - 10 vzorka

o tézko lécitelné mastitidy, selhani terapie — jednotlivé vzorky

¢ vysoky pocet somatickych bunék — vybrané vzorky — optimalné 5 — 10 vzorkl

e prevence — odbér podle skupin zvifat - po 5 — 10 vzorcich

e screening - napf. cilené zaméreny na prikaz Staphylococcus aureus — vhodné odebrat viechny
laktujici kravy

e kontrola pred zaprahnutim — podle poctu zaprahovanych dojnic

¢ na priakaz Mycoplasma bovis — jednotlivé vzorky (podle poctu laktujicich krav, popt. bazénovy vz.)

e popi. moZnost vytvoreni skupin: napr. skupina s vy$sim poctem somatickych bunék, skupina
s akutnimi nebo i chronickymi zanéty, skupina pred zaprahnutim, skupina tézko Iécitelnych zanétl
apod.

ZASADA: nevysetfovat lééené kusy; u prelééenych pak pro nasledny kontrolni odbér dodrzet
ochrannou lhiitu a ¢asovy odstup.

JAKE PATOGENY JE MOZNO 1ZOLOVAT/DETEKOVAT?

sv s v

> kontagiozni patogeny - zdrojem je mlécna Zlaza:
Staphylococcus aures, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Mycoplasma bovis,
koagulaza negativni stafylokoky, Corynebacterium bovis

» enviromentalni patogeny — zdrojem je vnéjsi prostiedi:
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>

enviromentalni streptokoky (Streptococcus uberis, Streptococcus equinus (bovis), Streptococcus
dysgalactiae), Enterococcus spp. (Enterococcus faecalis, Enterococus faecium, Enterococcus
durans aj.), koliformni bakterie (Eschericha coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella aerogenes,
Enterobacter aerogenes), koliformni bakterie (Proteus sp., Serratia spp., Yersinia sp.), jiné
(Pseudomonas aeruginosa, Trueperella pyogenes (Arcanobacter pyogenes) aj.) atd.

kvasinky, plisné, fasy

Dulezité:

sterilni odbér se podili na sprdvném a kvalitnim laboratornim vysledku bakteriologického
vySetfeni

vidy je nutno pf¥i interpretaci vysledkl zohlednit i moZnost kontaminace

pfi masivnim vyskytu podminénych patogent je nutno i tyto povaZovat za ptivodce mastitid

PRO JAKA LABORATORNI VYSETRENI?

Zakladni diagnostické postupy:

1.

standartni klasické bakteriologické a mykologické vySetieni v¢. stanoveni terapie lokalni
(intramamarni) nebo celkové

e vyuziti standardnich postupl (prekultivace, kultivace, izolace a identifikace metodami

2.

biochemickymi, latexovymi, CAMP testy apod.) ¢i modernich postupli fenotypové identifikace
mikroorganismu — bakterii a kvasinek (MALDI-TOF)
rutinné se provadi testace citlivosti bakterii k antimikrobialnim latkam s vyuZitim metody MIC
(mikrodiluéni metoda stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace a citlivosti) nebo diskova
difusni metoda. Testuje se kompletni sestava schvélenych antimikrobik v CR nebo dle
pozadavku zdkaznika jen na vybrana antimikrobika.

molekularné biologické metody — moZnost vyuziti individualnich i bazénovych vzorki

e vyuziti individualnich PCR testl ¢i screeningovych PCR testl jako napf. metoda Multiplex Real-

Time PCR (PathoProof Mastitis PCR Assay) — touto metodou se v rychlé dobé stanovuje
minimalné DNA 11 bakteridlnich patogend a gen zpUsobujici rezistenci na beta-laktamova
antibiotika. Vysledek je vyjadien semikvantitativné.

vyhoda — kratsi doba vysetfeni, vyssi citlivost a specifita

nevyhoda — nelze provést antibiogramy, tj. testaci citlivosti k antimikrobikiim, resp. v pripadé
zajmu o antibiogramy musi zaroven probihat i klasicka izolace/kultivace

vycet DNA targetli metody Multiplex Real-Time PCR (PathoProof Mastitis PCR Assay):
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Corynebacterium bovis,
gen pro beta-laktamdzu, Streptococcus dysgalactiae, Straptococcus agalactiae, Streptococcus
uberis, Staphylococcus sp. vcetné koagulaza negativnich stafylokokl, Klebsiella oxytoca a
pneumoniae, E. coli, Serrratia marcescens, Trueperella pyogenes, Peptoniphilus indolicus.

Cilena vysetfeni - vysetieni lze po dohodé s laboratofi a po specifikaci poZadavku v objednavce

zaméfit cilené na napf. na:

vSechny bézné patogeny mlécné Zlazy
na prlkaz Staphylococcus aureus Ci na Streptococcus agalactiae apod.
pouze na kvasinky a plisné
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e specialné na Mycoplasma bovis (napf. individualni vySetfeni PCR na Mycoplasma bovis — po
prekultivaci vzorku mléka)

e specialné na Prothotheca sp. (fasy)

e scilem provedeni testace citlivosti izolovanych patogen( k antibiotikiim

e nebo dle metod napf. pouze na PCR apod.

UCHOVANI A TRANSPORT VZORKU?

e vzorky c¢erstvého mléka uchovat v lednici (2-8°C) a co nejdfive dodat do laboratofe (nejpozdéji do
24 hodin)
e zamrazovani vzorku:
- predpoklada pouziti plastovych zkumavek
- lze doporucit pro vySetteni PCR metodami
- pro klasickou bakteriologii pouze v pfipadé, Ze neni mozné vzorky dorucit do laboratore do
24 hodin po odbéru
- muze dojit k ovlivnéni vysledkll vysetfeni - vhodné konzultovat s laboratofi (vyhodou mize
byt archivace vzorku)
e pokud budou vzorky odebirdny cilené na prtikaz Mycoplasma bovis kultivacnim vySetfenim, pak
je nutno se kontaktovat s laboratofi a dodat je okamZité a &erstvé nebo je zamrazit (-20°C) pro
uchovani do 2 tydnd, pro del$i skladovani -80°C, jinak M. bovis pro kultivaci degraduje.

Doporuceni:

Pokud se jedna o planované vysetifovani vzorkl pro bakteriologické, mykologické a PCR vysetieni,
preferujeme odbér cerstvych vzorkl mléka a to vzhledem k postupu a charakteru vysetreni. Dale
laborator preferuje dodani vzork( pocatkem pracovniho tydne.

Pokud se jednd o odbéry z akutnich nebo jinak naléhavych pfipadl pred vikendem a o svatcich,
kontaktujte laboratof (zvIast pfi vétsim poctu vzorkl), nebot je nutnd pfiprava kultivacnich medii
(vikendy, svatky).

2) MLECNE FILTRY

e mlécné filtry se vyuzZivaji pouze pro orientacni diagnostiku

e pred mléénymi filtry upfednostriujeme vzorky mléka (jednotlivé ¢i bazénové)
e nutny sterilni odbér do sterilniho obalu (sacku)

e ostatni (transport, moznosti diagnostiky apod.) viz vyse kapitola ,, MLEKO*.

3) BAKTERIALNI KULTURY NA KULTIVACNICH MEDIICH

o vysetfuji se bakterialni kultury z kultivacnich medii ze stajovych testl

o k vySetfeni se dodavaji kultivacni misky s oznacenymi bakterialnimi koloniemi k identifikaci
e misky zajistit savym a nepropustnym obalem

e dodat nejlépe po dohodé s laboratofi

e oznacené kolonie se v laboratofi identifikuji metodou MALDI-TOF, ¢i klasickymi
bakteriologickymi metodami a testy
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¢ identifikace bakterii z kultur stajovych testl je mozné provést v den dodani vzorkt a ihned se

vyftizuji vysledky

e nékdy nutno provést izolaci kultury a pak teprve identifikaci metodou MALDI -TOF

e v pfipadé poZadavku provadime véetné testace citlivosti k antimikrobikiim

e ostatni (transport, moZnosti diagnostiky apod.) viz vy$e kapitola ,MLEKO“

ONEMOCNENI MLECNE ZLAZY - vy3etieni v laboratofich SVU JIHLAVA

patogeny mlécné zlazy

vhodné vzorky

laboratorni diagnostika

kontagiozni patogeny - zdrojem je mlécna
Zlaza:

Staphylococcus aures, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Mycoplasma bovis, koaguldza negativni
stafylokoky, Corynebacterium bovis

enviromentalni patogeny —zdrojem je
vnéjsi prostredi:

enviromentadlni streptokoky
(Streptococcus uberis, Streptococcus
equinus (bovis), Streptococcus
dysgalactiae), Enterococcus spp .
(Enterococcus faecalis, Enterococus
faecium, Enterococcus durans aj.),
koliformni bakterie (Eschericha coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
aerogenes, Enterobacter aerogenes,
Proteus sp., Serratia spp., Yersinia sp.), jiné
(Pseudomonas aeruginosa, Trueperella
pyogenes (Arcanobacter pyogenes) aj.)
atd.

kvasinky, plisné, fasy

A) mléko

- vzorek idividuadlni
(tvrtovy, pllovy,
smésny)

- bazénovy vzorek
mléka

B) mlécné filtry

C) bakterialni kultury
na kultiva¢nich mediich

1. bakteriologické a mykologické
vySetieni vC. stanoveni terapie

e prekultivace, kultivace, izolace a
identifikace

e MALDI-TOF

e testace citlivosti k antimikrobialnim
latkam (MIC, diskova difusni metoda)

2. molekularné biologické metody

e individualni PCR testy

e screeningové PCR testy (multiplex
Real-Time PCR) — minimalné 11
bakteridlnich patogen( + gen
zpUsobujici rezistenci na beta-
laktamova antibiotika
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