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l. Cil metodiky

Paratuberkul6za, jedno z ekonomicky nékladnych @uedmi domacich fezvykavd
(zpasobovanéMlycobacterium aviunsubspecieparatuberculosis MAP) je ¢im déale tim
vice pativym problémem chovatél skotu. MAP je vylu¢ovano gedevSim v trusu, ve
spermatu a v mléce. Jedna se o chronickétlrahn strevni onemocni vyskytujici se u
domécich (skot, ovce a kozy) a divokych (jelengvitnufloni) prezvykavé.
Charakteristickym znakem onemdaan je dlouha inkub&ni doba a velka individualni
variabilita v gedklinické a klinické fazi rozvoje onemasni (Ayele a kol, 2001).

Nejvice byla patogeneze paratuberkul6zy prostudmvaskotu. Za vstupni braMdAP do
organismu je népstji povazovan sevni trakt. DalSi rozvdVAP ve sliznici stevni zavisi
na genetické odolnosti zZait, kterd je zaloZena na schopnosti maknpfagmezit
nitroburééné mnozenMAP. Dulezita je také velikost infeki davky, jeji opakovani, stresy
po poroduc¢i transportu a individuélni vnimavost jednotlivygilemen skotu. Bktera
zvirata se mohou statgnasei MAP, v tomto ipack bakterie pezivaji ve sevnim traktu
a ze sliznice $evni pgechazeji fagocytované (schopné pomnoZovani) naltkomimi
makrofagy lymfatickou cestou do miznich uzlin austitio libovolného organu. Diky velmi
komplikované stavbbuns¢né stny (vysoky obsah lipidl) je MAP schopno vySSi odolnosti
vaci chloru i jinym chemikaliim; je schopnag¥ivat v makrofazich odkolika mesiai az
po rekolik let, v ficni voc prezivd 270 dni, v trusu &rnozemi 11 msial, v kejk
skladované ve stinu 55 tyllm @i teplog -14°C @geziva minimald 1 rok (Rowe a Grant
2006, Whittington a kol, 2004).

Foto: Archiv Oddleni bezpénosti potravin a krmiv, VUVelL Foto: ékiv Oddsleni bezpenosti potravin a krmiv, VUVelL

Na obou obrazcich nalie je ilustrovana typicka vyhublost krav v dddinického stadia
paratuberkulézy.
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Na obrazku vlevo nalie je vlevo ilustrovan typicky fmovity charakter trusu v déb
klinického stadia paratuberkulézy. Na pravém obuazk detail konzistence trusu
s bublinkami plynu oft charakteristické pro pibeh paratuberkul6zy.

Zvitata postizena paratuberkul6zou neni moznécitylale mize byt tlumena na zaklad
kontrolniho programuDiagnostika paratuberkul6zy se v dneSnidpiovadiradou metod,
které Ize rozdit na metody pimé (mikroskopie, kultivace a molekulérrbiologické
metody - PCR) a némé (AGID, CFT¢i ELISA). Za ,zlaty standard” ffmého ptkazu
puvodce paratuberkulozy je stéle feftovazovano kultivéni vySeteni. Nevyhodou této
metody je dlouh& dobd@stu MAP na kultiva&nich médiich (minimalni doba je 3sice). Z
molekularrg biologickych metod se profiny pnikaz pivodce paratuberkulézy pouziva
fada systéiin zaloZzenych na PCR. Negjstji se k detekci pouzivaji dva specifické cile pro
MAP. Inzekni sekvence 1900 (Green a kol, 1989) a geneticky elemE&¥ (Poupart a kol,
1993). Ri sérologickém vySéeni (ELISA) jsou detekovany protilatky, které viakanych
stadiich infekce (a zejména u mladého skotu) bypaf deteknim limitem. Jednak je
jejich hladina nizkd a musi se tak&hpednout k relativé pozdni protilatkové imunitni
odpowdi. Udavana citlivost ELISA metody si#nzavisi na pouZzité kom&ri soupray,
pohybuje se v rozmezi 70 az 94 % (Nielsen a Tob820

Paratuberkul6za je celagevym problémem a hldSen& prevalence infikovanydiar se
znané 1isi. Udaje o promienosti chou v Ceské republice jsou nedostupné a riziko
zavlgieni tohoto onemoeni do vlastniho chovu je z&&® vysoké. V minulosti byly
vyuzity kontrolni programy zaloZzené na sérologickéygeteni (RVK) a na kultivanich
vySetenich zvfat starSich 18 #sial. Jednalo se o metody testovani a porédzeni poitivn
zvirat. Sowasti tchto gistupi byly i radikalni restrikce narpsun zuiat a zakaz prodeje
telat a byku.
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V levém rohu je zobrazenimy naer trusu pro mikroskopické vygeni (fialové tyinky
jsou pivodci paratuberkulézy). V pravém rohu je ukazkaického nafistu pivodce
paratuberkulézy na kultivaim médiu.

Nutnost vyazeni infikovaného ziéte, které vyltuje pivodce paratuberkuldzy v trusu je
jeden z kitovych okamzik, ktery Zistava pi tlumeni paratuberkul6zy stale nesmin.
Rychla diagnostika je nutna nejenomikwcasnému odstr&ni infikovaného zvete (jest
pied vznikem a naslednym rozvojem Kklinickyctizpaki), ale také pro &asné zamezeni
Sireni pivodce onemoami mezi dalSimi chovanymi ztty.

Il. VLASTNI POPIS METODIKY

0. Predmluva

Na Gvod je nutno definovatdkazovy status paratuberkul6zya gijmout vhodna opééeni
k tlumeni této nakazy. Dle vysledlELISA vySeteni se chovy rozduji na:

1. chovy s vysokym prontenim (vice nez 12 % sérologicky pozitivnichiat)
2. chovy se sednim proméenim (6-12 % sérologicky pozitivnich zaf)
3. chovy s nizkym promenim (do 6 % sérologicky pozitivnich zaf)

4. chovy certifikované (chovy dlouhoddlsérologicky negativni nebo se sporadickym
vyskytem pozitivnich zvat)

Chovy s vysokym promdeenim je mozno identifikovat jednoduchym sérologickym
vySetenim bazénového vzorku mléka. Indikaci pro totoetghi je pravidelny vyskyt
klinickych projevia nakazy v chovu.

Chovy se_sfednim _promorenim je mozno identifikovat vyS&nim vzork z pouzitych
mlé&enych filtra (vzorky ze vSech médych filtrd pouZzitych v piibéhu jednoho dojeni, nebo
seSkrab z kovoveho filtru) PCR metodou#hym pirikazem patogena. Bazénoveé vzorky
mléka jsou sérologicky negativni.




Chovy s nizkym promofenim je nutno identifikovat screeningovym vyfesti
individualnich vzork mléka nebo séra od reprezentativniho soubortatzaa 2. laktaci a
starSich. VySéeni ml&€nych filtra a bazénovych vzotkmléka jsou negativni.

Obecné opateni k tlumeni nakazy:

V ramci tlumeni paratuberkuldzy je nezbytné nutné prijmout nasleduijici
zootechnick& opateni tykajici se zejména okolo porodniho obdobi:

- je nutné oddit porodni boxy pro teleni pozitivnich a negatisimkrav
- telata je nutnoi@mistit z porodniho boxu v co nejkratSi dob
- porodni boxy zejména pro pozitivni kravy je nutrmvaovat v maximalnéistote

- telata prvotelek napdjet vyhradrkolostrem vlastnich mateknespoléhat ani na
vysledky vySateni!)

- kolostrum a mléko pozitivnich krav podavat pouzekiiyn

- jalovickam podavat kolostrum zejména od vlastnich negativmatek, pokud je
matka pozitivni, je mozno napojitgbytky kolostra negativnich matek na 2. laktaci
a starSich (ne prvotelek'yip. kolostrem negativnich matekdiyi, piip. nahrazky
kolostra

- pii ziskavani kolostra se vyvarovat kontaminace trugasté vemeno, nadoby pro
napajeni atd.)

- jalovicky napajet nejlépe prétenym suSenym mlékem s certifikatem
- telata odchovavat mimo staje pro kravy (a vykrmny)

- vchovu je nutno maximainsnizit stresové zatiZzeni, vyvarovat se chyb vewyz
nenakupovat zvata z neprotfenych zdraj atd.

- je vhodné veést evidenci, zda tele nepochazi odtipozimatky a fivod kolostra,
pokud neni od vlastni matky

1. Predmét a pusobnost

A. Metodika tlumeni paratuberkuléozy v chovech svysokin a siednim
promorenim

Navrzena metodika vychazi z hypotézy, Ze k infeketat dochdzi neéastji po porodu

v obdobi mléné vyzivy. Hlavnim zdrojem infekce je kolostrum,ékb pozitivnich krav a
kontaminované prostdi. Z tohoto d@vodu se provadi vySeni krav v pedporodnim
obdobi, abychom co néegsreji definovali nakazovy status co nejblize tomutakovemu

obdobi a nésledrvyradili kolostrum a mléko pozitivnich krav z napgjejalovi¢ek



VysSeteni se provadi ze vzarkkrevnich sér. Pro Zpsréni ndkazové situace se provede
vstupni vySdaeni krav na 2. laktaci a starSich. Provede se kgidieskupiny krav do cca 2
mesice ezosti a krav stojicich na sucho. Na zaklaahoto vySateni vyadit dle moznosti
chovatele pozitivni zvata (alespd +++) v co nejkratSi dab

Vzorky krve se nasled@drbudou odebirat (asi za Zsice po vstupnim vy3eini) co nejblize
k terminu porodu (14 dni az maxim&l2 mésice ged terminem porodu, |épe mgn
Vzorky se budou odebirat od kraved druhym porodem a starSidda Zadanku se u
prvotelek uvede zdka P u kravK. Dale se doportuje odebirat i otelené jalovicge (t"eba
oznait v Zzadance —)Jasi 2 ngsice po porodu. K telatn pozitivnich jalovic se nasledn
chovat jako k rizikovym.

Mimo tyto odlEry se mohou provatl odkéry krav a jalovic s podéenim na propuknuti
infekce. Do Zadanky se ozfigako MO (mimdadny odkr a oznéeni kategorie zvéte — J
nebo P nebo K).

B. Metodika tlumeni paratuberkul6zy v chovech s _nizkynmpromoitenim

U téchto chow seprovadi vySdeni individualnich vzork mléka odebranychipkontrole

uzitkovosti metodou ELISA pro mléko od krav na &kthci a starSichRozitivni vysledky
je nutno konfirmovat (potvrdit) vySenim z krevniho séra Zidodu vySSi nespecifity
vySetovani z mléka. VySéeni laktujicich krav by #lo byt provedeno 1-2x tog.

C. Metodika tlumeni paratuberkulézy v chovech s nikym rizikem vyskytu
paratuberkulézy— chov pravidelné kontrolovany

U téchto chowi se provadi vyS&ni individualnich vzork mléka odebranéipkontrole
uzitkovosti metodou ELISA pro mléko od krav na &kthci a starSich. Pozitivni vysledky
jsou konfirmovany vySéenim z krevniho séra Zidodu vysSi nespecifity vy3ewvani
z mléka. Pozitivni zwata v obou testech jsou déle vyseta z trusu metodou kultivace
nebo PCR. Vysledkythto tesh pro gimy prikaz patogena musi byt negativni. &fgac
pozitivniho vysledku je zvé ihned vyazeno. VysSeéeni laktujicich krav by #o byt
provedeno alesgiolx rainé. Sérologicka pozitivita uethto chowt je do 2 % (konfirmace
z krve), vysledky vyséeni gimy prikaz (kultivace, PCR) do 0,5 % vSech krav.

2. Podstata zkousky

Zakladnim kritériem P vySetovani stada naiwodce paratuberkulézy je ELISA vyseni
krve individualnich zwlat. Na zaklad téchto vysledk je mozné stado radit do
jednotlivych skupin (skupina s vysokymiesinim, nizkym prom@nim) a postupntlumit
infekci. U spornych vysledkvySeteni u jednotlivych vzonk je mozné pouzit i metodu
kultivaceci real time PCR z trusu.

Paratuberkul6za je onemagen s velmi dlouhou inkuldai dobou (2 a vice let). K infekci
dochazi dominanthu telat po narozeni a v obdobi #é vyZivy. Po odstavu telat se
snizuje riziko infekce, ale zcela se nera vylowit. Z toho vyplyva jedna népgemna &c,
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a sice, Ze op#ni, které zéne chovatel provad dle této metodiky, mohou vést ke zlepSeni
nakazové situace v chovu az po 2-3 letech. Do b§ de navzdory vSem opahim mize
situace je&t zhorSovat (tzn. zvySovat pet pozitivnich zwat)!! Proto je teba hlave
vytrvat a byt dsledny. Cim tvrd3i opatni ve smyslu Wazovani pozitivnich zvét
chovatel pijme, tim strngjSi bude pokles pozitivnich Zait, ale az za 2-3 roky! Do té doby
se bude ptet krav, nutnych viadit, zvySovat a zpravidla bude i kles&k yozitivnich
zvitat (coz je velmi neljiemné).

3. VVzorkovani, manipulace se vzorkem a jehoifprava

3.1. _Vzorky séra

Vzorky plné srazlivé krve je nutno nejlépe odeldtatodiErové soupravy Hemos. Vzorky
je nutné po odéru nechat vysrazetiippokojové teplot (cca 24 hod.) a transportovat do
laboratde v chlazeném stavu. VSe je nutntklddreé oznait. Evidence vzori se ridi
vnitinimi predpisy Centra akreditovanych labotéto

3.2.  Vzorky mléka

3.2.1. Bazénové vzorky mléka

Vzorky mléka s minimalnim objemem 100 ml je nutngelorat docisté (vyplachnute)
plastové lahve a po oditu transportovat do laborawv chlazeném stavu (4 °C). VSe je
nutno dikladre ozn&it. Evidence vzork sefidi vnititnimi predpisy Centra akreditovanych
laboratdi.

3.2.2 Individualni vzorky mléka

Individualni vzorky mléka budou procély screeningu odebrany v ramci kontroly
uzitkovosti. Analyzy metodou ELISA test pro mlékoopede laboraio CMSCH @ip.
zprostedkuje vy$eeni PCR metodou nebo kultivaci (v laboiath mimo CMSCH) g
zachovani anonymity vy&etvanych vzork.

3.3.  Vzorky trusu

Vzorky trusu je nutno nejlépe odebrat do &dyych nddob s minimalni hmotnosti vzorku
5 g. Vzorky je nutné po odhu transportovat do laboraw bul’ v chlazeném (4 °Cgi
zmrazeném (-20 °C) stavu. VSe je nutndklddné ozn&it. Evidence vzork se fidi
vnitinimi predpisy Centra akreditovanych labotéto

3.4. Vzorky ml&nych filtra

Vzorky mlé&nych filtra (¢i seSkralh z kovovych filtfi) se odebiraji ihned po dokimni
dojeni (gipadré pri jejich vymeéné z divoda kapacitnich). Vzorky mikénych filtri Ize



zamrazit ¢i poslat v chlazeném stavu do labofatoV3e je nutno ikladre ozn&it.
Evidence vzork setidi vnittnimi predpisy Centra akreditovanych labotéto

4.\/ypoéet a vyjadieni vysledki

A. Opatieni s ohledem na vysledky vyS&eni krav v chovech s vysokym a
stitednim promorenim

Zvire pozitivni na (+++)

Kravu a tele (jalowika) v co nejkratSi dabpo porodu viadit z chovu. Byka dle uvazeni
chovatele je mozno odchovat, prodat nebespnout do prostoréva provozg oddilené
vykrmny.

Kravy se vyazuji z toho dvodu, Ze po porodu v rozdojové skupin nich velmi rychle
propuka Kklinické onemoeni. Navic to jsou kravy, které vyluji velké mnozZstvi
mykobaktérii do stdjového présti a jsou zdrojem udrzovani vysokého igfdko tlaku.
Telata se vkazuji z divodu mozného transplacentarnihi@mosu, velmi¢asto jsou to jiz
telata slaba s nizkou porodni hmotnosti. Z tohaigodu neméa cenu plytvat pro tyto
neperspektivni telata kolostrum negativnich matek.

Zvire pozitivni na (++)

Krava se neinseminuje, doji se & prvnim naznaku poklesu dojivostitip. jinych
klinickych piiznalka (pokles produkce, prem) se urychleh vyfadi z chovu. Tele
(jalovicku) je mozno v fipadt standardni porodni hmotnosti odchovat, avSak rhysi
napojeno pebyt&nym kolostrem negativnich krav (krav na 2. laktacstarsi!), pipadre
nahrazkou kolostra. S B¥em je mozno nakladat podabjako u kravy (+++).

Duvodem vylodeni kravy z dalSi reprodukce je ten, Ze tyto kraxSinou jdou
v nasledujici laktaci do kliniky, afbzost jako dalSi z&t tento proces urychluje. Proto
tento postup umdgitije alespa cast&éné ekonomické vyuzitiéthto zvtat. Telata &chto
krav (které se stanotasto do dalSiho porodu pozitivni na +++) by bylaarepektivni a
velmi rizikova. Telata — jalo¢ky jsou sice také rizikova, nicm&mapojeni negativnim
kolostrem riziko sniZuje a je zde Sance odchovgateni zvie nebo prodlouzit inkultai
dobu, kdy oddalime propuknuti klinického onem#drdo vyssiho &ku.

Zvire pozitivni (+) a dubiézni

Krava se norméakhinseminuje a rozhodne se na zaklathlSiho ELISA vySéeni ped

nasledujicim porodem.i€sto je ieba tyto kravy pravidetn sledovat a $ naznaku
klinickych piiznaki provést vyseéeni (v kterékoliv fazi tezosti) a fi potvrzeni souvislosti
mezi klinickymi @iznaky a zvysSujici se pozitivitou kadit z chovu.

Poznamky:

e Tato dopordgeni by n€la platit pro chov se #dnim promé&enim (6-12 %
sérologicky pozitivnich zvat za rok). B sniZzeni prevalence pozitivhich pod 6 % za
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rok by mela byt opateni zgfisnéna tak ze ke kravam pozitivnim (++) se budu chovat
jako ke kravam (+++) a ke kravam (+) jako ke kray@m).

» Pokud se bude jevit prevalence vysSi jak 12 %, alace kritéria z#kei a bere se
do uvahy zejména celkovy zdravotni stav krav.

* U stad s prevalenci vyssi nez 15 % je nutno bezpuaing piejit na certifikované
mlé&né nahrazky a ndhrazky kolostra.

* Intenzitu vyazovani pozitivhich zvat si reguluje chovatel sam, avSak pozitivni
zvirata i ve vysoce pronienych chovech by nefta zistat déle nez dva roky.

» P¥i sniZzeni prevalence ke 2 % sémau pozitivni zvfata konfirmovat PCR metodou
z trusu.

B. Opatieni s ohledem na vysledky vySi&ni krav v chovech s nizkym
promoienim

Pozitivni zvfata by ndla byt vyfazena co nejive z chovu, nejlépe do terminu dalSiho
vySeteni, nejdéle vSak do 1 roku.

Pfi sniZzeni prevalence ke 2 % se¢rmau pozitivni zvfata konfirmovat PCR metodou
z trusu.

lIl. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUP U*

Tato metodika obsahuje nové pojeti diagnostiky tpdexkulozy v chovech miéeho
skotu. Novost pedstavuje roziéleni chowi do skupin dle vysledku ELISA vy%ehi a
naslednym individualnimifstupem. DalSi novosti je zapojeni a kombinace th&tolSA

z krevnich vzork a mléka odebiranych v ramci kontroly uZitkovoktiantitativni real time
PCRc¢i kultivace. Metodika vychazi z aktualnich fedi a pozadavkchovateh skotu.

IV. POPIS UPLATN ENi CERTIFIKOVANE METODIKY

Metoda je w¥ena pro tlumeni paratuberkulézy v chovech amého skotu. V fipac
prokdzani pitomnosti paratuberkul6zy v chovu je moZzné pomocpgané metodiky
piijmout vhodna opdéni zandfena na omezeniighi patogei na dalSi zvata v ramci
chovu. Metodika je f®devSim ufena pro chovatele skotu a pro chovatelské svazy.
Uvedena metodika vSak tbe byt nabidnuta i dalSim labor&to, které se podileji na
detekci veterinarnich patogenMetodika bude uplatma @i tlumeni paratuberkul6zy

v chovech skotu Ceské republice. Primarnimi uzivateli vyslédibudou konkrétni
chovatelé skotu, chovatelské svazyCMSCH prostednictvim laboratis provadjici
kontrolu uzitkovosti.



V. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni metodiky do laboratie

Naklady na zavedeni metodiky do labotatge mozné rozdit do dvou kategorii. V prvni

kategorii jsou naklady nezbytné narfzeni spatbniho materialu, souprav na ELISA
vySeteni achemikalii na provedeni kultivace a gPCR.SDalaklady jsou spojené
s nakupem drobného hmotného majetku, ktery je nptayprovadni metody. Naklady na

velké pistroje nejsou zagitany, nebé jsou v sodasné dob standardnim vybavenim
laboratde.

Ekonomicky prinos pro chovatele

Vytvorena metodika vyznaminnapontize @i odhalovani zdrdgj infekce a tlumeni
paratuberkulézy u skotu.i€@dpokladame, Zze monitoring chowniZze vyznama utlumit
vyskyt Klinickych giznaki paratuberkulozy a také vyznaiprispét k celkovému snizeni
prevalence paratuberkulézy v chovech sko€iegké republice.

Pri vyskytu paratuberkulézy v chovu je pro chovatgdeinim z nej¢tSich problém
financni ztrata, kterou zZisobuje zejména snizeni uzitkovosti dojniti. floSném vyskytu
paratuberkulézy (8 % masi¥rnvylucujicich krav) ve stddu mi@éého skotwitajicim 196
kusi dojenych zwuiat ¢ini piéima finargéni ztrata chovatele na produkci mléka za jeden rok
598 tisic korun. Je nutné poznamenat, Ze odhadciieh ztrat se tykal pouze produkce
mléka a nezahrnoval dalSi ekonomické ztraty (jaddSidinargni ztratu lze uvést snizenou
vykupni cenu na jatkach nebo likvidaci uhynulychiat).
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