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nachazi také mald tradi¢ni syrarna e :".
Barry’s Bay, kterou se nim b&hem } o
navstévy Nového Zélandu podatilo
navstivit. Prvni syry typu cedar byly
v syrarné Barry’s Bay vyrobeny v roce
1895. Mléko pro vyrobu syrii pochazi od
friského plemene krav chovanych na
nékolika okolnich farmach. V Barry’s
Bay totiz fikaji: "Our milk comes from local cows. We don't
know their names, but we know where they live.” V soucas-
né dobé v syrarné¢ vyrabéji i syr Gouda, Maasdam, velmi
dobry plisfiovy syr Peninsula Blue a celou fadu syra
s prichutémi.
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Possibilities to detect mastitis problems by
monitoring of enzymatic activity

Abstrakt

Cilem studie bylo vyhodnoceni analyzy enzymatické
aktivity v mléce k zjiStovani mastitid. Prace shrnuje
dosavadni poznatky o laktat dehydrogenidze a o dalSich
enzymech, jejichz zvysSena aktivita v mléce se sleduje jako
potenciondlni ukazatel mastitid u dojnic a malych
prezvykavci.

Klicova slova: somatické buriky, laktat dehydrogenaza,
technologické vlastnosti mléka, kozi mléko, oveéi mléko
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Abstract

The aim of this study was to assess the feasibility of
monitoring enzymatic activity in milk to detect mastitis
problems. The actual knowledge of the enzyme lactate
dehydrogenase is summarized in this work. Increased
activity of enzymes in milk may be a useful indicator of
mastitis in dairy cows and small ruminants.

Key words: somatic cells, lactate dehydrogenase, tech-
nological properties of milk, goat's milk, sheep's milk

Mastitidu 1ze definovat jako zanétlivy proces, ktery vede
k nepfiznivému zdravotnimu stavu mlécné zlazy (BUCEK,
2011; VIGUIER a kol., 2009). Jedna se o multifaktoridlni
onemocnéni (STUHR a kol., 2013), obvykle je vSak zpu-
sobené bakteridlni infekci (GROHL a kol, 2004). Mastitidy
patii ke globdlnim infekénim onemocnénim, které velmi
negativné ovliviiuji ekonomiku chovu mlééného skotu,
(BZDIL, 2011; JAGLIC a kol., 2014; JEZKOVA 2014;
MIEKLEY a kol., 2012; PEREIRA a kol., 2011; VERIS,
2013), a ovei (HORAK a kol., 2012). V chovu koz v nasich
podminkdch je zatim méné castym onemocnénim
(FANTOVA a kol., 2012). Mastitidy negativné ovliviiuji
technologickou kvalitu mléka a také kvalitu hotovych
vyrobkli, mimo jiné i v disledku zvySené enzymatické
aktivity (FERRERO a kol., 2014).

Zmeény miéka vlivem mastitid

Béhem mastitid dochéazi nejen k poklesu dojivosti, ale
predevSim k fadé zmén ve sloZeni mléka (KESTER a kol.,
2014). Z davodu snizené schopnosti syntézy poskozené
tkané, ale také z divodi men$i prostupnosti glukézy
v disledku boje o energii mezi sekre¢nimi burikami a fago-
cytujicimi burikami, dochdzi k poklesu obsahu lakt6zy
a zvySovani obsahu chloridi (DE OLIVY a kol., 2013). Do
mléka se uvoliiuji hydrolytické enzymy, jakymi jsou napf.
laktat dehydrogendza a [-galaktosiddza (STUHR a kol.,
2013; HUSSAIN a kol., 2012). Mléko od zvirat trpicich
mastitidou ma zvySenou proteolytickou aktivitu. Dochazi
k narGstu nonplasminu, zvySuje se hladina plazminu
a plazminogenu, tyto zmény jsou spojeny s degradaci
kaseinu (LEITNER a kol., 2004), coZz ma za nasledek
snizeni relativniho podilu kaseinu v mléce. Vzrusta také
mnozstvi proteoso-peptont (SILANIKOVE a kol., 2014).
V pribéhu klinické a subklinické mastitidy dochazi také
k vyznamnému poklesu vapniku. V dasledku téchto zmén
se zhorSuje syfitelnost mléka i jeho tepelna stabilita.

Moznosti detekce mastitid

Pravni predpisy Evropské unie (nafizeni 853/2004
zduraznuji, Ze mléko urcené k lidské spotfebé musi
pochdzet vyluéné od zdravych zvifat (VIGUIER a kol.,
2009). Trend sméfuje k vEtsi produkci mléka za tucelem
zvyseni zisku, a to vytvaii potfebu senzorti a podpurnych
systéml za ucelem vcasného odhaleni zdravotnich prob-

Iémi dojnic. Diky soustavnému védeckému vyzkumu se
systémy pro detekci mastitid stavaji stile sofistikované;si
(FRIGGENS a kol., 2007).

K posouzeni kvality mléka se vyuZziva fada metod, které
se déli do dvou skupin, a to na metody zaloZené na méreni
pomoci automatickych senzorit a na metody pozorovani
enzymatické aktivity mléka (FERRERO a kol., 2014;
MIEKLY a kol., 2012). Ve svété se nejcastéji pouzivaji
testy zahrnujici méfeni SCC (pocet somatickych bunék
v 1 ml mléka), enzymatickou analyzu a kalifornsky sraZeci
test. Nevyhodou stavajicich systémi a modelil pro detekci
mastitid na zdkladé bézné uZivanych senzorti je vysoky
pocet falesSnych nalezii, coz brani jejich vyssi frekvenci
vyuziti v praxi. Dale je nizsi vyuZiti téchto modelt v praxi
zapfi¢inéno Castou kombinaci sice vysoké citlivosti ale
nizkou specificitou nebo naopak. VeétSina automatické
detekce, kterd byla vyvinuta pro pouziti na farmach, se
vyuziva pro detekci klinickych mastitid (HUYBRECHTS
a kol., 2014). Tyto metody muiZze vyuzit jak zemédélec, tak
veterinaf pfimo na misté a vyZzaduji relativné malo Skoleni.
Jednim z nejstarSich takovychto testl je california mastitis
test (VIGUER a kol., 2009), jehoZ modifikace se vyuZziva
i u nas pod nazvem NK test (VASIL’, 2001).

Piehled nejcastéji vyuzivanych diagnostickych
metod:

Prakticky vyznam z pomocnych diagnostickych metod
maji metody na stanoveni celkového poctu somatickych
bunék v mléce, obsahu chloridi, pH mléka, urceni frakci
bilkovin v mlééném séru a stanoveni nékterych enzymui
(VASIL, 2001).

1. Pritomnost somatickych bunék v mléce

Pocet somatickych bunék se zvySuje, vniknou-li do
vemene patogeny. PostiZzena tkan mlécné Z14zy na to reagu-
je obranou reakci ve formé silného zanétu. Tak se ve
velkych poctech presouvaji leukocyty z krve do alveol, aby
patogeny, které pronikly do mlécné Zlazy, fagocytovaly
a zniCily. Diky pasobeni puvodcti mastitid dochéazi
k odumirani mlékotvornych bunék, které jsou spolecné
s leukocyty mlékem vylucovany z vemene ven (VRSKOVA
a kol., 2014; JELINKOVA, 2012; FUTO a kol., 2012).

Meéfeni poctu somatickych bunék se pouziva po celém
svété jako indikdtoru stavu mlécéné Zlazy krav, ovci a koz
i k posouzeni celkového zdravotniho stavu zvifete (PERS-
SON a OLEFSSON, 2011; PIEPERS a kol., 2007; STUHR
a kol., 2013). Sledovani poctu somatickych buné¢k v mléce
slouzi v fadé zemi pro zarazeni mléka do jakostnich trid.
Ovsem zvySeni poctu somatickych bunék muze byt
nejenom disledkem zanétlivého procesu vlivem piitom-
nosti intramamarni infekce, ale také vlivem fyziologickych
procestt jinych nez patologickych, jako je napf. fije,
pokrocila faze laktace, stres (KALANTARI a kol., 2013;
RAYNAL-LJUTOVAC a kol., 2007). Posuzovani zdravi
vemene na zdkladé hodnot somatickych bunék pouze z jed-
noho méfeni tedy nemad samo o sobé dostatecnou vypovi-
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dajici schopnost, respektive mize vést k chybnym
zaveéram.

Miéko od zdravych nebo neinfikovanych dojnic obsahu-
je pocet somatickych bunék (SCC) do hladiny 100 000
v 1 ml mléka (CHAGUNDA a kol., 2006; STUHR a kol.,
2013). Top kvalitu mléka vykazuji dojnice s poctem soma-
tickych bun&k do 50 000 v 1 mililitru mléka (SEYDLOVA,
2013).

Zastoupeni dojnic s poctem somatickych bunék do
50 000 v priibéhu laktace klesa, a to aZ na polovinu vysky-
tu. Tolerovana hranice pro pocet somatickych bunék je jesté
od 51 000 do 100 000. Zastoupeni poctu somatickych
bunék od 101 000 do 800 000 se prodluzujici dobou, po
kterou je produkovdno mléko, vyznamné zvysuje.
Procentudlni zastoupeni dojnic s poctem somatickych
bunék presahujicich 800 000 je vysoké, ale relativné stalé
v prubéhu celé laktace. Naméfeny primér poctu somatic-
kych bunék na zacatku laktace, do 40 dnt po oteleni, a nad
305 dnt je vysoky a dosahuje az 280 000. Sted laktace
vykazuje niz8i hodnoty (SEYDLOVA, 2013).

V Evropé se zvySeni hladiny somatickych bunék nad
200 000 bunek v 1 ml mléka béZné pouZziva jako indikator
mastitidy (VIGUIER a kol., 2009). Nékteti autofi poukaza-
li na moznost infikované jedné ctvrti vemene dojnice jiz pfi
hodnotéach poctu 100 000 somatickych bun€k v 1 ml mléka
(VRSKOVA a kol., 2014). V USA je pravni limit pro pocet
somatickych bunék stanoveny ufadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv na hranici 750 000 bunék v 1 ml mléka pro
kravy, ktery se ma nadale sniZovat az na hranici, kterd je
stejnd i v ramci Evropské unie.

Na rozdil od krav je sekrece mléka u ovci a koz apokrin-
ni a cytoplazmatické Castice, které jsou podobné somatic-
kym buiikdm, jsou normdlni soucasti mléka. Tyto Castice
nejsou klasifikovany jako buiiky, jelikoZ neobsahuji jadra
nebo DNA, i kdyz obsahuji znacné mnozstvi RNA a pro-
teintt (SOUZA a kol., 2012).

Pocet somatickych bunék je v kozim mléce o poznini
vy$s§i, a to i u vzorkd mléka ze zdravého vemene a zvySuje
se po celou dobu laktace. Znacné se lisi vysledky od jed-
notlivych jedinct. Praimérny pocet somatickych bunék od
zdravych koz se pohybuje 50 000 - 400 000 v 1 ml mléka
na pocatku laktace (MCDOUGALL a kol., 2001).
V prubéhu laktace mize dochazet k vykyvim a pocet
somatickych bun¢k miZze prekrocit hodnotu 1 000 000
bunék v 1 ml mléka, aniZ by tato hodnota znamenala infek-
ci mlécné Zlazy. Pocet somatickych bunék v mléce koz je
vice ovlivnén normdlnimi fyziologickymi faktory neZz
u krav, proto zde nemohou platit normy pro pocet somat-
ickych bunék jako u krav (PERSSON a OLOFSSON,
2011).

Axmann (2012) také uvadi, Ze pocet somatickych bunék
v kozim mléce je vyS$i nez v kravském a fyziologicky
kolisa az na 500 000 tis. bun¢k/ml. Pocet bunék prekracu-
jici hodnotu 500 000 u koz Casto vykazuji i zvifata, u nichz
nebylo infikované vemeno. Detekce mastitid vede, podle
tohoto autora, ke zvySeni aZz na hodnoty 2 000 000
bunék/ml.

U ov¢iho mléka je pocet somatickych bunék vyssi nez
v kravském mléce. Fyziologicka hranice kolisd mezi hod-
notami 0 az 500 000 v 1 ml mléka. Stfedni zanét se vyz-
nacuje poctem somatickych bunék v rozmezi od 500 000
do 2 000 000 v 1 ml mléka (HORAK a kol., 2012).

V USA je pro mléko kozi a ov¢i limit poctu somatickych
bunék stanoven na 1 000 000 bunék (PAAPE a kol., 2007),
zatimco smérnice EU zatim neobsahuji zdkonné pozadavky
(STUHR a kol., 2013).

2. Stanoveni pH mléka

Stanoveni pH mléka se provadi pomoci indikatorovych
papirki nebo pH metrem, tedy potenciometricky. Nartst
pH mléka z divodu mastitidy je detekovan pomoci
bromthymolové modre (VIGUIER a kol., 2009). Mléko od
zdravé dojnice ma hodnoty pH v rozpéti 6,3 - 6,7. Béhem
akutni mastitidy je hodnota pH 6,95 - 7,3 a vice. U chro-
nické formy se rozpéti pH nachazi ve fyziologickém
rozmezi hodnot nebo je mirné alkalické (VASIL’, 2001).
Fyziologické hodnoty pH koziho mléka se pohybuji okolo
6,50 - 6,80, u ovcéiho jsou tyto hodnoty v rozmezi
6,51 - 6,85 (PARK a kol., 2007).

Meéfenim pH mléka lze tedy stanovit zmény ve zdravi
mlécné zlazy (FUTO a kol., 2012). Vyhodou testu je jeho
rychlost detekce a nizké naklady na pofizeni. Nevyhodou
naopak mal4 citlivost v porovnani s ostatnimi testy (VIGU-
IER a kol., 2009).

3. Viskozigenni testy

Nejznaméjsi formou viskozigenniho testu je NK-test.
Diagnostickou reagencii je zde Cerveny prasvitny roztok
povrchové aktivnich latek, alkylarylsulfonatu a fenolové
cervené v destilované vodé€, s upravenou koncentraci
vodikovych iontl. Zkouska se provadi na miskach, které
jsou umistény na posuzovaci paleté. Dva ml Cerstvé nado-
jeného mléka se smisi spolu s dvéma ml reagencie a pfi
naklanéni palety pod thlem 45° se posuzuje reakce, kterd
probéhne zpravidla do 30 sekund. Pozitivni reakce se pro-
jevuje vyraznou tvorbou vlocek, vlaken a zménou konzis-
tence ve formé zgelovaténi az koagulace. Pisobeni rozdil-
ného pH na barevny indikator zptsobi soucasné barevnou
reakci (VASIL’, 2001).

Tato metoda je zaloZena na principu lyze somatické
buriky s naslednym uvolnénim nukleovych kyselin a jinych
sloZek bunécného obsahu po pridani detergentu do vzorku
mléka. V pripadé vysokého poctu somatickych bunék
dochazi k vytvoreni tzv. gelové konzistenci. Nicméné vyk-
lad miZe byt subjektivni, a to miZe mit za nasledek faleSny
nilez ohledné mastitid. Vyhodou této metody je jeho
rychlost, test 1ze pouzit pfimo na misté a nizké pofizovaci
naklady. Nevyhodou jiz zminénd obtizna interpretace
vysledkt a nizka citlivost (VIGUIER a kol., 2009).

4. Detekce pomoci enzymii

Vyzkum zmén enzymovych aktivit, spojenych
s vyskytem plivodce onemocnéni, muze vést k véasné
detekci mastitid (STUHR a kol., 2013). Enzymy jsou pro-
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teiny, které jsou biologickymi katalyzatory. Jsou pro-
dukovany burikami a hraji dtilezitou roli v procesu metabo-
lizmu tél. Dal§i z jejich funkci je antioxidacni a jsou
soucasti vrozené imunity (YANG a kol., 2014).

Nékteré dostupné enzymatické testy jsou rychlé, ale
zatim se pro presnéjsi stanoveni vyuZivaji jen v labora-
tofich (VIGUIER a kol., 2009). Mnohé z testti jsou casové
velmi naro¢né pro analyzu ve velkém meétitku (WELBECK
a kol., 2011). Vysledky védeckych pokusi vSak prokazuji,
7e méfeni enzymatické aktivity mé diagnosticky potencial
pro detekci mastitid (KALANTARI a kol., 2013).

4.1. Detekce pomoci laktdtu dehydrogendzy

Laktat dehydrogenaza (LDH nebo LD), vSudypfitomny
cytoplazmaticky enzym, ktery se vyskytuje u obratlovcd,
bezobratlych, rostlin a u mikrobi (KALANTARI a kol.,
2013), byl objeven v raném obdobi enzymologie. Enzym se
bézné vyskytuje v nékolika rozdilnych molekularnich for-
méch (KOPPERSCHLAGER a KIRCHBERGER, 1996).
Jedna se o enzym sloZeny ze Ctyr podjednotek, které tvori
az pét moznych kombinaci LD; - LDs. Jeho obsah se
prokazatelné zvySuje béhem zanétu a plisobi tak jako ¢asny
ukazatel mastitidy (WELBECK a kol., 2011).

Laktat dehydrogendza se mtize uvolnit v pribéhu imunit-
ni odpovédi u leukocytli a parenchymalnich bunék mlécné
zlazy. Uvolnéni enzymii do mléka 1ze pozorovat po infuzi
stafylokokového o-hemolyzinu. LDH slouzi v tomto prfi-
padé jako ukazatel rostouci mlécné propustnosti. Byly
provedeny testy u kravského mléka na ovéfeni hodnot
poctu somatickych bunék a drovné laktatu dehydrogenazy.
Ovéreni toho modelu pro kozi mléko musi byt ale jesté
provedeno (STUHR a kol., 2013). Pavod zvySeni laktat
dehydrogenazy v mléce je v disledku zvySeni poctu leuko-
cytl v postiZzené tkani a ze somatickych bunék béhem mas-
titidy po invazi mikroorganismti (LARSEN, 2005).

KATSOULOS a kol. 2010 identifikoval aktivitu laktatu
dehydrogenazy jako nejspolehlivéjsi ukazatel u tfi analyzo-
vanych enzymdu, kterymi byly alkalickd fosfatdza, aspar-
tataminotrasferdza a LDH pro detekci mastitid mléka ovci
a koz. FRIGGENS a kol., 2007 testovali dynamicky deter-
ministicky model pro v€asné zjisténi mastitidy pomoci
LDH jako indikatoru v mléce. Aby byli schopni posoudit,
zda je LDH dostate¢nym faktorem pro posouzeni mastitidy
dojnice, méli k dispozici hodnoty poctu somatickych
bunék. Bylo prokdzino, Ze aktivita LDH se zvySuje
u mléka od dojnic infikovanych mastitidou. Koncentrace
LDH v pribéhu zanétu mlécné 7lazy ma potencial, aby
byla pouzivana jako screeningovy test pro detekci subklin-
ické mastitidy (KALANTARI a kol., 2014).

LDH byl prokdzan jako vyznamny marker pro sledovani
mastitidy. Pfi infekci mléc¢né Zlazy dochazi k uvolnéni
enzymu vcéetné LDH do mléka, jak bylo zminéno jiz dfive,
v disledku odpovédi imunitniho systému. Cim je t&73i
infekce, tim je hladina LDH vys$§i. Koncentrace LDH
koreluje s poctem somatickych bunék. ZvySeni koncen-
trace LDH nastdva Casto jeSté¢ prfed samotnym zvySenim
poctu somatickych bunék v mléce, diky cemuZ lze provést

vcasnou diagnostiku. Tohoto faktu vyuZivaji testy Udder
Check.

Jedna se o testovaci prouzky s reagencnim polStarkem,
na kterém je nanesen imobilizovany substrat L-laktatu.
V disledku fady enzymatickych reakci je tento substrat
oxidovan enzymem laktit dehydrogendzou, obsaZenym
v mléce, pfitom soucasné indikator modrého zbarveni
nitrotetrazolium je redukovan na fialové zbarveny for-
mazan. Intenzita zabarveni formazanu je poté primo
umérna koncentraci LDH obsaZené v mléce.

Tyto testy nesméji pfijit do kontaktu s pfimym slunecnim
svétlem. VZdy se vyuziva mléko, do kterého nebyly pridany
konzervacni latky. Vzorky je dale nutno promichat v pfi-
padé, Ze staly déle nez 10 minut pfed provedenim testu.
Pokud testovany vzorek obsahuje mlezivo, ¢teni barevné
reagenénim polstarku tmavsi, tim vyssi je koncentrace lak-
tatu dehydrogendzy v mléce, coz ukazuje na vyssi
pravdépodobnost infekce.

Samotny postup testu je velmi jednoduchy. Staci ponofit
testovaci prouzek s detekénim polStaitkem do vzorku
mléka, které je cerstvé nadojené nebo zchlazené a nasledné
ohfaté na pokojovou teplotu. Po 2 minutich pfiloZime
testovaci prouzek ke Skéle a odecitdme hodnoty (viz tab. 1).

Tab. 1 Interpretace vysledki aktivity laktat dehydrogendzy

(LDH)
Vysledek na Pravdépodobnost Aktivita
harevné Skale infekce LDH
nizkd <100U. "
+ mirnd 100-200U . I
++ vysokd 200-500U . I
+++ velmi vysokd >500U. "

Na Ustavu technologie potravin byly testy Udder Check
odzkouSeny u mléka, z kterého byly somatické burky
odstfedény. Testy vykazovaly dobrou korelaci k SCC.

To znamend, Ze by mohly zachytit i mléko, z kterého
byly ptivodné somatické buriky odstfedény.

4.2. Detekce pomoci B-glukuroniddzy

B-glukuroniddza patéi do skupiny enzymu hydrolaz.
V dusledku imunitni odpovédi téla dochazi k zvyseni jeji
hladiny. Dfive nebyla povaZovana za citlivy parametr pro
detekci mastitidy, ale v roce 1986 byly provedeny pokusy,
na zdklad€ jejichz vysledki je detekce pomoci B-gluku-
ronidazy povazovana za citlivy a velmi efektivni parametr
pro hodnoceni mastitidy u dojnic. Pro detekci mastitidy
u koziho mléka je potfebné jeho hladinu posoudit na
zékladé vysledkdi poctu somatickych bunék (STUHR
a kol., 2013).

4.3. Detekce pomoci alkalické fosfatdzy

Pod pojem alkalické fosfataza (ALP) zahrnujeme celou
skupinu relativné nespecifickych enzymu, které pii alkalic-
kém pH hydrolyticky Stépi rizné estery kyseliny fosforecné.
Alkalicka fosfatiza je membranoveé vazany glykoprotein,

1\
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ktery je Siroce distribuovan v ZivociSnych tkanich
a mikroorganismy. Vyskyt alkalické fosfatazy v mléce byl
poprvé uznan v roce 1952 (FOX a KELLY, 2006).

Alkalicka fosfataza v mléce je pfirodni fosfataza, ktera se
podili na metabolizmu. Jedna se o jeden z endogennich
enzymu v mléce. U skotu hraje dilezitou roli v metaboliz-
mu glukozy. Je kli€ovym enzymem pfi traveni a metaboliz-
mu tuku. Jednd se o monoesterdazu, ktera katalyzuje
hydrolyzu monoesterti. Jeji aktivita miZe byt ovlivnéna
mnoha faktory (YANG a kol., 2014).

V mléce jednotlivych Zivocisnych druhii a mezi jed-
notlivei v ramci stdda se jeji obsah znacné liSi. ZvySena
hladina ALP je predevs§im béhem mastitid. Aktivita alka-
lické fosfatazy je velmi tzce spjata i s celkovym poctem
mikroorganismi (CPM). Pfi zvySeném poctu CPM dochézi
k néarGstu aktivity alkalické fosfatazy v mléce, cozZ je
dasledkem vzniku mikrobidlni alkalické fosfatazy. Vyssi
aktivita je rovnéz v mlezivu (CHOVANEC a kol., 2008).

Nartist koncentrace a aktivity alkalické fosfatizy je
béhem zanétlivého procesu vyvolan leukocyty, poSkozeny-
mi intersticidlnimi buiikami epitelu a poSkozenymi leuko-
cyty, stejné jako u LDH (KALANTARI a kol., 2013).
Aktivita se méni nepfimo v zdavislosti na dojivosti, ale je
nezavisld na obsahu tuku, na chovu a vyzivé (FOX
a KELLY, 2006).

4.4. Detekce pomoci kyselé fosfatdzy

Kysela fosfatdza se na rozdil od alkalické formy tohoto
enzymu nachéazi vyhradné jen v leukocytech. V mléce je
jeji obsah témér nepatrny. Jeji aktivita se vyrazné zvysuje
béhem onemocnéni mlééné Zlazy. RovnéZ je jeji aktivita
vy$§i v mlezivu. Enzym na rozdil od své alkalické formy
neni aktivovan Mg”* ale je mirn& aktivovan Mn** a je velmi
siln€ inhibovan fluoridem (FOX a KELLY, 2006).

Aktivita kyselé fosfatizy dosahuje svého maxima
5 - 6 dni po porodu, nacez nasleduje pokles, ktery zistava
na nizké hladin€ aZ do konce laktace (FOX a MCSWEE-
NEY, 1998). Narust aktivity enzymu je vyvolan nastupem
mastitidy (FOX a KELLY, 2006).

4.5. Detekce pomoci amyldzy

Amylaza je hlavnim enzymem se sacharidovou aktivitou.
Jedna se o hydrolazu, jejiz ucinek spociva ve Stépeni
Skrobu (YANG a kol., 2014). Amylaza pochazi hlavné ze
slinnych 714z a pankreatické tkané. Nachazi se ve dvou for-
mach jako oi-amylaza a B-amyldza (FOX a KELLY, 2006).
V mléce je vysSi obsah o-amylazy. Vyskytuje se v lak-
toglobulinové frakci syrovatkovych bilkovin. Vzhledem
k tomu, Ze kravské mléko neobsahuje Skrob, ale pouze
nizké hladiny oligosacharidd, je funkce amyldzy v mléce
zatim nejasna.

Aktivita amylazy se rizni, vyssi je v mlezivu, ale po
nékolika dnech se jeji aktivita sniZuje na minimum a opé&t
se zvysuje ke konci laktaéniho obdobi. Amylazova aktivita
je uzce spojena s druhem zvifete, stidiem laktace, vékem,
zdravotnim stavem, vyZivou zvifete a individualitou je-
dince. Jakmile dojde ke zvySeni leukocytll v mléce, stoupa

i aktivita amylazy, coZ slouZi jako vhodny marker detekce
mastitid. Amylaza je pomérné tepelné stabilni enzym (FOX
a KELLY, 2006).

4.6. Detekce pomoci kataldzy

Katalaza je jeden z prvnich enzymiu, ktery byl prokazan
v mléce. Je distribuovan Siroce v rostlinnych, mikrobidl-
nich a Zivoci§nych tkdnich a sekretech. Ulohou kataldzy
v mléce je rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik.
Kataldza dile v mléce preméniuje dusitany na dusi¢nany,
pfi¢emz rychlost této oxidace je pfimo imérna koncentraci
tohoto enzymu. Aktivita kataldzy v kravském mléce je
2 U.ml" (SILANIKOVE a kol., 2009).

Katalaza je obsazena v leukocytech a je tedy v mléce
obsazena vzdy. Aktivita kataldzy je vysSi v mlezivu a pfi
nartstu poctu somatickych bun¢k (FUTO a kol., 2012). Pfi
mastitidé se aktivita katalazy zvysSuje vyrazné (FOX
a KELLY, 2006), stejné jako pfi vSech piipadech poruch
sekrece mléka (ASHELY a LI, 2013). Aktivita katalazy
v syrovém mléce je pfimo Umérnd poctu somatickych
bunék, coz z kataldzy déla uzite¢ny ukazatel pro rychlou
a snadnou detekci mastitidy a abnormalniho mléka (FUTO
a kol., 2012).

4.7. Detekce pomoci laktoferinu

Laktoferin je glykoprotein vazajici Zelezo. Jedna se
o enzym, ktery ma v téle mnoho tloh, mezi nejvyznamnéjsi
patii prenos Zeleza a antibakteridlni funkce (MOLENNAR
a kol., 1996). U krav byl pozorovéan vliv fyziologickych
faktorti na koncentraci laktoferinu v mléce. U laktoferinu
byla vysledovana pfima timéra s nardstem poctu somatic-
kych bunék.

HISS a kol., 2008 se pokusili potvrdit tuto zéavislost
i u koziho mléka. Vysledkem jejich vyzkumu bylo zjiSténi,
Ze oba parametry, obsah laktoferinu v zavislosti na poctu
somatickych bunék, jsou ovlivnény rdznymi faktory.
Leukocyty, které jsou soucasti SCC se dostavaji do mléka z
krevniho obéhu, zatimco laktoferin je syntetizovan pfimo v
mlééné zlaze. Ackoli existuje pfimd imeéra mezi poctem
somatickych bun¢k a obsahem laktoferinu v mléce, nelze
dojit k zavéru, zda mize byt laktoferin pouzity jako para-
metr vedle nebo namisto poctu somatickych bunék pro
posouzeni kvality koziho mléka.

7.8. Detekce pomoci plazminu a plazminogenu
Plazmin je hlavni proteolyticky enzym v mléce krav
a ovci, ve kterém se vyskytuje spolecné s neaktivnim
plazminogenem a aktivatory plazminogenu, které jej aktivu-
ji na plazmin a inhibitory plazminogenu a plazminu
(LEITNER a kol., 2004). Plazmin je velmi teplotné stabilni
enzym a v poslednich letech se stal pfedmétem rozsahlého
vyzkumu. Jednd se o nejvyznamnéjsi proteolyticky enzym
v mléce. Bovinni plazminogen je jednoretézcovy glykopro-
tein obsahujici 786 aminokyselinovych zbytkd s vysokou
molekulovou hmotnosti. Plazminogen se pifevede na
plazmin St€penim peptidické vazby mezi 557. a 558.
aminokyselinou, konkrétné mezi argininem a izoleucinem,
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pomoci specifickych protedz. Plazmin ma optimalni aktivi-
tu pri pH 7,5 a teploté 37 °C (FOX a KELLY, 2006).

V mléce se plazmin vaze na povrch kaseinovych micel,
které slouzi jako jeho substrat (CORTELLINO a kol.,
2006). Hlavnim substraitem je pro plazmin B-kasein.
Béhem procesu syfeni prechdzi do syfeniny, zatimco
inhibitory plazminu a plazminigenu jsou rozpustné
v mlécném séru. Plazmin sniZuje schopnost mléka k dalsi-
mu zpracovani, hydrolyzuje os,-kasein a [-kasein
(THEODORU a kol., 2007), frakce asi-kasein hydrolyzuje
na y-kasein a proteozo-peptony (BASTIAN a BROWN,
1996). Zvyseni plazminogenu a plazminu v mléce ma neg-
ativni vztah ke koagulaci mléénych bilkovin, dochazi ke
zhorSeni koagulacnich schopnosti. Nartst plazminogenu
a plazminu je registrovan na konci laktace. Obsah plazminu
se zvysuje pfi onemocnéni mlécné zlazy (URECH a kol.,
1999). Systém plazmin-plazminogen je ovlivnén zdravot-
nim stavem zvifete. Na zakladé studii bylo zjisténo, Ze
aktivita plazminu vzrastad se zvySujicim se poctem soma-
tickych bunék, zatimco aktivita plazminogenu neni zavisla
na poctu somatickych bunék viitbec (THEODORU a kol.,
2007).

CORTELLINO a kol., 2006 provedli studii, ktera se
zabyval aktivitou plazminu a plazminogenu v mléce koz.
Zjistili, Ze aktivita plazminu byla vyssi neZ aktivita u ostat-
nich prezvykavci (pro porovnani s kravskym mlékem
o 17 - 50 %, oproti ovéimu o 45 %), zatimco aktivita
plazminogenu byla vyrazné nizsi.

Shrnuti

Na zakladé vyzkumnych aktivit v poslednich letech
vznikaji nové moznosti, jak rychle a efektivné diagnostiko-
vat mastitidu v chovech. V Ceské republice se obcas obje-
vuji snahy prvovyrobcli dodavat mléko ke zpracovani
s odstfedénymi somatickymi burikami a vyhnout se tak pfi-
padnym postihim za mléko nevyhovujici stavajicim le-
gislativnim pfedpisim.

Je tfeba opakované informovat a vzdélavat prvovyrobce
mléka o problémech, které pri zpracovani mléka od dojnic
s vy$$im poctem somatickych bunék nastavaji, Ze takovéto
mléko ma znacné pozménéné technologické vlastnosti.
A také je tfeba upozornit na fakt, Ze jiz existuji jednoduché
enzymatické testy, které jsou schopny i v "odstfedéném"
mléce pivodné vysoké pocty somatickych bunék zjistit.

Podékovdni

Pfispévek byl zpracovan s podporou projektu NAZV
KUS QJ1230044 Stanoveni parametrt pro legislativni hod-
noceni kvality a zdravotni nezdvadnosti syrového mléka
krav, ovci a koz.
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Growth of selected probiotic strains in hovine
colostrum

Abstrakt

U vybraného souboru potenciondlné probiotickych
mikroorganismi z rodt Bifidobacterium, Lactobacillus
a Enterococcus byl sledovan jejich rast v kravském
kolostru. U kravského kolostra bylo stanoveno zakladni
chemickeé slozeni a koncentrace bioaktivnich latek (lysozy-
mu, laktoferinu, laktoperoxidasy a imunoglobulinu), které
by mohly ovlivnit rast vybraného souboru kmend.
Koncentrace bioaktivnich latek byly stanoveny s vyuzitim
spektrometrickych a imunologickych metod. Rist mikroor-
ganismi v kolostru byl porovnavan na zakladé pocta
stanovenych plotnovou metodou po 24h kultivaci.
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