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Pocet bunék obarvenych PMA (EMA) bez cholatu sod-
ného byl vysS§i nez pocet bunék obarvenych PMA (EMA)
s cholatem sodnym. Poctu bunék stanovenych plotnovymi
metodami bylo nejbliZze stanoveni PMA-qPCR s cholatem
sodnym. Ke stejnému zjiSténi dosli Yang a kol. (2011)
v praci zaméfené na kvantitativni stanoveni E. coli. V nasi
préci pro L. casei Lafti L26 jsou vysledky ziskané EMA-
gPCR s pouzitim cholatu sodného blizsi plotnové metodé
nezli pouze EMA-qPCR.

Zaver

Byla provedena optimalizace qPCR s pouzitim PMA
a EMA. Pro stanoveni poc¢tu bunék L. casei a L. aci-
dophilus byla vybrana PMA-qPCR s kone¢nou koncentraci
PMA 50 mmol 1" a optimdlni doba fotoindukce byla
stanovena na 15 minut pfi pouZziti LED lampy Phastblue,
GenIUL (Spanélsko). Pfi pouZiti oSetfeni bunék cholatem
sodnym (kone¢na koncentrace 0,5 hm. %) pred samotnou
reakci PMA-qPCR bylo dosaZeno nejvyssi shody s hodno-
tami poctu bunék stanovenymi kultivanimi metodami.
Pomoci této metody by mélo byt mozné stanovit kmeny
L. casei a L. acidophilus selektivné ve smési s ostatnimi
probiotickymi bakteriemi ¢i zakysovymi kulturami.
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The influence of somatic cells count on milk
quality

Souhrn

Prace rozebira pri¢iny vzniku mastitidy a vliv zvySeného
poc¢tu somatickych bunék na technologické zpracovani
mléka. Pojedndva o zménach ve slozeni a kvalit¢ mléka
v dusledku mastitidy, rizicich zvySeného poctu somatic-
kych bunék v mléce pro spotiebitele i zpracovatele mléka.
Popisuje diagnostiku mastitidy pomoci sledovani poctu
somatickych bunék a enzymatické aktivity v mléce.

Klicova slova: slozeni mléka, obsah laktdzy, somatické
buriky, inhibi¢ni latky, enzymy

Summary

This work analyzes the possible causes of mastitis and
the impact of increased somatic cell count on the techno-
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logical processing of milk. The paper describes the changes
in the composition and quality of milk due to mastitis. The
article describes the diagnosis of mastitis using detection of
somatic cells in milk, changes in milk composition and
content of enzymatic activity.

Klicova slova: slozeni mléka, obsah laktdzy, somatické
buriky, inhibi¢ni latky, enzymy

Mastitida je dtsledkem zanétlivého procesu v mlécné
zlaze. Patfi k vyznamnym a ekonomicky velice zdvaznym
produkénim onemocnénim. Mastitidu je mozné oznacit za
polyfaktoridlni onemocnéni s interakci jedinec x prostiedi
x patogen. Neexistuje zadny patogen, ktery by zptisoboval
pouze mastitidu, ovSem bylo zjiSténo nékolik desitek
zastupcu bakterii, plisni a kvasinek, které mohou zpusobit
zanét mlécné Zlazy. PriCinou prenosu mastitidy pfi dojeni
(kontagiozni zpusob ndkazy) byvaji nejcastéji Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Mycoplasma bovis (nelze 1écit) a Coryne-
bacterium bovis (pfenos mouchami, v 1ét€, zptisobuje tézké
mastitidy, snadno se vSak 1¢i). Pfenos z prostedi (envi-
ronmentdlni ndkaza) zpusobuji povétSinou bakterie
Escherichia Coli a Streptococcus uberis. DalSimi ¢astymi
puvodci mastitid byvaji  bakterie = Micrococcus,
Staphylococcus  epidermis, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis (GROHL et al., 2004; FERRERO et
al., 2014; JAGLIC et al., 2014). Onemocnéni mohou
vyvolat také neinfekcni vlivy, jako je napf. poranéni
vemene, nekvalitni zaplisnéné krmeni, stres, metabolické
onemocnéni.

Zavaznost zanétu 1ze rozdélit do dvou kategorii: na tzv.
subklinickou mastitidu a zavaznou klinickou mastitidu
(DE VLIEGHER et al., 2012). U subklinické mastitidy
nelze pozorovat zjevné klinické pfiznaky zanétu vemene,
nachazime zvyseny pocet somatickych bun¢k (nad 200 tis.
v 1 ml mléka), dochézi k poklesu nadoje, v mléce zazna-
menavame pokles obsahu laktézy pod 4,5 %. Mléko je
mirné pozménéné, cCasto je viditelny otok vemene. Na
zvifeti oviem nejsou pozorovatelné dalsi piiznaky. Casto je
pozustatkem nelécené ¢i neefektivné 1écené klinické masti-
tidy. Klinickd mastitida se zpravidla projevuje zjevnymi
pfiznaky jako je zarudnuti, otok, bolestivost a zvySena
teplota postizené ctvrti vemene. U mirnych zanétd
nachazime vlocky v mléce, u tézkych zanéti se
z poskozenych ctvrti ziskava sekret krvavy, hnisavy, vod-
naty, se zménénou barvou. Zdravotni stav zvirete je celkove
narusen (vysoka horecka, dojnice nezere, nepiezvykuje,
snizena motilita bachoru, sniZenad produkce, ulehnuti, pri-
znaky sepse a uhynuti). Z praktického hlediska je dulezité
vCéasné rozpoznani mastitidy, kdy Sance na kompletni
uzdraveni se 24 h po vzniku sniZuje aZ na pouhych 50 %.
Je nutné urcit priciny mastitidy (diagnostikovani patogenu)
a jeho citlivost k antibiotiku.

Rizikem 1écby mastitidy je mozny vyskyt rezidui
inhibic¢nich latek (RIL) v mléce. Jedna se o latky, které vadi
zdravotné i technologicky - brzdi rGstu mikroorganismil
v mléce. Radime sem predev§im 1é¢iva z fady antibiotik

a sulfonamidt. Pred dodédvanim mléka do mlékarny od
léCenych dojnic je stanovena, podle druhu podévaného
1éku, ochranna lhita 3 az 5, nékdy az 14 dnti po aplikaci. Je
nutné si uvédomit, Ze s vyskytem RIL v mléce jsou spoje-
na rizika pro spotiebitele: nejCastéji alergické reakce,
moznost vzniku rezistence na antibiotika a nepfiznivy vliv
na prirozenou mikrofléru lidského organismu a dale riziko
pro mlékdrenské zpracovatele: vliv na bakterie mlééného
kyséni, tj. nemoZnost zpracovani mléka na fermentované
mlééné vyrobky (jogurt, kefir, acidofilni mléko, kysané
mléko), syry a tvarohy.

Vniknou-li do vemene patogeny, postizena tkan mlééné
Zlazy na to reaguje obranou reakci ve formé zanétu. Tak se
ve velkych poctech presouvaji leukocyty z krve do alveol,
aby patogeny, které pronikly do mlécné Zlazy, fagocytovaly
a zniCily. Diky pasobeni puvodcit mastitid dochazi
k odumirani mlékotvornych bunék, které jsou spole¢né
s leukocyty mlékem vyluCovany z vemene ven, coZ je
pfic¢inou poklesu dojivosti u postizené dojnice. Béhem
mastitidy vSak dochazi k fadé dalSich zmén ve sloZeni
a technologickych vlastnostech mléka (KESTER et al.,
2015). Tyto zmény vedou ke zhorSeni ¢i aZ nemoznosti
mlékarenského zpracovani mléka.

U mastitidniho mléka je mozné zaznamenat smyslové
zmény - zlutou, cervenou, nahnédlou ¢i zelenkavou barvu,
slanou prazdnou chut, hnilobny pach, vodnatou a tidsi
konzistenci. Pozorovat lze vysrdZeni bilkoviny z mléka,
oddéleni pevné a tuhé faze.

V tabulce I jsou uvedeny nejvyraznéjsi zmény, které
v mléce s vysokym poctem somatickych bunék nachazime.
Za standardni znak kvality mléka od zdravé dojnice je
povazovana hodnota titra¢ni kyselosti v rozmezi 6,2 az
7,8 mmol/l. Pfi mastitidach titra¢ni kyselost mléka klesa
a7z na hodnoty 4 mmol/l. Takové mléko je alkalické
povahy, ¢ehoz se vyuziva u NK testd. Z duvodu sniZené
schopnosti syntézy poskozené tkané, ale také z duvodu
mensi prostupnosti glukézy v disledku boje o energii mezi
sekre¢nimi burikami a fagocytujicimi buitkami, dochazi ke
snizeni laktézy a zvySovani obsahu chloridi v mléce (DE
OLIVY et al., 2013). Pfi vyrobé kysanych mlécnych
vyrobkl a syril je sniZzeny obsah lakt6zy problematicky,
protoZe se snizuje zakladni substrat pro kulturni mlékarské
mikroorganismy.

V fadé zaznamenanych piipadti dochéazi ke kvalitativnim
zménam lipidd v mléce. ZvySuje se jodové Cislo, coz je
dasledkem lipolyzy. Dochazi rovnéz ke zvySeni podilu
nizkomolekularnich mastnych kyselin (MK) Cg az Ci4, vol-
nych MK Cig (kyseliny olejové, linolové a linolenové)
a obsahu esterifikovanych MK v triacylglycerolech
s kratkym fetézcem (C4 aZ Ciz). Naproti tomu klesa kon-
centrace esterifikovanych MK s dlouhym fetézcem (Ci¢ az
Cis) a koncentrace fosfolipidu, které jsou lokalizovany
pfevazné v membranich tukovych globuli. Tyto zmény
mlécného tuku mohou urychlovat lipolyzu. Pokud se zpra-
covava mléko na smetanu a nasledné na maslo, prodluzuje
se doba stloukani a maslo ma nasledkem oxidace nazluklou
chut (SANTOS et al., 2003).
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Tab. I Zmény sloZeni mléka pri mastitidé

Slozka mléka Zména Pricina

pH T Alkalicke slozky z krve
TitraCni kyselost ) Alkalické slozky z krve
Laktoza J Snizend tvorba
Chloridy ) Prechdzi z krve
Sodik ) Piechazi z krve

Tuk ) Snizend tvorba
Kasein J Snizend tvorba
Syrovatkové bilkoviny ) Prechazi z krve
Celkové bilkoviny ~ ProtibéZné zmény sloZek

MIéko od zvirat trpicich mastitidou ma zvysenou prote-
olytickou aktivitu. Dochézi k naristu nonplasminu, zvysu-
je se hladina plazminu a plazminogenu, tyto zmény jsou
spojeny s degradaci kaseinu, coZ ma za nasledek sniZeni
relativniho podilu kaseinu v mléce (LEITNER et al., 2004;
THEODORU et al., 2007). Vzristd také mnozstvi pro-
teoso-peptonti. Dochdzi ke zménam ve struktufe
kaseinovych micel a ke zméné v poméru Ca a P. V piipadé
klinické a subklinické mastitidy obsah vapniku v mléce
vyznamné klesa. V dusledku téchto zmén se zhorSuje
syfitelnost mléka i jeho tepelna stabilita (SILANIKOVE et
al., 2014). Mléko obsahuje malé kaseinové micely, které
obtizné vytvareji prostorovou strukturu s vapnikem, coz je
pfi¢inou Spatného srdaZeni mléka pii syfeni. Vznikajici
syfenina zadrZzuje hodné vody, je tedy mékka, nesoudrzna
a vytéznost syri je nizkd. Pfi zrani syrd se negativné
uplatiiuje zvySeni hladiny imunoglobulinti, volnych mast-
nych kyselin, laktoperoxiddzy a zvySena alkalita mléka.
Nizka aktivita xantinoxidazy sniZuje ochranny ucinek
dusi¢nant proti dufeni syrti. Tvrdé syry, vyrobené z mléka
s takto pozménénym sloZenim, maji snizenou tuhost, vyssi
obsah vody, narusenou chut.

MIéko konzumni vyrobené z mléka se zvySenym poctem
somatickych bunék ma snizenou udrZnost piisobenim ter-
mostabilnich endogennich enzymut lipaz a proteaz ze
somatickych bunék (Li et al., 2014). U pasterizovaného
mléka muze dochazet k rychlému nastupu smyslovych vad,
zejména zménam vuné a chuti. Klesa termostabilita mléka,
coz je problémem predevSim v technologii UHT mléka
a kondenzovaného mléka. Kromé chutovych vad je pfi
skladovani téchto mlék rizikem tvorba sedimentu a gelo-
vaténi. U suSenych mlék se zhorSuje rozpustnost pii
obnovovani suseného mléka (SANTOS et al., 2003).

Do mléka od nemocnych krav se uvoliiuji také hydro-
Iytické enzymy, jakymi jsou napf. laktit dehydrogenaza
a B-galaktosiddza (STUHR et al., 2013; HUSSAIN et al.,
2012), které mohou mit také negativni dopad na mlékéren-
ské zpracovani mléka.

K mozZzné diagnostice mastitidy se vyuZivd mimo jiné
také stanoveni poctu somatickych bunék v mléce (PSB).
Sledovani poc¢tu somatickych bunék v mléce slouzi v fadé
zemi pro zarazeni mléka do jakostnich tfid. OvSem je tfeba
si uvédomit, Ze zvySeni poctu somatickych bunék mize byt
nejenom disledkem zanétlivého procesu vlivem piitom-
nosti intramamarni infekce, ale také vlivem fyziologickych

procest jinych nez patologickych, jako je napf. fije,
pokrocila faze laktace, stres. Posuzovani zdravi vemene na
zékladé hodnot somatickych bunék pouze z jednoho
meéfeni tedy neméd samo o sobé dostateCnou vypovidajici
schopnost.

MIéko od zdravych nebo neinfikovanych dojnic obsahu-
je pocet somatickych bunék do hladiny 100 000 v 1 ml.
V Ceské republice se stanovuje PSB klouzavym geomet-
rickym primérem za tfi mésice z minimalné dvou odbéra
mésicné a jeho hodnota by neméla presahnout u kravského
mléka 400 tisic v 1 ml.

U ovci a koz je sekrece mléka, na rozdil od krav, apokrin-
ni a cytoplazmatické Castice, které jsou podobné somatic-
kym buiikam, jsou normdlni soucasti mléka (SOUZA et al.,
2012). Tyto castice nejsou klasifikovany jako burtiky, jelikoZ
neobsahuji jadra nebo DNA, i kdyZ obsahuji znacné
mnoZzstvi RNA a proteini. Pocet somatickych bunék je
proto v kozim mléce o poznéni vyssi, a to i u vzorki mléka
ze zdravého vemene a zvySuje se po celou dobu laktace.
Znacné se 1isi vysledky od jednotlivych jedincii. Primérny
pocet somatickych bunék u zdravych koz se pohybuje od
50 000 do 400 000 v 1 ml mléka na pocatku laktace
(MCDOUGALL et al.,, 2001). V prabéhu laktace muze
dochazet k vykyvim a pocet somatickych bunék muze
prekrocit hodnotu 1 000 000 bunék v 1 ml mléka, aniz by
tato hodnota znamenala infekci mlécné 7zlazy. Pocet soma-
tickych bunék v mléce koz je vice ovlivnén normdlnimi
fyziologickymi faktory neZ u krav, proto zde nemohou platit
normy pro pocet somatickych bunék jako u krav. Detekce
mastitid tedy vede ke zvySeni az na hodnoty 2 000 000 bu-
nék/ml. U ovéiho mléka je pocet somatickych bunék rovnéz
vyssi nez v kravském mléce. Fyziologicka hranice kolisa az
k hodnoté 500 000 v 1 ml mléka. Stfedni zanét se vyznacu-
je poctem somatickych bunék v rozmezi od 500 000 do
2 000 000 v 1 ml mléka. V USA je pro mléko kozi a ov¢i
limit poctu somatickych bunék stanoven na 1 000 000 bu-
nek, zatimco smérnice EU zatim neobsahuji zdkonné
poZzadavky. Stejné tak v CR neni uplatiiovano zadné krité-
rium na PSB v kozim a ovéim mléce.

Poznatky z praxe ukazuji, Ze z devadesati procent vznika-
ji mastitidy Spatnym postupem a hygienou dojeni. To zna-
mend, Ze sem je také potieba upfit pozornost prvovyrobcll
pfi ziskavani kvalitniho mléka. Zaznamenané pripady, kdy
jsou somatické bunlky z mléka odstiedény a takto
"pozménéné" mléko je doddno do mlékarny, nejsou feSenim
zvyseného poctu somatickych bunék v mléce. Prinaseji jen
problémy pri mlékarenském zpracovani mléka a zhorSenou
kvalitu vyrabénych mlékarenskych produkti. Na druhou
stranu posuzovani zdravotniho stavu jen na zdkladé poctu
somatickych bunék v mléce ovci a koz je také problema-
tické. U téchto mlék je nutné vyhodnotit i dalSi ukazatele
slozeni a kvality mléka a teprve na zdkladé toho zvazit
moZzny negativni dopad na mlékarenské zpracovani mléka.
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INFORMACE —

ZLEPSENI FUNKCNICH VLASTNOSTi MLECNYCH PROTEINU JE ZAMERENO
NA SPECIFICKE VLASTNOSTI PROTEOLYTICKYCH ENZYMU

Castro, R.J.S. de, Bagagli, M.P, Sato, H.H. (Review). Current Opinion in Food Science 2015, p.64-69, FSTA, Vol. 47, 2015, No.5

MIécné proteiny modifikované enzymovou hydrolyzou ddvaji mozZnost optimalizace funkénich viastnosti. Pouze limitovany pocet
studii koreluje s vysledky biochemickych vlastnosti proteolytickych enzymd, aby bylo porozuméno mechanizmu plisobeni, pfi
kterém jsou funkéni viastnosti bilkovin ovlivnény specifickou protedzou.

Tato review se primdrné zaméfuje na pouZiti enzymové hydrolyzy mléénych proteinti jako ndstroje pro zvyseni jejich funkénich
vlastnosti, zvySeni rozpustnosti bilkovin, Zelatinace a emulzni kapacity.

Review uvadi diskuzi o specifité proteolytickych enzymu.

INFORMACE —

VLIV OSETRENI VYSOKYM TLAKEM A NiZKOU TEPLOTOU NA SLOZENI A KOLOIDNI
STABILITU KASEINOVYCH MICEL A SYROVATKOVYCH PROTEINU

Baier, D., Schmidt, C., Knorrr, D.: Intern, Dairy J., 43, 51-60, 2015, FSTA Vol.47, 2015, No.5

Cilem studie bylo stanovit vliv oSetreni vysokym tlakem pii teploté pod nulou (vysoky tlak, nizka teplota, HPLT) na miécné pro-
teiny. Udaje o rozpustnosti ukdzaly, Ze syrovatkové proteiny mohly byt ovlivnény pouze pii pH 7,0 za piitomnosti kaseind, zatim-
co ucinek mohl byt vyvoldn pii pH 5,8 bez pritomnosti kaseind.

Kaseiny tvorily na jedné strané velké agregaty (shluky), a na druhé strané se rozpustnost zvysila tvorbou mensich micel.
Tvorba shluki mohla byt pozorovana pouze u vzorkii osetenych HPLT, které vykazuiji tvorbu proteinovych interakci v mlé¢ném
proteinu ve srovnani s béznym oSetrenim HP.
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