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of lactoferrin content in cow milk

Abstrakt

Cilem studie bylo posoudit vztah mezi koncentraci
laktoferinu (LF) ve vzorcich syrového kravského mléka
a vybranymi mléénymi ukazateli a dale zhodnotit vztah
mezi referencéni (kapalinova chromatografie na rever-
zni fazi s iontové parovacim Cinidlem, IP RP HPLC)
a nepfimou (infracervena spektroskopie ve stredni oblas-
ti s Fourierovou transformaci, FT-MIR) metodou stano-
veni LE. Za timto ucelem byly analyzovany 3 soubory
vzorkl syrového kravského mléka A (n =20), B (n=15),
C (n = 129) na obsah LF, laktosy, pocet somatickych
bunék (PSB) a mérnou vodivost. LF byl v souboru A
a B stanoven jak metodou IP RP HPLC (LFypic), tak
FT-MIR (LFgrmir). V souboru C byl LF stanoven pouze
metodou FT-MIR. Rozmezi hodnot LFupic pro soubor
A Cinilo 80,99 az 536,75 mg.I'' pro soubor B 85,04 az
212,29 mg.I'". Pro soubor C rozsah LFrrvir Cinil 72,68
az 384,42 mg.I'". V souboru A koreloval LFypic S obsa-
hem laktosy (r = —0,8624), PSB (r = 0,8431), log PSB
(r = 0,7741) a mérnou vodivosti (r = 0,8725). V soubo-
ru B byla zjiSténa korelace LFyprc s obsahem laktosy
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(r = —=0,5334). V souboru C koreloval LFrrmir S obsa-
hem laktosy (r = —0,5114), PSB (r = 0,2872) a log PSB
(r = 0,2470). Tendence LF korelovat s uvedenymi
mlécnymi ukazateli byla pritomna ve smyslu zmén,
ke kterym dochazi v disledku zanétd mlécné zlazy.
V souborech A a B byla tato tendence vyrazné€j$i pro
LFHPLC nei LFFT-MIR- Pro VZtah LFFT-MIR a LFHPLC byl
v souboru A a B ziskédn korelacni koeficient 0,5585, resp.
0,3178. Tudiz jen 31 %, resp. 10 % variaci v hodnotach
LFrr-mir bylo mozné vysvétlit variabilitou hodnot LFyprc.
Porovnani referencni a nepfimé metody tak ukdzalo, Ze
pro ziskani tésnéjSiho vztahu LFyprc a LFrr-mir je potfeba
provést a nasledné ovéfit sekundarni kalibraci metody
FT-MIR na metodu IP RP HPLC jako referencni.

Klic¢ova slova: kravské mléko, FT-MIR, IP RP HPLC,
pocet somatickych bunék, laktosa, mérna vodivost, mas-
titida.

Abstract

The objective of this study was to evaluate relationship
between lactoferrin content (LF) in raw cow milk samples
and selected milk parameters, and to compare reference
(ion-pair reversed-phase high-performance liquid chro-
matography, IP RP HPLC) and indirect (mid-infrared
Fourier-transform spectroscopy, FT-MIR) method for LF
determination in milk. For this purpose we analyzed three
sets of milk samples A (n =20), B (n=15), C (n=129) for
LF, lactose, somatic cell count (PSB) and electrical con-
ductivity. For the sets A and B, LF was determined using
both IP RP HPLC (LFgprc) and FT-MIR (LFgrvr). For
the set C, LF was determined using only FT-MIR. LFgp; ¢
varied from 80.99 to 536.75 mg.L"! for the set A, from
85.04 t0 212.29 mg.L"! for the set B. LFrrmr varied from
72.68 to 384.42 mg.L! for the set C. For the set A, LFupic
was correlated with lactose content (r = —0.8624), PSB
(r=0.8431), log PSB (r = 0.7741) and electrical conduc-
tivity (r = 0.8725). For the set B, LFupic was correlated
with lactose content (r = —0.5334). For the set C, LFrrmr
was correlated with lactose content (r = —0.5114), PSB
(r = 0.2872) and log PSB (r = 0.2470). LF tendency to
correlate with these milk parameters appeared in terms of
changes, that occur due to an inflammation of the mam-
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mary gland. For sets A and B, this tendency was more
pronounced in case of LFyp ¢ than LFer-mir. The relation-
ship between LFuprc and LFrrmir gave correlation coef-
ficients of 0.5585, for the set A, and 0.3178, for the set B.
Therefore only 31% and 10% of variations in LFrrvr,
respectively, could be explained by variability of LFypic.
The comparison of reference and indirect method for LF
determination thus showed, that in order to get closer re-
lationship between LFrrvr and LFgprc, it is necessary to
perform and verify a secondary calibration of FT-MIR by
using IP RP HPLC as a reference method.

Key words: cow milk, FT-MIR, IP RP HPLC, somatic
cell count, lactose, electrical conductivity, mastitis.

Uvod

Laktoferin (LF) je transportni glykoprotein vézajici
zelezo, ktery patii do skupiny transferinti. Poprvé byl
objeven v kravském mléce (Sgrensen a Sgrensen, 1939)
a postupné byla jeho pfitomnost potvrzena u celé rady
savcl. LF je pfitomen v mukoéznich sekretech (mléko,
sliny, slzy, sekret nosni dutiny, ZIu¢ aj.) a nachdzi se
rovnéZ v sekundarnich granulich neutrofilnich leukocytl
a krevni plazmé (Giansanti a kol., 2016).

LF je znam zejména pro svij antibakteridlni efekt, ktery
je dan dvéma mechanismy. Za primarni je povaZovan
bakteriostaticky efekt LF spocivajici ve vychytavani vol-
ného Zeleza z prostredi, ¢imz se substrat nutny pro rast
vétSiny patogennich bakterii stava nedostupnym (Bullen
a kol., 1972). Déle je znam rovnéz primy baktericidni
ucinek v dusledku vazby LF na buné¢nou sténu bakterii
(Arnold a kol., 1982). Antibakteridlné plisobi také pep-
tidy vznikajici v dasledku enzymatického Stépeni LF
pepsinem (Wakabayashi a kol., 1992; Flores-Villasefior
a kol., 2010). U nékterych probiotickych bakterii rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus bylo naopak zjisténo,
7e LF a jeho peptidy rast téchto bakterii podporuji (Kim
s kol., 2004).

Kromé antibakteridlniho efektu LF byly popsany
rovnéz antivirové, antifungilni, imunomodulacni, anti-
inflamatorni ¢i antikarcinogenni u¢inky (Superti, 2020).

Nejbohatsim zdrojem LF je mléko savci. Obsah
LF se lisi mezidruhové, v ramci jednotlivych druhi je
potom nejvyraznéji ovlivnén fazi laktace. Zralé kravské
mléko obvykle obsahuje od 20 do 500 mg.I"' LF (Cheng
a kol., 2008), v kolostru se nejcastéji nachazi 1 500 az
5 000 mg.I'' LF (McGrath a kol., 2015), mozné vsak
jsou i koncentrace 10 000 mg.1"l. V pribéhu 72 hodin od
pocatku produkce kolostra potom mnoZzstvi LF prudce
klesa, zvySeni nésleduje az v pozdéjSich fazich laktace,
ve starodojném mléce se mohou vyskytovat koncentrace
LF srovnatelné s kolostrem (Valk-Weeber a kol., 2020).

Hladina LF v mléce je ovlivnéna zdravotnim stavem
dojnice. LF, ktery se ucastni imunitni odpovédi mlécné
zlazy na mikrobialni infekci, je ve zvySeném mnozstvi
produkovan v mléce dojnic postizenych mastitidou.
Reakce mlécné Zlazy na infekci zvySenim vylucovani LF

do mléka je zfejmé specificka pro rizné druhy patogent
(Chaneton a kol., 2006). Hagiwara a kol. (2003) uvedli
obsah LF u dojnic se subklinickou mastitidou od 300
do 1 300 mg.I"" (pramér 500 mg.lI"), pficemz zaroven
pozoroval trend vzristajiciho obsahu LF se zvySujicim
se skore poctu somatickych bunék (PSB). Tendenci ko-
relace PSB skore a obsahu LF (r = 0,375) zaznamenali
rovnéz Cheng a kol. (2008). Podobné Carlsson a kol.
(1989) pozorovali pfi klinické mastitidé zdmérné vyvo-
lané infuzi endotoxinu Salmonella Typhimurium narast
obsahu LF v mléce az na 1 600 mg.l"' a PSB v fadech az
na 108.ml"!. Dle nékterych autorti miZe nachylnost dojnic
k mastitiddm souviset s polymorfismem v genu LF, nebot
jedinci nesouci rizné alely vykazuji rozdilny PSB (Woj-
dak a kol., 2006; Zhao a kol., 2008).

Krdl a kol. (2010) popsali vyznamny vliv plemene na
obsah LF, jako bohatsi zdroj LF se ukazalo mléko simen-
talského skotu a skotu plemene Jersey nez holStynského
skotu. Negativné je obsah LF ovlivhén mnoZzstvim den-
niho nadoje (Harmon a kol., 1975; Cheng a kol., 2008).
Nekteré studie (Tsuji a kol., 1990; Hagiwara a kol., 2003)
uvedly pozitivni korelaci LF s poradim laktace, avSak
Cheng a kol. (2008) takovy vztah nepotvrdili.

Byla rovnéZz popsdna moznost ovlivnit obsah LF
v mléce sloZenim krmné davky. Lefier a kol. (2010)
uvedli vyznamné vysSi obsah LF u dojnic, kterym bylo
zkrmovano suché krmivo (seno a mlety je¢men/séjova
moucka) nez u dojnic na volné pastvé, u kterych suché
krmivo predstavovalo pouze dopliikovou dietu.

Zkoumani biologického vyznamu LF, zdjem o vyuziti
jeho terapeutickych vlastnosti pro komercni vyuziti
a také jeho potencidlni diagnosticky vyznam souvisi
s potifebou spolehlivych metod jeho stanoveni. Znacna
pozornost je vénovana praveé kvantifikaci LF v mléce
jako snadno dostupnému zdroji tohoto proteinu, k jehoz
stanoveni byla popsdna fada metod od relativné jedno-
duchych a nenarocnych na laboratorni vybaveni (jed-
noduchd radidlni imunodifize) po pokrocilé metody
instrumentalni analyzy (ELISA, vysoce uc¢inna kapali-
nova chromatografie).

Preferovanou metodou dneSni doby pro stanoveni
obsahu mlécnych slozek (v€etné minoritnich slozek) je
infracervend spektrometrie ve stfedni oblasti s Fouriero-
vou transformaci (FT-MIR). Jedna se o metodu, ktera
vyZaduje minimalni pfipravu vzorkli a umoziuje ucho-
véavat celé spektrum absorbance zmétfeného vzorku a tim
vzorek dodate¢né analyzovat na libovolnou slozku. Pro
kazdy parametr je zapotiebi samostatna kalibrace, ktera je
zavisla na vérohodnosti vysledkil pouzité referenéni me-
tody. FT-MIR je hojné vyuZzivana v laboratotich pro kon-
trolu uzitkovosti a zpené¢zovani mléka. Moznost méreni
obsahu LF metodou FT-MIR potvrdili ve svych pracich
Soyeurt a kol. (2012, 2020). Vyuziti kalibra¢nich modelt
ke stanoveni LF prostiednictvim FT-MIR predstavuje
potencidl pro sbér informaci v rdmci rutinni kontroly
uzitkovosti a jejich vyuZiti pro zjiSfovani zdravotniho
statutu zvirat ¢i vyzivové hodnoty mléka. Posledni uve-
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dené podporuje fakt, Ze bovinni LF je schvalen jako
bezpe&na slozka potravin Ufadem pro kontrolu potravin
aléciv (FDA, 2016) i Evropskym ufadem pro bezpecnost
potravin (EFSA, 2012), diky ¢emuz predstavuje potenciél
pro produkci mléénych vyrobki s pfidanou hodnotou.

Hypoteticky lze oc¢ekavat, Ze koncentrace LF bude tés-
n¢ji korelovat s ostatnimi mléénymi ukazateli vztaZe-
nymi ke zdravotnimu stavu mlécéné 7Zlazy s ohledem na
vyskyt poruch sekrece mléka. Cilem prace bylo proto
posoudit vztahy koncentrace LF ve zralém syrovém
mléce k nékterym vybranym sloZkdm a vlastnostem
mléka a mezi referencni a nepfimou metodou stanoveni
pro moznost formulace nékterych interpretacnich pravi-
del a postup vybéru vzorki mléka pro validaci méficich
metod.

Material a metodika

Vzorky mléka

Byly ziskany 3 soubory vzorki syrového kravského mlé-
ka. Soubor A (n = 20) vznikl odebrdnim proporciondlné
stejnych objemi prvnich stfikil mléka ze vSech ctvrti doj-
nice, odbér byl proveden v fijnu 2021. Soubor B (n = 15)
tvofily individudlni vzorky mléka odebrané dle predpisu
kontroly uzitkovosti, mléko z jednotlivych Ctvrti tak bylo
zastoupeno umérné jejich dojivosti. Odbér byl proveden
v listopadu 2021. Vzorky soubortt A a B byly odebirany
v témze chovu dojnic holStynského skotu. Soubor C
(n = 129) tvorila kombinace bazénovych a individuélnich
vzorki mléka v poméru 10 : 3. Tyto vzorky byly ode-
birdny pribézné od cervna do listopadu 2021 v chovech
dojnic holStynského a cervenostrakatého skotu.

Vzorky o objemu 100 ml byly po odbéru konzervovany
chladem (teplota < 6 °C), analyza probéhla do 24 hodin
od odbéru.

Sledované mlécné ukazatele

Prehled sledovanych mléénych ukazateld v souborech
vzorkli mléka, vcetné pouzitych zkratek a jednotek je
uveden v Tabulce 1.

Analytické metody

Stanoveni laktosy (monohydrat) a LFgpyz metodou
infracervené spektrometrie s Fourierovou transformaci
(FT-MIR) bylo provedeno za pouZiti pristroje DairySpec
FT (Bentley Instruments, Chaska, MN, USA). Pfistroj je
pravidelné kalibrovan dle vysledki referen¢nich metod
na stanoveni zdkladnich mlécnych slozek (sekundérni
kalibrace), nikoliv v§ak na stanoveni obsahu LF.

PSB byl stanoven metodou pritokové cytometrie na
pristroji Somacount 300 (Bentley Instruments, Chaska,
Minnesota, USA), pravidelné kalibrovaném na referencni
vzorky.

Mérnad vodivost byla stanovena na konduktometru
Hanna Instruments HI5321-02 (Woonsocket, USA) pra-
videlné kontrolovaném roztokem (KCI) o standardni vo-
divosti (10,2 mS.cm™), pti 20 °C.

Postup stanoveni LF yp;c metodou IP RP HPLC

Vzorky mléka byly odstiedény (3000 otacek/15 minut/
5 °C) a z povrchu byl mechanicky odebran tuk. 50 ml
takto upraveného vzorku bylo vysraZzeno 10% kyselinou
octovou na hodnotu pH 4,6. Po odstfedéni byla syrovatka
oddélena od kaseinu, zmraZena na teplotu —18 °C a pred
vlastnim stanovenim rozmraZena a prefiltrovana pres ny-
lonovy membranovy filtr (0,22 pm) do vialek pro HPLC
stanoveni.

Vlastni stanoveni bylo provedeno kapalinovym chro-
matografem Alliance 2695 s PDA 2996 detektorem (Wa-
ters, USA) a kolonou Poroshell 300SB-CS8, 2,1 x 75 mm,
5 um (Agilent Technologies, USA). Bylo pouZito gradien-
tové eluce a prutoku mobilni faze 1,0 ml.min' (voda/
acetonitril/kyselina trifluoroctova), teplota kolony cinila
50 °C, objem nastiiku byl 5 ul. Analyty byly detekovany
pfi 205 nm. Pro sbér a vyhodnocovani dat a chod kapa-
linového chromatografu byl pouzit software Empower 2
(Waters, USA).

Statistické postupy

Soubory A, B a C byly popsdny zakladnimi statis-
tickymi parametry (aritmeticky a geometricky prameér,
smérodatnd odchylka, variacni koeficient, minimum,
maximum a medidn). PSB byl hodnocen v pivodni
i logaritmicky transformované formé, ostatni parametry
pouze v pivodni formé.

K popisu vztaha LFHPLC X LFFT—MIR, LFHPLC x mlécné uka-
zatele (laktosa, PSB, log PSB, mérné vodivost) a LFrr-mir
x mlécné ukazatele byla pouzita regresni a korelacni
analyza. Z diavodu absence predchozi sekundarni kalib-
race stanoveni LF metodou FT-MIR a soucasné niz§iho
poctu vzorkl v souborech A a B byly vztahy LFrrmir X
mlécné ukazatele popsany v téchto souborech pouze za
ucelem zjiSténi, kterd z metod stanoveni LF poskytuje
vysledky s tésnéjSim vztahem k mlé¢nym ukazatelim
vztazenym ke zdravotnimu stavu mlécéné Zlazy. Za
ucelem detailnéjsi diskuse byly potom popsany vztahy
LFrrmir X mlécné ukazatele pro soubor C, a to vzhledem
k jeho vétSimu rozsahu, a tudiz predpokladu dostatecné

Tab. 1 Sledované mlécné ukazatele v souborech A, B, C s prislu$nymi zkratkami a jednotkami

Ukazatel Zkratka Jednotka Soubor
Laktosa (monohydrat) % A B, C
Pocet somatickych bunék PSB 10%.ml" A B, C
Mérnd vodivost mS.cm’ A B,C
Laktoferin metodou infraervené spektrometrie s Fourierovou transformaci LFerwi mg.I"' A B, C
Laktoferin metodou kapalinové chromatografie na reverzni fazi s iontové parovacim cinidlem (IP RP HPLC) LFipLc mg.I" A B
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vypovidaci hodnoty i pies absenci pfedchozi sekundarni
kalibrace metody FT-MIR.

Vyznamnost korelaci byla posouzena na konvencnich
hladinédch pravdépodobnosti intervalu spolehlivosti (ns
P > 0,05; * (s) P <0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001).
Vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim programu MS
Excel 2013 (Microsoft Corporation).

Vysledky a diskuze

Vztah LF a PSB
LFypLc v ramci souboru A koreloval s PSB (r = 0,8431;
P < 0,001) i log PSB (r = 0,7741; P < 0,001). V soubo-
ru B vztahy LFup.c a PSB (r = 0,1431; P > 0,05), LFxu.
rrc @ log PSB (r = 0,0993; P > 0,05) poskytly naopak
nevyznamné korelacni koeficienty, avSak u obou vztaht
bylo mozné pozorovat mirné vzrastajici tendenci LFppic
se vzrustajicim PSB i log PSB. LFrr.mir koreloval s PSB
(r=0,2872; P < 0,01) a log PSB (r = 0,2470; P < 0,01)
v souboru C (Tabulka 3). Pozitivni korelaci PSB a LF
uvedli rovnéZ Soyeurt a kol. (2020) a Trajkovska a kol.
(2021b), zatimco Cheng a kol. (2008) uvedli pozitivni
korelaci pouze LF a PSB skore, nikoliv vSak LF a PSB.
PSB je povaZovén za zdsadni diagnosticky néstroj pro
véasnou detekci subklinickych i klinickych mastitid,
nebot je ovliviiovan zejména pravé probihajici infek-
ci a dalsi faktory (laktace, v€k dojnice, stres, ...) maji
vétSinou pouze maly vliv. Za hranici pro normalni
PSB je povazovana hodnota 200 103.ml"!, pfi jejim
prekroceni je pravdépodobné, ze doslo k infekci

Vztah LF a laktosy

LFupic a laktosa ukazaly negativni korelaci v souboru
A (r = -0,8624; P < 0,001), B (r = —0,5334; P < 0,05)
a rovnéz LFprwmik a laktosa negativné korelovaly
(r=-0,5114;P < 0,001) v souboru C (Tabulka 3). Podob-
nych vysledka dosahli Cheng a kol. (2008) a Trajkovska
a kol. (2021b), kteri uvedli rovnéz negativni korelaci
laktosy a LF. Uvedené ziejmé souvisi se skutecnosti, Ze
zdravi mlécné Zlazy je vedle metabolismu a energetické
bilance vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje schopnost
mlécné 7Zlazy syntetizovat laktosu. Uvedené je v sou-
ladu s tvrzenimi Bobbo a kol. (2017) a Antanaitis a kol.
(2021), ktefi popsali tendenci ke sniZovani obsahu lak-
tosy se zvysujicim se PSB a niz§i obsah laktosy v mléce
s vyskytem mastitidnich patogent, nez v mléce prostém
mastitidnich patogend.

Vztah LF a mérné vodivosti

LFypc @ mérna vodivost ukazaly pozitivni kore-
laci v souboru A (r = 0,8725; P < 0,001), nikoliv vSak
v souboru B (r = -0,0424; P > 0,05). Pozitivni korelaci
LFrrmr @ mérné vodivosti (r = 0,0542; P > 0,05) jsme
rovnéz nezaznamenali v souboru C (Tabulka 3). Trajkov-
ska a kol. (2021a) zaznamenali zvySeni mérné vodivosti
(z 5,62 mS.cm™ na 6,42 mS.cm™) za souc¢asného narastu
obsahu LF a PSB. ZvySovani mérné vodivosti mléka
v dusledku mastitidy je zpisobeno zménami v poméru

Tab. 2 Zdkladni statistické parametry soubort A, B, C

mléené 7lazy (Harmon, 1994). Cheng a kol. (2008) e e I

uvedli, Ze ke zvySovani LF v mléce dochazi az pfi % 10%ml" mS.cm®  mg.l"
prekro¢eni SCS (skére PSB) 4 (PSB > 141 10°.ml! | SouborA - n 20 20 20 20 20 20
a <282 10°.ml; tzn. vyznamné zvySeni LF kon- X 3,15 372 | 1,8454 | 487 | 121,60 | 211,81
centrace v mléce pti PSB > 283 10°.ml!, SCS 5), g 70

tedy v bodé&, kdy je zvySena pravdépodobnost SX 043 | 7810 | 08310 | 053 | 3822 | 104,99
infekce mlé¢né Zlazy. Pivodni informace o vyzna- VX 83 | 2098 109 31,4 49,6
mu, potiebé&, zakladnich principech a definici log R v Ol R
transformace hodnot PSB na SCS (SCS = log2 max | 5,60 3185 | 3,5031 | 6,66 | 19940 | 536,75
(SCC/100) + 3. kde SCC = PSB v 10°.ml"), m 5,28 39 | 15801 | 467 | 123,21 | 17354
predevs§im pro linearizaci vztahu mezi PSB SouborB 15 15 15 15 15 15
a ztratami dojivosti v souvislosti s vyskytem X 508 195 | 17871 ) 424 ) 201,74 ) 143,90
poruch sekrece mléka u krav, jsou uvedeny g 1

v pracich: Ali a Shook, 1980; Shook, 1982; Rau- SKC | DAT 35,1 04928 | 028 ) 46,70 ) 31,92
bertas a Shook, 1982; Reneau a kol., 1983 a 1988; TR IR v IO A S S M
Reneau, 1986; Wiggans a Shook, 1987. Zde je ::X 5’44 1378 3’1392 4’75 282’37 212'29
pak mozné dohledat, Ze stfedy zminénych obort " 5'07 48 1‘6767 4’2 - 209’0 aw 45' s
v linedrni $kédle pro SCS 4 a 5 jsou 200 a 400 SowborC_ n 1'29 129 '1 2 %1 ] 2’9 :
10°.ml! PSB. Tyto nasledné odpovidaji ztratim . 498 289 | 23148 | 461 165.80

mléka na dojivosti u holStynskych dojnic 200 0 206

a 300 kg pro prvni a 400 a 600 kg pro dalsi laktace. s 013 | 3901 | 03078 | 018 28,82
Vzhledem k tomu, Ze soubor B obsahoval znac¢né W 27 135 40 174

mensi podil (6 %; 1/15) vzorki s PSB presahujicim min 4,06 47 16721 | 424 72,68

SCS skore 4 nez soubor A (25 %; 5/20), lze tuto max 5,22 2814 | 34493 | 503 384,42
skutecnost vidét jako moznou pricinu v rozdilech - 5,00 197 | 22045 | 459 | 165,98

zavislosti LFup.c a PSB (log PSB) mezi jednot-
livymi soubory mléka.

n = podet pfipaddi; x = aritmeticky primér; g = geometricky priimér; sx = smérodatna odchylka;
vx = variacni koeficient (%); min = minimum; max = maximum; m = medidn

4
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kationtll a aniontll a laktosy, kdy v infiko-

Tab. 3 Linedrni regresni vztahy mezi LF a parametry mléka

vané Ctvrti dochdzi k poklesu koncentrace — ETTTMRTE Rovnice Koeficient  Koeficient
laktosy a K* a naopak nartstu Cl- a Na*. delezll:gi)nace korelace (r)
Zatimeo pro normalni miéko se mérnd VOdl__l A LFunic X laktosa y = -0,0035x + 5,901 0,7438 | —0,8624 ***
Vgisggzléyzuﬁ 1212?321 ?Clezzlsiiii SCI}?EHZ;E LFunc X PSB y = 6,2713x - 956,12 0,7108 | 0,8431 ***
E don jSOl’l uvadany h{) dnoty s Vééi ] LFynic X log PSB y = 0,0061x+0,5476 0,5093 | 0,7741 ***
litow, 4 to 5 a7 9 mS.cm” (Hamann a Zec- LFyric X Méma vodivost | y = 0044x + 3,9355 0,7613 | 0,8725 ***
: . ) LFeram X lakiosa y = -0,0062x + 59062 | 0,3033 | -0,5508 *
cantl, ISBEN, N/ ikl predal vl Senlen LFrrmm X PSB y = 9,767x - 815,39 02285 | 04780
A rozmezi hlodnot mérné VOdlYOStl 4,39 az LFrrusx log PSB y = 00149 + 0,0376 04677 0,6830 **
6,66 mS.cm”, soubor B 3,60 aZ 4,75 a sou- LFeun X mémé vodivost | y = 0,007 + 4,017 02550 | 0,5050*
bor C 4,24 aZ 5,03 mS.cm” (Tabulka 2). g LFupic X laktosa y = -0,0029x + 5502 | 02845 | —-05334*
Tyto pomémé& velké rozdily tak mohou LFic X PSB y = 1,5476x - 67,375 0,0205 | 0,1431ns
vysvétlovat odlisné vztahy LF a mémeé vo- LFipic  log PSB y=00015«+ 15665 | 00099 | 0,0993ns
divosti mezi jednotlivymi soubory. LFueic x méré vodivost | y = 0,0004x + 4,2941 0,0018 | —0,0424 ns
LFeram X lakiosa y = 0,0001x + 5,0523 | 0,0015 | 0,0388ns
Vztah LF gpic a LE pr.pug, porovndni LFrrum X PSB y=-07742+ 31152 | 00110 | -0,1048 ns
vztahu LF a parametri mléka vzhledem LFFerum X log PSB y = -0,0023x + 2,2563 0,0486 -0,2204 ns
k metodé stanoveni LF LFrvum X mémé vodivost | y = -0,0042x + 50924 | 04863 | —0,6974 **
Bez predchozi sekundarni kalibrace meto- | ¢ LFrram X laktosa y = -0,0024x + 5,3732 02615 | —0,5114 ***
dy FT-MIR poskytl vztah LFuprc @ LFrrvk LFrmm X PSB y = 3,8861x - 355,41 0,0825 | 0,2872**
v souborech vzorki mléka A a B korelacni LFrex log PSB y = 0,0026x + 1,8774 | 00610 | 02470 **
koeficient 0,5585 (P < 0,01), resp. 0,3178 LFrm X mémd vodivost | y = 0,0007x + 4,5534 | 0,0089 | 0,0542ns

(P > 0,05). Tudiz jen 31 %, resp. 10 %

variaci v hodnotich LFrrmir 1ze vysvétlit variabilitou
hodnot LFp ¢ (Graf 1a,1b). Primérna diference Cinila
90,22 mg.l"', resp. —57,84 mg.l"". Smérodatna odchylka
prumérné diference Cinila 89,45 mg.1"!, resp. 47,46 mg.1"".

Z uvedeného vyplyva, 7Ze je tfeba ziskat t€snéjsi zavis-
losti mezi vysledky LFupic @ LFrrvir. Je nutné provést
a nasledné ovéfit sekundéarni kalibraci metody FT-MIR
na metodu referencni. Kalibra¢ni sada by méla obsahovat
vzorky mléka pokryvajici dostate¢né Siroké rozmezi hod-
not LF, které se redlné vyskytuji v mléce. Jako vhodny
se tak pro kalibracni sadu jevi rozsah hodnot LF alespon
50 az 1000 mg. 1'%,

Z Tabulky 3 je patrné, Ze vztah hodnot LFyp ¢ k pa-
rametrim mléka ve smyslu zmén spojovanych s mas-
titidami byl v ramci souborit A a B vzdy tésnéjsi nez
v pfipadé LFrrmir. Lze proto ocekavat, ze vysledky

s

navazané na referen¢ni metodu zvysi potencial praktic-

Graf 1a Linearni regresni vztah mezi vysledky referencni
(LFuric) @ neprimé metody (LF:r,,r) Stanoveni LF
v mléce pro soubor A

kého pouziti metody FT-MIR, nebot se zvysi jejich vy-
povidajici hodnota ve vztahu ke zdravi mlécéné Zlazy.

Zaver

LF vykazoval tendenci korelovat s vybranymi paramet-
ry mléka ve smyslu zmén, ke kterym dochézi v disledku
zanétd mlécné Zlazy. Tato tendence se mezi jednotlivy-
mi soubory do urcité miry liSila, coz bylo zfejmé dano
pomérné velkymi rozdily v rozmezich hodnot sledo-
vanych parametrd mezi témito soubory. Nejvyraznéjsi
korelaci bylo mozné pozorovat ve vztahu LF a laktosy,
kde tyto slozky korelovaly ve vSech tfech souborech
vzorkll mléka. Vztah LF a PSB poskytl korelaci ve dvou
souborech a vztah LF a mérné vodivosti pouze v jed-
nom souboru. Vysledky nasi prace tak potvrdily roli LF
jako obranného mechanismu mlécné Zlazy proti infekci

Graf 1b Linedrni regresni vztah mezi vysledky referencni
(LFppic) @ neprimé metody (LFerwig) Stanoveni LF
v mléce pro soubor B

250,0 -
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©
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n = 20;r=0,5585 **

n=15r=0,3178ns
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a poukazuji tak na moznost jeho vyuziti jako dopliikového
testu detekce mastitid.

Vysledky porovnani referenéni (IPRP HPLC) anepiimé
(FT-MIR) metody stanoveni koncentrace LF v mléce
ukazaly potfebu provést a nésledné ovérit sekundarni
kalibraci metody FT-MIR na metodu referencni. Vysled-
ky s uzsim vztahem k referencni metodé budou velmi
pravdépodobné disponovat vyssi vypovidajici hodnotou
vzhledem ke zdravi mlécné zlazy dojnic, ¢imzZ se zvysi
potencidl praktické aplikace rutinni metody FT-MIR.

Podékovdani
Price vznikla za podpory projekti MZe NAZV ZEME
QK21010326, MZe RO 1422 a GAJU 005/2022/Z.
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VPLYV POCTOV SOMATICKYCH
BUNIEK NA SPOLAHLIVOST
STANOVENIA CELKOVEHO POCTU
MIKROORGANIZMOV SUROVEHO
KOZIEHO MLIEKA METODOU
LASEROVEJ PRIETOKOVEJ
CYTOMETRIE

Martin Tomaska, Maros Droncovsky, Miroslav Kolosta
VWskumny ustav mliekdrensky, a.s. Zilina

Influence of the somatic cell counts

on the reliability of the determination of total
counts of microorganisms in raw goat’s milk by
the laser flow cytometry method

Abstrakt

Laserova prietokova cytometria sa bezne pouZiva na
meranie celkového poc¢tu mikroorganizmov v surovom
mlieku. Po zavedeni tejto metédy na Slovensku pre
surové kravské a ovcCie mlieko, bude tito vyuzita aj pre
surové kozie mlieko. Bolo preukazané, ze vytvorenie
prepocitavacieho vztahu priamo meranych vysled-
kov na zariadeni BactoScan FC do stupnice KTJ.ml!
je spolahlivejSie, pokial su merania na tomto zariadeni
uskutocnené v takzvanom ,,vylepSenom‘ mdde. Takisto
z vysledkov vyplyva, Ze vicsie rozdiely medzi mera-
niami v ,,normalnom* a vo ,,vylepSenom* méde sa vys-
kytuji u vzoriek s vys$s§im poctom somatickych buniek
(aj ked to neplati vzdy). Preto pri vzorkach s vysokymi
poctami somatickych buniek je vhodné vysledky merania
laserovou prietokovou cytometriou potvrdit aj uréenou
kultiva¢nou metddou.

Klicové slova: surové kozie mlieko, celkovy pocet
mikroorganizmov, somatické bunky, laserova prietokova
cytometria

Abstract

Laser flow cytometry is commonly used to measure the
total number of microorganisms in raw milk. After the
introduction of this method in Slovakia for raw cow’s and
sheep’s milk, it will also be used for raw goat’s milk. It
has been proven that the creation of a conversion rela-
tionship of directly measured results on the BactoScan
FC device to the CFULmL"! scale is more reliable if
the measurements on this device are carried out in the
so-called “enhanced” mode. The results also show that
larger differences between measurements in ‘“normal”
and “enhanced” mode occur in samples with higher so-
matic cell counts (although this is not always the case).
Therefore, in the case of samples with high numbers of
somatic cells, it is advisable to confirm the results of laser
flow cytometry measurements with the anchor cultivation
method.

Keywords: raw goat’s milk, total cell count, somatic
cells, laser flow cytometry

Uvod

Celkovy pocet mikroorganizmov (dalej len CPM) je
jednym z povinnych ukazovatelov kvality a zdravotnej
bezpec€nosti surového kozieho mlieka, v zmysle eurdp-
skeho potravinového prava (Nariadenie ES ¢. 853/2004).
Geometricky priemer CPM za dva mesiace, pri odbere
minimalne dvoch vzoriek za mesiac, nesmie presiahnut
hodnotu 500 000 KTJ.ml!, ak sa mlieko dalej spracovava
bez tepelného osetrenia a 1 500 000 KTJ.ml!, ak sa mlie-
ko nésledne tepelne osetri.

Uréenou metdédou na stanovenie CPM v mlieku je
kultivacnd metdda, podla STN EN ISO 4833-1. Vyho-
dou tejto metddy je, Ze vysledky su vyjadrené priamo
v KTJ.ml"! a je teda mozné ich priamo pouZit na vypocet
prislusnych geometrickych priemerov. Na druhej strane, st
vysledky zistované aZ po troch diloch kultivacie a teda nie
st dostupné pre chovatela/spracovatela mlieka okamzite.
Ten tym paddom nemdze robit v pripade vysokych poctov
KTJ népravné opatrenia v hygiene okamzite.

Z tohto dovodu sa do praxe zavadzaju rozne alternativne
metody, pri ktorych trva ziskanie vysledku kratsie alebo
si menej pracne. V oblasti skuSania surového mlieka
v centralnych skuSobnych laboratéridch bolo prieko-
pnikom zariadenie MiniPetriFoss, od ddnskej spolo¢nosti
FOSS, ktoré umozZnovalo automatizovat ockovanie
velkého poctu vzoriek mlieka na Periho misky. Vyhodou
danej met6dy bolo vyrazné zniZenie pouZivania pipiet na
ockovanie, ako aj obidenie pripravy prislusnych riedeni
na samotné ocCkovanie. Ostatné alternativne metody,
ktoré sa v mikrobiol6gii vSeobecne pouZivali — meranie
impedancie, zakalu a pod. sa pri skiiSani surového mlieka
v praxi neujali. Prelom nastal az v zavedeni metédy na
principe laserovej prietokovej cytometrie, ked sa obja-
vili zariadenia typu BactoScan (FOSS), ¢i Bactocount
(Bentley). Metédu mozno zjednodusSene popisat tak, ze
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