MENDELOVA UNIVERZITAV BRNE
AGRONOMICKA FAKULTA

DIPLOMOVA PRACE

BRNO 2015 Bc. MARIE POLACKOVA



Mendelova univerzita v Brné

Agronomicka fakulta

Ustav technologie potravin

E Agronomicka Mendelova
~ fakulta univerzita
v Brné

Moznosti detekce mastitidniho mléka ve vztahu k jeho

technologické kvalité

Diplomova prace

Vedouct prace: Wopracovala:

prof. Ing. Kvétoslava Sustova, Ph.D. Bc. Marie Polackova

Brno 2015



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem praci: Moznosti detekce mastitidniho mléka ve vztahu k jeho
technologické kvalit€¢ vypracovala samostatné a vesSkeré pouZité prameny a
informace uvadim v seznamu pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace byla
zvetejnéna v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skoladch ve znéni
pozd¢jsich piedpist a v souladu s platnou Smérnici o zverejiiovani vysokoskolskych

zaverecnych praci.

Jsem si védoma, ze se na moji praci vztahuje zédkon ¢. 121/2000 Sb., autorsky
zékon, a Ze Mendelova univerzita v Brn¢ ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy a

uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zékona.

Déle se zavazuji, ze pfed sepsanim licencni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzaddm pisemné stanovisko univerzity, ze predmétnd licencni
smlouva neni v rozporu s opravnénymi zdjmy univerzity, a zavazuji se uhradit
ptipadny ptispévek na thradu nakladl spojenych se vznikem dila, a to az do jejich

skutecné vyse.

podpis diplomata ...........................



PODEKOVANI

Timto bych chtéla pod&kovat pani prof. Ing. Kvétoslavé Sustové, Ph.D. za odborné
vedeni a cenné rady, které mi poskytovala za odborné vedeni a cenné rady, které mi
poskytovala b&hem zpracovani bakalaiské prace a zaroven za cas, ktery vénovala

konzultacim.



ABSTRAKT

Mastitida je velmi zadvazné onemocnéni. Rozezndvame klinickou a subklinickou formu,
kontagiozni a environmentdlni mastitidu. Metod pro detekci je mnoho. Od poctu
somatickych bun¢k, méteni pH, NK-testy az po detekci za pomoci enzymi. Mezi
nejvyznamnéj$i enzymy pro detekci jsou laktat dehydrohenazy, Nagasse, laktoferin,
plazmin, alkalickd fosfatdza a B-glukuroniddaza. Diplomovéa prace se zabyvala, zda
aktivita enzymt, predevsim laktat dehydrohendzy, odpovida poctu somatickych bungk.
Tato hypotéza byla potvrzena (p>0,05) Dale se zabyvala otazkou, zda pii odstfedéni
dojde k poklesu po¢tu somatickych bunék,coz nebylo statisticky priikazné (p<0,05).

Kli¢ova slova: mastitida, mléko, detekce, somatické bunky, enzymy

ABSTRACT

Mastitis is a very serious disease. We distinguish between clinical and subclinical form,
contagious and environmental mastitis. Method for the detection are of many. Since
somatic cell count, pH, NK assays to detect the help of enzymes. The most important
enzymes for the detection of lactate dehydrogenase, Nagasse, lactoferrin, plasmin,
alkaline phosphatase and B-glucuronidase. Dissertation dealt with whether the activity
of enzymes, lactate dehydrogenase primarily on the number of somatic cells. This
hypothesis was confirmed (p> 0.05) Furthermore addressed the question whether when
spinning will decrease the number of somatic cells, wOhich was statistically significant
(p <0.05).

Key words:.mastitis, milk, detection, somatic cells, enzymes
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1 UVOD

Mastitida je onemocnéni, které zpusobuje velmi vyznacéné ekonomické ztraty v chovech
dojnic, koz a ovci. Vznika v disledku proniknuti cizorodého mikroorganismu
do organismu jedince. V dasledku imunitniho systému dochazi k nartstu poctu
somatickych bunék, coz je jeden z doprovodnych znakli mastitidy. Mastitida se déli
na environmentalni a kontagiozni. To je jedno hledisko rozdéleni. Z dalSiho hlediska se
jedna o mastitidy klinickou s vyraznymi projevy a mastitidu subklinickou, kterd se
navenek témérf neprojevuje. VCasna detekce mastitidy je velmi klicova, aby nedochézelo
K vyznamnym ekonomickym ztratam v chovech. Z technologického hlediska je mléko
od nakazenych jedincii vylouceno z fetézce pro vyrobu potravin slouZzicich pro lidskou
spottebu.

MIléko od zvifete trpici mastitidou vykazuje zménéné vlastnosti v porovnani
s mlékem pochazejicim od zdravého jedince. Vykazuje zvySenou proteolytickou
aktivitu, dale dochazi k poklesu kaseinové frakce bilkovin a nartstu syrovatkovych
bilkovin v disledku zvySené propustnosti bariér. Dale dochazi k poklesu obsahu
vapniku. Zvysuje se aktivita a mnozstvi enzymd.

V soucasné¢ dob¢é se pouziva velka fada detekénich metod pro odhaleni mastitidy
v mléce. Metody se déli do dvou velkych skupin a to metody zalozené naméteni pomoci
automatickych senzorii a na metody pozorovani aktivity mléka. Nejvyuzivanéjsi
metodou je urceni poctu somatickych bunék v 1 ml mléka. V posledni dob¢ stale vice
vyuziva detekce mastitidy za pomoci enzymi a dale je velmi znacné vyuzivany

kalifornsky srazeci test.



2 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo:
e prostudovat specifikaci obsahu somatickych bunék v mléce kravském, kozim a
ov¢im.
e prostudovat charakteristiku somatickych bun¢k
e prostudovat vliv mastitidy na sloZeni mléka a jeho vlastnosti
e zjiStovani moznosti mastitid ¢i zvySeného poctu somatickych bunck v mléce

o na zaklad¢ aktivity enzymi v mléce.

10



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Mastitida

Mastitida je ¢asté onemocnéni ve stadech v mnoha riznych zemich (GROHL a kol,
2004). Lze ji definovat jako zanétlivy proces (BUCEK, 2011; VIGUIER a kol., 2009),
ktery vede k nepfiznivému zdravotnimu stavu mlééné zlazy (BUCEK, 2011). Obvykle
je zptisobeny bakteridlni infekci (FERRERO a kol., 2014; GROHL a kol, 2004). Jedn4
se o multifaktoridlni onemocnéni (STUHR a kol., 2013).

Mastitida patii ke globalnim 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., 2012; VERIS, 2013),
a ovei (HORAK a kol, 2012). Je nejnikladngjsi infekéni onemocnéni dojnic
(LANGE — CONSIGLIO a kol., 2014; ZAVAZILOVA a kol., 2014). V chovu koz
Vv nasich podminkach je zatim méné &astym onemocnénim (FANTOVA a kol., 2012).
MIléko od zvitat trpici mastitidou je vylouceno k lidské spotiebé (KAMPHANIUS
a kol., 2008). Dale ma velmi negativni vliv na kvalitu vyrobki, v dasledku zvySené
enzymatické aktivity (FERRERO a kol., 2014).

Nejsou jednoduchym onemocnénim, jelikoz v patogenezi se uplatituje cela fada
mikrobialnich patogenii a sou¢asné i pestra paleta neinfekénich faktort (RYSANEK,
2011).

Za normalnich okolnosti je strukovy kanalek tésné¢ uzavieny a zabraiuje vstupu
patogenti. Jeho okraj je lemovan kreatinem, voskovitym materidlem ziskané¢ho
Z rozvrstvené¢ho dlazdicového epitelu, ktery brani migraci bakterii a obsahuje
antimikrobialni latky. Nicmén¢ ucinnost kreatinu je omezena. V obdobi po porodu, tedy
vV dob¢ laktace, se mléko hromadi v mlé¢né Zlaze, coz ma za nasledek zvySeni tlaku
uvniti mlééné zlazy a dochazi k dilataci strukového kandlku a tniku sekretii mlécné
zlazy. V pribéhu dojeni je kreatin oplachnut pifi stimulaci mlééné Zzlazy. Tudiz
se bakterie z prostfedi mohou dostat pies strukovy kanalek do mlééné zlazy a zapiiCinit

tak mastitidu, jak je znazornéno na obrazku 1 (VIGUIER a kol., 2009).
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Obrazek 1: Schematické znazornéni vyvoje mastitidy infikovaného vemene ( VIGUER a

kol., 2009).

Kromé samotného zanétu mlécné Z71azy mastitida ovliviluje 1 snizeni produkce
mléka, jeho jakost poruchy reprodukce a v nékterych piipadech 1 systémové
onemocnéni s fatdlnimi dasledky. Navic mastitidy zpiisobené mikroorganismy, které
maji zoonoticky potencidl, ptedstavuji zdravotni riziko i pro konzumenta, a to
piedeviim cestou potravniho fetézce (JAGLIC a kol., 2014; LANGE — CONSIGLIO
a kol., 2014).

Pro vznik mastitid hraji dalezitou roli tii biosystémy, které pusobi soucasné,
navzajem se ovliviiuji a jejich vysledkem je rozmanitost prubéhu tohoto onemocnéni.
Témito biosystémy jsou dojnice, mikroorganismus a prostfedi (VRSKOVA a kol.,
2014).

Vyznamnou roli v Sifeni mastitid hraje dojeni, taktéz spravné oSetfeni vemene ma
vliv na zdravi mlééné zlazy (JEZKOVA 2014).

Vyskyt mastitid u skotu lze ze znacné miry ovlivnit Gpravami prostiedi. AvSak
neméla by se opominout moznost, Ze odolnost skotu vi¢i mastitidam, lze ovlivnit i po
genetické strance a to Slechténim. Jako nejvice u¢innou metodou se jevi ptima selekce
proti vyskytu mastitidy (ZAVADILOVA a kol., 2014).

Na zaklad¢ plemennych hodnot, pfipadné selekcnich indexti pak dochazi k vybéru
krav a plemenikii pro chov. V pfipadé€, ze jsou na chov vyuziti jedinci s pfiznivymi

plemennymi hodnotami pro rezistenci k mastitiddm, lze dosdhnout snizeni vyskytu
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mastitid ve stadech s mléénymi plemeny skotu (BUCEK, 2014). Piima selekce
je vyuzivana dlouha léta v severskych zemich (Dénsko, Finsko, Norsko a Svédsko).
V mnoha zemich je zavedena selekce na odolnost proti mastitidam nepiimo s vyuzitim
poctu somatickych bunék v mléce (BUCEK, 2011).

To zda dojnice onemocni, zavisi na infek¢nim tlaku, imunité, dojeni, 1éCeni,
kontrole a planovani. Infekéni tlak je definovany poctem patogenti, které pusobi
na vemeno a jejich virulenci. Mastitida u dojnice propukne ve chvili, je — li infekéni tlak
vysoky nebo imunita naopak velmi nizka (JEZKOVA, 2014).

Pti¢iny vzniku mastitid 1ze rozd¢€lit do dvou skupin. Na onemocnéni mlécné zlazy
a vyvodnych cest, pfi kterych se uplatiiuji mikrobialni ptivodci a na onemocnéni mlééné
zlazy a vyvodnych cest, kde hlavni pfi¢inou vzniku onemocnéni je nespravny postup
pii dojeni (VRSKOVA a kol., 2014). Pfi¢emz odbornici uvadéji, ze az 50 % novych
infekci ve stadé je zptsobeno chybami v dojeni (JEZKOVA, 2014). Oviem problém
mastitid se tyka i podniki s robotizovanym dojenim. Statistické posouzeni bazénovych
hodnot poc¢tu somatickych bunék v mléce pii porovndni robotizovaného dojeni oproti
konven¢nimu piineslo narist o 8 %. Pfi¢iny narustu jsou spatfovany ve velkych
vzdalenostech, které museji dojnice prekonat k robotim a nekompletni vydojeni.
Neefektivni pripravé mléné zldzy z hlediska hygieny a zejména pak nemoznost
segregace nemocnych dojnic (SEYDLOVA, 2012).

Nejvyssi vyskyt mastitid je zaznamenavan kratce po porodu. Casna faze laktace
je doba, kdy vétSina dojnic zaziva kratkodobé podvyzivy, coz ma negativni vliv
na imunitu, ktera se oslabuje a dojnice je tedy citlivéjsi pro patogeny vyvolavajici
mastitidy. Kromé toho imunitni systém ma specifické pozadavky na ziviny a pokud
nejsou dodavany v daném mnoZzstvi, imunita muze selhat. U dojnic s negativni
energetickou bilanci bylo prokazano zhorSeni obrannych mechanismii vemene. Jako
mozné vysvétleni se jevi sniZeni schopnosti fagocytdézy polymorfonuklearnich
neutrofilll a makrofdgli a niz$i tvorba chemoatraktanti pro migraci leukocytli krvi
do infikované mlééné Zlazy. Protoze pokud se buiiky pohybuji pomalu, nejsou schopny
bojovat s bakteriemi, coz vede ke vzniku klinické mastitidy. Mezi prvky a vitaminy,
které zlepSuji zdravotni stav mlécné Zlazy, se fadi selen, vitamin E, méd’, zinek, vitamin
Aa B-karoten (JEZKOVA, 2014).

S mastitidou se mizeme setkat i u jalovic, jednd se o syndrom ,letni mastitidy*.
Tato forma je znama v ruznych zemich Evropy, kde dochazi k nakazeni jalovice

mastitidou na pastving, kde se nakazi prostiednictvim bodavého hmyzu. OvSem tento
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problém se netykd pouze Evropy. Hmyz a mastitidy jalovic mohou byt problém

i v Severni Americe (KOZAKOVA, 2013).

3.1.1 Rozdéleni mastitid

Etiologiec mastitid je znaéné komplexni. Dodnes byla popsdna celd Skala
mikroorganismi, které vyvolavaji onemocnéni mlééné zlazy a to at’ uz jako primarni,
¢i sekundarni pavodci tohoto onemocnéni (JAGLIC a kol., 2014).

Mastitidy mohou byt lehkého, stfedniho nebo téZkého charakteru, stfedni a tézkeé
vyzaduji 1écbu antibiotiky. U dojnic, které mély dvé mastitidy za laktaci, se podavaji
namisto antibiotik nesteroidni antiflogistika (JEZKOVA, 2013).

Bakterialni pfi¢iny infekce mlééné Zlazy mohou byt zapii¢inény Gram™ i Gram®
bakteriemi. Rozdily mezi témito skupina se projevuji frekvenci vyskytu mastitid
v pribéhu laktace, aktivaci obranného mechanismu, klinickymi symptomy a jejich
vyjadienim a zménou poctu somatickych bunck (BUCEK, 2011).

Na zaklad¢ epidemiologie mohou byt plvodci mastitid rozdéleni
na environmentalni a kontagiézni (JAGLIC a kol., 2014).

Mastitidy se mohou vyskytovat v subklinické nebo klinické podobé
(DE VLIEGHER a kol., 2012). Je znama souvislost mezi jednotlivymi patogeny
a formou onemocnéni. Napiiklad Streptococcus uberis, Escherichia coli, Klebsiella ssp,
Pseudomonas aeruginosa a pyogenni bakterie jsou patogeny zejména klinickych
mastitid (JAGLIC a kol., 2014). Escherichia, Klebsiella spp. a Enterobacter spp.
zapiic¢inuji t€zké perakutni a akutni mastitidy az hemoragického nebo nekrotického
charakteru provazané narusenim celkového zdravotniho stavu (BZDIL, 2012).
V chovech ovci a koz se vyskytuji pfevazné mastitidy se subklinickou formou projevu
(MCDOUGALL a kol., 2001).

Subklinické mastitidy piedstavuji problém v mnoha chovech. Jako pivodci
sublkinickych mastitid u skotu jsou oznaovany pievazné Streptococcus agalactiae,
koagulaza negativni stafylokoky a enterokoky. Nejcastéjsi patogeny subklinickych
mastitid jsou kataldza negativni stafylokoky, které nabyvaji v poslednich letech
na vyznamu jakozto puvodci bovinni subklinické mastitidy. Staphylococcus aureus
je davan do spojitosti s obéma formami mastitid (JAGLIC a kol., 2014; PEREIRA
a kol., 2012).
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Na rozdil od klinické formy mastitidy subklinickd forma nebyva vzdy
diagnostikovana véas, coZ vede ke ztratim v produkci mléka (JAGLIC a kol., 2014).
Neprojevuji se zaddnymi viditelné zmény na vemeni nebo v mléce, dochdzi pouze
ke snizeni produkce mléka (FERRERO a kol., 2014). Dojnice se subklinickou formou
mastitidy predstavuji vyznamny zdroj infekce pro dalsi kravy, pfi¢emz cestu pienosu
infekce piedstavuji zejména automatické dojici systémy (JAGLIC a kol., 2014).

Tento typ mastitidy se detekuje pomoci laboratornich metod (analyzou na pocet
somatickych bun¢k a analyzou dalSich ukazateli, které¢ souviseji se zanétlivymi
procesy), (BUCEK, 2011).

Oba typy mastitid maji stejny zacatek, a to proniknutim bakterii do jejich vemene,
ale piiznaky jsou rizné (JEZKOVA, 2014). Dle epidemiologického hlediska
se mastitidy dale d&li na kontagiézni a enviromentalni (JAGLIC a kol., 2014).

U koz je nejcastéjSim puvodcem onemocnéni Staphylococcus aureus, koagulaza
negativni enterokoky (PERSSON a OLOFSSON, 2011), a Staphylococcus aureus.
V piipadé streptokokové infekce probiha mastitida obvykle v podobé mirného
az stfedné¢ tézkého kataraktu, pii kterém se onemocnéni pfi nevhodné lécby dostava
z akutni do chronické podoby. V piipadé zanétu vyvolaného Staphylococcus aureus
dochazi k typické zméné zabarveni kuze, které ptrechdzi od zarudnuti az fialové
namodraly vzhled, k zastavé tvorby mléka a produkci abormalniho sekretu (FANTOVA
a kol., 2012).

3.1.1.1 Kontagiozni mastitida

Jako primarni zdroj kontagioznich patogenti je infikovana mlécna zlaza. Mezi ptivodce
této mastitidy jsou povazovany Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
(BZDIL, 2011), Mycoplasma ssp. (JAGLIC a kol, 2014) a Corynebackterium ssp., ktery
zpusobuje akutni i1 chronické zanéty zlaznaté 1 vyvodné Casti mlécné zlazy (BZDIL,
2012).

Streptococcus agalactiae je puvodcem chronickych mastitid, které postihuji
vyvodnou c¢ast mlééné zlazy. Ty postupem cCasu piechazeji v mastitidy subklinické
a mohou tak uniknout pozornosti (BZDIL, 2012). Dalsim pavodcem této formy
mastitidy je Steptococcus dysgalactiae (JAGLIC a kol., 2014; JEZKOVA, 2013). Tento

patogen vyvolava akutni 1 chronické zanéty mlécné cisterny a strukového kanalku
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(BZDIL, 2012). Ovsem tento patogen se muze chovat za urCitych podminek jako
environmentalni piivodce mastitidy (JAGLIC a kol., 2014, BZDIL, 2012).
Staphylococcus aureus vyvolava vSechny typy zanétu. Pres absedujici az po tézké
gangrendzni, které mohou koncit fatdln¢ a mohou postihnout jak vyvodnou,
tak i zlaznatou ¢ast mlécné zlazy. Prubéh stafylokovych mastitid byva i z ¢asového
hlediska velmi pestry. Od subklinického pies perakutni az po chronicky (BZDIL, 2012).
Tato skupina mastitid se Sifi z dojnice na dojnici béhem dojeni, prostiednictvim
dojiciho zatizeni (VRSKOVA a kol., 2014). Od jedné dojnice se miize nakazit aZ sedm
daldich JEZKOVA, 2013).
Prevalence téchto patogent nartista predevsim v lednu az kvétnu, je tedy mozno
se domnivat, Ze vyskyt téchto patogenii muze byt ovlivnén sezonnimi faktory (BZDIL,

2011).

3.1.1.2 Enviromentdlni mastitida

Na rozdil od kontagiézni mastitidy je primarnim zdrojem patogenii prosttedi (JAGLIC
a kol., 2014). Jejich Sifeni je spojeno s nizkou urovni zoohygieny (BZDIL, 2012).
Za puvodce environmentalni mastitidy jsou povazovany enterokoky a environmentalni
streptokoky, tedy jiné streptokoky nez Streptococcus agalactiae. Napiiklad
Streptococcus uberis (JAGLIC a kol., 2014), ktery vyvolava subakutni aZ chronické
zanéty vyvodné Casti mlééné zlazy (BZDIL, 2012). Dal§imi ptuvodci environmentalni
mastitidy jsou enterobakterie (JAGLIC a kol, 2014), Escherichia coli, Klebsiella spp.
a Enterobacter spp., které vyvolavaji klinickou formu mastitidy (BZDIL, 2012),
Serratia spp. a Yersinia spp. (BZDIL, 2011) a koagulaza negativni stafylokoky (KNS)
(JAGLIC a kol., 2014) a Enterobakter faecalis a dalii JEZKOVA, 2013). U nékterych
koaguldza negativnich stafylokokt byl popsan rovnéz kontagiézni pfenos onemocnéni.
Mikroorganismy, jakymi jsou napiiklad Pseudomonas ssp.(JAGLIC a kol., 2014,
BZDIL, 2012), kterd vyvolava chronické katardlni zanéty (BZDIL, 2012), zastupci
Celedi Pasteurellaceae, nékteré anaerobni a pyogenni bakterie, kvasinky a fasy
se vyskytuji v souvislosti ve spojitosti s ptivodci environmentalni mastitidy velmi malo
(JAGLIC a kol., 2014). Jedna se o bakterie, které dlouhodob& piezivaji ve vn&j$im
prostiedi (VRSKOVA a kol., 2014).
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V posledni dobé byl pozorovan pokles incidiece kontagidznich patogenti. Naopak
incidence environmentalnich patogend nartsta, a to i v Ceské republice (JAGLIC a kol.,
2014; VRSKOVA a kol., 2014).

U patogent vyvolavajici environmentalni mastitidy, konkrétné
u nejfrekventovanéjsiho ptivodce tohoto druhu mastitidy, Streptococcus uberis, nejsou
sledovany zadné sezonni vykyvy cCastéjSiho vyskytu. Pokud by ovSem néjaka sezonni
zavislost existovala, byla by souhrou n¢kolika faktord, z nichZz nejvyznamnéjsi roli by
mohly sehrat spiSe excesy ve vyzivé s naslednymi defekty v metabolismu a imunité
zvitat. Vyznamny vliv by mohl mit i vyskyt mykotoxint v krmivech, které maji rovnéz

za nasledek imunosupresi zvirat (BZDIL, 2011).

3.2 Zmény mléka béhem mastitidy

Béhem mastitidy dochazi k fadé zmén ve sloZeni mléka (KESTER a kol., 2014). Ml¢ko
od zvifat trpici mastitidou ma zvySenou proteolytickou aktivitu. Dochazi k nartstu
nonplazminu. Dale dochazi k proteolyze kaseinu, coz ma za nasledek snizeni relativniho
podilu kaseinu v mléce. Jedna se zejména o ag-kasein a P-kasein. Naopak vzrusta
mnozstvi A-kaseinu a proteoso-peptoni (SILANIKOVE a kol, 2014). Dochazi
ke zvySeni enzymatické aktivity mléka (STUHR a kol., 2013).

Dochazi k poklesu obsahu laktézy, a to predevSim z diivodu sniZzené schopnosti
syntézy poskozené tkané, ale také z divodi mens$i prostupnosti jejiho prekurzoru
glukézy, v dusledku boje o energii mezi sekre¢nimi buiikami a fagocytujicimi bunikami.
Déle dochazi k poklesu dojivosti. Na druhou stranu dochdzi k nartstu slozek, které
piechdzi do mléka zkrve, jako jsou syrovatkové bilkoviny, v disledku zvysené
propustnosti bariéry (DE OLIVY a kol., 2013).

Béhem mastitidy se zvySuje hladina plazminu a plazminogenu, tyto zmény byly
spojeny s degradaci kaseinu (LEITNER a kol., 2004).

Déle dochdzi k vyznamnému poklesu vapniku v pribéhu klinické a subklinické
mastitidy. Dochdzi kuvolnéni hydrolytickych enzymt, jakymi jsou laktat
dehydrogendzy a B-galaktosidazy (HUSSAIN a kol., 2012).

Intramamalni infekce mize zvysi propustnost malych cév prostrednictvim sekrece
chemickych mediatort, jako je histamin, prostaglandiny, kininy a volné kyslikové
radikaly ze zanétlivych bunck (KALANTARI a kol., 2013).
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Béhem mastitidy mize dojit ke spontdnni lipolyze, coz vede ke zvySeni volnych
mastnych kyselin. Obsah sodiku a drasliku je rovnéz abnormalni (FORSBACK a kol.,
2009).

3.3 Program na tlumeni mastitid

Je nemozné mastitidy uplné vymytit, ale je mozno jejich vyskyt snizit (JEZKOVA,
2014). Efektivni program na tlumeni mastitid by mél byt zalozeny na omezeni novych
infekci, pomoci spravného ftizeni dojeni, pec€livych aseptickych postupech a 1é¢be jiz
stavajicich mastitid (LANGE — CONSIGLIO a kol., 2014).

Dtive nez zacneme s lécbou, musime posoudit, zda je mlécna zlaza, respektive
dojnice lécitelna ¢i nikoli. V pfipadé, Ze ma dojnice v tiikrat po sobé jdoucich
kontrolach uzitkovosti (KU) vice nez 700 000 somatickych bunék v 1 ml mléka,
je ve vétsing piipada nelégitelna (JEZKOVA, 2013).

Samotna 1écba mastitid je rozdilna podle toho, zda se jedna o klinickou
¢i subklinickou formu mastitidy. V piipadé klinické je lécba zaloZena na zlepSeni
welfare dojnice, oSetieni vemene a maximalni obnoveni mlé¢né uzitkovosti. Pii
subklinickych mastitiddch se naopak 1é¢i infikované vemeno a snizi se infek¢ni tlak.

Mastitidy se prevazné 16¢i pomoci antibiotik (JEZKOVA, 2014).

3.4 Moznosti detekce mastitidy

Systémy pro detekci mastitid jsou stdle sofistikovanéjsi (FRIGGENS a kol., 2007).
Vcasna diagnoza je velmi dulezita z hlediska vysokych nakladd. Pravni ptedpisy
Evropské unie (nafizeni 853/2004) zduraziuji, ze mléko urcené k lidské spotfebé musi
pochazet vyluéné od zdravych zvitat (VIGUIER a kol., 2009).

K posouzeni kvality mléka se vyuzivd fada metod (FERRERO a kol., 2014).
V soucasné dob¢ se déli do dvou skupin, a to na metody zaloZzené naméfeni pomoci
automatickych senzorii a na metody pozorovani aktivity mléka (MIEKLY a kol., 2012).
V soucasné dobé se ve svété Casto pouzivaji testy zahrnujici méfeni SCC (celkového
po¢tu somatickych bunék v 1 ml mléka), enzymaticka analyza a kalifornského srazeciho
testu na mléko (VIGUIER a kol., 2009).

Soucasny trend smétuje k vétsi produkci mléka za ucelem zvySeni zisku. Tento

vyvoj vytvoril potfebu senzori a podpirnych systémii za ucelem odhalit zdravotni
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problémy dojnic. Nevyhodou stdvajicich systémi a modelii pro detekci mastitid
na zékladé bézné uzivanych senzorl je vysoky pocet faleSnych poplachd, coz brani
jejich vyssi frekvenci vyuziti v praxi. Dale je niz$i vyuziti téchto modelt v praxi
naopak. Vétsina automatické detekce, ktera byla vyvinuta pro pouziti na farmach,
se vyuziva pro detekci klinickych mastitid (HUYBRECHTS a kol., 2014). Tyto metody
muaze vyuzit jak zemédélec nebo veterinaf pfimo na misté a vyzaduji relativné malo
Skoleni. Jeden z nejstarSich takovychto testll je kalifornsky mastitis test (VIGUER
a kol., 2009), jeho modifikace se vyuZziva i u nas pod nazvem NK test (VASIL’, 2001).

Nekteré, jako napt. pocet somatickych bunék v 1 ml mléka, jsou velmi piesné,
nékteré slouzi pro rychly odhad. Pfesné metody jsou ale velmi drahé (FERRERO a kol.,
2014).

Prehled nejcastéji vyuzivanych diagnostickych metod:

e Laboratorni vySetfeni mléka
e Bakteriologicka diagnostika
e Cytologie mlé¢ka
o NK-testy
e \ysetfeni bazénovych vzorek mléka elektronickym pocitaCem
e Pomocné diagnostické metody:
o pH mléka
o stanoveni obsahu chlorida
o stanoveni tuku a laktozy
o stanoveni chlércukrového ¢isla
o stanoveni bilkovin v mlééném séru
o stanoveni katalazy (VASIL’, 2001)
o stanoveni jinych enzymid (napt. N-acetyl-B-D-glukosamidaza — tzv.
Nagasse, a laktat dehydrogenaza (VIGUER a kol.,, 2009), katalaza,
kysela fosfataza a dalsi (FOX a KELLY, 2006)
e adalsi (VASIL’, 2001).
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Prakticky vyznam z pomocnych diagnostickych metod maji metody na stanoveni
pH, obsah chloridii, uréeni frakei bilkovin v mlé¢ném séru a stanoveni nékterych

enzymil (VASIL’,2001).

3.4.1 Pritomnost somatickych bunék v mléce

V disledku mastitidy nartista pocet somatickych bun€k v mléce (FUTO a kol., 2012).
Pocet somatickych bun¢k se pouziva po celém svéte jako indikator stavu mlécné zlazy
(PIEPERS a kol., 2007). Pocet somatickych bunék je nejcastéji pouzivany ukazatel
stavu mlééné zlazy krav, ovci a koz (PERSSON a OLEFSSON, 2011). Pouziva se jako
velmi pfesny detektor mastitidy u kravského 1 koziho mléka (STUHR a kol., 2013).

Tato metoda se pouziva pro hodnoceni kvality mlé¢ka a slouzi pro zatazeni mléka
do jakostnich t¥id (RAYNAL - LIUTOVAC a kol., 2007). Jedna se o univerzalni metodu
pro detekci mastitidy (FERRERO a kol., 2014).

ZvySeni poctu somatickych buné€k v 1 ml mléka je bud disledkem zanétlivého
procesu Vv disledku ptfitomnosti intramamalni infekce, nebo na zdklad€ jinych nez
patologickych stavli v disledku fyziologickych procesti, jako je napt. fije
nebo pokrocila faze laktace (RAYNAL — LIUTOVAC a kol., 2007).

Klinické mastitidy a pocty somatickych bun¢k jsou ukazatelé, ktefi maji spolecny
zéklad. Obranny mechanismus proti mastitidé¢ je zalozen na vyuziti mechanické
prevence proti mikroorganismim, které vstupuji do mlé¢né zlazy, vrozenou imunitou
pro bezprostiedni odpovéd’ na infekci a adaptivni imunitu, do které spadaji protilatky,
které jsou produkovany B-lymfocyty a Tc-lymfocyty (BUCEK, 2011).

Somatické bunky jsou poziistatkem po bilych krvinkach v mléku s relativné malym
poétem epitelovych bunék sekreéniho epitelu (VRSKOVA a kol, 2014). Pocet
somatickych bunék se zvysuje, vniknou — li do vemene patogeny. Postizend tkan mlécné
7lazy na to reaguje obranou reakci ve formé silného zanétu. Tak se ve velkych poctech
presouvaji leukocyty z krve do alveol, aby patogeny, které pronikly do mlécéné zlazy,
fagocytovaly a zni¢ily. Diky piisobeni plvodcl mastitid dochdzi k odumirdni
mlékotvornych bunék, které se spolecné s leukocyty mlékem vyluovany z vemene ven
(JELINKOVA, 2012).

Pritomnost somatickych buné€k v mléce se pouZziva celosvétové ke zjiSténi
infikovanych dojnic (VRSKOVA a kol., 2014). OvSem posuzovéani zdravi vemene

na zékladé hodnot somatickych bunc¢k pouze zjednoho méfeni nema samo o sobé
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dostate¢nou vypovidajici schopnost, respektive miize vést k chybnym zavérim. Vysoky
obsah somatickych bun¢k muze byt zpisoben i v disledku stresu ¢i jinymi faktory
(JELINKOVA, 2012).

V USA je pravni limit pro pocet somatickych bunék stanoveny tfadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv na hranici 750 000 bun¢k v 1 ml mléka pro krévy, ktery se ma nadale
snizovat az na hranici, ktera je stejna i v ramci Evropské unie, a 1 000 000 bun¢k v 1 ml
mléka pro ovce a kozy (PAAPE a kol., 2007).

Mléko od zdravych nebo neinfikovanych dojnic obsahuje 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 poftem somatickych bunék do 50 000
v 1 mililitru mléka (SEYDLOVA, 2013).

V Evropé se zvySeni hladiny somatickych bunék nad 200 000 bun¢k v 1 ml ml¢ka
bézné pouziva jako indikator mastitidy (VIGUIER a kol.,, 2009). Ne¢ktefi autofi
poukézali na moznost infikované jedné Ctvrti vemene dojnice jiz pti hodnotach poctu
100 000 somatickych bungk v 1 ml mléka (VRSKOVA a kol., 2014).

Zastoupeni dojnic s po¢tem somatickych bun¢k do 50 000 v pribéhu laktace klesa,
a to az na polovinu vyskytu. Tolerovana hranice pro pocet somatickych bunék je jesté
od 51000 do 100 000. Zastoupeni poctu somatickych bunék od 101 000 do 800 000
se prodluzujici dobou, po kterou je produkovano mléko vyznamné zvysuje.
Procentudlni zastoupeni dojnic s poCtem somatickych bunék ptesahujicich 800 000
je vysoké, ale relativné stalé v pribéhu celé laktace. Vazeny pramér poctu somatickych
bunék na zacatku laktace, do 40 dnli po oteleni, a nad 305 dni je vysoky a dosahuje
az 280 000. Stied laktace vykazuje niz§i hodnoty (SEYDLOVA, 2013).

U ovci se musi pocitat, Ze je poCet somatickych bunck vyssi nez v kravském mléce.
Fyziologicka hranice kolisa mezi hodnotami 0 az 500 000 v 1 ml mléka. Stfedni zanét
se vyznaCuje poétem somatickych buné¢k v rozmezi od 500 000 do 2 000 000 v 1 ml
mléka (HORAK a kol., 2012).

V porovndni s poctem somatickych bun€k u ovci a krav je u koz pocet somatickych
bunék o poznani vyssi, a to 1 u vzorkid mléka ze zdravého vemene a zvySuje se po celou
dobu laktace. Dale se znacné€ 1iSi vysledky od jednotlivych jedincii. Pocet somatickych
bun€k v mléce koz je vice ovlivnén normdlnimi fyziologickymi faktory neZ u krav,
proto zde nemohou platit normy jako pro pocet somatickych bunék u krav (PERSSON
a OLOFSSON, 2011).
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Na rozdil od krav je sekrece mléka u ovci a koz apokrinni a cytoplazmatické
Castice, které jsou podobné somatickym buiikdm, jsou normalni soucasti mléka. Tyto
castice nejsou klasifikovany jako buiiky, jelikoz neobsahuji jadra nebo DNA, i kdyz
obsahuji zna¢né mnozstvi RNA a proteinii (SOUZA a kol., 2012).

Primérny pocet somatickych bunék od zdravych koz se pohybuje 50 000 - 400 000
v 1 ml mléka na pocatku laktace (MCDOUGALL a kol., 2001). V pribéhu laktace miize
dochazet k vykyviim a pocet somatickych bunék muize piekrocit hodnotu 1 000 000
bun€k v 1 ml mléka, aniz by tato hodnota znamenala infekci mlécné zlazy. V USA
je limit poctu somatickych bunék stanoven na 1 000 000 bun¢k v 1 ml mléka, zatimco
smérnice Evropské unie zatim neobsahuji zakonné pozadavky na hodnotu SCC
pro mléko koz (STUHR a kol., 2013).

OvSem vysoky pocet somatickych bunék v mléce nutné nemusi neznamenat pouze

onemocnéni dojnice mastitidou, ale je zapficinén 1 fadou jinych parametra

(KALANTARI akol., 2013).

3.4.2 Elektricka vodivost

Jednim z dalSich priikazii mastitidy je zvySena elektrickd vodivost (ASHELY a LI,
2013). Elektricka vodivost je dilezitou vlastnosti iontovych roztoki pouzitych
pro analytické ucely. Elektrickd vodivost patii k nejvice rozSifenym metodam
automatické detekce pro klinické mastitidy (KAMPHANIUS a kol., 2008; MIEKLEY
a kol., 2012).

Tento test méfi zvySeni vodivosti v mléce, ktera je zptisobena vyskou hladiny iontt,
jako je sodik, draslik, vapnik, hot¢ik a chlorid v pribéhu zanétu (VIGUIER a kol.,
2009).

Pouziva se pro rychlou kontrolu pfijatelnosti mléka pro sledovani G¢inkii infekce
mlééné  Zlazy. Bézné kravské mléko ma hodnoty elektrické vodivosti
mezi 4,0 — 6,0 mS. cm?. Oviem mléko od dojnic, které trpi mastitidou je lepSim
vodi¢em pro elektricky proud, coZ je zplisobeno diisledkem zvysené hladiny Na* a CI
iontfi a soucasnému snizeni K* ionti a laktézy. Z tohoto diivodu miize méfeni elektrické
vodivosti pomoci pro v€asné zjisténi subklinické mastitidy. Hodnoty elektrické
vodivosti od dojnic trpici mastitidou se pohybuji od hodnot 6,5 mS. cm™

az do extrémnich hodnot 13,00 mS.cm™ pii teploté 18°C. Aby se piedeslo chybam,
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které vyplyvaji z polarizacnich efektt elektrody, je tfeba, aby elektrické méteni bylo
provadéno o vysoké frekvenci. (FERRERO a kol., 2014).

Conductivity
probe

Temperature

\ probe
A 0 mm

Obrdazek 2: Vodivostni cela vyrobend v laboratori (FERRERO a kol., 2014)

A

A=100 mm~

Vodivostni cela se skladd ze dvou elektrod z nerezavéjici oceli o plose 100 mm?
a umisténé od sebe na vzdalenost 10 mm. Stfedem krouzkl prochézi koaxialni kabel
(FERRERO a kol., 2014). Je dostatecnym senzorem pro detekci klinické mastitidy,
ale produkuje velké mnozstvi falesnych poplachtt (HOGEVEEN, 2011).

3.4.3 Stanoveni pH mléka

Stanoveni pH mléka se provadi pomoci indikatorovych papirkii nebo pH metrem, tedy
potenciometricky (VASIL’, 2001). Nartast pH mléka z divodu mastitidy je detekovan
pomoci bromthymolové modie (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 chronické 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 ov¢iho jsou tyto hodnoty
v rozmezi 6,51 — 6,85 (PARK a kol., 2007).

Jedna se o parametr, kterym lze stanovit zmény ve zdravi mlécné Zlazy (FUTO

a kol., 2012). Vyhodou testu je jeho rychlost detekce a nizké naklady na pofizeni.
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Nevyhodou naopak mald citlivost v porovnadni s ostatnimi testy (VIGUIER a kol.,
2009).

3.4.4 Rychly elektronicky test na mastitidu

REM-test, rychly elektronicky mastitis test, je ptistroj, ktery umoziuje denni sledovani
zdravotniho stavu dojnic. Na piedni stran¢ pfistroje se nachazi 4 oddélené vysparované
plochy, které slouzi pro oddoj mléka z jednotlivych ¢tvrti vemene. Tyto plochy usti
do komtrek, ve kterych se nachéazeji elektrody. Mezi nimi ve stfedu se nachazi pata
spole¢nd komtirka, kterd slouzi na méteni teploty mléka. Ptistroj méa v sob& zabudovany
mikropocitac, coz umoziiuje jeho pln¢ automatickou funkci (TONGEL’, 2014).

Do pftistroje se oddojuji prvni stiiky mléka pfed dojenim. Po oddojeni mléka
do pfislusnych komtrek se sta¢i na pfistroji klavesa ,,S“ a odstartuje se méfeni.
V piipad€, ze mérna hodnota elektrické vodivosti mléka v nékteré ze ctvrti piekroci
stanovenou hrani¢ni hodnotu, za¢ne na ovladacim panelu pferuSované svitit cervené
kontrolni svétlo, které patii k dané cCtvrti vemene. Tim je signalizované piipadné
onemocnéni mlécné zlazy mastitidou. Po skonceni méfeni je potfebné piipojit ptistroj
na bézny osobni pocita¢ a namérené hodnoty do ného piehrat. Prislusny program poté
nahrané udaje automaticky zpracuje a ulozi na disk pro potfebu veterinarniho Iékate

¢i zootechnika (TOGEL’, 2014).

3.4.5 Rychlé diagnostické testy na mastitidu
Testy pro rychlou diagnostiku se jiz nékolik let uspé$né pouzivaji v USA Vv bézné
farméaiské praxi. Nebyly vyvinuty pro detailni a pfesnou diagnostiku daného patogenu
zpiisobujictho mastitidu. Soucésti sady je manudl. Na povrch selektivnich agarQ
v Petriho misce se nanese jednorazovou bakteriologickou klickou vzorek mléka
Z postizené c¢tvrti. Déle je agar v Petriho misce umistén do termostatu na 24 hodin
a inkubovan pfi teplot¢ 37°C. Vysledek se poté odecte podle piiloZzeného schéma
(VERIS, 2013).

Situace v podnicich v Ceské republice vsak umoziwji i jiny systém uziti testil.
Prvnim predpokladem pro uspé$né zavedeni rychlé diagnostiky mastitid je dokonalé
zmapovani spektra patogenti v daném podniku. To znamend, ve spolupraci

S veterindrnim 1ékafem, se odeberou od vhodnych dojnic ctvrtové vzorky a poslou
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se na SVU (Statni veterinarni tistav). NageZ je odeslany do podniku seznam nalezenych
kmenli patogent. V pfipadé¢ environmentdlnich mastitid je zplisob detekce zalozen
na nartistu PSB (poctu somatickych bun¢k). Odhalime je jako subklinické. Provedeme
odbér vzorku mléka z dané ctvrti do sterilni zkumavky po piedchozim ocisténi konce
struku tamponem, ktery je napustény alkoholem. Sterilni jednorazovou kli¢kou
naneseme po kapce na povrch jednotlivych sektort se selektivnimi agary a inkubujeme

24 hodin pfi teploté 37,2°C (VERIS, 2013).

3.4.6 Stanoveni chloridu v mléce

Jedna se o parametr, kterym lze detekovat mastitidu (DA SILVA a kol., 2005). Jeho
obsah je podminén mnoha faktory, pfi ¢emz diagnosticky vyznamna je skutecnost,
ze poSkozeni sekrecniho epitelu mlééné zlazy ma za nasledek zvySeny obsah chloridi
v mléce. Za normalnich okolnosti je obsah chloridii ve vSech ¢tvrtich stejny, maximum
je 30 g.I". Hodnota 36,7 g.I" poukazuje na zvy3eni chloridii v mléce. Toto stanoveni se
nasledné¢ vyuziva v diagnostice sekrecnich poruch mlécné Zlazy, a to pomoci mefeni
elektrické vodivosti mléka (VASIL’, 2001), dale potenciometrii, potenciometrickou

titraci, fotometrii, spektrometrii (DA SILVA a kol., 2005).

3.4.7 NK testy

NK- test je modifikaci kalifornského testu na mastitidy. Diagnostickou reagencii je zde
cerveny prusvitny roztok povrchové aktivnich latek, alkylarylsulfonatu a fenolové
Cervené v destilované vodeé, s upravenou koncentraci vodikovych iontt (VASIL’, 2001).

Zkouska se provadi na miskach, které jsou umistény na posuzovaci paleté. 2 ml
cerstvé nadojené¢ho mléka se smisi spolu s2 ml reagencie a pfi nakldnéni palety
pod uhlem 45° se posuzuje reakce, kterd prob&hne zpravidla do 30 sekund. Pozitivni
reakce se projevuje vyraznou tvorbou vlocek a zménou konzistence ve formé
zgelovaténi az koagulace. Pusobeni rozdilného pH na barevny indikator zpusobi
soucasné barevnou reakci (VASIL’, 2001).

Tato metoda je zaloZena na principu, Ze po pfidani detergentu do vzorku mléka
s vysokym poctem somatickych bun€k, dojde k Iyze bunék s naslednym uvolnénim
nukleovych kyselin a jinych sloZzek bunééného obsahu, coz vede k vytvofeni tzv. gelové

konzistenci. Nicméné vyklad mtize byt subjektivni, a to mize mit za nasledek falesny
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poplach ohledné mastitidy. Vyhodou této metody je jeho rychlost, test Ize pouzit piimo
na misté, nizké pofizovaci naklady. Nevyhodou jiz zminénd obtizna interpretace

vysledku a nizka citlivost (VIGUIER a kol., 2009).

3.4.8 Stanoveni obsahu bilkovin mlééného séra

Celkové se obsah bilkovin v mléce dojnic pohybuje v rozmezi hodnot 2,7 — 4,4 %.
Nejvice je zastoupeny kasein (2,7 %), dale mlé¢ny albumin (0,3 — 0,5 %) a nejméné
globulin (0,1 %). Béhem mastitidy se méni pomér zastoupeni jednotlivych slozek
bilkovin mléka ve prospéch bilkovin mléne¢ho séra, které se do mléka dostavaji pres
zanétem narusenou bariéru krev — mléko. Albumin -- globulinovy koeficient klesa
z fyziologickych 3,41 na hodnotu 1,4 u subakutni formy mastitidy a az na 0,7 u klinické
formy mastitidy (VASIL’, 2001). Ov¢i mléko ma obsah bilkovin v praméru 5,8 %
a kozi 4,6 % (PARK a kol., 2007).

Stanoveni bilkovin mlééného séra se provadi pomoci chromatografickych,

elektroforetickych metod a UV spektrofotometrii (BORDIN a kol., 2001).

3.4.9 Stanoveni mnozstvi sérum albuminu

Jedna se o parametr, ktery byl studovan jako potencidlni indikator zmén stavu mlécné
zlazy (FUTO a kol., 2012). Mnozstvi sérum albuminu se stanovuje radidlnim testem
imunodifiize. Jednd se o velmi citlivou metodou, ktera je zalozena na radialni difazi
sérového albuminu proti krali¢imu antiséru. Normalni koncentrace bovinniho sérového
albuminu se pohybuje 0,1 — 0,4 mg.ml™*. Zvy3eni hodnoty na 0,5 mg.ml™ signalizuje
zanét mlécné zlazy (VASIL’, 2001).

3.4.10 Detekce pomoci enzymii

Vyzkum zmén enzymovych aktivit, spojenych s vyskytem plivodce onemocnéni, miize
vést k v€asné detekci mastitidy (STUHR a kol., 2013). Enzymy jsou proteiny, které jsou
biologickymi katalyzatory (FOX a KELLY, 2006; YANG a kol., 2014). Jsou
produkovany buiikami a hraji dilezitou roli v procesu matabolizmu t€l. Dalsi z jejich

funkeci je antioxidacni a jsou soucasti vrozené imunity (YANG a kol., 2014).
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Testy jsou rychlé, ale zatim se pro ptresnéjsi stanoveni vyuzivaji jen v laboratotich
(VIGUIER a kol., 2009).

Mnohé z testli jsou ale Casové velmi narocné pro analyzu ve velkém métitku
(WELBECK a kol., 2011). Po tadu let se jiz pouzivaji jako biomarkery k identifikaci
mastitidy. Zatim se stale prokazuje, Ze méfeni enzymatické aktivity ma diagnosticky

potencial pro detekci mastitid (KALANTARI a kol., 2013).

3.4.10.1 Detekce pomoci laktdtu dehydrogendzy
Laktat dehydrogenaza (LDH nebo LD) je vSudypfitomny enzym, ktery se vyskytuje
u obratlovcli, bezobratlych, rostlin a u mikrobii byl objeven v raném obdobi
enzymologie. LDH je enzym, ktery je velmi rozSifeny v celém organismu,
intracelularné 1 extracelularné (LARSENA a kol., 2010). Enzym se bézné vyskytuje
v nékolika rozdilnych molekularnich formach (KOPPERSCHLAGER a KIRCHBER-
GER, 1996). LDH je cytoplazmaticky enzym (KALANTARI a kol., 2013). Jedna se
o enzym slozeny ze Ctyt podjednotek, které tvoti az pét moznych kombinaci LD; — LDs
(ZEHNALEK, 2014).

Jeho obsah se prokazatelné zvySuje béhem zanétu a pusobi tak, jako Casny
ukazatel mastitidy (WELBECK a kol., 2011).

LDH je nativni slozkou mléka, ackoli ne piivodni. Pfedpokladalo se, ze zvySena
plazmy. Ale jako vice pravdépodobny divod zvyseni aktivity tohoto enzymu se jevil
dusledek porusenych parenchymatickych bunék a rozruseni leukocytd, coz bylo
nasledn¢ i potvrzeno. Dalsi narGst aktivity LDH pochdzi z rozruSenych granulocyta
a lymfocytii (LARSENA a kol., 2010).

Laktat dehydrogendza (LDH) se mize uvolnit v pribéhu imunitni odpovédi
u leukocyti a parenchymalnich bunck mlécné Zlazy. Uvolnéni enzymii do mléka lze
pozorovat po infuzi stafylokokového o-hemolyzinu. Laktit dehydrogendza slouZzi
Vtomto piipadé¢ jako ukazatel rostouci mlééné propustnosti. Byly provedeny testy
u kravského mléka na ovéfeni hodnot poctu somatickych bunék a trovné laktatu
dehydrogenazy. Ovéfeni toho modelu pro kozi mléko musi byt ale jesté provedeno
(STUHR a kol., 2013). Pavod zvyseni laktat dehydrogenazy v mléce v dusledku zvysSeni
poctu leukocytii v postizené tkani (KALANTARI a kol., 2013) a ze somatickych bunck
b&hem mastitidy po invazi mikroorganismti (LARSEN, 2005).
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KATSOULOS a kol. 2010 identifikoval aktivitu laktatu dehydrogendzy jako
nejspolehlivejsi ukazatel u tii analyzovanych enzymu, kterymi byly alkalicka fosfatdza,
aspartataminotrasferaza a laktat dehydrogenazy pro detekci mastitid mléka ovci a koz.
Bylo prokazano, ze v ptipad¢ subklinickych mastitid je aktivita laktatu dehydrogenazy
vyssi v bakteriologicky negativnich vzorcich kravského miéka.

Ale stale je velmi malo udaji o laktatu dehydrogenazy, jako spolehlivém markru
pro detekci mastitidy u koz (STUHR a kol., 2013).

FRIGGENS a kol., 2007 testovali dynamicky determicky model pro v€asné zjisténi
mastitidy pomoci laktatu dehydrogenazy jako indikatoru v mléce. Aby byli schopni
posoudit, zda je laktatu dehydrogendzy dostateCnym faktorem pro posouzeni mastitidy
dojnice, méli k dispozici hodnoty poctu somatickych bunék. Bylo prokdzano, ze aktivita
laktatu dehydrogenazy se zvySuje u mléka od dojnic infikovanych mastitidou.

Koncentrace laktatu dehydrogendzy v priabéhu zanétu mlééné zlazy ma potencidl,
aby byla pouzivana jako screeningovy test pro detekci subklinické mastitidy
(KALANTARI a kol., 2014).

Dalsi moznosti jsou testy Udder Check. Tento test bude popsan v kapitole Material

a metodika.

3.4.10.2 Detekce pomoci p - glukuroniddzou

B - glukuronidaza patii do skupiny hydrolaz. V dasledku imunitni odpovédi téla dochazi
k zvySeni jeji hladiny. Diive nebyla povazovana za citlivy parametr pro detekci
mastitidy, ale po pokusech, které byly provedeny vroce 1986 je detekce pomoci
B — glukuronidazy povazovana jako citlivy a velmi efektivni parametr pro hodnoceni
mastitidy u dojnic. Pro detekci mastitidy u koziho mléka je potiebné jeho hladinu
posoudit na zéklad€ vysledkl poctu somatickych bunek (STUHR a kol., 2013).

3.4.10.3 Detekce pomoci alkalické fosfatazy

Pod pojmem alkalickda fosfatdza zahrnuje celou skupinu relativné nespecifickych
enzymdu, které pii alkalickém pH hydrolyticky §tépi rtizné estery kyseliny fosforecné

(ZEHNALEK, 2014).
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Alkalickd fosfatdza (ALP) je membranové vazany glykoprotein, ktery je Siroce
distribuovan v zivoc¢isnych tkanich a mikroorganismy. Vyskyt alkalické¢ fosfatazy
v mléce byl poprvé uznan v roce 1952 (FOX a KELLY, 2006).

Alkalicka fosfataza v mléce je prirodni fosfataza, ktera se podili na metabolizmu.
Jedna se o jeden zendogennich enzymii v mléce. U skotu hraje dilezitou roli
vV metabolizmu glukézy. Je klicovym enzymem pii trdveni a metabolizmu tuku (YANG
a kol., 2014). Jedna se o monoesterazu, ktera katalyzuje hydrolyzu monoestert
(HANUS a kol., 2008). Jeji aktivita maZe byt ovlivnéna mnoha faktory (YANG a kol.,
2014).

V mléce jednotlivych Zivo¢isnych druhi (CHOVANEC a kol., 2008) a mezi
jednotlivci v ramei stada (FOX a KELLY, 2006) se jeji obsah zna¢né lisi. Jeji zvySena
hladina je predev§im béhem mastitid. Aktivita alkalické fosfatazy je velmi tizce spjata
I scelkovym pocétem mikroorganismi (CPM). Pii zvySeném poctu CPM dochazi
I Knaristu aktivity alkalické fosfatazy v mléce, coz je jev v disledku vzniku
mikrobialni alkalické fosfatazy. Vyssi aktivita je rovnéz v mlezivu (CHOVANEC a kol.,
2008).

Nartist koncentrace a aktivity alkalické fosfatdzy je vyvolan béhem zéanétlivého
procesu leukocyty, poskozenymi intersticidlnimi buiikami epitelu a poskozenymi
leukocyty, stejné jako laktat dehydrogenazy (KALANTARI a kol., 2013). Aktivita se
méni nepiimo v zavislosti na dojivosti, ale je nezavisla na obsahu tuku, na chovu

a stravé (FOX a KELLY, 2006).

3.4.10.4 Detekce pomoci kyselé fosfatazy

Kysela fosfatdza se na rozdil od alkalické formy tohoto enzymu nachazi vyhradné jen
v leukocytech. V mléce je jeji obsah témeét nepatrny. Jeji aktivita se vyrazné zvySuje
béhem onemocnéni mlééné zlazy. Rovnéz je jeji aktivita vy$§i v mlezivu (GAJDUSEK,
2003).

Enzym na rozdil od své alkalické formy neni aktivovan Mg ** ale je mirng
aktivovan Mn ?* a je velmi silng inhibovan fluoridem (FOX a KELLY, 2006).

Aktivita kysel¢ fosfatazy dosahuje svého maxima 5 — 6 dni po porodu, nacez
nasleduje pokles, ktery zlstdvd na nizké hladin€é az do konce laktace (FOX
a MCSWEENEY, 1998; FOX a KELLY, 2006). Narust aktivity enzymu je vyvolan
nastupem mastitidy (FOX a KELLY, 2006). Kysela fosfataza se vyskytuje v mlécném
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séru (LUKASOVA, 1999). Vzhledem k alkalické form& fosfatdzy, je jeji aktivita
pomérné nizka, asi 2 % (FOX a MCSWEENEY, 1998).

3.4.10.5 Detekce pomoci amylazy

Amylaza pochazi hlavné ze slinnych zlaz a pankreatické tkané. Jeji GCinek spociva
ve Stépeni Skrobu. Jedna se o hydrolazu (YANG a kol., 2014). Nachazi se ve dvou
formach a-amylaza a B-amylaza (FOX a KELLY, 2006). V mléce je vysSi obsah
a-amyldzy. Vyskytuje se v laktoglobulinové frakci syrovatkovych bilkovin
(LUKASOVA, 1999).

Amylaza je hlavnim enzymem se sacharidovou aktivitou. Aktivita amylazy v téle
je velmi nizka. Aktivita amyldzy se zvySuje pi1 rozkladu bunénych stén
mikroorganismi (YANG a kol., 2014).

Aktivita amylazy se rizni, vyssi je v mlezivu, ale po n€kolika dnech se jeji aktivita
sniZzuje na minimum a op¢t se zvySuje ke konci laktaéniho obdobi. Amylazova aktivita
je uzce spojena s druhem zvitete, stddiem laktace, v€kem, zdravotnim stavem, vyzivou
zvifete a individualitou jedince. Jakmile dojde ke zvySeni leukocytii v mléce, stoupa
i aktivita amylazyc coz slouzi jako vhodny marker detekce mastitid (GAJDUSEK,
2003). Amylaza je pomérné tepelné stabilni enzym (FOX a KELLY, 2006).

Vzhledem k tomu, Ze kravské mléko neobsahuje Skrob ale pouze nizké hladiny
oligosacharida, je funkce amyldzy v mléce nejasna (FOX a KELLY, 2006).

3.4.10.6 Detekce pomoci katalazy

Katalaza je hem obsahujici enzym, ktery je distribuovan Siroce v rostlinnych,
mikrobidlnich a Zivoc¢iSnych tkanich a sekretli. Jedna se o jeden z prvnich enzymd, ktery
byl prokézén v mléce (FOX a KELLY, 2006).

Katalaza je enzym, ktery je v mléce obsazen vzdy. Vyuziva se k detekci mastitidy,
jelikoz je obsazena v leukocytech. Aktivita kataldzy je vys$si v mlezivu (GAJDUSEK,
2003), pii nardstu poctu somatickych bunék (FUTO a kol., 2012), pti mastitide
se aktivita zvySuje vyrazné (FOX a KELLY, 2006) a pii vSech piipadech poruch sekrece
mléka (GADIOJSEK, 2003; ASHELY a LI, 2013). Aktivita katalazy v syrovém mléce
je pfimo Umérnd poctu somatickych bunék, coZ z katalazy déla uZite¢ny ukazatel

mastitidy, jehoZ aktivita by mohla byt bioindikatorem mastitidy (FUTO a kol., 2012).
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Mnohem castéji se pro stanoveni mastitidy pouzivaji ukazatel¢, jakymi jsou pocet
somatickych bungk, aktivita N-acetyl-p-D-glykosamidu nebo elektricka vodivost (FOX
a KELLY, 2006).

Ulohou katalazy v mléce je rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik (FOX
a KELLY, 2006). Katalaza dale v mléce pfeménuje dusitany na dusi¢nany. Rychlost
oxidace dusitani v mléce na dusi¢nany je pfimo umeérna koncentraci tohoto enzymu.
Jeji aktivita v kravském mléce je 2 U.ml™(SILANIKOVE a kol., 2009).

Kataldza se nabaluje na povrch tukovych kulicek a pi1 odstfedéni piechazi
do smetany (LUKASOVA, 1999). FUTO a kol., 2012 prokazali, ze zvysena aktivita
katalazy ve vzorcich mléka je rychlou a snadnou detekci pro mastitidu a abnormalni

mléka.

3.4.10.7 Detekce pomoci Nagasse (N-acetyl-f-D-glykosamid)
N-acetyl-B-D-glykosamid je enzym mléka, ktery propoustén bunkami epitelu
a polymornukledrnich leukocyti a katalyzuje bunéné reakce, které pomahaji
imunitnimu systému proti patogenim (STUHR a kol, 20013). Jedna se o enzym
lysozomalniho charakteru, ktery pochdzi hlavné z epitelidlnich bunék mlécné zlazy
a v mens$i mife ze somatickych bunék (LARSENA a kol., 2010; FOX a KELLY, 2006).
Ze studii leze ptedpokladat, ze tento enzym je indikatorem pro antimikrobidlni
ucinky v prabéhu zanétlivého procesu (URECH a kol., 1999; STUHR a kol., 2013).
Hladina enzymu se zvySuje pfi onemocnéni mlécné zlazy. Tento enzym lze vyuzit
i jako ligand v biosenzorech, kdy se povrch ¢ipu imobilizuje pomoci tohoto enzymu.
Enzymové aktivita u mléka pochazejictho od zdravych krav je 25 U.L™, zvyseni

aktivity na 30 U/L signalizuje mléko od zviiete s mastitidou (WELBECK a kol., 2011).

3.4.10.8 Detekce pomoci laktoferinu

Laktoferin je zelezo vazajici glykoprotein (MOLENAAR a kol., 1996; HISS a kol.,
2008) a je povazovan za hlavni ¢ast nespecifické rezistence onemocnéni komplexu
v mlééné Zlaze (HISS a kol., 2008). Jedna se o enzym, ktery ma v téle mnoho funkci,
mezi nejvyznamnéjsi patii pfenos Zeleza a antibakteridlni funkce (MOLENNAR a kol.,

1996). Zabraniuje mnozeni bakterii béhem mastitidy. Koncentrace laktoferinu se zvySuje
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v pribé¢hu subklinické mastitidy a vyznamné koreluje s poctem somatickych bunck
(FORSBACK a kol., 2009).

U krav byl pozorovan vliv fyziologickych faktorti na koncentraci laktoferinu v mléce.
U laktoferinu byla vysledovana pfima iméra na narGstu poctu somatickych bunék
(HISS akol., 2008).

HISS a kol., 2008 se pokusili potvrdit tuto iméru i u koziho mléka. Vysledkem
bylo, ze oba parametry, obsah laktoferinu v zavislosti na poctu somatickych bunék, jsou
ovlivnény rtiznymi faktory. Nicméné, regulace obou parametrii nelze snadno srovnavat.
SCC obsahuje bunécné elementy, které se dostavaji do mléka z krevniho ob&hu, zatimco
laktoferin je syntetizovan piimo v mlé¢né 71aze. ZvySend hladina somatickych bunék
je iniciovana chemoatraktanty, soucasti nebo metabolity bakterii, ale i endogennimi
slozkami, v€etné cytosinti nebo slozkami komplexu. Chemoatraktanty jsou hormony
lokomoce (schopnost pohybu). Jedna se anorganické nebo organické slouceniny, které
indukuji chemotaxe. Chemotaxe je pohyb organismii vyvolany chemickym
podrazdénim (BARKEFORS a kol., 2008). Cytosiny jsou regulovany v prub&hu
fyziologickych procesti a mohou mit vliv na mnoZzstvi laktoferinu. Ackoli existuje ptima
uméra mezi poctem somatickych bunék a obsahem laktoferinu v mléce, nelze dojit
k zavéru, zda muze byt laktoferin pouzity jako parametr vedle nebo namisto poctu

somatickych bun€k pro posouzeni kvality koziho mléka (HISS a kol., 2008).

3.4.10.9 Detekce pomoci plazminu a plazminogenu

Plazmin je hlavni proteolyticky enzym v mléce krav a ovci, ve kterém se vyskytuje
spole¢né s neaktivnim plazminogenem (LEITNER a kol., 2004) a aktivatory
plazminogenu, které jej aktivuji na plazmin (LEITNER a kol., 2004; FOX a KELLY,
2006) a inhibitory plazminogenu a plazminu (FOX a KELLY, 2006).

Jedna se o nejvyznamné;jsi proteolyticky enzym v mléce (THEODORU a kol, 2007,
CORTELLINO a kol, 2006). Bovinni plazminogen je jednoietézcovy glykoprotein
obsahujici 786 aminokyselinovych zbytkli s vysokou molekulovou hmotnosti.
Plazminogen se pifevede na plazmin Stépenim peptidické vazby mezi
557. a 558. aminokyselinou, konkrétn€ mezi argininem a izoleucinem, pomoci
specifickych proteaz. Plazmin ma optimalni aktivitu pti pH 7,5 a teploté 37°C (FOX a
KELLY, 2006).
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Plazmin hydrolyzuje os-kasein a [p-kasein (THEODORU a kol.,, 2007;
CORTELLINO a kol, 200; FOX a KELLY, 2006), osg-kasein na vy-kasein
a proteozo-peptony (BASTIAN a BROWN, 1996). Dale snizuje schopnost mléka
k dalsimu zpracovani. ZvySeni plazminogenu a plazminu v mléce ma negativni vztah
ke koagulaci mléénych bilkovin, dochdzi ke zhorSeni koagulacnich schopnosti
(THEODORU a kol., 2007).

Narast plazminogenu a plazminu je registrovan na konci laktace (THEODORU
a kol., 2007; FOX a KELLY, 2006). Jeho obsah se zvySuje pti onemocnéni mlécné z1azy
(URECH a kol., 1999; FOX a KELLY, 2006; BASTIAN a BROWN, 1996). Narust
koncentrace plazminu a plazminogenu je z krevniho fecisté¢ (FOX a KELLY, 2006).

Systém plazmin-plazminogen je ovlivnén zdravotnim stavem zvitete. Na zakladé
studii bylo zjiSténo, ze aktivita plazminu vzrista se zvySujicim se poctem somatickych
buné¢k, zatimco aktivita plazminogenu neni zavislad na po¢tu somatickych bunék viibec
(THEODORU a kol., 2007).

V mléce se plazmin vaze na povrch kaseinovych micel, které slouzi jako jeho
substrat (CORTELLINO a kol., 2006). Hlavnim substratem je pro plazmin B-kasein.
Béhem procesu syfeni prechazi do syfeniny, zatimco inhibitory plazminu
a plazminigenu jsou rozpustné v mlé¢ném séru (FOX a KELLY, 2006). Plazmin ma
afinitu K lyzinovym a argininovym zbytkl, a pfednostné $tépi lysin-arginové vazby
(BASTIAN a BROWN, 1996).

CORTELLINO a kol., 2006 provedli studii, ktera se zabyval aktivitou plazminu
a plazminogenu v mléce koz. Zjistili, Ze aktivita plazminu byla vy$§i neZ aktivita
u ostatnich pfezvykavci (pro porovnani s kravskym mlékem o 17 — 50 %, oproti
ov¢imu o 45 %), zatimco aktivita plazminogenu byla vyrazné nizsi.

Plazmin je velmi teplotné stabilni enzym a v poslednich letech se stal velmi

vyznamnym enzymem v mléce. V disledku toho se stal pfedmétem zna¢ného vyzkumu

(FOX a KELLY, 2006).
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4 MATERIAL AMETODIKA

4.1 Material

Pro méfeni byly pouzity individualni vzorky mléka od dojnic. Celkem bylo testovano
72 vzorki z ¢ehoz 48 vzorki pochazelo od dojnic ze zeméd€lského podniku Miroslav
a zbytek od drobnych chovateli. Mléko bylo po nadojeni zchlazeno a pievezeno
do laboratofe ustavu technologie potravin Mendelovy univerzity, kde zistalo uchovano
V chladnicce aZz do doby méfeni a nasledné bylo zahiano na teplotu 20°C. MnoZstvi
a aktivita enzymu, spolecné s poftem somatickych bun€k byla urovana v syrovém
mléce, ze kterého byly odstfedény somatické buiky, 1 syrovém mléce, ze kterého
nebyly somatické bunky odstfedény. Mléko bylo odstfedéno vzdy v den méteni pti 1000
otackach po dobu 5 minut teploté odstfedivky nastavené na teplotu mléka, ktera Cinila
20°C.

Na analyzu pro odhad poctu somatickych bun€k na zakladé mnozstvi enzymu
a na aktivitu laktatu dehydrogenazy byly pouzity testy od vyrobce Porta check, Inc. Tato
spolec¢nost byla zalozena v roce 2004 se zaméfenim na marketing a prodej pienosnych

testovacich zatizeni pro mlékarensky pramysl (http://www.portacheck.com/history.php).

4.2 Metodika

Chemicka analyza byla provedena v laboratoii tistavu technologie potravin Mendelovy
univerzity. U vzorkti bylo stanovovano pH, °SH, dale testy na aktivitu laktatu
dehydrogenazy (Under Quick) a testy na odhad poctu somatickych bunék (The Porta

SCC milk test — vizualné a pomoci elektronického ptistroje a The Porta SCC quick test).

4.2.1 Analyza poctu somatickych bunék v mléce a aktivity LDH

Analyza probéhla v laboratofi G stavu technologie potravin Mendelovy univerzity
a pro porovnani poc¢tu somatickych bunék s certifikovanou metodou byla analyza
na pocet somatickych bunék provedena jesté v akreditované laboratofi pro rozbor mléka
v Brng&, Tufanech. Laboratof spada pod Ceskomoravsky svaz chovatelii a.s., kde byl
pocet somatickych bunék uréen stanovenim za pomoci fluoro-opto-elektronické
metody. Pro tento postup jsou somatické bunky v mléce definovany jako ¢astice, které

maji minimalni intenzitu fluorescence, coz je zpisobeno vlivem barveni fluorescenénim
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barvivem. Obarvené somatické bunky vytvaieji v pritocném cytometru elektricky
impulz, ktery je nasledné¢ registrovan. Jedna se tedy o nepiimou metodu a piistroj
je nastavovan podle referen¢ni metody. Stabilita nastaveni je natolik robustni, Ze Groven
méteni je kontrolovana za pouziti standardd. Tudiz neni nutno provadét pravidelné
kalibrace. Na rozdil od stanoveni obsahu ostatnich slozek mléka (CSN EN ISO 12366 —
2:2007).

Pocty somatickych bun¢k byly méfeny jak u neodstfedéného mléka, u vSech

72 vzorku, tak i u odsttedéného (pouze 12 vzorku).

Pro celkovy pocet somatickych bun¢k v mléce v laboratoti MENDELU byly pouzity
nasleduyjici testy:

e The Porta SCC milk test - byl vyhodnocovan pomoci barevné $kaly, ktera byla
soucasti baleni. Tento test byl vyvinut pro odhad somatickych buné¢k
od jednotlivych krav. Test byl hodnocen na univerzitaich v USA a v Kanadé
a bylo prokazano, ze ma dobrou korelaci s laboratornimi vysledky. Jednad se
o test, ktery je zalozen na chemické reakci mezi barvivem, které je naneseno
na testovacim prouzku, a enzymem, ktery detekuje somatické buiky v mléce.
V ptitomnosti somatickych bun¢k v mléce dochazi ke zméné barvy testovaciho
prouzku z bezbarvé na modrou. Cim je barva tmavsi, tim je vyskyt somatickych
bunék v mléce vyssi. Samotny postup spociva v naneseni jedné¢ kapky mléka
na testovaci prouzek a tfech kapkach aktiva¢niho roztoku. Vysledky se
vyhodnocuji 45 minut po naneseni aktiva¢niho roztoku na testovaci prouzek bud’
vizualné ptilozenim k barevné skale.

Soucasti sady je 1 maly digitalni ptistroj pro odecet poctu somatickych bunék. Po
zapnuti ptistroje se pockd na nacteni kodu, ktery se projevi na displeji jako hodnota 549.
Poté vlozime dle ndvodu zkuSebni testovaci prouzek reagencnim polsStatkem, ktery je
modfe zbarveny, na snima¢. Poté miizeme méfit testovaci prouzky se vzorky, rovnéz po

uplynuti 45 minut (NAVODY).
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Obrazek 3: Testovaci prouzky, reagencie a ndavody k The Porta SCC milk test
(http://www.portacheck.com/portascc.php)

The Porta SCC quick test - Princip testu je shodny s piedeSlou metodou. Rozdil
spoc¢iva pouze v dobé vyhodnoceni, ktera u tohoto testu je pét minut a davce
¢inidla a vzorku mléka, které v tomto ptipad¢ tvoii ¢tyfi kapky vzorku a Ctyfi

kapky ¢inidla (NAVODY).

trem r,
s o eer e,
B Ot ro

Obrazek 4: Testovaci prouzky, reagencie, pipety a barevna Skdla pro vizudlni
odhad postu  somatickych bunék u The Porta SCC quick test
(http://www.portacheck.com/portascc.php)
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e Udder check test — Jedna se o testovaci prouzky s reagencnim polstarkem,
na kterém je nanesen imobilizovany substrat L-laktatu. V disledku tady
enzymatickych reakci se tento substrat oxiduje na laktat dehydrogenazy (LDH),
ktery je obsazen v mléce, souCasn¢ indikator nitotetrazolium, ktery ma modré
zbarveni je redukovan na fialové zbarveny formazan. Intenzita zabarveni
formazanu je poté pfimo umernd koncentraci laktatu dehydrogenazy obsazené
vV mléce.

Tyto testy nesmé&ji piijit do kontaktu s pfimym sluneénim svétlem. VyuZzivaji se
pro cerstvé nadojené mléko nebo pro chlazené mléko, které je nasledné¢ ohiano
na pokojovou teplotu pied testovanim. Vzdy se vyuziva mléko, do kterého nebyly
piidany konzervacni latky. Vzorky je ddle nutno promichat, v ptipadé, Ze staly déle nez
10 minut pted provedenim testu. V piipadé, Ze testovany vzorek obsahuje mlezivo, ¢teni
barevné reakce je obtizngj§i. Cim je barva formazanu na reagenénim polstaiku tmavsi,
tim vys$i je koncentrace laktdtu dehydrogenazy v mléce, coz ukazuje na vysSsi
pravdépodobnost infekce.

Samotny postup je velmi jednoduchy. Staci ponofit testovaci prouzek s detekénim
polstatkem do vzorku mléka, které je Cerstvé nadojené nebo zchlazené a nasledné ohraté
na pokojovou teplotu. Po dvou minutach piilozime testovaci prouzek ke Skale a
odegitame hodnoty (NAVODY)

Tabulka 1: Interpretace vysledkt aktivity LDH (NAVODY)

Vysledek na barevné Pravdépodobnost infekce Aktivita LDH
Skale
- nizka <100U.I*
+ mirnd 100 -200U . I
++ vysoka 200-500 U . I
+++ velmi vysoka >500U. I"
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Obrazek 5: Testovaci prouzky pro The Potra SCC milk test po naneseni vzorku mléka a
reagencie a po uplynuti 45 minut (nahore), testovaci prouzky s reagencnim polstarkem

The Udder check test poté, co byly ponoreny do miéka a uplynuti 2 minut (dole)

4.2.2 Chemicka analyza mléka

e pH —hodnota pH byla méfena za pomoci digitdlniho pH metru WTW pH 95.

e titracni kyselost — byla stanovena pomoci metody Soxhlet — Henkela. Je dana
spotfebou odmérného roztoku 0,25 M NaOH, ktery je potfebny k neutralizaci
vSech kysele reagujicich slozek na indikator fenolftalein vel00 ml mléka

(GAIDUSEK, 1997).

Postup této metody byl nasledujici. K 50 ml napipetovaného mléka byly pfidany
2 ml indikatoru fenolftaleinu. NaceZ byla provedena titrace odmérnym roztokem, ktery
byl pfiddvan az do zmény barvy mléka z bilé na slabé rtiZovou trvajici po dobu

minimalné 15 sekund, srovnatelnou oproti standardu. °SH byly poté urceny dle rovnice.
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°SH=2Xxaxf

Kde a je spotieba odmérného ¢inidla v ml a f piedstavuje faktor odmérného roztoku.

4.3 Zpracovani vysledki

Vysledky jednotlivych rozborGi byly nésledné statisticky zpracovany. Hodnoty
naméfené v laboratofi Mendelovy univerzity byly zjisténé pomoci The Porta SCC milk
test a The Porta quick test porovnavany s hodnotami naméfenymi akreditovanou
laboratofi pro rozbor mléka. U vzorkul se zaroven statisticky stanovovalo, zda Se od sebe
statisticky vyznamné li§i hodnoty poctu somatickych bunék v mléce, ze kterého byly
odstfedény somatické bunky i1 mléka, ze kterého somatické buiky odstfedény nebyly.
Bylo zjistovano, zda se od sebe hodnoty stanovené v laboratoii Mendelovy univerzity
vyznamné statisticky 1i§i od hodnot namétfenych v akreditované laboratofi. K tomuto
stanoveni byl pouzit dvouvybérovy t-test.

Korelace mezi aktivitou laktatu dehydrohenazy zjisténou z Udder check testu
a poctem somatickych bunék byla stanovena pomoci Spearmanova korela¢niho
koeficientu. Statisticky se stanovovalo, zda je aktivita nezavisla na poc¢tu somatickych
bunék. Dale se u aktivity laktat dehydrohenazy stanovovalo, pomoci dvouvybérového
t-testu, zda se statisticky vyznamné 1i§i hodnoty u odstfedéného a neodstiedéné¢ho
mléka. Dale se dvouvybérovym t-testem stanovovalo, zda se od sebe vzdjemné
statisticky vyznamné li§i hodnoty ziskané méfenim na digitalnim piistroji, ktery byl
soucasti sady The Porta SCC milk test, od vysledkti hodnot poctu somatickych bun¢k
ziskanych z akreditované laboratote.

VSechny analyzy byly provedeny v opera¢nim programu Statistika 12. Grafy

a tabulky byly zpracovany v opera¢nim programu Excel.
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5 VYSLEDKY

V diplomové praci byly sledovany chemické parametry, obsah enzymii a pocet
somatickych bun¢k v obdobi 2013 — 2015. Pro analyzu byly pouzity testy The Porta
SCC milk test, The Porta quick test a Udder quick test, které byly popsany v kapitole
Material a metodika. Dale bylo stanovovano pH a °SH, u kterych je detailni postup
popsan rovnéz v kapitole Material a metodika.

Vysledky byly méfeny u kravského syrového mléka, a to jednak u mléka, ze
kterého byly odstfedény somatické bunky a u mléka, ze kterého somatické bunky
odstfedény nebyly. Naméfené vysledky jsou uvedeny v nésledujicich tabulkéch 2 — 15-

Tabulka 2: Pocty somatickych bun€k a aktivita laktatu dehydrogenazy ve vzorcich
mléka, ze kterého byly odstiedény somatické bunky z 5. listopadu 2013

Cislo The Porta The Porta Udder check | PSB z centralni
vzorku SCC milk test SCC quick test laboratoi‘e
vizual test [10°bunék. mI™ | [10°bunék. mI™]
[10°bunék. mI" |  [10°bunék. 1
'] mI”]
1 <100 <100 100 — 200 10
2 <100 <100 100 — 200 5
3 <100 <100 100 — 200 5
4 <100 <100 <100 1
5 <100 <100 <100 5
6 <100 <100 <100 2
7 <100 <100 100 - 200/ 82
200 — 500
<100 <100 100 — 200 14
<100 <100 100 — 200 23
10 <100 <100 100 - 200/ 62
200 — 500
11 250 250 200 — 500 213
12 <100 <100 100 — 200 58
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Tabulka 3: Nameétené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 5. listopadu 2013

Cislo pH °SH | The Porta | The Porta Udder PSB
vzorku SCC milk | quick test | check test | z akreditované
test vizual | [10°bunék. | [10°bunék. laboratoi‘e
[10°bunék. ml™] ml™] [10°bunék. mI
ml™] g
1 6,72 6,03 <100 <100 100 — 200 14
2 6,73 6,03 <100 <100 100 — 200 14
3 6,56 9,31 <100 <100 100 — 200 7
4 6,57 8,77 <100 <100 <100 2
5 6,66 7,12 <100 <100 <100 7
6 6,67 7,12 <100 <100 <100/ 3
100 — 200
7 6,54 10,41 <100 <100 200 — 500 126
8 6,71 6,56 <100 <100 100 — 200 89
9 6,67 7,12 <100 <100 100 — 200 71
10 6,77 6,03 250 250 200 — 500 275
11 6,63 7,94 1550 750 >500 2324
12 6,67 7,67 250 250 100 — 200 237

Tabulka 4: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 18. listopadu 2013

¢islo pH °SH The Porta | Udder check PSB
vzorku quick test test Z akreditované
[10°bunék. [10°bunék. laboratoi‘e
ml™] ml™] [103bu1nék. ml
]
1 7,11 3,84 250 >500 388
2 6,71 5,48 <100 100 — 200 641
3 6,97 4,93 500 — 750 200 — 500/ 1502
>500
4 6,63 8,08 <100 <100 80
5 6,65 7,07 <100 100 — 200 30
6 7,27 2,52 750 >500 1047
7 6,74 7,58 <100 100 - 200 13
8 6,74 5,55 <100 200 — 500 247
9 6,72 6,56 <100 100 — 200 2
10 7,00 4,04 250 200 — 500 256
11 6,69 7,07 100 - 250 100 — 200/ 241
200 — 500
12 6,72 6,56 <100 100 — 200 13
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Tabulka 5: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého byly odstiedény somatické buiiky

z 18. listopadu 2013

¢islo vzorku

The Porta quick test
[10°bunék. ml?]

Udder check test
[10°bunék. ml™]

1 250 >500

2 <100 100 - 200

3 500 - 750 200 — 500/ >500
4 <100 <100

5 <100 100 - 200

6 750 >500

7 <100 100 - 200

8 <100 200 - 500

9 <100 100 - 200

10 250 200 - 500

11 100 — 250 100 — 200/ 200 - 500
12 <100 100 - 200

Tabulka 6: Naméiené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky

z 26. listopadu 2013

¢islo pH °SH | The Porta | The Porta Udder PSB
vzorku SCC milk | quick test | check test | z akreditované
test [10°bunék. | [10°bunék. laboratoi‘e
[10°bunék. ml™] ml™] [10°bunék. mI
ml™] g
1 6,75 | 6,15 <100 <100 100 - 200 17
2 6,78 | 6,05 <100 <100 100 — 200/ 26
200- 500
3 6,59 | 7,99 <100 <100 100 — 200 13
4 6,60 | 7,79 <100 <100 <100 7
5 6,68 | 7,28 <100 <100 100 - 200 8
6 6,72 | 6,77 <100 <100 100 - 200 18
7 6,66 | 7,28 <100 <100 100 - 200 65
8 6,75 | 5,64 <100 <100 200 — 500 42
9 6,67 | 6,97 <100 <100 100 — 200 29
10 6,79 | 5,54 <100 <100 200 — 500 41
11 6,65 | 7,18 1550 250 >500 2482
12 6,71 | 6,56 250 <100 100 - 200 249
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Tabulka 7: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 26. listopadu 2013

Cislo The Porta SCC milk | The Porta quick Udder check test
vzorku | test [10°bunék. ml™] test [10°bunék. ml™]
[10°bunék. ml™]
1 <100 <100 100 - 200
2 <100 <100 100 — 200 /200 - 500
3 <100 <100 100 - 200
4 <100 <100 <100
5 <100 <100 100 — 200
6 <100 <100 100 - 200
7 <100 <100 100 - 200
8 <100 100 - 250 100 - 200
9 <100 <100 100 - 200
10 <100 <100 100 — 200/ 200 - 500
11 750 250 - 500 200 - 500
12 250 250 100 - 200

Tabulka 8: Naméiené hodnoty mléka ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 8. fijna 2014

¢islo pH °SH The Porta | Udder check PSB
vzorku quick test test Z akreditované
(v tisicich | [10°bunék. mI laboratoi‘e
[10°bungk. g [10°bunék. mI?]
ml™]
1 6,60 6,11 100 — 250 200 — 500 990
2 6,70 6,48 <100 100 — 200 109
3 6,66 6,58 100 — 250 100 — 200 115
4 6,70 6,82 250 200 — 500 175
5 6,65 6,58 <100 100 — 200 16
6 6,65 6,68 100 - 250 100 - 200/ 156
200 — 500
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Tabulka 9: Naméiené hodnoty mléka, ze kterého byly odstfedény somatické bunky z 8.

Fijna 2014

¢islo vzorku

The Porta quick test
[10°bunék. ml™]

Udder check test
[10°bunék. ml™]

1 100 - 250 200 — 500
2 <100 100 - 200
3 <100 100 - 200
4 100 - 250 200 — 500
5 <100 100 - 200
6 100 - 250 100 — 200/ 200 — 500

Tabulka 10: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 14. ledna 2015

¢islo pH °SH | The Porta | The Porta Udder PSB
vzorku SCC milk | quicktest | check test | z akreditované
test [10°bunék. | [10°bunék. laboratoi‘e
[10°bunék. ml™] mi™] [10°bunék. mI
ml™] ]
1 6,65 | 7,53 250 250 100 — 200 122
2 6,63 | 7,74 | 100 - 250 250 100 — 200 155
3 6,72 | 6,91 <100 100/ 250 200 — 500 128
4 6,75 | 7,64 | 100-250 | 100/250 | 100 - 200/ 104
200 — 500
5 6,63 | 7,95 <100 <100 <100 25
6 6,63 | 8,16 500 500 200 — 500 180
7 6,63 | 9,10 250 250 100 - 200 185
8 6,69 | 7,32 500 500 200 — 500 346
9 6,83 | 5,65 <100 <100 200 — 500 78
10 6,77 | 6,91 <100 <100 <100 28
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Tabulka 11: Namétené hodnoty mléka, ze kterého byly odstfedény somatické bunky
z 14. ledna 2015

Cislo The Porta SCC milk The Porta quick Udder check test
vzorku | test [10°bunék. ml?] test [10°bunék. ml™]
[10°bunék. ml™]
1 <100 <100 100 - 200
2 <100 <100 100 — 200
3 <100 <100 200 - 500
4 <100 <100 100 - 200
5 <100 <100 <100
6 100 - 250 250 200 - 500
7 <100 <100 100 - 200
8 <100 250 100 - 200
9 <100 <100 200 - 500
10 <100 <100 <100

Tabulka 12: Namétené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky

z 20. ledna 2015

¢islo pH °SH | The Porta | The Porta Udder PSB
vzorku SCC milk | quick test | check test | z akreditované
test (v tisicich | [10°bunék. laboratoi‘e
[10°bunék. | bunék. ml™] [10°bunék. mI
ml™] ml™?) ]
1 6,76 | 5,86 <100 <100 100 - 200 127
2 6,62 7,85 <100 <100 <100 17
3 708 | 3,14 750 500 — 750 >500 469
4 6,69 6,39 500 250 100 — 200/ 117
200 — 500
5 6,69 7,23 <100 <100 100 - 200 40
6 6,61 7,02 <100 <100 <100 25
7 6,58 | 8,38 | 100-250 | 100-250 | 100 - 200 59
8 6,75 6,49 | 250-500 | 250 -500 | 100 - 200/ 124
200 — 500
9 6,69 7,43 250 250 100 — 200 89
10 6,71 6,39 <100 <100 <100 24
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Tabulka 13: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého byly odstfedény somatické bunky
z 20. ledna 2015

Cislo The Porta SCC milk | The Porta quick test Udder check test

vzorku test [10°bunék. ml™] [10°bunék. mI?] [10°bunék. mI?]

1 100 — 250 <100 100 — 200

2 <100 <100 <100

3 500 250 - 500 >500

4 250 100 - 250 100 — 200/ 200 - 500

5 <100 <100 100 — 200

6 <100 <100 <100

7 <100 <100 100 - 200

8 <100 250 100 — 200/ 200 - 500

9 <100 100 - 250 100 - 200

10 <100 <100 <100

Tabulka 14: Namétené hodnoty mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
z 23. ledna 2015

¢islo pH °SH | The Porta | The Porta | Udder check PSB
vzorku SCC milk | quick test test Z akreditované
test [10°bunék. | [10°bunék. laboratoi‘e
[10°bunék. ml™] ml™] [10°bunék. mI
ml™] g
1 6,57 6,49 <100 <100 <100 58
2 6,57 7,33 <100 <100 <100 11
3 6,63 7,96 <100 <100 <100 26
4 6,54 7,22 <100 <100 <100 7
5 6,67 6,60 <100 250 100 — 250 147
6 6,67 6,86 <100 100 — 250 <100 79
7 6,56 8,69 <100 <100 <100 43
8 6,62 7,02 250 <100 <100 11
9 6,64 6,70 <100 100 - 250 100 - 200 309
10 6,56 8,48 <100 100 — 250 <100 86
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Tabulka 15: Naméfené hodnoty mléka, ze kterého byly odstfedény somatické bunky
z 23. ledna 2015

Cislo The Porta SCC milk The Porta quick Udder check test
vzorku | test [10°bunék. mI?] test [10°bunék. mI?]
[10°bunék. ml™]
1 <100 <100 <100
2 <100 <100 <100
3 <100 <100 <100
4 <100 <100 <100
5 <100 <100 <100
6 <100 <100 <100
7 <100 <100 <100
8 <100 <100 <100
9 250 250 100 - 200
10 <100 <100 <100
6 DISKUZE

Pocty somatickych bunék odhadnutych vizualné na The Porta SCC milk testu
v syrovém mléce, ze kterého nebyly odstiedény somatické bunky, se statisticky
vyznamné neliSily od hodnot naméfenych akreditovanou laboratoii (p>0,05), coz
dokazuje, Ze aktivita enzymi se s po¢tem somatickych bunék zvysuje (NAVODY).
Dané testy jsou tedy schopny ovérit orientacni poCty somatickych bunék.

Naproti tomu hodnoty naméfené na digitalnim piistroji se nejevily jako prukazné
V porovnani s vysledky hodnot poc¢tu somatickych bunék naméfenych v akreditované
laboratofi. Z tohoto divodu nejsou ani tyto vysledky zaneseny do tabulek. Moznou
pri¢inou je pravdépodobné nizké rozliSenim pftistroje. Pristroj detekoval az hodnoty
vys§i nez 400 000 somatickych bunék v 1 ml. Coz vzhledem k faktu, ze v Ceské
republice je norma pro zdravé mléko jen do 100 000 somatickych bun€k v 1 ml mléka
(STUHR a kol., 2013) neni ptili§ vhodna metoda, jelikoz u mastitidniho mléka, které
obsahuje somatické bunkky vrozmezi 100 000 — 400 000 vibec neregistruje pocet
somatickych bunék.

Poc¢ty somatickych bunék z méfeni The Porta SCC quick testem se rovnéz
statisticky vyznamné neliSily od hodnot, které byly stanoveny v akreditované laboratofi
(p>0,05), coz jen opét dokazuje, Ze aktivita enzymu je imérna poétu somatickych

bunék. Ackoli se jednalo jak v ptipadé¢ The Porta SCC quick test, tak v piipadé¢ The
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Porta SCC mik test o odhad poc¢tu somatickych bun¢k na zdkladé barevné skaly,
korespondoval tento odhad s poétem somatickych bun¢k namétenych v akreditované
laboratofi.

Dale bylo potvrzeno, ze aktivita laktat dehydrogenazy je v silné korelaci s poétem
somatickych bunék (p> 0,05).

FORSBACK a kol., 2009 prokazuje korelaci mezi koncentraci a aktivitou enzymu
se zvySujicim se poétem somatickych bundk v mléce krav. Cemuz odpovida i nas
vysledek diplomové prace.

Pii infekci mlééné zlazy dochdzi k uvolnéni enzymt véetné LDH do mléka, jak
tim je hladina LDH vyss$i. LDH byl prokdzan jako vyznamny marker pro sledovani
mastitidy. Koncentrace laktat dehydrogenazy koreluje s poctem somatickych bunék
(NAVODY).

Uvedené vysledky naSeho méteni potvrzuji i grafy (obrazek 6 a obrazek 7), kde je

znazorneéna aktivita enzymu LDH v mléce krav a pocet somatickych bungk.
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Obrazek 6: Graf zndzornujici aktivitu LDH a pocet somatickych bunék vV mléce, ze
kterého nebyly odstredeny somatické buiiky (hodnoty poctu somatickych bunek

pochdzeji z méreni z akreditované laboratore
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Obrazek 6. Graf znazornujici aktivitu LDH a pocet somatickych bunék vV mléce, ze
kterého byly odstredeny somatické bunky (hodnoty poctu somatickych bunék pochazeji

Z méreni z akreditované laboratore)

Zvyseni koncentrace laktatu dehydrogenazy nastava cCasto jeSté pred samotnym
zvySenim poctu somatickych bunék v mléce, diky cemuz lze provést vcasnou
diagnostiku (NAVODY).

CHAGUNDA a kol., 2006 rovnéz prokazali vzajemny vztah mezi aktivitou laktat
dehydrogendzy a pocétem somatickych bunék v kravském mléce. Korelace byla
vyrazné€j$i u vyssich hodnot poctu somatickych buné€k, coz souhlasi i s naSimi vysledky.
LIQUAN a kol., 2006 prokazali, ze korelace mezi fadou testovanych enzymi, mezi
kterymi byla i LDH, a po¢tem somatickych bun¢k je nejvyssi korelace u LDH.

Dale CHAGUNDA a kol., 2006 prokazali, ze laktat dehydrogenazy je velmi
citlivym parametr pro detekci subklinickych mastitid. U zdravych dojnic nebo u dojnic
s nizkym pocétem somatickych bunék se zvySeni aktivity laktat dehydrogenazy naopak
nijak neprojevuje (LEHMAN a kol., 2014), coZ rovnéz odpovida nasim sledovanim.

FRIGGENS a kol., 2007 prokazal, ze LDH muze byt ptesny ukazatel mastitidy.
Stejné tak ve studii, kterou provedl FORSBACK a kol., 2009, coz se potvrdilo i nasim

méfenim.
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Cilem diplomové prace bylo rovnéz posoudit, zda se odstfedim somatickych bun¢k
z mléka, vyrazné snizi aktivita enzyml v mléce. Nebylo prokazano, ze by se
odstredénim mléka prikazné snizila tato aktivita, kterd by odpovidala poctu
somatickych bunék u testti The Porta SCC milk test a The Porta SCC quick test.

Hodnoty ziskané¢ pomoci odhadu na The Porta SCC mik test u mléka, ze kterého
byly odstfedény somatické buiiky i u mléka, ze kterého somatické bunky odstfedény
nebyly, se statisticky vyznamné neliSily (p>0,05). RovnéZz se od sebe statisticky
vyznamné neliSily hodnoty odstfedéného a neodstfedéného mléka u testu The Porta
SCC quick test.

Hodnoty zjisténé aktivity laktat dehydrogenazy v neodstfedéném a odsttedéném
mléce se statisticky vyznamné nelisi (p>0,05). To znamena, Ze by tento test mohl byt
pouzit pro detekci mléka, ze kterého byly somatické bunky odstfedény.

V poslednich letech se vyskytuje, ze chovatelé na zemédé€lskych farmach se
somatické bunky odstfedi na specidlnich odstiedivkach a takto upravené mléko posilaji
do mlékaren. B&zné pouZzivané testy sledované v centrdlnich laboratotich sleduji jenom
somatické buiiky a nikoli obsah enzymul. Z mnoha studii je zifejmé, ze vysoky pocet
somatickych bunék negativné ovlivituje technologickou kvalitu mléka (syfitelnost,
tepelnou stabilitu mléka, kysaci schopnost) a nésledné se poté negativné promitaji
na technologické procesy zpracovani mléka v mlékarnach (snizeni vytéznosti syrd,
tendenci mléka se srazet béhem zahtevu).

V poslednich letech se objevuji snahy ze strany nékterych prvovyrobcii mléka
odstredit somatické buiiky z mléka na specialnich odstiedivkach a tim si takto ,,zlepsit*
kvalitu nakupovaného mléka do mlékaren. Dosavadni praxe zjistovala piipadné
poruchy zdravotniho stavu pouze na zaklad¢ sledovani poctu somatickych bunék
vV mléce a neumoziovala rychle detekovat takto ,,falSované* mléko. Nase prace ukazuje
na moznost vyuziti testi The Porta SCC milk , The Porta quick test a Udder quick
na rychlou detekci mléka s ptivodné vysokym poctem somatickych bunék a umoziuje

tedy 1 zachyceni mléka, ze kterého byly somatické buniky odstfedény.
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7 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zaméftit se na prostudovani specifikace somatickych bun¢k
v mléce kravském, ov¢im a kozim. Dale prostudovat charakteristiku somatickych bun¢k
a vliv mastitidy na slozeni mléka a jeho vlastnosti. Dale se diplomova prace zaméfila na
moznosti detekce mastitid ¢i zvySeného poctu somatickych bunék na zékladé aktivity
enzymil.

Mastitida zptisobuje vyznamné ekonomické ztraty v produkci mléka. Jeji rozdéleni
je velmi variabilni. Nejcastéji se déli na kontagiézni mastitidu, tedy takovou, jejiz
pfi¢ina je zplisobena naruSenim rovnovahy mezi mikroorganismy, které se jiz pfirozené
nachazeji v mlécné zladze, a environmentalni. Enviroment4lni mastitida je zapti¢inéna
prunikem mikroorganismu, které se vyskytuji v prostiedi a které ptes strukovy kanalek
proniknou do mlé¢né zlazy, kde vyvolaji zanét.

Nejznaméjsi Clenéni mastitidy je rozdé€leni na klinickou a subklinickou formu
tohoto onemocnéni. Klinickd forma je zfejma, jeji ptiznaky jsou jasné a patrné.
Vyznamné&j$i problém nastava v piipadé subklinické formy mastitidy, ktera se navenek

neprojevuje a pokud ano, jsou jeji ptiznaky nespecifické.

Nespecifickymi ptiznaky subklinické formy mastitidy je pokles dojivosti, zvySeni
poctu somatickych bun¢k, zmény v mléce. Behem mastitidy dochdzi k naristu
enzymatické aktivity mléka. Dochazi k poklesu vapniku v krvi, dale k poklesu
kaseinovych frakci bilkovin v mléce, degradaci kaseinu a naopak nartstu syrovatkovych
bilkovin. Dale dochazi v dasledku mikrobidlni lipolyzy ke zvySeni obsahu volnych
mastnych kyselin v mléce. Obsah sodiku a drasliku je vyznamné zvySen, naopak obsah
laktozy klesa.

Z diivodii snizeného poklesu dojivosti a vyfazeni mléka od dojnic produkujici
mastitidni mléko je vyvijena snaha o v€asnou detekci subklinick¢ formy mastitidy.
Metod detekce mastitid je nepieberna fada.

Mezi nejvyznamnéjsi a stale nejvice pouzivané metody se fadi pocet somatickych
bun€k v 1 ml mléka. Pocet somatickych buné€k je prikazna metoda, jelikoZ v disledku
mastitidy dochézi k jejich vyznamnému zvyseni. Po priniku mikroorganismi do mlé¢né
zlazy je v disledku imunitni odpovédi navysSen pocet leukocytt, které se s patogennimi
mikroorganismy snazi vypofadat. Limit pro pocet somatickych bunék v 1 ml mléka

pochazejic od zdravé dojnice je stanoven na 100 000. Top kvalitu vykazuji dojnice
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s poctem 50 000 somatickych bun¢k v 1 ml mléka. Fyziologickd hranice u ovci je
stanovena do poctu 500 000 somatickych bunék v 1 ml mléka. Pocet somatickych
bunék u koz je v porovnani s poéty somatickych bunék v mléce ovci a krav podstatné
vyssi, jelikoz pocet somatickych bunék je v mléce koz vice ovlivnén fyziologickymi
faktory nez u krav. Z tohoto diivodu zde nemohou platit normy pro pocet somatickych
bunék jako u krav.

Novéji se za¢inaji v praxi pouzivat metody detekujici u mastitidniho mléko vyssi
aktivitu enzymt. Mezi nejvyznamnéj$i parametry pro detekci subklinické formy
mastitidy se fadi enzymy, jakymi jsou laktdt dehydrogendzy, Nagasse, plazmin,
laktoferin, B-glukuronidaza a alkalicka fosfataza. Detekce pomoci katalazy a amylazy
ustupuje do pozadi.

V diplomové praci bylo pouZito pro detekci poctu somatickych bun€k v syrovém
mléce krav The Porta SCC milk test, The Porta quick test a Udder guick test. VSechny
tyto testy byly pouzity u mléka, ze kterého nebyly odstfedény somatické bunky
1 u mléka ze kterého somatické buiiky odstiedény byly. Soucasti sady The Porta SCC
milk byl 1 elektronicky pfistroj pro odecet poctu somatickych buné€k, ktery ovsem,
zjevné kviili nizkému prahu rozliSeni, nebyl pouzit pro dalsi méteni. U testti The Porta
SCC mik test a The Porta quick test se jednalo o vizudlni odecet odhadovaného poctu
somatickych bunék dle ptilozené barevné skaly.

The Porta SCC milk test je zaloZen na chemické reakci mezi barvivem, které je
naneseno na testovacim prouzku, a enzymem, ktery detekuje somatické buiiky v mléce.
V ptitomnosti somatickych bunék v mléce dochazi ke zméné barvy testovaciho prouzku
Z bezbarvé na modrou. Cim je barva tmavsi, tim je vyskyt somatickych bunék v mléce
vys§i. Samotny postup spociva v naneseni jedné kapky mléka na testovaci prouzek
a tfech kapkach aktivacniho roztoku. Vysledky se vyhodnocuji 45 minut po naneseni
aktivacniho roztoku na testovaci prouzek bud’ vizualné pfilozenim k barevné skale.

Princip The Porta SCC quick test je shodny s ptedeslou metodou. Rozdil spociva
pouze v dobé vyhodnoceni, kterd u tohoto testu je pét minut a ddvce Cinidla a vzorku
mléka, které v tomto piipadée tvori ¢ty kapky vzorku a Ctyii kapky Cinidla

U testu Udder quick se vizudln€é hodnotila aktivita enzymu laktat dehydrogenazy
pomoci testovaciho prouzku s reagenénim polStaikem obsahujici imobilizovany substrat
L-laktatu. V disledku fady enzymatickych reakci se tento substrat oxiduje na laktat
dehydrogendzy (LDH), ktery je obsazen v mléce, soucasné indikator nitotetrazolium,

ktery m4d modré zbarveni je redukovan na fialové zbarveny formazan. Intenzita
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zabarveni formazanu je poté piimo umérna koncentraci laktatu dehydrogenazy obsazené
vV mléce.

Namétené hodnoty poté byly porovnany s hodnotami somatickych bunék, které
byly stanoveny v akreditované laboratofi. Vysledky byly testovany, zda existuje
vyznamny statisticky rozdil mezi hodnotami naméfenymi v laboratofi Ustavu
technologie potravin  Mendelovy univerzity v Bmé a vysledky zjisténymi
v akreditované laboratofi. Hodnotilo se, zda existuje statisticky prukazny rozdil mezi
hodnotami u mléka, ze kterého byly odstfedény somatické buiiky a mléka, ze kterého
somatické bunky odsttedény nebyly. Tyto hypotézy se testovaly pomoci
dvouvybérového t-testu. Dale se hodnotilo, zda existuje korelace mezi aktivitou LDH
a poctem somatickych bun¢k pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu.

Vysledky prokdzaly, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
naSeho méfeni a vysledky z akreditované laboratofe a ani hodnoty méfené u mléka,
ze kterého byly somatické buiiky odstfedény, se statisticky vyznamné neliSily od hodnot
meéfenych u mléka, ze kterého nebyly somatické buiiky odstiedény. Dale se prokazalo,
ze aktivita LDH zdvisi na poctu somatickych bunék. Se zvySujicim se poctem
somatickych bun¢k dochazi k nartstu aktivity LDH.

V poslednich letech se vyskytuji ptipady, kdy chovatelé¢ na zemeéd¢€lskych farmach
somatické buiiky odstfedi na specialnich odstiedivkach a takto upravené mléko posilaji
do mlékaren. Bézné pouzivané testy sledované v centralnich laboratotich sleduji jenom
somatické buiiky a nikoli obsah enzymi. Z mnoha studii je ziejmé, ze vysoky pocet
somatickych bunc¢k negativné ovliviiuje technologickou kvalitu mléka (syfitelnost,
teplenou stabilitu mléka, kysaci schopnost) a nésledné se poté negativné promitaji
do technologickych procest zpracovani mléka v mlékarnach (snizeni vytéznosti syru,
tendenci mléka se srazet béhem zahievu).

Dosavadni praxe neumoziiuje rychle detekovat takto ,,falSované* mléko. NaSe prace
ukazuje na moznost vyuziti testli The Porta SCC milk test. The Porta quick test a Udder
quick na rychlou detekci mléka s plvodné vysokym poctem somatickych bunck

a umoziiuje tedy 1 zachyceni mléka, ze kterého byly somatické butiky odstfedény.
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