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Somatické bunky v kozim mléce
Souhrn

MIéko je potravina zZivoci§ného puvodu, jejiz konzumace muze byt pro lidské zdravi
prospésna, protoze predstavuje nejen vyznamny zdroj bilkovin, ale i dalSich latek (CLA,
bioaktivnich peptidl, vapniku aj.), které mohou mit pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Mléko
uréené k lidské vyzivé musi spliiovat legislativni podminky, tykajici se mikrobilogické kvality
mléka, které zajiSt'uji, ze jeho konzumaci nedojde k poskozeni zdravi konzumenta.

Vedle mléénych bilkovin a tuku, které maji vyznam pii zpenézovani mléka, je
sledovan i vyskyt nezadoucich latek — napf. rezidui antibiotik a sanitaCnich prostfedki,
toxind. Ukazatelem kvality mléka, zejména v mléce kravském, je i tzv. poCet somatickych
bunék (PSB), ktery je vyjadifovan jako obsah somatickych bunék v 1 ml mléka. PSB je
monitorovan zejména v souvislosti s moznym vyskytem onemocnéni mlééné zlazy -
mastitidy. Priznakem tohoto zanétlivého onemocnéni mize byt zvysSeny pocet PSB. Mastitida
je zpusobena patogennimi mikroorganismy, napf. Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae a Streptococcus dysgalactiae.

Kozi mléko ma, v porovnani s mlékem kravskym, pfirozené vys§i PSB. Tento jev je
pfisuzovan apokrinni sekreci mléka. ZvySeny PSB v mléce muaze ovliviiovat jak
technologické, tak senzorické vlastnosti mléka, pasobenim enzymu somatickych bunék, které
mohou tyto vlastnosti ovliviiovat.

V této praci byl u 57 vzorkli mléka, od plemene koza bila kratkosrsta, stanoven
celkovy PSB (pfistrojem DeLaval®) a pomoci pratokové cytometrie diferencialni pocet
somatickych bungk, tj. zastoupeni jednotlivych bunécnych subpopulaci: epitelialnich bunek a
leukocytd, konkrétné lymfocytl, makrofagi a polymorfonuklearnich neutrofila. Dale byl
pomoci piistroje DairySpec’! stanoven obsah bilkovin, pomoci HPLC s DAD detektorem byl
stanoven obsah kaseinovych frakci: asl-kaseinu, as2-kaseinu, B-kaseinu a k-kaseinu.

Bylo potvrzeno, ze celkovy i diferencialni PSB v kozim mléce je rozdilny v zavislosti
na individualnich vzorcich mléka. Ze stanovenych bunécnych subpopulaci vykazovaly
nejvyssi vyskyt i nejnemsi promenlivost v zastoupeni polymorfonuklearni neutrofily. Nejvétsi
vliv PSB na obsah bilkovin byl pozorovan ve skupiné s nejvys§im namérenym PSB 1 500—

3000 x 10° bunék/ml mléka.

Klic¢ova slova: diferencialni pocet somatickych bunék, HPLC, lymfocyty, kaseinové
bilkoviny, polymorfonuklearni neutrofily, pritokova cytometrie



Somatic Cells in Goat Milk

Summary

Milk is food of an animal origin whose consumption could be beneficial for
human ’s health, not only for an important source of protein, but also for other substances
(e.g. CLA, bioactive peptides, calcium etc), that could have a positive effect on human ‘s
health. Milk which is intended for human consumption must meet legislative conditions,
regarding the microbiological quality of milk, which declares that its consumption does not
harm the health of consumer.

In addition to milk proteins and fat, which are important in the monetarization of milk,
the occurence of undesirable substances is also monitored — e.g. residues of antibiotics and
sanitizing agents, toxins. An indicator of milk quality, especially in cow ‘s milk, is somatic
cell count (SCC). SCC is expressed as the content of somatic cells in 1 ml of milk. SCC is
monitored especially in connection with the possible occurence of disease of the mammary
gland — mastitis. An increased number of SCC can be a symptom of this inflammatory
disease. Mastitis may caused by pathogenic microorganisms such as Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, and Streptococcus dysgalactiae. Goat "s milk has a naturally higher
SCC compared to cow ‘s milk. This phenomenon is connected to the apocrine secretion of
milk. Increased SCC in milk could affect both technological and sensory properties of milk,
through the action of somatic cell “s enzymes. These enzymes could effect these properties.

In this work were analysed 57 milk samples by the short-haired white goat breed. The
total SCC and the differential of somatic cells, i.e. representation of individual cell
subpopulations: epithelial cells and leukocytes, specifically lymphocytes, macrophages and
polymorphonuclear neutrophils, were analyzed by flow cytometry. The content of protein was
determined by DairySpect™ and the content of caseins fractions: osl-casein, os2-casein,
B-casein and k-casein was determined using HPLC with DAD detector.

Both total and differential SCC in goat milk were confirmed to be different depending
on individual milk samples. In representation of all determined cell ‘s subpopulations,
polymorphonuclear neutrophils showed the highest incidence and the lowest variability. The
greatest effect of SCC on protein content was observed in the group with highest measured

SCC 1 500-3 000 x 103 cells/ml milk.

Keywords: differential of somatic cells, HPLC, lymphocytes, casein proteins,

polymorphonuclear neutrophils, flow cytometry
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1. Uvod

Miléko je prvni potravou, se kterou se, nejen Clovek, ale 1 ostatni savci, setkavaji po
narozeni. Je dilezitou soucasti jidelnicku ¢lovéka — at’ v podobé napoje, nebo jako surovina
pro mlééné vyrobky (smetanu, maslo, syry, jogurty, mrazené smetanové krémy) ¢i pfisada pro
vyrobu jinych potravin (t€st pro pekatské a cukratské vyrobky, naplni pro cukratské vyrobky,
cokolad, karamelek apod.).

Mezi nejcastéji konzumovand mléka v Evropské unii je zafazovano mléko kravske.
Nicméné, vzrustajici pozornost konzumentil je vénovana i jinym druhtim mléka, naptiklad
kozimu nebo ov¢imu.

V jinych zemépisnych oblastech, napiiklad v Asii nebo Africe, kde mohou byt
podminky, z hlediska dostatku potravy pro chov skotu narocnéjsi, jsou v porovnani s turem
domacim castéji chovany kozy. Dusledkem toho je v téchto zemich vyss§i konzumace koziho
mléka a vyrobkl z n€j. Chov koz a produkce koziho mléka se nicméné v soucasné dobé stava
aktualnim tématem, predev§im v souvislosti srozvojem povédomi konzumentd
o biopotravinach a potravinach z lokalni produkce. Stoupa zajem nejen o puvod potravin, ale
1 jejich kvalitu.

Kvalita a zdravotni nezadvadnost mléka mohou byt charakterizovany nékolika
parametry. Z hlediska zpenézovani mléka ma vyznam piedevSim obsah bilkovin a tuku.
BezpecCnost a zdravotni nezavadnost je davana do souvislosti s mnoha faktory, mezi které
muzeme zafadit napfiklad: vyskyt patogennich mikroorganismt a s tim souvisejici zvysSeny
pocet somatickych bunék, nezadouci kontaminaci v podobé€ obsahu antibiotik a dezinfekcnich
prostiedktl a jejich rezidui (souhrnné€ nazyvanymi inhibi¢ni latky), kontaminaci soucastmi
vyrobniho zafizeni.

Somatické buriky jsou buriky, které maji sviij pavod v organismu samice a pii laktaci
ptirozené piechazi do mléka. Jsou to buriky imunitniho systému (leukocyty) a buiiky epitelu,
které maji svij puvod v epitelu mlécné zlazy. Nicméné, jejich zvySeny pocet muze
signalizovat onemocnéni zvifete, nejCastéji zanét vemene — mastitidu. Predpoklada se, ze
vys$Si obsah somatickych bunék v mléce mize mit negativni vliv na sloZzeni mléka a mlécnou
uzitkovost.

Pro kozi mléko je, v porovnani s mlékem kravskym, charakteristicky pfirozené vyssi
obsah somatickych bunék. Predpoklada se, Ze tento jev je dan rozdilnym typem sekrece
mléka. Kravské mléko vznika sekreci merokrinni, zatimco pro kozy je typicka sekrece
apokrinni. Mezi faktory, které mohou ovliviiovat obsah somatickych bunek v kozim mléce 1ze
zafadit napfiklad zdravotni stav a veék zvifete, stadium laktace, poCet mladat, hygienické
podminky v chovu.

Vzhledem k odlisné fyziologii koz je dilezité zabyvat se kromé celkového poctu
somatickych bunék (PSB) i vlivem jednotlivych typd bunécnych populaci, tedy
diferencidlnim poctem somatickych bunék. Vyznamné je vyhodnoceni PSB vzejména
v souvislosti se zménami kvalitativnich parametri mléka, napfiklad obsahem bilkovin, coz se
muze negativné projevit pii technologickém zpracovani mléka.

Stézejnim cilem této prace byla dale optimalizace metody stanoveni diferencialniho
poctu somatickych bunék v kozim mléce a prohloubeni znalosti a souvislosti s kvalitou
mléka.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézy:

1) Zvolena metoda pro stanoveni diferencialniho poctu somatickych bunék v kozim
mléce pomoci prutokové cytometrie je vhodné optimalizovana.

2) Celkovy 1 diferencialni PSB v kozim mléce je rozdilny v zavislosti na individualnich
vzorcich mléka.

3) Obsah a zastoupeni mléCnych bilkovin souvisi s obsahem jednotlivych typu
somatickych bunék.

Cile prace:

1) Byla navrzena a optimalizovana metoda pro stanoveni diferencidlniho poctu
somatickych bun€k v kozim mléce s vyuzitim prutokové cytometrie.

2) Byly zhodnoceny rozdily v poc¢tu a zastoupeni jednotlivych typt somatickych bunek
mezi individualnimi vzorky koziho mléka.

3) Byly sledovany zmény ve slozeni mlécnych bilkovin v souvislosti s celkovym
a diferencialnim po¢tem somatickych bunék ptitomnych v mléce.



3. Literarni reSerse
3.1 Miléko ve vyzivé clovéka

Codex Alimentarius uvadi, ze mléko je sekretem mlécné zlazy savci, ktery byl ziskan
behem jednoho ¢i vice dojeni a nebyly z néj odebrany, ani do n¢j pfidany zadné cizi slozky.
Petrotos et al. (2014) dodava ze mléko je tekutina fyziologického ptivodu, ktera zajistuje
ziviny a bioaktivni latky pro spravny vyvoj novorozencu. Fox et al. (2015) popisuje mléko
jako tekutinu, ktera je vyu€ovana samicemi vSech savcl a zajistuje kompletni pfisun zivin pro
mlad’ata.

Podle Natizeni Evropského parlamentu a Rady ES ¢. 853/2004 (oddil IX: Syrové
mléko, mlezivo, mlééné vyrobky a vyrobky z mleziva) musi syrové mléko a mlezivo pochéazet
od zvifat:

a) kterd nevykazuji zadny ptiznak nakazlivé choroby prenosné mlékem a mlezivem na
Clovéka;

b) ktera jsou v celkové dobrém zdravotnim stavu, nevykazuji znamky nakazy, ktera by
mohla mit za nasledek kontaminaci mléka a mleziva, a zejména netrpi zadnou infekci
pohlavniho ustroji doprovazenou vytokem, ani enteritidou s prujmem, doprovazenou
horeckou, nebo viditelnym zanétem vemene;

c) ktera nevykazuji zadné zranéni vemene, jez by mohlo mit vliv na mléko a mlezivo;

d) kterym nebyly podany nepovolené latky ¢i pfipravky a kterd nebyla protipravné
oSetfena ve smyslu smérnice 96/23/ES;

e) u nichz byla v ptipadé podani povolenych ptipravku ¢i latek dodrzena ochranna lhita
stanovena pro tyto pripravky a latky.

U zvirat se rovnéz sleduje vyskyt tuberkulozy a brucelozy, alimentarnich onemocnéni,
ktera mohou byt pfenosna na clovéka. Z dalSich pivodci zoono6z Ize jmenovat r. Coxiella
(pivodce onemocnéni Q-fever) a prvoka Toxoplasma gondii (puvodce toxoplazmodzy)
(Silanikove et al. 2010). Mléko téchto zvifat nesmi byt vyuzivano k lidské vyzivé. Mléko
rovné€z nesmi obsahovat rezidua inhibic¢nich latek, antibiotik, kterd jsou vyuzivana pro léceni
zanétu mlécné zlazy, naptiklad spiramycin nebo spectinomycin (Raynal-Ljutovac et al. 2005).

Lidské zdravi muze negativné ovlivnit i konzumace mléka, které obsahuje toxiny —
sekundarni metabolity plisni. V mléce byl zaznamenan napiiklad vyskyt aflatoxind,
metabolitt plisné r. Aspergillus. Aflatoxiny jsou zafazovany mezi karcinogeny. Do mléka se
mohou dostat z nevhodné skladovaného krmiva, které bylo napadeno plisni (Silanikove et al.
2010).

3.2 Strucny popis mlécné zlazy

Hlavni soucasti mlécné zlazy jsou alveoly, dutinky, které jsou obklopeny epitelialnimi
burikami, které vytvaii mléko. Epitelialni buiiky jsou obklopeny myoepitelidlnimi buikami,
které se kontrahuji vlivem hormonu oxytocinu. Kontrakci dochézi k uvolnéni mléka z lumenu
alveolu do kanalku. Alveoly se vyskytuji ve skupinach — laliccich. Kazdy lali¢ek ma mlécny
kanalek, ktery usti do strukové kanalu Alhussien & Dang (2018).



Fox et al. (2015) uvadi, ze mlécné zlazy vSech savcu maji stejnou zakladni strukturu
a jsou umistény mino té€lni dutinu. Jednotlivé slozky mléka jsou syntetizovany z molekul,
které jsou absorbovany z krve samice. V mlécné zlaze dochazi k jejich upraveé a vzniku finalni
molekuly.

Dan et al. (2016) uvadi, ze mlécna zlaza je slozity systém, ve kterém dochazi k procesu
tvorby proteini. Weaver & Hernandez (2015) uvadéji, ze regulace tvorby mléka ma dilezity
dopad na zdravi zvifete i cloveka, stejné tak na samici a mladé. Dale uvadi, ze proces tvorby
mléka je fizen laktogennimi hormony, mezi kterymi zmifuji inzulin, prolaktin
a glukokortikoidy.

3.3 Proces tvorby koziho mléka

3.3.1 Apokrinni sekrece mléka

Na rozdil od merokrinni sekrece mléka, ktera je charakteristicka naptiklad pro kravské
mléko, vzniké kozi mléko sekreci apokrinni (Dulin et al. 1982; Shah et al. 2017), diky cemuz
obsahuje vétsi mnozstvi nebunécnych Castic, které mohou zkreslovat stanoveni somatickych
bunék (Alhussien & Dang 2018). Paape & Capuco (1997) shodné uvadi, ze diky apokrinni
sekreci obsahuje kozi mléko Castice, které se svoji velikosti podobaji somatickym buikam
a nékteré z nich dokonce obsahuji jaderny material, a mohou tak byt chybné identifikovany
jako buriky, tuto ¢astici ilustruje Obrazek €. 1.
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Obrazek ¢. 1: Nebunécna Castice obsahujici material z jadra buiky (Paape & Capuco
1997).
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Vlastni proces sekrece mléka

Proces probiha v sekreCnich bunkach epitelu, presn€ji feCeno v jejich
endoplazmatickém retikulu. SekreCni buiky jsou seskupeny okolo centralniho prostoru —
lumenu — kde dochazi k tvorbé kulovitych télisek zvanych alveoly. Mléko je vyluCovano
z téchto bunék, pfes apikalni membranu, do lumenu alveol. Kdyz je lumen naplnén,
myoepitelialni buriky, které obklopuji kazdy alveol, se smrsti vlivem hormonu oxytocinu,
a mléko je odvadéno systémem kanalki do dutinek, které jsou sbérnymi misty mezi sanim
nebo dojenim. Dutinky usti do strukového kanalu (Fox et al. 2015), odkud je mléko sano
mladétem nebo dojeno Clovékem.

3.4 Chemické slozeni koziho mléka

SloZeni koziho mléka se muze lisit, a to v zavislosti na Cetnosti porodd, krmivu,
zivotnim prostedi, podminkach chovu zvifat, roénim obdobi, fazi laktace a lokalité¢ chovu
(Amigo & Fontecha 2011, Park et al. 2017). Fox et al. (2015) zminuje dale zdravi zvifete
(negativné ovlivnéno mastitidou — zanét mlécné zlazy), vék a dobu, ktera uplyne mezi
dojenimi.

Park et al. (2017) uvadi, ze délka laktace u plemen §lechténych na produkci mléka, se
pohybuje v rozmezi 200 az 305 dni. Dale zminuje, ze dojivost miize byt ovlivnéna mnoha
faktory, naptiklad genetickymi predpoklady, vékem zvifat, po¢tem mlad’at, dobou narozeni
kizlat.

MIéko je slozeno z vody, tuku, bilkovin (pfevazné kaseinovych micel a syrovatkovych
proteint), sacharidi (pfevazné laktdzy) a dalSich slozek — mineralnich latek, vitaminu
a enzymu (Jensen 1995). Primérné slozeni koziho mléka ilustruje Tabulka ¢. 1.

Konzumace koziho mléka muize mit pozitivni vliv na lidské zdravi (Petrotos
et al. 2014). Mléko muze byt pro lidsky organismus zdrojem vitamind, lipofilnich: A, D, E,
i hydrofilnich: C a skupiny B a mineralnich prvkl jako jsou vapnik, fosfor, hoicik, zinek,
meéd’, selen a draslik (Pereira 2014).

Pozornost je v souCasné dobé vénovana bioaktivnim peptidam, jejichz prekurzory jsou
mlécné bilkoviny. Tyto peptidy vykazuji zajimavé vlastnosti, naptfiklad antimikrobialni,
ovlivilyjici imunitni nebo nervovy systém, coz je mimochodem davod, proc¢ je pied spanim
doporucovana sklenice mléka (Petrotos et al. 2014).

Pro pacienty, ktefi trpi intoleranci nebo nesnasenlivosti na nekterou ze slozek kravského
mléka, muze byt kozi mléko, diky svym hypoalergennim vlastnostem, vyuzivano jako
alternativa (Park et al. 2017).

Tabulka €. 1: Chemické slozeni koziho mléka (upraveno podle Ceballos et al. 2009).

Slozka (%) Kozi mléko
Susina 13,57
Bilkoviny 3,48
Tuk 5,23
Popeloviny 0,75
Laktoza 4,11
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3.4.1 Sacharidy

Laktoza

Hlavni sacharidem v mléce je disacharid laktdza. Jeji molekula je slozena z galaktozy
a glukdzy, monosacharidu, které jsou spojeny B-1,4 glykosidickou vazbou. Laktoza je, diky
volné poloacetalové skupin€, zafazovana mezi redukujici cukry. Mize se vyskytovat ve formé
a- nebo B-anomeru. Jednotlivé anomery vykazuji rozdilnou rozpustnost ve vode.

K syntéze laktozy dochazi v mlécné zlaze z glukozy, ktera je absorbovana z krve (Fox
et al. 2015). Fox et al. (2015) dale uvadi, ze laktoza, spolecné s ionty sodiku, drasliku a chloru
napomaha udrzeni spravného osmotického tlaku v mlécné zlaze. Obsah laktozy v mléce muze
klesat, naptiklad v pozdé&jSich stadiich laktace nebo v pfitomnosti zanétlivého onemocnéni
mlécné zlazy — mastitidy (Fox et al. 2015). Lad et al. (2017) uvadi, ze ma vyznamnou roli pfi
absorpci vapniku, hot¢iku a fosforu 1 pfi utilizaci vitaminu D. Dale uvadi, ze obsah laktozy
v kozim mléce je, v porovnani s mlékem kravskym, niz§i, a proto mize byt vhodnou
alternativou pro pacienty trpici laktézovou intoleranci.

Ostatni sacharidy (naptiklad glukoza, glukosamin, galaktosamin) se v mléce nachazeji
pouze ve stopovych mnozstvich (Fox et al. 2015).

Oligosacharidy

Mlécné oligosacharidy, ackoliv se v mléce nachazi v relativné nizkych koncentracich,
& Fontecha (2011) zmitiuji, ze oligosacharidy se mohou podilet na pfiznivém rozvoji stfevni
mikrobioty u mlad’at, podporovat rust bifidobakterii a ucastnit se na ochrané stievni stény
proti patogennim mikroorganismam.

3.4.2 Lipidy

Lipidy v mléce se vyskytuji nejCastéji v podobé triacylglycerolt, esteri vys$Sich
mastnych kyselin a trojsytného alkoholu — glycerolu (Fox et al. 2015; Bernard et al. 2018).
Vyssi obsah volnych mastnych kyselin mize byt indikatorem pocinajiciho rozkladu
triacylglycerold. Volné mastné kyseliny se mohou do mléka uvoliiovat rovnéz rozpadem
membrany tukovych kulicek. (Fox et al. 2015).

Mastné kyseliny v mléce mohou vznikat dvéma zpusoby:

e Lipogenezi v epitelialnich buiikach mlécné zlazy
e Vychytavanim z organismu

V epitelialnich burikach muze probéhnout jejich desaturace (za pfitomnosti enzymu
desaturaz) a nasledna esterifikace s glycerolem, za vzniku triacylglycerolt, které jsou
vyluovany do lumenu alveol v podobé tukovych kuli¢ek (Bernard et al. 2018).

Mlécny tuk je pro mladata zdrojem energie a také se podili na senzorickych
a fyzikalné-chemickych vlastnostech mléka (Fox et al. 2015). Lad et al. (2017) popisuje, ze
tuk je mléce pfitomen v podob¢ emulze typu “olej ve vode*.

Tuk se v mléce nachazi prevazné v podobé tukovych kuli¢ek. Tukové kulicky obsazené
v kozim mléce jsou mensi (velikost 1,5-2 pum) nez tukové kulicky, které obsahuje mléko
kravské (velikost 2,5-3,5 um) (Park 2009; Lad et al. 2017). Amigo & Fontecha nicméné
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uvadi primémou velikost kuli¢ek 2,76 um u koziho a 3,51 um u kravského mléka. Park
et al. (2017), zmiriuje pramérné velikosti tukovych kulicek: 3.5 um u koziho a 4,5 um
u kravského mléka. Bernard et al. (2018) popisuje, ze velikost se mize pohybovat v rozmezi
0,1-20 um. Vyhodou mensi velikosti mize byt snazsi stravitelnost tuku (Park et al. 2007,
Raynal-Ljutovac et al. 2008).

Mléko dale obsahuje mastné kyseliny s kratkym a stfedn€ dlouhym fetézcem (C4:0-
C12:0), které maji bioaktivni funkce pro traveni a metabolismus lipidd a jsou vyuzivany pii
1écbé pacientt, ktefi trpi poruchou vstiebavani lipidi nebo jinymi gastrointestinalnimi
potizemi (Park 2009; Amigo & Fontecha 2011; Lad et al. 2017; Turkmen 2018; Bernard et al.
2018). Amigo & Fontecha (2011) zmitiuji kyseliny: kapronovou (C6:0), kaprylovou (C8:0)
a kaprinovou (C10:0). Zminéné kyseliny se spolupodili na typickych senzorickych
vlastnostech koziho mléka (Silanikove et al. 2010; Amigo & Fontecha 2011, Park et al. 2017).
Mohou tvofit 15-18 % z celkového obsahu mastnych kyselin v kozim mléce (Bernard et al.
2018).

Predpoklada se, ze celkovy profil mastnych kyselin v mléce muze byt ovlivnén piijmem
vhodného krmiva. Mléko by tak bylo mozné obohatit o nenasycené mastné kyseliny
(konjugovanou kyselinu linolovou, kyselinu a — linolenovou), které mohou mit pozitivni vliv
na zdravi cloveéka (Bernard et al. 2018).

Slouceniny lipidi — sfingomyeliny, gangliosidy a glykosfingolipidy, mohou podporovat
imunitu a podilet se na ochrané organismu proti zanétlivym onemocnénim (Wang et al. 2021).

Tukové kuli¢ky

Jsou charakterizovany jako utvary, které jsou slozeny zjadra (obsahujici nepoléarni
lipidy, pfevazné triacylglyceroly) a vnéjsiho obalu — membrany. Ta je utvorena z polarnich
lipida, fosfolipidl, glykolipidi a minoritnich bilkovin a miZze byt zdrojem bioaktivnich
molekul (Bernard et al. 2018).

Membrana tukovych kulicek se sklada z plazmatické membrany sekrecnich bunék, dale
obsahuje proteinové slozky, z nichz nékteré jsou enzymy (Amigo & Fontecha 2011). Bernard
et al. (2018) poznamenava, Ze obsah této proteinové frakce tvoii piiblizné 1-4 % celkovych
mléénych bilkovin. Dale se na membrané mohou nachazet také fosfolipidy, cerebrosidy
a gangliosidy (Amigo & Fontecha 2011). Zminéni autofi také uvadeji, ze priblizné 60 %
celkovych fosfolipidi koziho mléka se nachazi v membrané tukovych kulicek. Podle Fox et
al. (2015) se membrana tukovych kulicek sklada z fosfolipidd, bilkovin a stopového mnozstvi
lipida. Autor dale uvadi, ze presné kvantitativni zastoupeni jednotlivych lipidovych frakci
doposud nebylo zcela presné stanoveno.

Gallier et al. (2020) uvadi, ze nejen mlécny tuk, ale 1 dalsi slozky, ze kterych je tvorena
membrana tukovych kulicek, se svoji chemickou strukturou podobaji slozeni mlécného tuku
matefského mléka. Z tohoto divodu se predpoklada, ze tuk z koziho mléka muze mit na
kojence podobné fyziologické ucinky jako materské mléko. Mezi tyto ucinky lze zaradit
napfiklad pozitivni vyvoj stiev a jejich mikrobioty, optimalni vyvoj mozku a kognitivnich
funkci (Gallier et al. (2020).
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Mechanismus vzniku tukovych kuli¢ek
Wooding (1971) popisuje pravdépodobny mechanismus vzniku tukovych kulicek.

Uvadi, ze tukové kapénky jsou rozptyleny v cytoplazmé sekrecni buiky. Postupné putuji
buikou a vznikaji z nich tukové kulicky, které prestupuji do alveolu.
Fox et al. (2015) rovnéz popisuje vznik tukovych kulic¢ek:
e Tukové kapénky se formuji ztriacylglyceroll, které jsou syntetizovany na
povrchu nebo uvnitt sarkoplasmatického retikula.
e 7 kapének se postupné utvarii tukova kulicka.
e Vytvorena kulicka je z buiky vyloucena do lumenu alveolu.

3.4.3 Bilkoviny

Park et al. (2017) uvadi, ze bilkoviny zkoziho mléka jsou snadnégji stravitelné
a aminokyseliny, kterymi jsou tvofeny, jsou lidskym organismem vstfebavany efektivnéji.
Almaas et al. (2006) ve své studii uvadi, ze bilkoviny koziho mléka jsou pii traveni
degradovany rychleji nez bilkoviny mléka kravského. Obsah bilkovin v kozim mléce muze
byt ovlivnén né€kolika faktory, napfiklad ro€nim obdobim (az z 26 %) nebo genotypem (az
z 41 %), jak ilustruje Graf ¢. 1 (Kyselov et al. 2022).

31.73% 26.46%

0.12%
41.67%

B A Viiv roéniho obdobi
B B Viivgenotypu

m Interakce meziAa B
O Ostatni faktory

Graf ¢. 1: Vliv ro¢niho obdobi a genotypu na obsah bilkovin v kozim mléce (Kyselov
et al. 2022).

3.4.3.1 Polymorfismus bilkovin

Polymorfismus muze nastat, pokud pro jednu vlastnost (znak) organismu existuji v jeho
genetické vybaveé alespori dvé varianty téhoz genu (alely) (Formaggioni et al. 1999).
Kaseinové bilkoviny, které se nachazi vkozim mléce mohou vykazovat rozsahly
polymorfismus, ktery mtze ovliviiovat slozeni i kvalitu mléka (Marletta et al. 2007). Martin
et al. (2002) zminuje, ze polymorfismus muze ovliviiovat senzorické i technologické
vlastnosti mléka (prabéh srazeni, synerezi syfeniny).
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3.4.3.2 Alergie na bilkoviny koziho mléka

Alergii 1ze obecné charakterizovat jako nepfiméfenou odpovéd imunitniho systému
organismu na urcitou latku — alergen. Podle Pereira (2014) se tato alergie miize rozvinout jiz
v utlém véku a je mnohem Castéjsi u déti nez u dospélych jedinc. Mezi symptomy se mohou
objevit travici a dychaci potize, u tézSich pripadi muze nastat anafylakticky Sok, projevy
alergie jsou vSak individualni a z&visi na citlivosti daného organismu.

Kozi mléko obsahuje méné alergennich bilkovin, zejména asl-kaseinu, ktery je
u kravského mléka povazovan za hlavni bilkovinnou frakci vyvolavajici alergickou reakci
(Dan et al. 2016; Lad et al. 2017, Gallier et al. 2020). Stelwagen (2011) nicméné uvadi, ze
bilkoviny koziho mléka jsou lidskému organismu stejné cizi, jako bilkoviny mléka kravského.
Nelze tedy jednoznacné tvrdit, ze kozi mléko je vhodné pro alergiky a alergii nemize vyvolat
(Restani et al. 1999)

Alergie na kravské mléko se nejCastéji objevuje u pacienti v détském veéku (Restani

et al. 1999). Déti jsou nejcCastéji citlivé na druhové specifické proteiny (Tavares et al. 2007).
Ah-Leung et al. (2006) zmifiuje, ze vétSina déti, které jsou alergické na kravské mléko, je
rovnéz citliva na syrovatkové proteiny, pfipadné 1 kaseinovou frakci, kterou obsahuje kozi
nebo ovei mléko. Alergie na kozi a ov¢i mléko, které nejsou spojeny s kiizovou alergii na
kravské mléko jsou vzacné (Ah-Leung et al. 2006). Prvni piipad zaznamenali Wunthrich
& Johansson vroce 1995. Kiizova alergie se projevuje v pfipade, kdy imunitni systém
organismu reaguje (diky vysoké sekvencni homologii molekul) na jinou bilkovinu, nez je
alergen (Ah-Leung 2006, Tavares et al. 2007).

Mezi hlavni bilkoviny mléka jsou zarazovany kaseinové a syrovatkové bilkoviny. Kozi
mléko obsahuje, v porovnani s mlékem kravskym, méné as-kaseinu, ale je bohatsi na obsah
B-kaseinu (Lat et al. 2017, Park et al. 2017). Toho je vyuzivano pii alergiich na kravské
mléko, kde potencialnim alergenem muze byt as-kasein. Kvantitativni zastoupeni hlavnich
bilkovin ilustruje Tabulka ¢. 2.

Bilkoviny nachazejici se v membrané tukovych kuli¢ek mohou byt, pro své pozitivni
ucinky na zdravi ¢lovéka, vyuzivany jako soucast kojenecké vyzivy (Gallier et al. 2020).
Bernard et al. (2018) uvadi, ze v membrané tukovych kulicek se muze nachazet az 520
raznych bilkovin, napfiklad mucin 1, xanthin dehydrogenaza, xanthinoxidaza, glykoprotein 4,
butyrofilin, perilipin 2, protein vazajici mastné kyseliny, mucin 15 a laktadherin.

Pro vyrobu kojenecké vyzivy je vyuzivano predevsim Cerstvé kozi mléko bez snizeného
obsahu mlécného tuku, s obsahem syrovatkovych a kaseinovych bilkovin v pfiblizném
pomeru 20:80 (Gallier et al. 2020). Nicméné, na trhu jsou napfiklad i instantni vyrobky se
snizenym obsahem mlécného tuku (u téchto vyrobku je jako zdroj lipidi vyuzivan pfidavek
rostlinného oleje), nebo sjinak upravenym obsahem bilkovin, napfiklad, s obsahem
syrovatkovych a kaseinovych bilkovin v poméru 60:40 (Gallier et al. 2020).

3.4.3.3 Syntéza mléénych bilkovin

K tvorbé hlavnich mléénych bilkovin dochazi v mlécné zlaze procesem proteosyntézy.
Vyjimku tvofi sérovy albumin a imunoglobuliny, které jsou transportovany piimo z krve.
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Syntéza se realizuje na ribozomech, které jsou umistény na povrchu drsného
endoplazmatického retikula (Fox et al. 2015).

Tabulka ¢. 2: Zastoupeni bilkovinnych frakei v g/100 g bilkovin (Ceballos et al. 2009).

Bilkovina Kozi mléko
Kaseinové bilkoviny 82,70
asl1-kasein' 18,92
as2-kasein' 8,52
B- a k-kasein! 55,26
Syrovatkové bilkoviny 17,30

3.4.3.3.1 Kaseinové bilkoviny

Mezi kaseinové bilkoviny jsou zatazovany: asl-kasein, as2-kasein, B-kasein, k-kasein
a y-kasein (Amigo & Fontecha 2011). Kasein je fosfoprotein, ktery v mléce vytvari
komplexy nazyvané micely. Fox et al. (2015) uvadi, ze az 95 % kaseinu se v mléce nachazi
v podobé téchto micel. Struktury micel se skladaji z jednotlivych molekul kaseinu a vapniku,
nicméné obsahuji 1 fosfatové a citratové ionty (Petrotos et al. 2014). Micely, které se
nachazeji v kozim mléce (o prumérné velikosti 100-200 nm), jsou v porovnani s mlékem
kravskym (60-80 nm) vétsi (Silanikove et al. 2010. Diky obsahu fosforu maji kaseiny
schopnost vazat ionty vapniku, coz pozitivné ovliviiuje jeho nutricni hodnotu (Fox
et al. 2015). Pokud dojde ke snizeni pH (na hodnotu 4,6), dojde k vysrazeni kaseinovych
bilkovin (Fox et al. 2015), ¢ehoz se vyuziva naptiklad pfi vyrobé nékterych mlécnych
vyrobkda.

3.4.3.3.2 Syrovatkové bilkoviny

Do této skupiny jsou zarazovany: P-laktoglobulin, a-laktalbumin, sérovy albumin
a imunoglobuliny (Amigo & Fontecha 2011). Pokud dojde ke snizeni hodnoty pH na 4,6,
syrovatkové bilkoviny zistavaji rozpustény v roztoku — nedochazi k jejich precipitaci, na
rozdil od kaseini (Fox et al. 2015). Autor dale uvadi, ze syrovatkové proteiny obsahuji,
v porovnani s kaseinovymi proteiny, vy§si mnozstvi sirnych aminokyselin, jejichz zmény, po
zahtati mléka, zpisobuji nekteré zmeény vlastnosti mléka (vafiva pfichut, prodlouzeni Casu
srazeni).

3.4.3.3.3 Minoritni bilkoviny a dusikaté latky nebilkovinné povahy

Bilkoviny, které se mléce nachédzeji v relativné nizkém mnozstvi jsou nazyvany
minoritni bilkoviny. Do této skupiny mohou byt zafazovany imunoglobuliny — bilkoviny,
které se pomoci specifickych protilatek podileji na obrané organismu, a vytvari tak humoralni
imunitu (Alhussien & Dang 2018).

1 Ciselné hodnoty jednotlivych typi kaseini jsou tvofeny z celkovych kaseinovych bilkovin.
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Dusikaté latky nebilkovinné povahy jsou charakterizovany jako latky, které obsahuji ve
své molekule atom dusiku, avSak nejsou bilkovinami, napfiklad mocovina, mocova kyselina,
orotova kyselina, amoniak, nukleotidy a dalsi slouceniny (Fox et al. 2015).

3.4.3.3.4 Enzymy

Fox et al. (2015) do skupiny téchto latek zatazuje naptiklad laktoferin, transferin,
ceruloplasmin. Clark & Garcia (2017) zminuji lysozym, xanthinoxidazu, plasmin. Autofi
Clark & Garcia (2017) dale uvadi, ze plasmin, je nejdilezitéj§i proteazou koziho mléka,
protoze z velké Casti ovliviiuje kvalitu syria. Hamed et al. (2008) dodava superoxid dismutazu,
katalazu a gluthation peroxidazu. O Mahony et al. (2013) uvadi, ze enzymy v mléce mohou
pochazet za Ctyf hlavnich zdroju:

e Krevni plazmy

e Cytoplasmy sekrecnich bunek

e Membrany tukovych kulic¢ek (milk fat globules — MFG)

e Somatickych bunék.
Podle zmény obsahu enzymd v mléce lze indikovat napfiklad tepelné oSetfeni mléka
(alkalicka fosfataza), antimikrobialni aktivitu (lysozym), zanét (katalaza) (O" Mahony et al.
2013).
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3.5 Somatické bunky

Jsou charakterizovany jako rtiiznoroda skupina bunék imunitniho systému (lymfocytu,
polymorfonuklearnich neutrofild a makrofagi) a bunék, které se podileji na tvorbé mléka
(epitelialni bunky mlécné zlazy) (Boutinaud & Jammes 2002; Silanikove et al. 2010;
Alhussien & Dang 2018; Halasa & Kirkeby 2020). Leukocyty — bilé krvinky (Alhussien
& Dang 2018), do mléka prestupuji z krve, zatimco epitelialni buiikky odlupovanim z epitelu.
Pritomnost téchto bunek v mléce je pfirozeny jev, ktery je nezbytny pro spravnou regeneraci
epitelu (Alhussien & Dang 2018; Albenzio et al. 2019).

Ackoliv byla snaha navrhnout legislativni limit pro PSB v kozim mléce, Evropska unie
doposud zadnou hodnotu nestanovila (Novac & Andrei 2020; Kuchtik et al. 2021). Rozdilny
mechanismus laktogeneze a fyziologie mlécné zlazy u téchto zvirat (v porovnani s kravskym
mlékem) znesnadniuje zvolit a urcit tyto limitni hodnoty (Novac & Andrei 2020).

3.5.1 Role somatickych bunék v zanétlivych procesech

Albenzio et al. (2019) popisuje, ze vétSinu somatickych bunek tvoii leukocyty, které

jsou soucasti piirozeného obranného mechanismu. Zahrnuji lymfocyty, makrofagy
a polymorfonuklearni bunky. Rovnéz je pfitomno mensi mnozstvi epitelidlnich bunék,

ackoliv se nejedna o somatickém buiky v pravém slova smyslu.

Béhem zanétu mlécné zlazy jsou aktivovany obranné mechanismy, tak, aby eliminovaly
patogenni mikroorganismy. Tyto mikroorganismy mohou uvolfiovat metabolity, které ptsobi
na leukocyty jako atraktanty. (Albenzio et al. 2019).

Paape & Capuco (1997) 1 Alhussien & Dang (2018) shodné dopliuji, ze somatické
buriky predstavuji druhou linii obrany proti Skodlivym mikroorganismim. Za prvni
ochrannou linii jsou povazovany anatomické bariéry struku a mlécné kanalky.

3.5.2 Leukocyty

Tyto bunky, které se podileji na obrané organismu, jsou také nazyvany bilymi
krvinkami (Alhussien & Dang 2018). Malik et al. (2018) i Halasa & Kirkeby (2020) do
skupiny leukocyti zatazuji lymfocyty, polymorfonuklearni neutrofily a makrofagy. Bagnicka
et al. (2011) predpoklada, ze jejich obsah v mléce se s vékem zvitete zvySuje. Pti zanétlivych
onemocnénich (napfiklad mastitid€) prestupuji z krve do mléka (proto se jejich pocet v mléce
zvysuje). Jejich tkolem je bojovat s infekci a opravit poskozenou tkan (Alhussien & Dang
2018).

3.5.2.1 Lymfocyty

Jsou charakterizovany jako buriky s pravidelnym tvarem jadra, podilejici se na
specifické imunité¢ organismu (Malik et al. 2018). Autor rovnéz uvadi, ze napomahaji
k likvidaci poSkozenych buné€k vlastniho organismu. Sordillo et al. (1997) zminuje, Ze
lymfocyty jsou jediné bunky imunitnitho systému, které rozpoznavaji antigeny
prostfednictvim membranovych receptort, které jsou specifické pro patogeny, které napadaji
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organismus. Lymfocyty lze rozdélit do dvou podskupin na B-lymfocyty a T-lymfocyty
(Sordillo et al. 1997; Riedel-Caspari 2001). Skupiny bunék se navzajem lisi funkci (Sordillo
et al. 1997).
B-lymfocyty

Jejich primarni ulohou je produkce protilatek proti patogenim, které napadaji
organismus. K jejich rozpoznani vyuzivaji své povrchové receptory (Sordillo et al. 1997).
T-lymfocyty

Tuto skupinu l1ze dale rozdélit na ab T-lymfocyty (zahranuji CD4+ a CD8+ lymfocyty)
a gd T-lymfocyty (Sordillo et al. 1997). CD4+ buiiky, diky schopnosti vyluCovat citokiny, se
podili na aktivaci B-lymfocytt, makrofagi a dalSich bunék, které se ucastni imunitni
odpovédi. CD8+ buriky rozpoznavaji a eliminuji zménéné bunky vlastniho organismu, pusobi
jako lapace odstrafiujici staré nebo posSkozené buiky, jejichz pfitomnost by mohla zvysit
nachylnost mlécné zlazy k infekcim (Sordillo et al. 1997).

3.5.2.2 Polymorfonuklearni neutrofily

Nazev téchto bunek je odvozen od vlastnosti jejich jadra, jehoz tvar je popisovan jako
lalo¢naty. Dulezitou vlastnosti makrofagi je schopnost fagocytézy — intracelularniho
zneSkodnéni patogenniho organismu (Li et al. 2014; Malik et al. 2018). Rovnéz mohou
produkovat antibakterialni faktory, latky, které se mohou podilet na ochrané organismu
(Malik et al. 2018). U koz tvoti hlavni slozku leukocyti (Boutinaud & Jammes 2002; Shah
et al. 2017).

3.5.2.3 Makrofagy

Tato skupina bunék je, v porovnani sostatnimi buiikami, morfologicky
charakterizovana vyskytem velkého jadra (Malik et al. 2018). Funk¢énimi vlastnostmi se podle
Malik et al. (2018) podobaji polymorfonuklearnim neutrofilim. Alhussien & Dang (2018)
a Li et al. (2014) shodné uvadi, ze jsou to pravé makrofagy, které pii zjisté€ni pritomnosti
patogenniho organismu signalizuji potencialni nebezpeci ostatnim leukocytim.

3.5.3 Epitelialni buiiky

Tyto buriky maji sviij ptivod v tkani mlécné zlazy, odkud se béhem laktace vylucuji do
mléka odlupovanim epiteld (Boutinaud & Jammes 2002; Albenzio et al. 2019). Ve
zminénych burikach se mohou vyskytovat bilkoviny, lipidy a kaseinové micely. Neobsahuji
celé jadro, nicméné bylo dokazano, ze v nékterych se nachazeji jaderné fragmenty (Boutinaud
& Jammes 2002). Autoii dale podotykaji, ze epitelialni buiky mohou pfispivat k prenosu
imunoglobulini z matefského organismu do organismu mladéte.
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3.5.4 Enzymy somatickych bunék

SB jsou dulezitym zdrojem enzymu. Po rozkladu SB se do mléka uvoliiuje mnozstvi
enzymu, napiiklad lipazy, katalazy, laktoperoxidazy, lysozym, elastazy, kolagenazy a dalSich
(Li et al. 2014).

Kli¢ové vlastnosti mlécnych vyrobku, textura a chut, jsou zavislé zvlasté na obsahu
a chovani mléénych bilkovin, pfevazné kaseinovych. Mléko obsahuje dva proteinazové
systémy, oba pochazeji z krve. Jeden se podili na rozpousténi krevnich srazenin (obsahuje
plasmin), druhy zajistuje obranu organismu proti patogennim mikroorganismum (zahrnuje
lysozomalni proteinazy somatickych bunék). Oba systémy se podili na hydrolyze kaseinovych
bilkovin, jejich regulace je slozita a jejich aktivita je zavisla na mnoha faktorech, naptiklad na
fazi laktace nebo zdravotnim stavu zvitete (Kelly et al. 2006).

Proteinazy polymorfonuklerarnich bunék, naptiklad katepsin G, elastdza a proteinaza 3
maji antimikrobidlni aktivitu a b&hem fagocytézy napoméahaji zneskodnéni patogennich
mikroorganismi (Li et al. 2014). O” Mahony et al. (2013) zminuje navic plasmin.

3.5.5 Faktory ovliviiujici PSB v mléce

Pritomnost somatickych bunék v mléce muze nepfimo indikovat pfitomnost
patogennich mikroorganismt (Raynal-Ljutovac et al. 2005; Li et al. 2014; Alhussien & Dang
2018). PSB (PSB) je ovlivnén stadiem laktace a paritou, predpoklada se, ze s kazdou dalsi
paritou se pocet bunék zvysuje.

Podle studie Gecaj et al. (2021) nebyl prokazan rozdil PSB v zavislosti na fazi laktace,
nicmén€ Gomes et al. (2006) zmiriuje, ze PSB v kozim mléce se s postupujici laktaci
zvySoval.

20



Ke zvysenému obsahu somatickych bunék muiZze dochazet i v pozdéjSich stadiich
laktace a na jejim konci v dusledku klesajici mlécné uzitkovosti (Boutinaud & Jammes 2002).
Tento pfipad ilustruje Graf €. 2.
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Graf &. 2: Laktac¢ni kiivky produkce koziho mléka a poctu somatickych bunék (Rota
el al. 1993).

Sutera et al. (2018) zmifiuje, Ze zvySeny PSB muze souviset se zhorSenou dojivosti
a zménami slozeni mléka. Alhussien & Dang (2018) a Malik et al. (2018) uvadi, ze na obsah
somatickych bunék v mléce mize mit vliv:

e Zdravotni stav zvifete

e Stadium laktace

e Cetnost dojeni

e Vek zvifete

e Pocet mladat

e Sezonni vlivy

e Nehygienické podminky chovu
e Zména krmiva
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3.5.6 Mastitida

Za nejCastejsi pri¢inu zvySeného poctu somatickych bunék v mléce se povazuje
mastitida — zanétlivé onemocnéni mlécné zlazy (Malik et al. 2018; Novac & Andrei 2020). Je
doprovazena fyzikalnimi, chemickymi a mikrobiologickymi zménami mléka a rovnéz
patologickymi zménami mlécné zlazy (Malik et al. 2018).

Onemocnéni je iniciovano vstupem dostatecného mnozstvi (infekéni davky)
patogenniho mikroorganismu strukovym kanalkem do vemene. Nasleduje rozmnozeni
patogenu, doprovazené piipadné produkci toxini a dal§im rozvojem onemocnéni (Malik
et al. 2018). Mezi nejcastej§i puvodce zarazuji Alhussien & Dang (2018) nasledujici
mikroorganismy: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Streptococcus
dysgalactiae. Gocmen et al. (2019) dodava Bacillus spp. Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa a dalsi.

Legislativni pozadavky na celkovy pocCet mikroorganismi (CPM) v mléce se mezi
jednotlivymi staty lisi. Pasterované kozi mléko urcené pro potravinarské vyrobky nesmi
prekrocit 1 500 x 10° KTJ/ml CPM (EU 2004). De Crémoux et al. (1996) navrhoval hodnotu
750x10° bun&k/ml pro minoritni patogeny a 1 750 x 10° bunék/ml pro majoritni patogeny.

Predpoklada se, ze somatické buiky se ve zvySenych poctech podili nejen na ochrané
mlécné zlazy pii mastitidé, ale rovnéz i na opravnych mechanismech poskozené tkané
(Alhussien & Dang 2018).

Poutrel et al. (1997) uvadi, ze onemocnéni muze byt uspeésné léCeno podavanim
antibiotik a zminuje, ze struky by po dojeni mély byt dezinfikovany.

3.5.7 Vliv obsahu somatickych bunék na vlastnosti mléka

Zvyseny PSB je spojen s biochemickymi zménami slozeni mléka, muze dochazet ke
zvySovani obsahu rozpustnych bilkovin a mineralnich latek. ZvySend koncentrace sodnych
a chloridovych iontd muZe poukazovat na zménénou filtracni funkci vemene pfii infekci
mlécné zlazy. Dusledkem toho mohou byt ztraty mlécné uzitkovosti, a to az 15-20 % na kozu
za den (Raynal-Ljutovac et al. 2005). Ve studii Min et al. (2007) byla pozorovana negativni
korelace mezi zvySenym poctem somatickych bunék a denni dojivosti, obsahu mlécného tuku,
laktozy a celkové susiny. Podle studie Barron-Bravo et al. (2013), byla u zvitat produkujicich
mléko s vy$Sim obsahem somatickych bunék zaznamenana zhorSend mlécna uzitkovost
anizsi obsah tuku, na rozdil od obsahu bilkovin, ktery byl vyssi. Novac & Andrei (2020)
rovné€z poukazuji na zvySenou koncentraci proteind, prevazné syrovatkovych bilkovin
a albumint.

3.5.8 Diferencial somatickych bunék

Uzite¢nou metodou k hodnoceni kvality mléka je stanoveni diferencialniho poctu bunék
v mléce. Lze zhodnotit podil jednotlivych typt somatickych bunék a také role raznych
bunécnych komponent. To mize byt dulezité pri studiu fyziologického nebo zanétlivého
vyvoje mlécné Zlazy. VétSina vyzkumu v této oblasti byla doposud zaméfena predevsim na
tfidy a typy leukocytt (Albenzio et al. 2019).
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3.6 Vybrané metody stanoveni somatickych bunék v mléce
3.6.1 Stanoveni metodou primého mikroskopického vySetieni

Vzorek mléka je nanesen na podlozni sklicko, poté je vysuSen a obarven. Nasleduje
mikroskopické pozorovani v prostfedi imerzniho oleje (Subcommittee on Screening Tests,
National Mastitis Council. 1968). Zjisfovani po¢tu bunék v mléce timto zpisobem bylo
vyuzivano spiSe v minulosti, ackoliv néktefi autofi (Hanu$§ et al. 2010; Boulaaba et al. 2011)
jej stale vyuzivaji, prevazné pro porovnani vysledkt s ostatnimi metodami. V dnesni dobé je
stanoveni nahrazovano modernéj$imi a rychlejSimi metodami, z nichz nékteré jsou zminény
nize.

3.6.2 Prutokova cytometrie

Metoda je zaloZzena na méfeni rozptylu svétla a pripadné fluorescence pozorovanych
objekt. Podstatou analyzy a diferenciace bunék je méfeni jejich relativni rozdilné velikosti,
granularity a pfitomnosti fluorescencni molekuly ve formé protilatky nebo barviva. (Macey
2010).

Metoda byla ptivodné vyvinuta pro rozliSovani bunéénych populaci v imunologii, aby
bylo mozné urcit funkce jednotlivych bunék imunitniho systému (Macey 2010). Autorka dale
uvadi, ze Wallace Coulter poprvé popsal pfistroj, pro pocitani bunék a méfeni jejich velikosti.
Byl zaloZen na prutoku bunék vodivou kapalinou, pficemz méficim bodem prochazela vzdy
jedna burika. Toto zafizeni bylo zakladem pro budouci pratokovy analyzator. V nasledujicich
letech se metoda zdokonalovala, roku 1983 byly predstaveny prvni prutokové cytometry pro
klinické méteni (Macey 2010).

V soucasné dob¢ je prutokova cytometrie vyuzivana v riznych aplikacich zalozenych
na detekci membranovych, cytoplazmatickych nebo jadernych antigeni. Analyze lze
podrobovat nejen celé buriky, ale i jejich organely, vCetné jadra, chromozomt, DNA i RNA
(Adan et al. 2016, Wilkerson 2012).

Wilkerson (2012) definuje pratokovou cytometrii jako metodu, ktera méri
charakteristiky bun€k nebo jinych castic, pii prichodu pratokovou komorou v proudu
kapaliny pres svételny zdroj. Zdrojem svétla je obvykle laser (z anglického Light
Amplification by Stimulated Emission or Radiation), ktery prochazi buiitkami. Optika (slozena
z filtrd a zrcadel) usmériuje rozptyl svétla nebo fluorescenci zkoumané castice do svételného
detektoru. Poté je signal, vznikajici prichodem svételného paprsku analyzovanou Castici,
preveden z detektoru na digitalni data, ktera analyzuje pocita¢. Vystupem mohou byt
histogramy, bodové grafy ¢i grafy hustoty (Wilkerson 2012). Zjednodusené schéma
prutokového cytometru predstavuje Obrazek ¢. 2.
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Obrazek ¢. 2: Zjednodusené schéma pratokového cytometru (Adan et al. 2016).

Mezi hlavni soucasti prutokového cytometru jsou fazena: média pro separaci bunék
(vétsinou kapaliny), optika (pro excitaci a sbér), detektor a pocita¢ (Adan et al. 2016,
Wilkerson 2012). Jednotlivé systémy jsou detailnéji popsany nize.

Systém prutokovy

Tato cast pfistroje je sloZzena ze zasobniku fyziologického roztoku a soucasti, které
zajistuji potiebny tlak a vstiikuji roztok do pratokové komory, kde na buriky vzorku ptsobi
laserové paprsky. Macey (2010) uvadi, ze tato pritokova komora muze obsahovat kyvetu
s plochymi stranami pro minimalizaci nezadoucich odrazi svétla.

Pro vétsinu aplikaci je vyuzivan vysoky (rychlejsi) pratok kapaliny (napfiklad pro
analyzu fenotypu savcich bunék), nizky (pomalejsi) pritok je nicméné vyuzivan naptiklad pfi
kvantifikaci obsahu DNA v buiikach, protoze zvysuje rovhomernost a presnost osvétleni jader
laserem (Wilkerson 2012).

Systém opticky

Opticka cCast pristroje je slozena z jednoho nebo vice laserti (excitani optika) a sady
cocek a filtri (sbéma optika). Laser zajiStuje zdroj svétla (Macey 2010, Wilkerson 2012,
Adan et al 2016). Podle Macey (2010) vyhoda laseru spociva v produkci monochromatického
svétla, které mize byt vyuzito v riznych vinovych délkach. Lasery, které jsou v prutokové
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cytometrii vyuzivany nejcastéji jsou argonové lasery, které produkuji svétlo o vinové délce od
351 nm do 630 nm. Mezi ostatni vyuzivané lasery lze jmenovat UV lasery, kryptonové lasery
a heliové lasery sneonem nebo kadmiem. Cotky a filtry zachycuji whlovy rozptyl
a fluorescencni signaly excitovanych fluorochromt (Wilkerson 2012).

Prijem signalu a jeho zpracovani

Kdyz dojde ke kontaktu buriky slaserovym paprskem, svétlo se rozptyli dvéma
zpusoby: CasteCné se ,,odrazi“ od vnitini struktury bunky (side — angle scatter, tedy bocni
rozptyl charakterizuje vnitini slozitost — zrnitost, tedy granularitu buriky, stav cytosolu,
bunécné inkluze apod.), Castecné se ,,ohne™ kolem buriky (forward — angle scatter, tedy pfimy
rozptyl charakterizuje velikost buriky) (Wilkerson 2012). D& popisuje Obrazek €. 3.

Neékteré pratokové cytometry rozliSuji bunéfné parametry pomoci fluorescencné
znaCenych protilatek proti povrchovym antigenim a wvnitinim strukturam (naptiklad
nukleovym kyselinam) ke stanoveni obsahu DNA nebo Zzivotaschopnosti bun¢k (Wilkerson
2012).

Side scatter

granularita buriky

AN A

Forward scatter

velikost buriky

laser.
paprsek

Obrazek ¢. 3: Rozptyl svétla buiikou (Adan et al. 2016).

Signaly rozptylu svétla a fluorescenéni emise z excitace fluorescencnich barviv jsou
pomoci elektronické sité prevedeny na elektronické impulsy. Tato sit’ obsahuje fotodiodu pro
ptevod forward scatter (pfimého roztylu svétla) a fotonasobi€ pro prevedeni side — scatter
(bocniho rozptylu svétla) a fluorescencniho svétla. Impulsy jsou prevedeny na digitalni vystup
a pfeneseny do pocitace, kde mohou byt analyzovany (Wilkerson 2012).
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3.6.3 Stanoveni metodou ELISA

Zkratka ELISA vychazi z anglického pojmenovani: Enzyme — linked immunosorbent
assay (Butler 2000). Zaklady této analytické metody byly podle Aydin (2015) polozeny jiz
roku 1941 Coonsem (Coons et al. 1941). Metoda prosla dlouhym vyvojem, piedevsim
v 70. letech minulého stoleti, a v dneSni dobé patfi k asto vyuzivanym laboratornim
analyzam (Aydin 2015).

ELISA je povazovana za imunologicky test, kde je hlavnim principem tvorba specifické
interakce mezi antigenem a protilatkou za pouziti vhodného enzymu (Butler 2000). Enzym
katalyzuje chemickou pfeménu substratu na produkt, ktery je barveny. Enzymy, které mohou
byt pouzity zahrnuji naptiklad: B-galaktosidazu, glukézooxidazu, peroxidazu a alkalickou
fosfatazu. Reakce mezi enzymem a substratem probiha obvykle 30—60 minut. K zastaveni
reakce dochazi pfidavkem hydroxidu sodného, kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny sirové.
Vysledky se vyhodnocuji spektrofotometricky, pfi vinové délce, ktera je zavisla na
vlastnostech pouzitych ¢inidel nebo na zakladé fluorescence (Aydin 2015).

3.6.4 Metody zalozené na specifické reakci s DNA

Stanoveni pomoci pristroje FOSSOMATIC®

Fossomatic je pfistroj vyuzivajici specifické vazby DNA, kdy je méfeni zalozeno na
principu optické fluorescence. Barvivo pronikne dovnitt builky a vytvori fluorescencni
komplex navazanim jaderné DNA. Detektor za pomoci fotondsobiCe spocitd obsah
somatickych bunek v mililitru analyzovaného vzorku (Albenzio et al. 2019).

Stanoveni pomoci pristroje DeLaval® Cell Counter

Kawai et al. (2013) popisuje stanoveni tak, ze jadra somatickych bunék jsou obarvena
specialnim ¢inidlem, specifickym pro DNA. Diky obarveni jader 1ze buriky pomoci optického
zatizeni spocitat, piipadné vyfotografovat i jejich snimky. Vyhodou metody muze byt,
v porovnani s ostatnimi metodami, niz§i pofizovaci cena zarizeni, velka presnost a moznost
provadét meéfeni pfimo na misté odbéru (Kawai et al. 2013).

3.6.5 Stanoveni pomoci testu Califonia Mastitis Test® a Somaticell®

Obé metody byly vyvinuty pro rychla orientacni méfeni vzorkt, ktera mohou probihat
pfimo v misté¢ odbéru vzorkt. Testy mohou byt vyuzity k detekci subklinické mastitidy ve
stadu nebo jako predbézny test pii kontrole mléka z cisteren, tedy zda spliiuje platné
legislativni limity (Perrin et al. 1996; McDougall et al. 2001; Langoni et al. 2012).

Califonia Mastitis Test®

Test je zalozen na chemické reakci mezi €inidlem (obsahujici bromkresol) a DNA, ktera
se nachazi v burikach (Perrin et al. 1996). Vznikne gel rizné konzistence, ktera je zavisla na
obsahu somatickych bun¢k (McDougall et al. 2001).

Somaticell® test

Po pfidavku cinidla je oddélen piebytecny roztok a ze stupnice je odectena hodnota

odpovidajici poctu somatickych bunék (Ferronatto el al. 2018).
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4. Metodika

4.1 Odbér vzorku mléka

Individualni vzorky koziho mléka plemene koza bila kratkosrstd byly odebrany na
ekologické biofarmé ve dnech 20.6. a 22.6. 2022 v ramci vecernich nadoju.

Priprava i analyzy vzorki byly realizovany nasledné. Bylo odebrano mléko od 57
zvitat (+ 1 bazénovy vzorek), pfi prvnim odbéru 29 vzorki a pfi druhém odbéru 28 vzorki.
Zvitata byla vybirana podle stafi, parity a stadia laktace.

Nejprve byla mlééna zldza omyta, struky byly otfeny jednorazovou utérkou
s dezinfek¢nim roztokem. Prvni odstfiky mléka byly oddéleny a nasledovala dezinfekce hrotu
struku lihovou utérkou a ruéni odbér vzorku, pii kterém byl zaroven zméfen PSB pomoci
pfistroje DeLaval.

Bezprostfedné po odbéru byly vzorky zchlazeny na 4-6 °C a ptfepraveny do laboratore.

Koza bila kratkosrsta

Toto plemeno bylo vyslechténo na jizni Moravé v 1. poloviné 20. stoleti. Vzniklo
kiizenim puvodnich Ceskych plemen se §vycarskym sanskym plemenem a némeckym bilym
uslechtilym (proto je zarfazovana mezi tzv. sanska plemena). Zvitata jsou charakterizovana
sttednim télesnym ramcem, hmotnost samic se pohybuje v rozmezi 50-60 kg. Srst je kratka,
bila, bez pigmentu, pfiléhava, viz Obrazek ¢.4. Priméma dojivost je 800-1000 kg mléka,
délka laktace je pfiblizn€ 280 dni (Sambraus 2006).

Obrazek ¢. 4: Koza bila kratkosrsta (Sambraus 2006).
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4.2 Stanoveni diferencidlniho poctu somatickych bunék

Ptiprava vzorku byla provedena dle modifikovaného postupu vychazejiciho ze studie Li
et al. (2015).

Vzorky mléka byly zhomogenizovany a pievedeny do centrifugacnich zkumavek.
Pomoci nékolika centrifugacnich krokt byly ziskany samotné pelety bunék. Vzorek byl
centrifugovan ve dvou raznych rezimech, vzdy pii teploté 4 °C. Celkem 100 ml vzorku mléka
bylo centrifugovano pfi rychlosti 200 rpm (rpm=otacek za minutu) po dobu 20 minut. Po
odstfedéni obou podilti byl manualné oddélen tuk i supernatant a ze dna zkumavky byl
odebran pelet. Poté byl dvakrat odstfedén s30 ml fyziologického roztoku, pro zajisténi co
nejvetsi Cistoty vzorku (450 rpm po dobu 10 minut, pfi teplote 4 °C, s centrifugacni brzdou).

Cast suspenze bun&k byla odebrana do zkumavek a nasledn& probéhla aplikace barviv
a specifickych protilatek. Po uplynuti doby inkubace byl vzorek dikladné promyt a suspenze
pfenesena na vzorkovaci desticku prutokového cytometru a poté byla provedena samotna
analyza.

Pii prvnich testech bylo zjisténo, ze pravdépodobné dochazi ke zkresleni vysledkt
analyzy v dusledku obarveni tukovych kulic¢ek pouzitymi barvivy (ktera byla ale uréena pouze
pro buriky). Podobny piipad popisuje ve své studii 1 Schultz-Pernice et al. (2020) a zmiriuje,
ze rozliSeni tukovych kuli¢ek a somatickych bunék v mléce, mize byt problematické. Proto
byly vysledky stanoveni prutokovou cytometrii ovéfeny pomoci zobrazovaciho cytometru.

4.2.1 Pristroje a chemikalie

e Pritokovy cytometr (NovoCyt, model iQue, IntelliCyt Corporation, USA)

e Mikrotitraéni desticka (nesterilni) pro cytometrické stanoveni (Gama Group
a.s., Ceska republika)

e Centrifuga (Univerzal 320 R, typ 1406, Hettich, Némecko)

e Centrifuga (Univerzal, typ 1420, Hettich, Némecko)

e Vortex (vifiva michacka) (BioCote, UK)

e Chladnicka (Gorenje, Slovinsko)

e Fyziologicky roztok pro priutokovou cytometrii (PBS, pH 7,4, Thermo Fisher
Scientific, USA)

e Barvivo Zombie NIR (BioLegend, USA)

e Barvivo Hoechst 33342 (Thermofisher)

e Protilatka anti CD 18 (BIO-RAD spol. s.r.0.)

e Protilatka anti CD 11b (BioLegend, USA)

e Protilatka anti CD 14 (BioLegend, USA)

e Sekundarni protilatka (BIO-RAD spol. s.r.0.)
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4.2.2 Schéma aplikace barviv a protilatek

Protilatka CD45 byla pivodné zamyslena jako hlavni panleukocytarni marker (latka,
ktera rozlisi jednotlivé typy leukocytt), ale pfi prvnich testech se potvrdilo, Ze nebyly
obarveny vSechny typy téchto bunek (vyrobce tvrdil, Ze na kozi mléko bude fungovat tzv.
cross reaktivitou, ale nepotvrdilo se to). Proto byla tato latka nahrazena CD18. Cilem barveni
bylo odlisit zivé a mrtvé buinky a stanovit celkovy pocet somatickych bunck a diferencial
somatickych bunék. Vyhodnoceni a identifikace jednotlivych buné&cnych subpopulaci bylo
provedeno dle: Schwarz et al. (2011).

Postup barveni:

A) Vyloucit castice nebunééného puvodu (pomoci Hoechst 33342 barviva, protoze
bunky obsahujici DNA budou Hoechst 33342+ (pozitivni).

B) Vyloucit mrtvé buiky (pomoci Zombie dye); zivé jsou Zombie- (negativni).

C) Hoechst+/Zombie-/CD18- = zivé epitelialni buriky

D) Hoechst+/Zombie-/CD18+ = mrtvé epitelialni buiky

E) Hoechst+/Zombie- /CD18+ /SSC a FSC typical SCATTERING PARAMETERS =
veskeré zivé lymfocyty

F) Hoechst+/Zombie-/CD18+/CD14 low positive/CD11b+ = polymorfonuklearni
neutrofily

G) Hoechst+/Zombie-/CD18+/CD14 highly positive / CD11b+ = makrofagy

Popis barveni

Pelet bunék ve zkumavce, jehoz objem ¢inil 200 pl, byl promichan op€tovnym nasatim
vypusténim automatické pipety. Poté bylo k tomuto objemu bylo pfidana smés protilatek.
Vzorek byl ponechan pfi pokojové teploté, ve tme, a to po dobu 30 minut.

Po uplynuti ¢asu byl ke vzorku ptidan chlazeny (4 °C) fyziologicky roztoku (PBS 7,4)
a vSe bylo promichano na vifivé michace. Nasledovalo odstfedéni na centrifuze Univerzal,
typ 1420: pfi rychlosti 690 rpm, po dobu 3 minut.

Po odstfedéni byl odstranén supernatant a k peletu byla pfidana barviva a smeés
sekundarnich protilatek.

Vzorek byl ponechan pii pokojové teploté, ve tmé, po dobu 20 minut. Po uplynuti casu
byl ke vzorku pfidan chlazeny (4 °C) fyziologicky roztok a vse bylo promichano na vifivé
michacce. Nasledovalo odstfedéni na centrifuze Univerzal, typ 1420: pii rychlosti 690 rpm,
po dobu 3 minut, za GCelem odstranéni supernatantu (zlstane pouze peleta (suspenze) bun€k).

Poté byl k suspenzi pfidan chlazeny (4 °C) fyziologicky roztok (PBS 7,4).

Suspenze bunék byla pfenesena na mikrotitra¢ni destiCku pratokového cytometru. Po
vlozeni desticky do cytometru a nastaveni parametri v softwaru NovoExpress 1.3.0® byla
provedena analyza vzorku prutokovou cytometrii. Ziskana data byla analyzovana
v programech Excel (Microsoft®) a Statistica 12 (StatSoft® Inc.).

Analyzu jednotlivych subpopulaci bun¢k ve vzorku koziho mléka ilustruje Obrdzek
¢. 5 v priloze.
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4.3 Analyza mlécnych bilkovin

4.3.1 Celkovy obsah bilkovin a kaseinu

Celkovy obsah bilkovin a kaseinti byl stanoven pomoci pfistroje DairySpec™™ (Bentley
Instruments, Inc.) kalibrovaného na kozi mléko dle zavedenych referen¢nich metod.

4.3.2 Zastoupeni kaseinovych frakci

Priprava vzorki

Do zkumavky (Thermo Fisher Scientific, USA) bylo odebrano pfiblizn€ 10 ml syrového
koziho mléka. Nasledné bylo odstfedéno na centrifuze Eppendorf 5810R rychlosti 12 000
rpm/min (pfi teploté 4 °C) po dobu 10 minut. Poté bylo odstfedéné mléko ponechano 5 minut
v mrazicim boxu (-20 °C) a nasledné oddélena mlécnéd plazma, tzv. supernatant. Nasledné
bylo odebrano 0,5 ml mlééné plazmy a pfidano 2 ml pufru (6M guanidin-HCl, 20mM
dithiothreitol a SmM citran sodny). Analyt byl poté nafedén 7,5 ml deionizované vody.

Déle byly vzorky kratce promichany na vifivé michacce a ponechany pifiblizné 60 minut
pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky znovu kratce promichany a nésledné prefiltrovany pres
membranovy mikrofiltr (acetat celuldzy; 0,45 um) pifimo do vialek.

Poté byly vzorky analyzovany pomoci metody HPLC s DAD (diod array detector)
detekci dle metodiky Bordina et al. (2001), ktera byla pro tuto praci vhodné modifikovana.

Chromatografické podminky

e Kapalinovy chromatograf: (Waters 2695, Waters Corporation, USA) s DAD
detektorem (996, Waters Corporation, USA)

e Slozeni mobilni faze A: H>O:acetonitril (90:10), (v/v) s podilem 0,1 %
trifluoroctové kyseliny (TFA)

e Slozeni mobilni faze B: H2O:acetonitril (10:90), (v/v) s podilem 0,1 % TFA

e Typ eluce: gradientova

e Pratok MF: 0,25 ml/min

e Teplota kolony: 40 °C

e Objem nastriku: 20 pl

e Doba analyzy: 71 min

e Detekce: PDA, 218 nm

e Kolona: bioZenTM C4, 3,6 um, 150 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Kalibrace pro stanoveni bilkovin
e o-CN (Iyof. prasek, > 70 %, Sigma-Aldrich, USA)
e [B-CN (lyof. prasek, BioUltra, > 98 %, Sigma-Aldrich, USA)
e «-CN (lyof. prasek, > 70 %, Sigma-Aldrich, USA)
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4.3.2.1 Pristroje a chemikalie

e Centrifuga Eppendorf 5810 R (Merci s. r. 0., Némecko)
e Millipore zasobnik na demineralizovanou vodu (18 pQ)
e Vortex (BioCote, UK)

e Membranovy mikrofiltr (acetat celulozy; 0,45 pm)

e Zkumavky (50 ml) (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Trifluoroctova kyselina (ReagentPlus®, Cistota > 99 %, Merck, Némecko)
e Citran sodny (> 99 %)

e Dithiotreitol (BioUltra, p.a,)

e Guanidin hydrochlorid (> 99,5 %)

Statistické vyhodnoceni dat

Data z pratokového cytomteru byla zméfena a ulozena do softwaru NovoExpress
1.3.0®. Pro statistické vyhodnoceni byly vyuzity programy Excel (Microsoft®) a Statistica 12
(StatSoft® Inc.), na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.
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5. Vysledky

5.1 Hodnoceni obsahu somatickych bunék
5.1.1 Celkové hodnoceni

Pro celkovy soubor vzorkd (n = 57) byl stanoven pramérny pocet somatickych bunék
(PSB) 869 £ 759,48 x 10° bunék/ml mléka, ktery se pohyboval v rozmezi hodnot 91-3 728 x
10° bunék/ml s variaénim koeficientem 87,35 %.

Dale byly pomoci metody pratokové cytometrie vzorky podrobneny analyze
jednotlivych bunécnych populaci, tedy epitelialnich a neepitelialnich bunék (leukocyta), které
byly dale rozdéleny na subpopulace lymfocytt (LY), makrofagh (MA)
a polymorfonuklearnich neutrofild (PMNL). Bylo prokazano, ze vzorky obsahovaly
v prumeéru 48,14 % epitelialnich bunek, 51,85 % leukocyti a z toho tvorily 9,99 % lymfocyty,
10,43 % makrofagy a 74,40 % polymorfonuklearni neutrofily. Vysledky jsou znazornény
v Tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: Zastoupeni somatickych bun¢k v kozim mléce pro vSechny skupiny.

Proménna X Med Min Max Sm.odch. Var.k.
PSB (tis./ml) 869,43 644,00 91,00 3728,00 759,48 87,35
Epitelialni b. (%) 48,14 45,40 9,87 97,29 26,01 54,04
Leukocyty (%) 51,85 54,60 2,71 90,13 26,01 50,16

LY (%) 9,99 7,06 0,87 46,56 8,89 88,95
MA (%) 10,43 8,20 0,36 34,71 8,41 80,63
PMNL (%) 74,40 77,99 35,09 96,34 13,96 18,76

x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm.odch.-smérodatna odchylka,
Var.k.-variaéni  koeficient, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-polymorfonuklearni
neutrofily

5.1.2 Rozdéleni do vzorku do skupin

Vzorky byly pro statistické zpracovani rozdéleny na zakladé poctd somatickych bunék
do ctyt skupin (A, B, C a D), viz Tabulka €. 4.

Tabulka ¢. 4: Rozdéleni vzorkt do skupin podle pocti somatickych bunék (PSB).

Skupina n Obsah bunék (tis./ml mléka)
A 25 0-500
B 12 500-1 000
C 14 1 000-1 500
D 6 1 500-3 000

n-pocet vzorku
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Priimérny obsah SB ve skupiné A byl 304 + 113,12 x 10° bun&k/ml mléka. Hodnoty
osahu PSB se pohybovaly v rozmezi 91-494 x 10° bunék/ml mléka. Primérny obsah SB ve
skuping B byl 727 + 137,92 x 10° bunék/ml mléka. Hodnoty obsahu PSB se pohybovaly
v rozmezi 536-925 x 10° bunék/ml mléka. Primémy obsah SB ve skupin& C byl 1220 =+
148,81 x 10° bunék/ml mléka. Hodnoty obsahu PSB se pohybovaly v rozmezi 1 042—1 495 x
10° bun&k/ml mléka. Primérny obsah SB ve skupiné D byl 2 692 £ 566,19 x 10° bun&k/ml
mléka. Hodnoty obsahu PSB se pohybovaly v rozmezi 2 161-3 728 x 10° bunék/ml mléka
Vysledky shrnuje Tabulka €. 5.

Tabulka ¢. 5: Obsah somatickych bunek v ramci jednotlivych skupin vzorki mléka.

Skupina x PSB (tis./ml) Med (tis./ml) Min (tis./ml) Max (tis./ml) Sm. odch. Var.k. (%)

A 304 288,00 91 494 113,12 37,21
B 727 671,00 536 925 137,92 18,97
C 1220 1 173,50 1042 1495 148,81 12,20
D 2692 2 567,50 2161 3728 566,19 21,03

x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm. odch.-smérodatna odchylka,
Var.k.-variacni koeficient

5.1.3 Hodnoceni jednotlivych skupin

Ve skupiné A bylo hodnoceno 25 vzorka. Primérny obsah SB v této skupiné byl
304 + 113,12 x 10° bunék/ml mléka. Hodnota varia¢niho koeficientu byla stanovena na
37,21 %. Vzorky dale obsahovaly v praméru: 36,92 % epitelialnich bunék, 63,08 %
leukocytd, 14,00 % lymfocytt, 7,50 % makrofagh a 74,71 % polymorfonuklearnich
neutrofild. Vysledky pro skupiny jsou znazornény v Tabulkach ¢. 6-9.

Tabulka €. 6: Zastoupeni somatickych bun€k v kozim mléce pro skupinu A.

Skupina A
Proménna n X Med Min Max Sm.odch. Var.k.
PSB (tis./ml) 25 304,04 288,00 91,00 494,00 113,12 37,21
Epitelialni b. (%) 25 36,92 33,44 98,70 78,65 21,24 57,53
Leukocyty (%) 25 63,08 66,56 21,35 90,13 21,24 33,67

LY (%) 25 14,00 11,24 2,99 46,56 10,43 74,51
MA (%) 25 7,50 7,72 2,23 15,86 3,61 48,06
PMNL (%) 25 74,71 80,49 39,87 87,45 13,76 18,42

n-poCet vzorkl, x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm. odch.-
smérodatna odchylka, Vark.-variatni koeficient, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-
polymorfonuklearni neutrofily
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Ve skupiné B (n = 12) bylo hodnoceno 12 vzorkii. Primérny obsah SB v této skupiné
byl 727 + 137,92 x 10° bunék/ml mléka. Hodnota varia¢niho koeficientu byla stanovena na
18,97 %. Vzorky dale obsahovaly v praméru: 42,91 % epitelialnich bunék, 57,09 %
leukocytd, 10,83 % lymfocytt, 8,62 % makrofagh a 73,33 % polymorfonuklearnich
neutrofili. Zastoupeni jednotlivych typl somatickych bunék ve skupinach A-D ilustuje Graf
&. 3. Usecky v grafu zobrazuji smérodatnou odchylku.

Tabulka ¢. 7: Zastoupeni somatickych bunék v kozim mléce pro skupinu B.

Skupina B
Proménna n X Med Min Max Sm.odch. Var.k.
PSB (tis./ml) 12 726,83 671,00 536,00 925,00 137,92 18,97
Epitelialnib. (%) 12 4291 4537 12,97 79,20 25,55 59,53
Leukocyty (%) 12 57,09 54,64 20,80 87,03 25,55 44,75
LY (%) 12 10,83 10,00 097 21,81 6,14 56,66
MA (%) 12 8,62 6,65 0,36 34,71 8,99 104,24
PMNL (%) 12 73,33 77,01 35,09 96,34 18,21 24,84

n-poCet vzorkl, x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm. odch.-
smérodatna odchylka, Var.k.-variatni koeficient, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-
polymorfonuklearni neutrofily
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Graf ¢. 3: Zastoupeni jednotlivych typt somatickych bunék ve skupinach A-D.
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Ve skupiné€ C (n = 14) bylo hodnoceno 14 vzorkt. Primémy obsah SB v této skupiné
byl 1220 + 148,81 x 10 bunék/ml mléka. Hodnota variaéniho koeficientu byla stanovena na
12,20 %. Vzorky dale obsahovaly v prauméru: 58,71 % epitelialnich bunék, 41,29 %
leukocytd, 4,89 % lymfocytd, 12,54 % makrofagh a 76,65 % polymorfonuklearnich
neutrofild.

Tabulka €. 8: Zastoupeni somatickych bunék v kozim mléce pro skupinu C.

Skupina C
Proménna n X Med Min Max Sm.odch. Varlk.
PSB (tis./ml) 14 1220,07 1173,5 1042,00 1495,00 148,81 12,20
Epitelialni b. (%) 14 58,71 59,21 12,52 97,37 0,25 42,57
Leukocyty (%) 14 41,29 40,82 2,73 88,21 0,25 60,54

LY (%) 14 489 2,92 0,94 16,40 4,86 99,38
MA (%) 14 12,54 11,00 2,11 33,78 8,63 68,77
PMNL (%) 14 76,65 7561 57,80 95,26 11,16 14,56

n-poCet vzorkl, x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm. odch.-
smérodatna odchylka, Vark.-variatni koeficient, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-
polymorfonuklearni neutrofily

Ve skupiné D (n = 6) bylo hodnoceno 6 vzorkt. Primérny obsah SB v této skupiné byl
2692 £ 566,19 x 10° bunék/ml mléka. Hodnota variaéniho koeficientu byla stanovena na
21,03 %. Vzorky dale obsahovaly v praméru: 80,70 % epitelialnich bunék, 19,30 %
leukocytd, 3,57 % lymfocytd, 21,34 % makrofagh a 70,10 % polymorfonuklearnich
neutrofild.

Tabulka €. 9: Zastoupeni somatickych bun€k v kozim mléce pro skupinu D.

Skupina D
n X Med Min Max Sm.odch. Var.k.
PSB (tis./ml) 6 2692,33 2567,50 2161,00 3728,00 566,19 21,03
Epitelialnib. (%) 6 80,70 80,20 71,31 90,51 8,03 10,70
Leukocyty (%) 6 1930 19,84 9,51 29,00 8,03 44,73
6
6
6

Proménna

LY (%) 3,57 2,56 0,90 11,25 3,89 108,76
MA (%) 21,34 22,3 3,62 34,56 12,37 57,98
PMNL (%) 70,10 70,01 53,21 85,85 13,47 19,22
n-poCet vzorkl, x-prumér, Med-median, Min-minimum, Max-maximum, Sm. odch.-
smérodatna odchylka, Vark.-variatni koeficient, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-
polymorfonuklearni neutrofily
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Z Graft €. 4-7 a vyplyva, Ze nejvyssi obsah epitelialnich bunék méla skupina A.
Se vzrustajicim poctem somatickych bunék klesal obsah leukocytd (neepitelialnich bunék).
Obsah epitelialnich bunek se naopak zvySoval. Skupina D (nejvyssi pocty SB) vykazovala
nejvyssi obsah epitelialnich bunek. Zastoupeni PSB pro vSechny skupiny znazormuje Graf ¢. 8
v priloze.

Skupina A Skupina B

epitelidIni
37% epitelidlni
43%
neepitelidlni
neepitelidlni 57%
63%
Skupina C Skupina D
neepitelidlni
19%
neepitelidlni
41%
epiteloiélnl' epitelialni
59% 81%

Grafy ¢. 4-7: Praméry obsah epitelialnich a neepitelialnich bunék v jednotlivych
skupinach dle intervalu PSB.

Podle stanovenych rozdilti v ramci skupin byla dale sledovana limitni hodnota PSB,
ktera vychazi z publikaci Boutinaud & Jammes (2002) a Raynal-Ljutovac et al. (2005). Tato
hodnota je autory vnimana jako hranice, kdy dochazi k vyraznym zménam ve vztahu ke
kvalité koziho mléka (Boutinaud & Jammes 2002; Raynal-Ljutovac et al. 2005). Vzorky byly
rozdéleny do dvou skupin, na skupinu, jejiz vzorky mély PSB mensi nez 1000 x 10°
bunék/ml mléka a na skupinu, jejiz vzorky mély PSB vyssi nez 1 000 x 10° bunék/ml mléka.
Primémy obsah zkoumanych bunék v téchto skupinach zobrazuje Tabulka ¢. 10. VSechny
vzorky byly tedy testovany dle stanovené limitni hodnoty PSB 1 000 x 10° bunék/ml mléka.
Bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych typt SB
mezi témito skupinami. Pro sledované parametry byl zvolen t-test pro nezavislé vzorky. Byl
proveden na hladinach vyznamnosti o = 0,05, o= 0,01 a o = 0,001.
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Bylo zjisténo, Ze na hladinach vyznamnosti o = 0,05 a a = 0,01 existoval statisticky
vyznamny rozdil (barevné oznaCeno v tabulce) u epitelialnich bunek, leukocyti, LY a MA.
Na hladin€ vyznamnosti a = 0,001 existoval statisticky vyznamny rozdil u epitelialnich
bunek, leukocyti a LY, u MA neexistoval. U PMNL neexistoval na zadné z testovanach
hladin vyznamnosti statisticky vyznamny rozdil, viz Tabulka €. 11.

Tabulka &. 10: Priimérné hodnoty obsahu bunék u skupin s PSB<1 000 x 10* bun&k/ml
a PSB>1 000 x 10° bunék/ml.

PSB<1 000 x 103/ml PSB>1 000 x 103/ml
n 37 20
Epitelialni b. (%) 38,86 65,31
Leukocyty (%) 61,14 34,69
LY (%) 12,97 4,50
MA (%) 7,87 15,18
PMNL (%) 74,26 74,69

n-poc¢et vzorkli, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-polymorfonuklearni
neutrofily

Tabulka €. 11: Shrnuti vysledku t-testu pro jednotlivé typy somatickych bunék.

Typ bunék p-hodnota
Epitelialni b. 0,000%  0,000%* (,000%*
Leukocyty 0,000%  0,000%* (,000%*

LY 0,000%  0,000%*  0,000%*
MA 0,001*  0,001** 0,002%**
PMNL 0,913*  0,913** 0,913***

*a=0,05, ** 0 =0,01, *** 0= 0,001

5.2 Mikrobiologicky rozbor

Mikrobiologickému hodnoceni bylo podrobeno celkem 57 vzorki. CPM (celkovy
pocet mikroorgansimi) bylo stanoveno pomoci GTK-M agaru, kultivace probéhla pfi teploté
30 °C za aerobnich podminek. Obsah stafylokokti byl stanoven pomoci Baird-Parker
agaru/Staphylococcus agaru, kultivace probé&hla pfi 37 °C za aerobnich podminek. Do
statistického zpracovani byl zahrnuto pouze 39 vzorki, u kterych byl jasné prokazan obsah
CPM a stafylokokd. Za vzorky s mikrobilogickym nalezem byly povazovany vzorky,
u kterych byl prokazan obsah CPM vyssi nez 100 KTJ/ml a zaroven obsah stafylokoka vyssi
nez 40 KTJ/ml. Limity byly stanoveny na zakladé odborné literatury.
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Z Grafu ¢. 9 vyplyva, Ze nejvice sterilnich vzorkl se nachazelo ve skupiné A. Od
skupiny B jiz nebyl rozdil v zastoupeni sterilnich vzorkli a vzorkl snalezem, lze tedy
predpokladat, ze limitni hodnota PSB 500 x 10° bunék/ml mléka pravd&podobné znaci
zhorSeni kvality
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Graf ¢. 9: Zastoupeni sterilnich vzorkl a vzorkl s mikrobiologickym nalezem.

Daéle bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych
typt bun€k mezi sterilnimi vzorky a vzorky s nalezem. Vzorky byly rozdéleny do dvou
skupin, na skupinu, jejiz vzorky mély PSB mensi nez 1000 x 10° bunék/ml mléka a na
skupinu, jejiz vzorky mély PSB vyssi nez 1000 x 10° bun&k/ml mléka. Priméry obsah
zkoumanych buné¢k v téchto skupinach zobrazuje Tabulka ¢. 12. Pro sledované parametry byl
zvolen t-test pro nezavislé vzorky. Byl proveden na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

Tabulka &. 12: Priimérné hodnoty obsahu bunék u skupin s PSB<1 000 x 10* bun&k/ml
a PSB>1 000 x 10° bunék/ml.

PSB<1 000 x 10¥/ml PSB>1 000 x 103/ml
n 23,00 16,00
Epitelialni b. (%) 38,28 63,32
Leukocyty (%) 61,72 36,68
LY (%) 12,96 3,86
MA (%) 8,07 16,00
PMNL (%) 73,93 75,83

n-pocet vzorkli, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-polymorfonuklearni
neutrofily
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Bylo zjisténo, ze na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 neexistoval statisticky vyznamny
rozdil v zastoupeni jednotlivych typtd bunék mezi sterilnimi vzorky a vzorky s nalezem, viz
Tabulka €. 13.

Tabulka ¢. 13: Shrnuti vysledka t-testu.

Typ bunék (%) p-hodnota

Epitelialni b. 0,786%*

Leukocyty 0,786%*

LY 0,501*

MA 0,346*

PMNL 0,412%*
*a=0,05

5.3 Obsah bilkovin v kozim mléce
5.3.1 Celkové hodnoceni

Bylo hodnoceno 57 vzorkid. Primérna hodnota obsahu bilkovin byla 2,63 % a hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 2,57-3,96 + 1,19 %. Z Grafu ¢. 10 vyplyva, ze nejvice bilkovin
obsahovaly vzorky ve skupiné A (PSB = 0-500 x 10°/ml), primémeé 2,98 %. bilkovin.
Nejméné bilkovin obsahovaly vzorky ve skupiné D (PSB = 1 500-3 000 x 10*/ml), praimérné
2,05 % bilkovin. Usecky v grafu zobrazuji smérodatnou odchylku.
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= 3000
S~ 2,55
\; 2,500 2,29
= 2,05
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—
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Graf ¢. 10: Zastoupeni bilkovin v jednotlivych skupinach (%).
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Bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamna zavislost obsahu bilkovin na PSB.
Pro sledované parametry byla zvolena regresni analyza. Testovani bylo provedeno na
hladinach vyznamnosti a = 0,05, a = 0,01 a a = 0,001. Bylo zisténo, ze na zadné hladiné
vyznamnosti neexistovala statisticky vyznamna zavislost obsahu bilkovin na PSB.

5.3.2 Hodnoceni jednotlivych skupin dle PSB

Skupina A (n = 25) charakteristicki rozsahem PSB 0-500 x 10° bun&k/ml mléka
vykazovala median obsahu bilkovin (3,03 %). Ve skupiné B je primérna hodnota je témeér
shodna s hodnotou ve skupiné C (2,99 vs. 3,01 %). Vyznamny pokles bilkovin byl sledovan
ve skuping D, tedy vzorky s obsahem PSB vys§im nez 1 500 x 10° bunék/ml mléka. Nicméné
je nutné vzit v potaz, ze ve skupiné D byl k dispozici nizsi pocet vzorku (n = 6), vysledky
shrnuje Tabulka 14.

Tabulka ¢. 14: Obsah bilkovin u jednotlivych skupin.

Skupina n Med (%) Var.k. (%)
A 25 3,03 23,28
B 12 2,99 60,71
C 14 3,01 55,49
D 6 2,71 79,82

n-pocet vzorkl,, Med-median, Var.k.-varia¢ni koeficient

Bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni bilkovin mezi
jednotlivymi skupinami. Pro sledované parametry byl zvolen t-test pro nezavislé vzorky. Byl
proveden na hladin€ vyznamnosti a = 0,05. Bylo zji§téno, ze na hladin€ vyznamnosti o = 0,05
neexistoval statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni bilkovin mezi jednotlivymi skupinami.
Vysledky shrnuje Tabulka €. 15.

Tabulka €. 15: Shrnuti vysledka t-testu — obsah bilkovin ve skupinach.

Skupina p-hodnota

Avs. B 0,670%*

Avs.C 0,219%*

Avs.D 0,864*

Bvs.C 0,144*

B vs.D 0,932

DvsC 0,441%*
*a=0,05
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5.3.3 Vliv jednotlivych typu SB na obsah bilkovin

Epitelialni buriky a leukocyty

Mezi obsahem epitelialnich bun€k a zastoupenim celkovych bilkovin a kaseind, vCetné
jednotlivych kaseinovych frakci byla zjisténa pozitivni korelace. Stfedné silna zavislost byla
zaznamenana u obsahu bilkovin (r = 0,342) a obsahu kaseinu (r = 0,359). Oproti tomu, mezi
obsahem leukocytli a obsahem bilkovin, kaseind, jednotlivych kaseinovych frakci byla
zjiSténa negativni korelace. Stfedné silnd zavislost byla zaznamenana u obsahu bilkovin a
obsahu kaseinu. Vysledky znazoriuje Tabulka €. 16.

Tabulka ¢. 16: Vysledky regresni a korelacni analyzy obsahu bilkovin a zastoupeni
jednotlivych typt SB.

r
Proménna  Epitelialni b. Leukocyty
asl-CN (%) 0,186* -0,185%*
as2-CN (%) 0,156* -0,156*

B-CN (%) 0,211%* -0,211%
k-CN (%) 0,146* -0,146*

Bilkoviny (%) 0,342%* -0,341%*

Kasein (%) 0,359* -0,359*

*o = 0,05, r-korela¢ni koeficient, CN-kasein

Lymfocyty, makrofagy a polymofronuklearni neutrofily

Mezi obsahem lymfocytt a celkovym obsahem bilkovin, kaseint véetné jednotlivych
kaseinovych frakci byla zjisténa pozitivni korelace, s vyjimkou kaseinové frakce as2-kaseinu,
kde byla korelace negativni. Mezi obsahem makrofagli a obsahem bilkovin, kaseing,
jednotlivych kaseinovych frakci byla zjiSténa pozitivni korelace, s vyjimkou kaseinovych
frakci asl-kaseinu a k-kaseinu, kde byla zjisténa negativni korelace. Stfedné silnd zavislost
byla zjisténa u obsahu bilkovin, kaseinu a B-kaseinu.
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Mezi obsahem polymorfonuklearnich neutrofili a obsahem bilkovin, kaseind,
jednotlivych kaseinovych frakci byla zjisténa negativni korelace. Stfedné silna zavislost byla
zaznamenana u obsahu bilkovin, kaseinu a B-kaseinu. Vysledky shrnuje Tabulka ¢. 17.

Tabulka ¢. 17: Vysledky regresni a korelacni analyzy obsahu bilkovin a zastoupeni
jednotlivych typt SB.

r
Proménna LY MA PMNL
os1-CN (%) 0,230* -0,148%* -0,122%*
as2-CN (%) -0,164%* 0,201* -0,061*
B-CN (%) 0,130* 0,398* -0,430*
k-CN (%) 0,198* -0,024* -0,194*
Bilkoviny (%)  0,344% 0,344 -0,328*
Kasein (%) 0,332* 0,332* -0,333*

*0=0,05, r-korelacni koeficient, CN-kasein, LY-lymfocyty, MA-makrofagy, PMNL-
polymorfonuklearni neutrofily

5.4 Zastoupeni kaseinovych bilkovin

5.4.1 Celkové hodnoceni

Bylo hodnoceno 57 vzorka. Primérna hodnota obsahu kaseinu byla 1,76 %. Skupina
A (n = 25) charakteristicka rozsahem PSB 0-500 tis./ml vykazovala primémy obsah kaseinu
(2,13 %). Ve skupiné B byl pozorovan nizsi obsah kaseinu (1,62 %), nez ve skupiné C
(1,83 %). Vyznamny pokles obsahu kaseinu byl zaznamenan u skupiny D (1,46 %), tedy
u vzorkd s nejvyssim obsahem SB. Skupina D nicméné obsahovala nizsi pocet vzorka
(n = 6). Obsah jednotlivych kaseinovych frakci u skupin A-D ilustruje Tabulka €. 18.

Tabulka ¢. 18: Celkovy obsah kaseinu v jednotlivych skupinach dle PSB.

Skupina n Obsah kaseinu (%) Sm.odch. (%) Var.k. (%) s?
A 25 2,13 0,50 23,88 0,26
B 12 1,62 0,94 60,82 1,04
C 14 1,83 0,98 55,75 1,04
D 16 1,46 1,07 80,05 1,37

n-pocet vzork®, Sm.odch.-smérodatna odchylka, Var.k.-variagni koeficient, s>-rozptyl

Bylo testovano, zda existuje statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni kaseinu mezi

jednotlivymi skupinami. Pro sledované parametry byl zvolen t-test pro nezavislé vzorky. Byl
proveden na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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Bylo zjisténo, ze na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 neexistoval statisticky vyznamny
rozdil v zastoupeni kaseinu mezi jednotlivymi skupinami. Vysledky shrnuje Tabulka ¢. 19.
Obsah jednotlivych kaseinovych frakci u skupin A-D ilustruje Graf ¢&. 11. Usegky v grafu
zobrazuji smérodatnou odchylku.

Tabulka ¢. 19: Shrnuti vysledka t-testu — obsah kaseinu ve skupinach.

Skupina p-hodnota

A vs.B 0,558*
Avs. C 0,243*
Avs.D 0,861*
B vs.C 0,121*
B vs.D 0,849°*
DvsC 0,446*
* 0=0,05
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Graf ¢. 11: Zastoupeni jednotlivych kaseinovych frakci ve skupinach.
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Podle Tabulky ¢. 20 byl obsah as1-kaseinu vyssi u skupin A a C, nez u skupin B a D.
Nejméne as2-kaseinu obsahovaly vzorky ve skupiné D, nejvice ve skupiné C. Nejvyssi obsah
B-kaseinu byl naméfen u skupiny C, nejnizsi u skupiny D. Obsah k-kaseinu byl u vsSech
skupin pfiblizn€ vyrovnany.

Tabulka ¢. 20: Zastoupeni kaseinovych frakci u jednotlivych skupin.

Kasei ¢ frak
Skupina n Obsah kaseinu (%) asemnove Traxce

asl-CN (%) as2-CN (%) B-CN (%) «-CN (%)

A 23 2,13 0,18 0,23 1,34 0,43
B 12 1,62 0,17 0,24 1,35 0,42
C 13 1,83 0,18 0,26 1,39 0,44
D 5 1,46 0,17 0,22 1,27 0,43

n-poCet vzorkt, CN-kasein

5.4.2 Statistické vyhodnoceni — korelace obsahu kaseinu a PSB

Pozitivni korelace byla zaznamenana u as2-kaseinu, hodnota r byla 0,047, zavislost
obsahu os2-kaseinu na PSB byla velmi slaba. Pozitivni korelace byla zaznamenédna rovnéz
u k-kaseinu, hodnota r byla 0,021, zavislost obsahu k-kaseinu na PSB byla velmi slaba.
Negativni korelace byla zaznamenana u asl-kaseinu, hodnota r byla -0,038, zavislost obsahu
asl-kaseinu na PSB byla velmi slaba. Negativni korelace byla zaznamenana rovnéz
u B-kaseinu, hodnota r byla -0,056. Zavislost obsahu B-kaseinu na PSB byla velmi slaba
Vysledky jsou shrnuty v Tabulce €. 21.

Tabulka ¢. 21: Vysledky regresni a korelacni analyzy — kaseinové frakce vs. PSB.

Kaseinova frakce r
as1-CN (%) -0,038*
as2-CN (%) 0,047*
B-CN (%) -0,056*
k-CN (%) 0,021%*
* 0=0,05, r-korelacni koeficient, CN-kasein

44



6. Diskuze

Vzorky byly rozdéleny do ¢tyt skupin (A, B, C a D), podle po¢tu somatickych bunék
(PSB). Skupina A charakterizovana PSB 0-500 x 103 bunék/ml mléka, obsahovala primérné
304 + 113,12 x 10° bunék/ml mléka. Skupina B s PSB v rozmezi 500-1 000 x 10° bunék/ml
mléka, obsahovala v priméru 727 + 137,92 x 10° bunék/m] mléka. Skupina C s PSB 1 000 —
1 500 x 10 bun&k/ml mléka obsahovala primérné 1220 + 148,81 x 10° bunék/ml mléka.
Skupina D charakterizovana PSB 1 500 — 3 000 x 10? bunék/ml mléka, obsahovala v pruméru
2 692 + 566,19 x 10° bunék/ml mléka. Naméfené vysledky se shoduji s vysledky Boutinaud
& Jammes (2002), ktefi uvadi hodnotu PSB 1 100 x 10° bunék/ml mléka, i s vysledky Raynal-
Ljutovac et al. (2005), kteii uvadi PSB 1 000 x 10° bunék/ml mléka.

Diky provedenému mikrobiologickému rozboru bylo mozné vybrat ke statistickému
vyhodnoceni pouze vzorky bez mikrobiologického nalezu, které byly charakterizovany
obsahem CPM niz§im nez 100 KTJ/ml a zaroven obsahem stafylokok( niz§im nez 40 KTJ/ml.
Bylo tedy mozné jednoznacné zhodnotit vliv PSB, bez zkresleni pfipadnym zanétlivym
onemocnénim. Ve skupiné vzorkdi mlék obsahujici nejvyse 500 x 10° bun&k/ml mléka bylo
témeéf 90 % vzorkll bez bakterialniho nalezu. Kvalita mléka zkoumaného stada byla
z mikrobilogického hlediska na velmi dobré arovni.

Leitner et al. (2016) uvadi, ze hodnoty PSB:1 500 x 10°-3 500 x 10* bunék/ml mohou
byt spojeny s vyskytem infekce, a to s rizikem vy$sim, nez je 50 %. Mléko, u kterého byly
zjistény hodnoty vy$si nez 3 500 x 10° bun&k/ml neni povazovano za bezpecné pro zdravi
lovéka a nemélo by byt vyuzivano k jeho vyzivé (Leitner et al. 2016). Hodnota 3 500 x 10°
bunék/ml byla pifi naSem méfeni prekroCena pouze u jednoho vzorku. V porovnani
s hodnotami, které uvadi Min et al. (2007): 2000 x 10°-4 000 x 10* bun&k/ml byly nase
nametené hodnoty spiSe nizsi.

Ma et al. (2000) podotyka, ze zvySeny PSB muze mit negativni vliv na kvalitu mléka,
napiiklad zhorSovat jeho chut a zkracovat dobu trvanlivosti. Zmény jsou pravdépodobné
zpusobeny rozkladem mléénych bilkovin a tuku (Ma et al. 2000). V ramci naSeho vyzkumu
bylo zjisténo, ze mezi obsahem epitelialnich bunék a zastoupenim celkovych bilkovin
a kaseind, vcetné jednotlivych kaseinovych frakci byla pozitivni korelace. Stiredné silna
zavislost byla zaznamenana u obsahu bilkovin (r = 0,342) a obsahu kaseinu (r = 0,359).
Oproti tomu, mezi obsahem leukocyti a zastoupenim bilkovin, kaseini i jednotlivych
kaseinovych frakci byla zjisténa negativni korelace. Pokles obsahu bilkovin (2,71 % vs.
3,03 %) byl sledovan u skupiny s nejvys$sim obsahem PSB, coz je souladu se studii Ma et al.
2000.

Podle studie Sanchez-Macias et al. (2013) mohou somatické buiky, pomoci svych
endogennich enzymu, pozitivné ovliviiovat slozeni a technologické vlastnosti mlécnych
vyrobkl a podilet se tak na vysledné kvalité téchto vyrobkt. Intenzita lipolyzy probihajici
v syrech, byla pfimo zavisla na poctu somatickych bunék (Chen et al. 2010; Sanchez-Macias
et al. 2013). Rovnéz prubéh proteolyzy, zvlasté u kaseinovych bilkovin, mohou tyto bunky
ovliviiovat. Predpoklada se, ze uc¢inky bunék jsou zéavislé na tom, jak bylo mléko tepelné
oSetfeno (Sanchez-Macias et al. 2013). Podle studie Gautam et al. (2023) aktivita
proteolytickych enzymi v kozim mléce vyznamné pozitivné koreluje se stadiem laktace, PSB
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(r = 0,966) a hodnotou pH (r = 0,812). Negativni korelace byla zaznamenana u obsahu
bilkovin (r = -0,231). Vysledky byly vyhodnoceny na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 (Gautam
et al. 2023).

Boulaaba et al. (2011) stanovovali diferencial somatickych bunék metodou pritokové
cytometrie. Z vysledku studie vyplyva, ze obsah lymfocyti (LY) pfedstavoval 9,88 %, obsah
makrofagi (MA) 10,53 % a obsah polymorfonuklearnich neutrofild (PMNL) 76,85 %. Nami
stanovené hodnoty 9,99 % LY, 10,43 % MA a 74,40 % PMNL jsou srovnatelné s vysledky
Boulaaba et al. (2011), ackoliv pro stanoveni vyuzili jind barviva a specifické protilatky.

Jednotlivé typy SB byly rovnéz zkoumany ve studii Albenzio et al. (2015). Dle autort
byly vzorky rozdéleny do skupin s nizkym, stfednim a vysokym PSB. Skupina s nizkym PSB
(<700 x 10° bunék/ml) obsahovala: 51,03 % LY, 4,66 % MA a 42,03 % PMNL. S touto
skupinou byly porovnany hodnoty naméfené u skupiny A (prumérny PSB: 14,00 % LY,
7,50 % MA a 74,71 % PMNL. V porovnani s Albenzio et al. (2015) byl obsah LY nizsi,
obsah MA vyssi a obsah PMNL vy3§§i. Skupina se stfednim PSB (701-1 500 x 10° bunék/ml)
obsahovala: 37,05 % LY, 5,72 % MA a 58,07 % PMNL. S touto skupinou byly porovnany
hodnoty nameéfené u skupiny C: 4,89 % LY, 12,54 % MA a 76,65 % PMNL. V porovnani
s Albenzio et al. (2015) byl obsah LY niz3i, obsah MA vy3si a obsah PMNL vyssi. Skupina
s vysokym obsahem PSB (>1 500 x 10° bun&k/ml) obsahovala: 33,06 % LY, 7,26 % MA
a 60,28 % PMNL. S touto skupinou byly porovnany hodnoty namétené u skupiny D: 3,57 %
LY, 21,34 % MA a 70,10 % PMNL. V porovnani s Albenzio et al. (2015) byl obsah LY nizsi,
obsah MA vy$§i a obsah PMNL vyS$si. Rozdily mezi hodnotami naméfenymi ve studii
Albenzio et al. (2011) a nasimi hodnotami mohou byt zplisobeny dalsimi vlivy — napfiklad
zdravotnim stavem zvifat, vlivem faze a poradi laktace, vlivem prostiedi, ptisobenim stresu
nebo ze autor pouzil k identifikaci bunéénych populaci odlisnou protilatku (CDS5). Dle studie
Kljajevic et al. (2018) obsahovalo kozi mléko 2,70-2,84 % bilkovin. V porovnani
s naméfenymi hodnotami 2,57-3,96 % jsou tyto hodnoty pfiblizné shodné.

Cobanovi¢ et al. (2019) realizovali méfeni obsahu bilkovin pomoci pfistroje
MilcoScan'™, vysledkem bylo rozmezi hodnot: 1,88-4,70 %. V porovnani s naméfenymi
hodnotami 2,57-3,96 % jsou tyto hodnoty pfiblizn¢ shodné.

Kyselov et al. (2022) stanovili obsah bilkovin v pribéhu celého kalendarniho roku
v rozmezi 3,16-3,46 % bilkovin. Tyto hodnoty jsou v porovnani s naméfenymi hodnotami
2,57-3,96 + 1,19 % piiblizn€ shodné.

Ve studii Ye et al. (2019) stanovili obsah kaseinovych frakci: 15,8 % as2-kaseinu, 50,8
% B-kaseinu a 8,2 % k-kaseinu. Obsah asl-kaseinu nebyl stanoven. Vysledky studie Ye et al.
(2019) byly porovnany s hodnotami obsahu vybranych kaseinovych frakci, které byly
naméfeny u skupin A (PSB 0-500 x 10° bunék/ml) a D (PSB 1 500-3 000 x 10° bunék/ml).
Kaseinové frakce ve vzorcich skupiny A dosahovaly nésledujicich hodnot, a to 0,23 % as2-
kaseinu, 1,34 % B-kaseinu a 0,43 % x-kaseinu. Hodnoty naméfené u skupiny D pak 0,22 %
as2-kaseinu, 1,27 % B-kaseinu a 0,43 % k-kaseinu. V porovani se studii Ye et al. (2019) jsou
nameéfené hodnoty rozdilné. Rozdily mohou byt zpisobeny napfiklad polymorfismem
kaseinovych bilkovin, pisobenim proteolytickych enzymu nebo vyuzitim rozdilné metody pro
stanoveni kaseinovych frakci.
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7. Z.avér

Cilem teoretické casti dané diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi
o somatickych buikach v kozim mléce. V praktické casti byl v kozim mléce stanoven celkovy
pocet somatickych bunék pomoci pristroje DelLaval® a prutokovou cytometrii diferencialni
pocet somatickych bunék, tj. zastoupeni jednotlivych typt bunék (epitelialnich bunek
a leukocytr). U leukocytl bylo rozliseno zastoupeni jednotlivych bunécnych subpopulaci, tj.
obsah lymfocyt, makrofagia polymorfonuklearnich neutrofild. Dale bylo provedeno
mikrobiologické vysetfeni vzorkd. Ve skuping vzork(i mlék obsahujici nejvyse 500 x 10°
bunék/ml mléka bylo témeéf 90 % vzorkli bez bakterialniho nalezu. Kvalita mléka
zkoumaného stdda byla tedy z mikrobilogického hlediska na velmi dobré tirovni. Pomoci
pfistroje MilcoScan (DairySpec'™) byl stanoven obsah bilkovin. Metodou kapalinové
chromatografie s vyuzitim detektoru DAD bylo u vzorki mléka stanoveno zastoupeni
vybranych kaseinovych frakei.

Hypotéza 1: Zvolena metoda pro stanoveni diferencialniho poctu somatickych bunék v kozim
mléce pomoci prutokové cytometrie je vhodné optimalizovana.

Metoda pro stanoveni somatickych bun€k v kozim mléce pratokovou cytometrii byla
optimalizovana tak, aby béhem pfipravy vzorku bylo oddéleno co nejvice mlécného tuku,
avSak, aby dochazelo k co nejmensi destrukci buné€k. Proto byl opakovan€ upravovan rezim
odstfed’ovani i promyvani fyziologickym roztokem. Pro obarveni bunék byla vyuzita barviva
Hoechst 33342 a Zombie NIR. Pro stanoveni jednotlivych bunéCnych subpopulaci byly
vyuzity protilatky: anti CD11b, anti CD14, anti CD18. Pro stanoveni diferencialniho poctu
bunék byla sice pivodné zamyslena protilatka CD45, ale pfi testech se potvrdilo, Ze nebyly
obarveny vSechny typy bunék. Proto byla tato latka nahrazena protilatkou CD18. Dalsi uskali
prestavovaly MFG castice (Castice mlécného tuku), které se svou velikosti mohli zaménit za
bunky. Nicmén€, diky ovéfeni na zobrazovacim prutokovém cytometru bylo potvrzeno, ze se
nejedna o Castice nebunécného ptivodu. Tato hypotéza byla potvrzena.

Hypotéza 2: Celkovy i diferencialni PSB v kozim mléce je rozdilny v zavislosti na
individualnich vzorcich mléka.

Skupina s PSB 0-500 x 10° bun&k/ml mléka obsahovala primérng 304 x 10 bunék/ml
mléka, v porovnani se skupinou s PSB 1 500-3 000 x 10° bun&k/ml mléka, ktera obsahovala
2 692 x 10° bunék/ml mléka je celkovy PSB rozdilny. Se vzriistajicim podtem somatickych
bunék klesal obsah leukocyttu (neepitelialnich bunék). Obsah epitelialnich bunék se naopak
zvysoval. Skupina s PSB 0-500 x 10° bun&k/ml mléka obsahovala primémé: 14,00 %
lymfocytd (LY), 7,50 % makrofagh (MA) a 74,71 % polymorfonuklearnich neutrofilti
(PMNL). V porovnani se skupinou vzorksi s PSB 1 500-3 000 x 10* bunék/ml mléka, ktera
obsahovala pramérné: 3,57 % LY, 21,34 % MA a 70,10 % PMNL, je zastoupeni bunécnych
subpopulaci rozdilné, svyjimkou obsahu PMNL. VSechny vzorky byly testovany dle
stanovené limitni hodnoty PSB 1000 x 10° bunék/ml mléka, zda existuje statisticky
vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych typi SB. Bylo zjisténo, ze na hladinach
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vyznamnosti o = 0,05 a a = 0,01 existoval statisticky vyznamny rozdil u epitelidlnich bunék,
leukocyti, LY a MA. Na hladiné¢ vyznamnosti oo = 0,001 existoval statisticky vyznamny
rozdil u epitelialnich buné€k, leukocyti a LY, u MA neexistoval. U PMNL neexistoval na
zadné ztestovanach hladin vyznamnosti statisticky vyznamny rozdil. Tato hypotéza byla
potvrzena.

Hypotéza 3: Obsah a zastoupeni mlécnych bilkovin souvisi s obsahem jednotlivych typu
somatickych bunék.

Se vzristajicim poctem somatickych bunék klesal obsah bilkovin a naopak, mezi obsahem
epitelialnich bun€k a zastoupenim celkovych bilkovin a kaseint, vcetné jednotlivych
kaseinovych frakci byla zjiSténa pozitivni korelace. Nicméné, u vzorki s PSB 1 000-
1 500 x 10* bunék/ml mléka tento trend potvrzen nebyl, coz miize byt zapiicinéno mensim
poctem vzorkd ve skupiné nebo vyssi variabilitou. Trend u zminéné skupiny by se mohl
dokazat napriklad béhem skladovani mléka a néasledném zpracovani. V této problematice je
tieba dalSich vyzkumi. Dale bylo zjisténo, ze mezi obsahem leukocyti a obsahem bilkovin,
kaseint, jednotlivych kaseinovych frakci byla zjisténa negativni korelace. Tato hypotéza byla
castecné potrvzena.

Ackoliv u koziho mléka nelze PSB jednozna¢né vnimat jako ukazatel hygienické kvality
mléka, je tfeba jej monitorovat, protoze zvySeny PSB v mléce mize ovliviiovat jak
technologické, tak senzorické vlastnosti mléka. Také je tieba zabyvat se detailngji
zastoupenim jednotlivych subpopulaci bunék, které mohou prinést informace o imunologické
odpovédi organismu na onemocnéni a zaroven vysvétlovat zhorSeni technologickych
vlastnosti vzhledem k jejich proteolytické aktivité.
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Obrazek ¢ 5: Analyza jednotlivych subpopulaci bunék ve vzorku koziho mléka — vystup ze

softwaru NovoExpress 1.3.0® (vyhotovil Ing. F.G. Savvulidi, Ph.D.)
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Graf ¢ 8: Zastoupeni poctd somatickych bunék v jednotlivych skupinach.




