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1. Uvod

Se stale rostoucimi naroky na kvalitni potraviny je kladen diraz, vyjma nutri¢niho benefitu,
i na hygienickou kvalitu mléka i vyrobku z néj, tzn. kontroly, zavedeni riiznych testd ¢i norem
kvality. V souvislosti s hygienickou kvalitou mléka nelze opomenout mikrobiologické
standardy pro syrové kozi mléko, které musi splilovat, je-li ureno pro lidskou spottebu. Dle
legislativnich limitd uvedenych ve Vyhlasce ¢. 445/2017 Sb. a Natizeni EP a Rady (ES)
¢. 853/2004 musi syrové kozi mléko uréené pro vyrobu potravinaiskych vyrobki splnovat limit
celkového poctu mikroorganisma (CPM) 500x 103 KTJ/ml a v piipadé bakterie Staphylococcus
aureus limit 500 KTJ/ml (EU 2004; MZe 2017). Nicméné v porovnani s pozadavky tykajicich
se kravského mléka lze tyto podminky povazovat za vcelku benevolentni. Proto je vhodné se
kromé mikrobiologickych pozadavkt zabyvat také dal§imi ukazateli kvality koziho mléka.

Za vyznamny indikator vypovidajici o kvalitativnich zménach mléka by mohl byt povazovan
pocet somatickych bunék (PSB). Ackoli jsou somatické bunky (SB) pfirozenou slozkou mléka
mohou za urCitych okolnosti zpusobovat nezadouci zmény v chemickém slozeni, ale
i vlastnostech, které by mohly zasadné ovliviiovat jeho technologickou zpracovatelnost.
V soucasné dobé& nepanuje shoda ohledné uzite¢nosti SB, tedy burikach pochéazejicich z epitelu
mlécné zlazy ¢i leukocytech puvodem z krve, jakozto klicového diagnostického kritéria pro
hodnoceni zdravotniho stavu mlécné zlazy ¢i jeho vyuziti jakozto indikatoru kvality koziho
mléka. Vzhledem k odlisnému typu sekrece mléka, tzv. sekreci apokrinni, dochéazi pfirozené
k nartstu epitelialnich bunék a cytoplazmatickych Castic, které navysuji jejich celkovy pocet.
Je zfejmé, Ze nejen pocet, ale i zastoupeni jednotlivych somatickych bunék, mize vyrazné
ovliviiovat vlastnosti syrového koziho mléka, zejména v dusledku pfitomnosti endogennich
enzymu puvodem ze SB, predev§im proteaz a lipaz. Ke zménam muze dochazet béhem
skladovani a nasledného technologického procesu zpracovani. Problematika jednotlivych typt
bunécnych populaci by mohla rovnéz pfinést informace o imunologické odpovédi mlécné zlazy
a predstavovat ucinny nastroj, kterym detekovat onemocnéni zanétlivé i nezanétlivé povahy.
Cilem této prace je prohloubeni znalosti a zjisténi souvislosti mezi somatickymi burikami
a slozenim koziho mléka, zeyména ve vztahu k vlastnostem, které souviseji s vytéznosti a dalsi
technologickou zpracovatelnosti mléka, ktera by mohla vést k lepsi efektivnosti a ziskovosti

v mlécném pramyslu.



2. Literarni prehled

2.1. Vyznam koziho mléka ve vyzivé clovéka

Miléko a mlécné vyrobky maji ve vyzive Clovéka nezastupitelnou roli a jsou soucasti jidelnicku
témer po celém svéte jiz od pocatkt domestikace hospodarskych zvirat (Albenzio et al. 2017)
V celosvétové produkci koziho mléka, ktera v priméru predstavuje vice nez 20 mil. tun ro¢né,
lze za poslednich 30 let pozorovat vice jak 30% nartst produkce koziho mléka a toto Cislo
neustale narasta viz Graf 1. Produkce syrového koziho mléka v ramci Evropské unie Cinila
v roce 2020 v praméru 3,2 mil. tun (FAO 2023).

Miéko malych prezvykavet je v Evropé vyuzivano predev§im k vyrobé syrt, jogurtd,
fermentovanych mlék a dalSich mlécnych vyrobka (Recio et al. 2009; Tamime et al. 2011).
Produkty z n€j jsou navic vnimany piinosn€ pro lidské zdravi i z davodu ekologického, jelikoz

chov koz, ptipadné ovci je spjat se SetrnéjSim zpusobem hospodareni (Albenzio et al. 2016).

Graf 1. Svétova produkce syrového koziho mléka v obdobi 1991-2021 v mil. tun (FAO 2023).
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Kozi mléko je vhodnou alternativou k mléku kravskému, predev§im diky lepsi stravitelnosti
a pravdépodobné 1 nizsi alergenicité (Ribeiro & Ribeiro 2010; Hodgkinson et al. 2019). Tento
fakt je dan predevsim genetickym polymorfismem, typickym pro kozi mléko, kdy napf. nizsi
hladina asi-kaseinu, vysvétluje rozdily v traveni koziho a kravského mléka a nasledné

vyuzitelnosti nutricné cennych latek (Ceballos et al. 2009; Kalyankar et al. 2015).

Konzumace mléka a mléénych vyrobkil je Casto povazovana za dulezitou soucast zdravé
a vyvazené stravy (Pereira 2014). Mléko lze povazovat za cenny zdroj makro i mikrozivin
a rovnéz obsahuje celou fadu uc¢innych latek, které hraji vyznamnou roli jak ve vyzive, tak
v ochrané zdravi (Ceballos et al. 2009). Zejména se jedna o kvalitni zdroj bilkovin, esencialnich

aminokyselin, ale 1 mineralnich latek, pfedev§im vapniku a fosforu (Fox 2009).



2.2. Chemické slozeni mléka
Migéko je sekret mlécné zlazy, jehoz slozeni a vlastnosti se li§i dle druhu. Obecné lze tvrdit, ze
se jedna o tzv. emulzi ,olej ve vodeé“ obsahujici tuk, bilkoviny, laktozu, mineralni latky,
enzymy, somatické buiky, hormony, imunoglobuliny a mléku dalsi pfirozeni slozky (Selvaggi
et al. 2014).
Park (2017) uvadi, Ze kozi mléko obsahuje prumérné 12,2 % susiny, 3,8 % tuku, 3,5 % bilkovin,
4.1 % laktozy a 0,8 % popelovin. Rozdily ve slozeni riznych druhti mlék jsou uvedeny

v Tabulce 1.

Tabulka 1. Zakladni chemické slozeni mléka riznych prezvykavca (Turkmen 2017).

druh mléka suSina tuk  bilkoviny laktéza popeloviny

bovinni (%) 12,6 3,7 3.4 4,7 0,7
kozi (%) 13,2 45 3,6 43 0,8
ovei (% 18,8 75 5.6 4.6 1,0

2.2.1. Sacharidy

Majoritnim sacharidem mléka je laktoza, jejiz primérny obsah v kozim mléce je oproti mléku
kravskému mirné nizsi (4,1 % vs 4,7 %) (Silanikove et al. 2010; Clark & Mora Garcia 2017).
Laktoza je syntetizovana v mlécné zlaze z glukozy a galaktdzy, kde dulezitou roli hraje jedna
ze syrovatkovych bilkovin — a-laktalbumin, piedstavujici kliCcovou soucast enzymatického
systému katalyzujici tento proces (Permyakov & Berliner 2000; Lad et al. 2017). Laktoza je
zasadni pro udrzeni osmotické rovnovahy pii syntéze mléka a dale z pohledu podpory
vstiebavani vapniku, hoi¢iku, fosforu a vitaminu D béhem procesu traveni (Kalyankar et al.
2016).s

Kozi mléko je bohaté také na oligosacharidy odvozené od laktozy, napt. laktulozu laktitol,
laktobionovou kyselinu a galaktooligosacharidy (Ranadheera et al. 2019). Mezi dalsi sacharidy
nachazejici se v mensim mnozstvi v kozim mléce jsou obvykle fazeny glykopeptidy,
glykoproteiny a nukleotidy (Lad et al. 2017). Mlécné oligosacharidy jsou povazovany za
prospésné pro lidskou vyzivu piedevsim diky svym probiotickym a protiinfekénim vlastnostem

(Ranadheera et al. 2019).



2.2.2. Tuky

Tuk je v mléce nejCastéji pfitomen ve formé kapicek triglyceridi (Kalyankar et al. 2016).
Vieitez et al. (2016) udava, ze lipidy koziho mléka se skladaji z triacylglyceroll tvoricich 98 %
celkovych lipidi, fosfolipid (1 %), volného cholesterolu a jeho esterti (1 %). Dle autord Lad
et al. (2017), je primérna velikost tukovych kuli¢ek 1,5 az 2 um, zatimco Ranadheera et al.
(2019) uvadi pramérnou velikost 2,5 az 3 um. Dle Silanikove et al. (2010) je velikost téchto
kuli¢ek stejna jako v mléce kravském, tedy 1-10 um, ale pocet tukovych kulicek mensich nez
5 um, tvori v kozim mléce az 80 %, zatimco v mléce kravském pouze 60 %. Globule mlécného
tuku jsou volné rozptyleny ve formé emulze (Lad et al. 2017. Tyto specifické odliSnosti
napomahaji lepsi stravitelnosti koziho mléka (Turkmen 2017; Verruck et al. 2019).

Mezi nejhojnéji zastoupené mastné kyseliny je v kozim mléce fazena palmitova (C16:0),
olejova (C18:1), stearova (C18:0), kaprinova (C10:0), laurova (C12:0) a myristova kyselina
(C14:0), které predstavuji piiblizné 84 % celkového obsahu mastnych kyselin (Kondyli et al.
2012). S timto tvrzenim souhlasi 1 Kalyankar et al. (2015), ktery uvadi, ze obsah zminénych
mastnych kyselin tvoii vice nez 75 % jejich celkového mnozstvi. Kozi mléko je oproti
kravskému typické vyS$Sim podilem mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem, tj.
kapronové (C6:0), kaprylové (C8:0) a kaprinové (C10:0), které jsou Castecné zodpovédné za
typicky ,kozi“ zapach (Silanikove et al. 2010). Tyto kyseliny vSak mohou byt i zdravi
prospesné, napt. C8:0 a C10:0 kyseliny mohou vykazovat antivirové ¢i antikarcinogenni a¢inky
(Claeys et al. 2013). Kozi mléko je rovnéz zajimavym zdrojem konjugované kyseliny linolové
(CLA), kdy rizné védecké studie zdaraznuji jeji vyznam a popisuji fadu a¢inku s ni spojenych,
napf. ucinky antikarcinogenni, antioxida¢ni, vliv na snizeni hladiny cholesterolu, redukci
télesné hmotnosti ¢i podporu funkce imunitniho systému (Vieitez et al. 2016). Kondyli et al.
(2012) uvadi, ze biologicky nejaktivnéjsi formou této kyseliny je cis-9, trans-11, ktera tvorti

vice nez 80 % izomeru CLA v mlééném tuku.
2.2.3. Bilkoviny

2.2.3.1.  Vyznam a rozdéleni
Hlavnimi dusikatymi latkami v mléce jsou mlécné bilkoviny, které jsou vyznamné, jak
z hlediska nutricniho, tak i technologického (Selvaggi et al. 2014). Mlécné produkty jsou
plnohodnotnym zdrojem vysoce kvalitnich bilkovin, které jsou vyvazené vzhledem ke skladbé
aminokyselin (Raynal-Ljutovac et al. 2008) a ve vyzive jsou nezbytné pro syntézu vlastnich

proteinti a dalSich dusikatych latek (Almaas et al. 2006).



V porovnani s mlékem kravskym jsou v bilkovinach koziho mléka bohaté zastoupeny vybrané
esencialni aminokyseliny, zejména threonin, lysin, izoleucin, cystein, tyrosin a valin
(Ranadheera et al. 2019). Jedna se o bilkoviny s vysokou biologickou hodnotou, dobrou
stravitelnosti dosahujici 97 az 98 %, rychlou vstfebatelnosti a vyuzitelnosti v lidském
organismu (Rafiq et al. 2016).

Hlavni bilkoviny v kozim mléce jsou stejné jako v mléce kravském a déli se do dvou zakladnich
kategorii — nerozpustné kaseiny a rozpustné syrovatkové bilkoviny (Pereira 2014). Mléka
prezvykavcl jsou povazovana za tzv. mléka kaseinova, kde je primémé 80 % celkovych
bilkovin tvoreno kaseiny a 20 % syrovatkovymi bilkovinami (Selvaggi et al. 2014).

Mezi hlavni kaseinové bilkoviny je fazen tzv. asi-kasein, asz-kasein, P-kasein a x-kasein
(Bramanti et al. 2002; Selvaggi et al. 2014; Vargas-Bello-Pérez et al. 2019). Syrovatkové
bilkoviny jsou reprezentovany predevsim B-laktoglobulinem A ¢i B a a-laktalbuminem viz
Tabulka 2 (Tarola et al. 2019; Vargas-Bello-Pérez et al. 2019).

Kozi mléko disponuje obvykle vys$§im obsahem [-kaseinu, niz§im mnozstvim as-kaseinu
a srovnatelnym mnozstvim k-kaseinu oproti mléku kravskému (Clark & Mora Garcia 2017,

Ranadheera et al. 2019).

Tabulka 2. Zastoupeni bilkovin v kozim mléce (upraveno dle Selvaggi et al. 2014).

Suma mléénych bilkovin (%) 3,72
kaseinové bilkoviny (% CN) 2,4

asi-kasein (% z celkového obsahu CN) 5,6

asz-kasein (% z celkového obsahu CN) 19,2
B-kasein (% z celkového obsahu CN) 54,8
k-kasein (% z celkového obsahu CN) 20,4
Syrovatkové bilkoviny (% WP) 0,74
a-laktalbumin (% z celkového obsahu WP) 24

B-laktoglobulin (% z celkového obsahu WP) 53,7
minoritni WP (% z celkového obsahu WP) 223
nebilkovinné dusikaté latky x 6,38 (% NPN) 0,58

CN - kaseinové bilkoviny, WP — syrovatkové bilkoviny, NPN — dusikaté latky

nebilkovinné povahy
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Pfizniva nutriéni hodnota a vlastnosti mlécnych bilkovin jako je rozpustnost, vaznost vody,
tepelna stabilita, syfeni a pénéni, hraji kliCovou roli v mlécném pramyslu (Vargas-Bello-Pérez
et al. 2019). Obsah bilkovin v mléce je jednim =z kritickych bodu urcujicich trzni,
technologickou, ale i biologickou hodnotu mléka. Casta hypotéza autortl je, Ze ¢im vyssi je
obsah bilkovin v syrovém mléce, tim vyssi je vytéznost béhem technologického zpracovani pii
vyrobé syru ¢i fermentovanych vyrobkt (Bara-Herczegh et al. 2009), nicméné obsah bilkovin
muze byt ovlivnén napt. naristem somatickych bun€k, s tim spojenou zvysenou proteolytickou
aktivitou a zménami v distribuci bilkovinnych frakci (Park et al. 2007). Polymorfismus
mlécnych bilkovin

Miécné bilkoviny se vyznacuji tzv. genetickym polymorfismem, ktery je spojovan s celou
fadou kvantitativnich i kvalitativnich parametri mléka (Albenzio & Santillo 2011). Tento jev
muze nastat, pokud pro jednu vlastnost organismu existuji v jeho genetické vybave alespon dveé
varianty téhoz genu, nazyvané také alely (Marletta et al. 2007). U koziho mléka byl nalezen
vysoky stupen polymorfismu u Ctyf kaseinovych gent s nékolika alelami s nulovou nebo
snizenou expresi prislusného proteinu (Selvaggi et al. 2014).

Uvadi se, Ze vice nez 95 % bilkovin obsazenych v mléce prezvykavc je syntetizovano ze Sesti
strukturnich gent, které koduji jak syrovatkové bilkoviny (B-laktoglobulin, a-laktalbumin), tak
kaseiny (asi-, 0s2-, B, a k-kasein) (Selvaggi et al. 2014). V mléce se kazdy kasein Zakladem
vSech typa kaseint jsou minimalné dvé strukturni jednotky, které jsou geneticky podminéné
kodominantnimi alelami. Primarni struktura se pak muize lisit v disledku bodovych mutaci,
inzerce, delece a diferencialniho sestfihu (Marletta et al. 2007). Heterogenita kaseint je
spojovana sruznou aktivitou syntetické drahy kaseinu a rtznou hladinou fosforylace
a glykosylace peptidového tetézce (Park et al. 2007).

Polymorfismus mléénych bilkovin souvisi nejen s kvantitativnimi, ale 1 kvalitativnimi
parametry mléka. Kvantitativni variabilita je obecné zpusobena rozdilnou expresi proteind,
zatimco kvalitativni rozdily jsou dany strukturnim polymorfismem kaseinovych gent, napf.
posttranslaénimi upravami (Montalbano et al. 2016). Rozdily v jednotlivych genetickych
typech jsou vyvolany napf. substitucemi aminokyselin v proteinech, které mohou zptisobovat
rozdily ve stravitelnosti, technologickych ¢i senzorickych vlastnostech kozich produktu.
Zastoupeni bilkovin ovliviiuje technologické vlastnosti mléka zejména u skotu a koz, zatimco
u ovci jsou vysledky nejednoznacné (Albenzio & Santillo 2011). Jedna se predevSim
o schopnost koagulace ¢i syrafskou vytéznost (Montalbano et al. 2016). Kalyankar et al. (2016)
uvadi, ze informace o polymorfismu mléénych bilkovin je mozné vyuzit napf. k detekci

falSovani koziho mléka mlékem kravskym.
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2.2.3.2.  Obecnd charakteristika, struktura a vyznam kaseinovych bilkovin

Hlavni roli kaseinti ve vyzive je vazba a transport mineralnich latek, zeyména vapniku a fosforu,
ktery je nezbytny pro tvorbu kosti a mimo to prispivaji k zdsobeni organismu aminokyselinami
(Selvaggi et al. 2014). Kaseinové bilkoviny navic umoznuji vznik riznych bioaktivnich

peptidt, které maji prokazatelny pfinos pro zdravi Cloveéka (Pereira 2014).

Kaseiny pfedstavuji hlavni bilkovinnou ¢ast v mnoha druzich mléka a jsou rozdéleny do
nékolika zékladnich frakci, a to asi-, asz-kasein, B-kasein a x-kasein (Marletta et al. 2007,
Selvaggi et al. 2014; Tarola et al. 2019). Kaseinové bilkoviny patii do skupiny fosfoproteina
a jsou syntetizovany v mlécné zlaze v reakci na laktogenni hormony a nékteré dalsi podnéty
(Selvaggi et al. 2014). Tyto latky jsou bohaté predevsim na aminokyselinu prolin a v mléce
tvoti tzv. micely vyskytujici se ve formé koloidni suspenze stabilizované vapenatymi ionty
(Marletta et al. 2007). Vyjma prolinu je mezi neesencidlnimi aminokyselinami dominantni
glutamova kyselina, ktera je obsazena ve vysokém mnozstvi jak v kaseinech, tak
1 syrovatkovych bilkovinach. Kaseinové bilkoviny jsou navic charakteristické vysokymi
koncentracemi nekterych esencialnich aminokyselin — isoleucinu, fenylalaninu a histidinu
(Rafiq et al. 2016).

Micelami struktury kaseina (Obrazek 1a) jsou zodpovédné za vétSinu jedinenych fyzikalnich
vlastnosti mléka (Selvaggi et al. 2014). Kaseinové micely jsou charakterizovany jako
supramolekuly — vétsi molekuly, které jsou slozeny z nékolika mensich molekul, tzv. submicel,
spojenych pomoci nekovalentnich intermolekularnich vazeb, napfiklad vodikovych mustka ¢i
elektrostatickych sil (McMahon & Oommen 2008). Obrazek 1b demonstruje tzv. dualni
vazebny model kaseinové micely. Velikost micel se mize mezi jednotlivymi druhy vyrazné
lisit, pficemz micely v mléce kozim jsou v priméru vétsi nez v mléce kravském ¢i ovEim
(Raynal-Ljutovac et al. 2008; Ingham et al. 2018). Silanikove et al. (2010) uvadi, ze kaseinové
micely v kravském mléce jsou mensi (60-80 nm) ve srovnani s micelami koziho mléka, jejichz
velikost se pohybuje mezi 100-200 nm. Oproti tomu Park et al. (2007) uvadi primérnou
velikost téchto struktur pouze 190 nm a Wang et al. (2017) dokonce az 260 nm. Ingham et al.
(2018) dodava, ze 1 v ramci jednoho druhu se mohou vyskytovat rozdily v poméru kaseinu
a celkové velikosti micel, ktera je nejvice ovlivnéna pfitomnosti k-kaseinu piitomného

v micelach.

12



’Q'
s Q submicela

= ‘ \\é"j -~
eo vyénivajici peptidovy \\ ‘ A ‘/;\ \ /,/f N
"'; { 6 )'% fetézec \\ & ?ln -l-_—“,‘f‘\ /J:;/\ s \’=‘—
.' ? eo f . | , \%,; .,’-’JN:} ’-..\A‘~ J ::# V,»"r"jﬂ“
‘, ° osforeénan vapenaty i /,/’ Y b
=) SN\
' e 0 N2 7 T /i
0 JRESS O VR
{ 50 nm § / ?’\
a) b)

Obrazek 1. a) Submicelarni model vychazejici z prace Walstra & Jenness (1984) a upraveno

dle prace Chen et al. (2019); b) dualni vazebni model kaseinové micely dle Horne (2002).

Kaseinové frakce asi-, as2- a - sméfuji do stfedu micely a jsou méné rozpustné ve vodném
prostfedi, zatimco k-kasein je hydrofilni a tvoii povrch kaseinové micely (Dalgleish 2011;
Zhuang et al. 2018). B-kasein interaguje predevsim prostfednictvim hydrofobnich vazeb
a disociyje pii nizké teploté. Jednotlivé micely jsou spojeny piedevsim fosforeCnanem
vapenatym, ktery propojuje as-kaseinové frakce (Horne 2002; Zhuang et al. 2018), a malym
mnozstvim hoiciku, sodiku, drasliku a citratu (Park et al. 2007). VétSina vapniku v mléce je
obsazena ve formé koloidniho fosfore¢nanu vapenatého, ktery je spojen s fosfoserinovymi
zbytky a- a B- kaseinovych bilkovin (Ingham et al. 2018).

Struktura micely kaseinu v kozim ¢i ov€im mléce je diametralné odliSna oproti mléku
kravskému (Park et al. 2007). Kaseinové micely koziho mléka jsou obecné bohatsi na vapnik
a fosfor (Horne 2002; Yuksel et al. 2012), jsou méné rozpustné a stabilni viici teplu, ale naopak
ztraci B-kasein mnohem snadnéji nez micela kravského mléka (Kalyankar et al. 2016). Specifita
kaseinové micely u koziho mléka spociva obecné ve vyS§sim stupni mineralizace a velikosti
micely oproti mléku ov¢imu ¢i kravskému (Raynal-Ljutovac et al. 2008). Ranadheera et al.
(2019) uvadi, ze kozi mléko vykazuje vétsi miru disperze kaseinovych micel, coz ma vliv na

reologické vlastnosti mléénych vyrobki.

2.2.3.2.1 o si-kasein
Jedna se o vysoce fosforylovany protein, ktery predstavuje strukturalni slozku kaseinové
micely, hrajici klicovou roli pfi tvorbé syfeniny (Selvaggi et al. 2014). Masoodi & Shafi (2010)
uvadéji, ze asi-kasein je celkem tvoren 214 aminokyselinami.
V kravském mléce je hlavni kaseinovou frakci pravé oasi-kasein. Zastoupeni kaseind je
vyznamné ovlivnéno genetickym polymorfismem (Selvaggi et al., 2014). Vyskyt asi-kaseinu

byl v poslednich letech hojné studovan a bylo zjisténo, ze ma mnoho riznych genetickych typu,
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napi. A, B, C, D, E, F a 0 (Kalyankar et al. 2016). Je ziejmé, ze ,,nulovy typ“ nebo uplna
nepiitomnost v kozim mléce naznacuje jistou odlisnost oproti mléku kravskému (Selvaggi et
al. 2014). Za hlavni a-frakci v kozim mléce je Casto oznacovan asz-kasein, ktery ma rozdilnou
vstiebatelnost, ale i vlastnosti hojné€ vyuzivané v syrafském pramyslu (Kalyankar et al. 2016).
Obsah asi-kaseinu ovliviiuje zejména koagulacni schopnosti mléka (Hodgkinson et al. 2019;
Ranadheera et al. 2019). Kozi mléko je obecné typické nizkym obsahem asi-kaseinu
a v dusledku toho dochazi pfi vyrobé syri k tvorbe jemnéjsi syfeniny (Lad et al. 2017; Ingham
et al. 2018). Takové mléko vykazuje nizsi vytéznost syfeniny, delsi dobu srazeni, ale zaroven
vétsi tepelnou odolnost (Ballabio et al. 2011).

Pro mlékarensky prumysl je kritickym faktorem nejen mnozstvi asi-kaseinu (Clark & Sherbon
2000; Ingham et al. 2018), ale také celkovy obsah kaseinovych bilkovin (Wedholm et al. 2006)
vsak dodava, ze rozhodujici vliv ma celkovy obsah kaseint. Dulezita je velikost micel, pficemz
mléko s mensimi micelami ma lepsi koagulacni vlastnosti a vytvari pevnéjsi syfeninu (Ingham

et al. 2018).

2.2.3.2.2. o.sx-kasein

Frakce os2- predstavuji relativné rliznorodou skupinu kaseini oproti osi-frakcim a byly
identifikovany u fady zivocisnych druht jako jsou ovce, kozy ¢i kravy. Vzhledem k obtizné
izolaci a purifikaci je as2-kasein nejméné€ zkoumanym proteinem v mléce. Nicméné byl nalezen
ve vySSich koncentracich pravé vkozim mléce (Selvaggi et al. 2014). Kompletni
aminokyselinova sekvence asy-kaseinu sestava u koz z223 aminokyselinovych zbytka
(Masoodi & Shafi 2010) s velkym poctem pozitivn€ nabitych postrannich fetézcti, zejména v C-
termalnich segmentech (Selvaggi et al. 2014).

Z literatury je zieymé, ze se jedna o fosforylovany peptid, jehoz role nebyla jesté zcela
objasnéna (Selvaggi et al. 2014). Fox (2009) uvadi, ze z kaseint je oas2- nejvice hydrofilni

a relativné bohaty na vyskyt aminokyseliny lysinu, ktera je pro clovéka esencialni.

2.2.3.2.3. P-kasein
Na rozdil od mléka kravského, ve kterém prevlada asi-kasein je v kozim mléce nejhojnéji
zastoupenou bilkovinou B-kasein (Selvaggi et al. 2014; Lad et al. 2017). Vyznacuje se vysokou
citlivosti na pfitomnost vapenatych iontd, kdy jiz pfi nizSich koncentracich dochazi k jeho
vysrazeni (Fox 2009) a zaroven je ze vSech typu kaseinu jediny, jehoz shlukovani do
micelarnich struktur je ovliviiovano kromé teploty, 1 koncentraci dané bilkoviny v roztoku

(Perinelli et al. 2019).
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Pti studiu polymorfismu B-kaseinu bylo nalezeno nekolik alel vyjadiujicich rizné urovné této
bilkovinné frakce. Pivod této heterogenity je zavisly na vicenasobné fosforylaci peptidového
fetézce za vzniku forem 4P, 5P a 6P, pficemz nékteré vzorky koziho mléka nemusi tuto frakci
viubec obsahovat (Piredda Agenzia & Pirisi 2004). B-kasein je fosforylovan, v porovnani
s obéma as-kaseiny mén€ a je prokazano, ze ze vSech kaseina vykazuje nejvétsi hydrofobicitu
(Fox 2009) a muze ovliviiovat vlastnosti mléka pii vyrob€ syrt, napf. prodlouzeni doby
pottebné ke srazeni nebo pevnost syfeniny (Selvaggi et al. 2014). Perinelli et al. (2019) uvadi,
ze samovolnd schopnost vyvolat imunitni odpovéd byla objasnéna u bovinniho B-kaseinu,
avsak predstavuje zajimavou oblast vyzkumu i u mlék dalSich zivocisnych druhu.

Potencial pro vyuziti tohoto kaseinu je podlozen celou fadou studii, napt. prace zabyvajici se
vyuzitim B-kaseinovych micel predstavujici vhodnou alternativu pro syntetické kopolymery
vyuzivané k vyrobé 1éka a enkapsulaci uc¢innych latek (Perinelli et al. 2019). Dale je zvazovano
vyuziti B-kaseinovych micel jako pfirodnich nanonosi¢i pro oralni podani hydrofobnich
nutraceutik, napf. vitaminl, antioxidantt, mastnych kyselin, probiotik (Kimpel & Schmitt
2015), vCetné nekterych chemoterapeutik, a tim by mohlo dojit ke zvySeni jejich biologické
dostupnosti (Turovsky et al. 2015). Tyto bioaktivni molekuly jsou obvykle velmi nachylné
k degradaci, ale jakmile jsou zapouzdfeny, mohou zvysit jejich stabilitu a biologickou

dostupnost (Kimpel & Schmitt 2015).

2.2.3.2.4. K-kasein

Jedna se o bilkovinnou frakci, nachazejici se predevsim na povrchu kaseinovych micel, ktera
se podili na jejich celkové stabilité a zaroven je v pritomnosti vapenatych iontt tento kasein
jako jediny rozpustny (Selvaggi et al. 2014). Z hlediska polymorfismu k-kaseinu jde o stupeni
glykosylace a fosforylace ovliviiyjici citlivost koziho mléka vici srazecim enzymim, coz ma
vyznamny technologicky dopad na koagulaci a syfitelnost (Amigo et al. 2000).

Molekula této bilkoviny je slozena z 171 aminokyselin a je obecné znamo, ze 105.
aminokyselinou je fenylalanin, 106. je methionin. Rozstépenim peptidové vazby mezi
zminénymi aminokyselinami dochazi k vzniku para-k-kaseinu z 1-105. aminokyseliny
a kaseinomakropeptidu (CMP) ze 106.—171. aminokyseliny (Park et al. 2017).

CMP se uvoliuje do syrovatky a je vedle B-laktoglobulinu a a-laktalbuminu jeji nejrozsifenéjsi
bilkovinnou slozkou, zatimco para-x-kasein je soucasti syfeniny. Kromé zajimavé
aminokyselinové skladby vykazuje CMP celou fadu zdravi prospésnych ucinkd, jmenovité
napf. antibakterialni, antivirové, imunomodulacni, protizanétlivé, probiotické ucinky apod.

(Thomé&-Worringer et al. 2006).
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2.2.3.3.  Obecnd charakteristika a vyznam syrovdtkovych bilkovin

Syrovatkové bilkoviny predstavuji skupinu mlécnych bilkovin, které zustavaji v roztoku
(syrovatce) po vysrazeni kaseinu pii pH 4,6 a 20 °C (Oftedal 2012). Mezi hlavni syrovatkové
bilkoviny je obvykle fazen B-laktoglobulin a a-laktalbumin, sérovy albumin a imunoglobuliny
IgG, IgA, IgM (Buffoni et al. 2011; Pereira 2014) viz. Tabulka 2.

Syrovatkové bilkoviny pfinasi obecné zajimavy profil aminokyselin, ktery je velice podobny
slozeni aminokyselin v matefském mléce (Selvaggi et al. 2014). Prestoze syrovatkové
bilkoviny mohou zhorSovat vyrobu syru, zpusobovat nizsi vytéznost ¢i naruSovat oddélovani
syrovatky, a to zejména v pripadé tepelné oSetfeného mléka, jsou zvlasté bohaté na vyskyt tzv.
esencialnich aminokyselin, napf. tryptofanu ¢i lysinu (Raynal-Ljutovac et al. 2008). Na rozdil
od kaseinu neobsahuji syrovatkové bilkoviny fosfor, ale zato se vyznacuji vysokym obsahem
aminokyselin obsahujicich siru (Oftedal 2012; Selvaggi et al. 2014), dale aminokyselin
s rozvétvenym fetézcem, tj. leucin, izoleucin, valin, a také jiz obsahem zminéného lysinu,
zatimco kasein obsahuje vyS$si podil histidinu, methioninu a fenylalaninu (Pereira 2014).
Syrovatka predstavuje vhodnou nahradu v umélé kojenecké vyzivé (Selvaggi et al. 2014), ale
je vyuzivana 1 jako krmivo pro zvifata, dale pro vyrobu laktozy ¢i suSené syrovatky
a jednotlivych syrovatkovych proteint (El-Sayed & Chase 2011).

Za hlavni biologické ucinky syrovatkovych bilkovin jsou povazovany antibakterialni,
antivirové, antimykotické, antioxidacni, antihypertenzni, antimikrobialni, antitrombotické,
opioidni a imunomodulacni ucinky, které navic zlepSuji vstfebavani dalSich zivin (Pereira
2014). Jedine¢né terapeutické a funkéni vlastnosti syrovatkovych proteint jsou vsak Casto do
znané miry ovlivnény interakcemi mezi ostatnimi slozkami a degradaci bilkovin b&hem

zpracovani (El-Sayed & Chase 2011).

2.2.3.3.1 p —laktoglobulin

B-laktoglobulin je nejbéznéjsi syrovatkovou bilkovinou a tvofi pfiblizné 10 % celkovych
mléénych bilkovin a asi 58 % syrovatkovych proteind. Uvadi se, Ze existuji dvé genetické
varianty A a B, které se 1isi substituci glycinu (ve varianté¢ B) a asparagovou kyselinou (ve
variant¢ A). Molekula [-laktoglobulinu obsahuje dvé disulfidové a jednu volnou
sulfhydrylovou skupinu a zadny fosfor (Kilara & Vaghela 2017).

Predpoklada se, ze B-laktoglobulin, stejné¢ jako ostatni bilkovinné frakce plni urcité biologické
funkce, ovSem zadnad znich nebyla dosud jednoznacné piijata (Petrotos et al. 2014). Dle
struktury molekuly 1ze usuzovat, ze vzhledem k hydrofobni ¢asti v molekule mize dochazet

k vazbé retinolu. Néktefi odbornici spekuluji, ze vazba vitaminu (Kilara & Vaghela 2017).
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Pereira (2014) potvrzuje, ze B-laktoglobulin je dilezitym nosi¢em retinolu a rovnéz vykazuje
antioxidani UCinky. Z hlediska technologického vykazuje mléko svySSim obsahem

laktoglobulinu lepsi koagulaéni vlastnosti (Ingham et al. 2018).

2.2.3.3.2. o.—laktalbumin

Druhym nejcastéjSim proteinem v syrovatce je a-laktalbumin tvoftici pfiblizné 2 % z mlécnych
bilkovin a 13 % ze syrovatkovych proteini. Molekula obsahuje Ctyfi disulfidové vazby a na
rozdil od kaseinovych bilkovin neobsahuje fosfatové skupiny (Kilara & Vaghela, 2017). Kromé
vysoké nutriéni hodnoty sehrava a-laktalbumin vyznamnou roli pfi syntéze laktozy v mlécné
zlaze, kdy predstavuje jednu ze dvou slozek laktdézosyntazy, ktera katalyzuje konecny krok
biosyntézy laktozy (Permyakov & Berliner 2000). Bylo prokéazano, ze a-laktalbumin ovliviiuje
aktivitu enzymu galaktosyltransferazy, ktery v procesu tvorby laktozy hraje dulezitou roli,
protoze katalyzuje pfenos galaktosylovych skupin z UDP-galaktozy na glukézu, respektive
glykoproteiny obsahujici N-acetylglukosamin (Martin et al. 2002; Permyakov & Berliner 2000;
Selvaggi et al. 2014).

Molekula a-laktalbuminu je slozena ze 123 aminokyselin (Kilara & Vaghela 2017) a patii mezi
tzv. metaloproteiny, coz znamena, ze ve své struktufe obsahuji vazané ionty kovi, predevsim
vapniku (Selvaggi et al. 2014, Petrotos et al. 2014). Fox et al. (2009) uvadi, ze a-laktalbumin
je bohaty na aminokyselinu tryptofan a dale siru, ktera je zastoupena predevsim ve formé
cysteinu a methioninu. Autor dale zminuje, ze a-laktalbumin v ramci syrovatkovych bilkovin

vykazuje nejvyssi tepelnou stabilitu.

2.2.3.4.  Minorimi bilkoviny

Miéko rovnéz obsahuje dalsi minoritni, ale presto dulezité syrovatkové proteiny, jako je napf.
sérovy albumin, laktoferin, lysozym (Biadata & Konieczny 2018), imunoglobuliny, transferin,
laktoperoxidaza (Pereira 2014), vapnik-véazajici protein ¢i folat-vazajici protein a prote6zo-
peptony (Park et al. 2007). Do této skupiny je v neposledni fadé zatazovan téz prolaktin, ktery
podporuje rast mlécné zlazy a tvorbu mléka (Selvaggi et al. 2014).

Mezi dal§i minoritni, ale pfesto nezbytné bilkoviny patii napt. feritin, glykomakropeptidy,
kalmodulin a rizné ristové faktory (Selvaggi et al. 2014). Obvykle jsou fazeny mezi tyto latky
1 proteiny, které jsou soucasti tzv. fosfolipidové dvojvrstvy bunéné membrany (El-Sayed &

Chase 2011).
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2.2.3.5.  Dusikaté ldatky nebilkovinného charakteru
Kromé vyse zminénych slozek obsahuje mléko i tzv. dusikaté latky nebilkovinné povahy
vyskytujici se obvykle ve velmi nizké koncentraci, jedna se napt. o mocCovinu, kratsi peptidy,
volné aminokyseliny, kreatin, kreatinin, moCovou a orotovou kyselinu, amoniak rovnéz také
nukleosidy, nukleotidy a polyaminy (Alichanidis et al. 2016). Dle autort Park et al. (2007)
predstavuje pomeér dusikatych latek nebilkovinné povahy ku celkovému obsahu bilkovin 3 az

13 %.

2.2.4. Mineralni latky

Mineralni latky obsazené v kozim mléce (Tabulka 3) vykazuji vyssi biologickou vyuzitelnost
nez v mléce kravském (Tarola et al. 2019) a tvofi ptiblizné 0,8 g/100 g mléka (Lad et al. 2017).
Kozi mléko obsahuje vice vapniku, fosforu, drasliku a chléru a nizsi obsah sodiku a siry nez

mléko kravské (Turkmen 2017).

Tabulka 3. Obsah mineralnich latek v kozim a kravském mléce v mg/100 g mléka (upraveno

dle Park et al. 2007; Turkmen 2017).

mineralni latky kozi mléko kravské mléko
vapnik 134 119
chlor 150 100
hot¢ik 14 13
fosfor 111 93
draslik 204 151
sodik 50 49
sira 28 32
med’ 0,05 0,06
jod 0,022 0,021
zelezo 0,05 0,05
mangan 0,032 0,020
selen 1,33 0,96
zinek 0,30 0,38

Vyznamny je zejména obsah vapniku, ktery je Casto studovan predevSim ve spojitosti se
zlepSenim riistu a mineralizace kostry u déti (Tarola et al. 2019). Z Tabulky 3 je patrné, ze kozi

mléko je ve srovnani s mlékem kravskym charakteristické vy§sim obsahem vapniku, fosforu
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(Park et al. 2007) a pfedstavuje také bohaty zdroj hoi¢iku, zinku, médi a selenu (Pereira et al.
2014).
Biologicka vyuzitelnost zeleza je v kozim mléce rovnéz vyssi. Tento jev je vysvétlovan vy§sim

obsahem nukleotidi, které prispivaji k lep§imu vstiebavani ve stievé (Kalyankar et al. 2016).

2.2.5. Vitaminy

Kozi mléko obsahuje nékteré lipofilnich, ale i hydrofilni vitamina (Pereira 2014). Je bohatym
zdrojem thiaminu (B1), riboflavinu (B2) a pantothenové kyseliny (B5), nicméné disponuje
niz§im mnozstvim listové kyseliny (B9) a kobalaminu (B12) (Kalyankar et al. 2016; Turkmen
2017). Kozi mléko, stejn€ jako mléko kravské vykazuje pomérn€ nizké zastoupeni pyridoxinu
(B6) a vitamintl E, D a C (Clark & Mora Garcia 2017; Kalyankar et al. 2016).

Oproti mléku kravskému je v kozim mléce koncentrace vitaminu A relativné vysoka. Tento jev
je vysvétlen faktem, ze kozy jsou schopny preménovat veSkery B-karoten z potravy na vitamin
A, coz je pfi€inou i relativné bélejsi barvy koziho mléka (Kalyankar et al. 2016; Verruck et al.

2019).
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2.3. Faktory ovliviiujici kvalitu mléka
Spoleénym cilem producentd i zpracovateld mléka je dosahnout co nejvyssi nutricni
i hygienické jakosti vstupni suroviny i finalnich vyrobka. Legislativa stanovujici pozadavky se
zabyva zejména bezpeCnosti, tj. zdravotni nezavadnosti mléka a mlécnych produktu.
Legislativni pozadavky na kravské a kozi mléko se vSak diametralné 1isi. Detaily legislativnich
opatreni tykajici se mikrobiologické kvality koziho mléka jsou uvedeny v kapitole 2.3.2.2.
Dle tady autord (Leitner et al. 2004; Bagnicka et al. 2011; Rupp et al. 2019) je pocet
somatickych bunék (PSB) spolu s mikrobiologickou kvalitou povazovan za parametr
vypovidajici o hygienické kvalit¢ mléka koz. Nicméné problematika somatickych bun¢k
v kozim mléce neni legislativné pevné stanovena, na rozdil od kravského mléka (kapitola
2.3.1.1).
I pres splnéni vSech legislativnich pozadavku tykajicich se hygienické kvality koziho mléka,
existuje mnoho faktori majicich vliv na jeho kvalitu. Chemické slozeni mléka je ovlivnéno
mnoha faktory, napf. vlivem plemene, parity, obdobi, krmeni, prostiedi, stadia laktace ci
zdravotnim stavem samotného vemene (Aganga et al. 2002; Park et al. 2007; Moradi et al.
2021). Chemicka kompozice mléka je ovlivnéna rovnéz zivoCiSnym druhem ¢i genetickym
faktorem (Pereira 2014). Studie uvadi, ze mezi hlavni neindividualni faktory, které ovliviiuji
nutricni slozeni, zejména variabilitu obsahu bilkovin, je fazena faze laktace, obdobi, vék
a zpusob krmeni (Raynal-Ljutovac et al. 2008).
Mezi nejvyznamnéj§i faktory majici vliv na kvalitu koziho mléka lze prokazatelné zaradit
vyskyt subklinické mastitidy (Leitner et al. 2004; Gelasakis et al. 2018) a dle vznesené hypotézy
také problematika somatickych bunék (SB), jejichz pocet a zastoupeni tizce souvisi s vyskytem
infekce mlécné zlazy (Ribeiro & Ribeiro 2010; Bagnicka et al. 2011). Proto bude

v nasledujicich kapitolach vénovana pozornost SB a mastitidam.

2.3.1. Somatické bunky

Somatické buriky (SB) jsou tvoreny dvéma skupinami bunék. Prvni z nich pfedstavuji tzv.
epitelialni bunky, pochazejici z vystelky mlécné zlazy a druhd skupina je zastoupena bilymi
krvinkami (leukocyty), které pfechazeji do mléka z krevniho teci§t€ v reakci na poranéni i
infekci (Sharma et al. 2011).

Somatické buriky jsou soucasti vrozeného imunitniho systému mlécné zlazy (Malik et al. 2018)
a je obecné znamo, zZe reprezentuji jednu z hlavnich obrannych linii proti intramamarnim
infekcim (Sharma et al. 2011). Z hlediska obrany proti patogennim mikroorganismiim je

v mlécné zlaze dulezity nejen celkovy pocet somatickych bunék, ale i zastoupeni jednotlivych
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bunécnych subpopulaci (Schwarz et al. 2011). Stanoveni diferencialu somatickych bunék
a analyza jejich zivotaschopnosti je vnimana velmi pfinosné zejména z divodu studia jejich
enzymatického aparatu, kterym jednotlivé typy bunek disponuji (Li et al. 2014).

Dale se predpoklada, ze somatické buriky plni kromé obranné funkce v mlécné zlaze také funkci
ochrannou pfimo v mléce (Malik et al. 2018). Somatické burky jsou dulezitym zdrojem
enzymu, predevs§im lipaz a proteaz, a mohou ovliviiovat jak pocatecni kvalitu mléka, tak
i kvalitu finalnich vyrobkl (Kelly et al. 2006).

Pocet somatickych bunék (PSB) je celosvétové povazovan za ukazatel zdravotniho stavu
mlécné zlazy dojnic a je hojné€ vyuzivan k nepfimému hodnoceni kvality mléka. ZvySené pocty
SB jsou v kravském mléce povazovany za indikator subklinické mastitidy (Stocco et al. 2020),
coz zpusobuje zhorSeni kvality mléka (Li et al. 2014), vCetné sniZzeni mlé¢né uZitkovosti
(Seydlova & Dragounova 2017) a vlivu na technologické vlastnosti mléka, napt. schopnost

koagulace (Stocco et al. 2019).

2.3.1.1.  Limity tykajici se somatickych bunék v mléce

V ramci Evropské unie jsou v soucasnosti legislativni pozadavky tykajici se limitu PSB pro
mléko kravské, a to 400 000 v 1 ml mléka dle pozadavkt Nafizeni ¢. 853/2004 Sb. (EU 2004),
zatimco v USA je sou€asny limit dokonce 750 000 bunék v 1 ml mléka, pfiCemz fada
mlékarenskych organizaci a producenti pravidelné navrhuje snizeni limitu dle evropského
vzoru (Norman et al. 2021). Z hlediska vyrazné variability PSB z divodu nejen odlisného typu
sekrece (Jimenez-Granado et al. 2014), ale i v zavislosti na parité, fazi laktace a riznych
patogenech (Bagnicka et al. 2011) neni norma pro mléko malych pfezvykavcia v mnoha zemich
legislativné urena, coz vznasi dle nékterych autorti (Paape et al. 2007; Seydlova & Dragounova
2017) otazku regulace PSB a nasledného vytvoreni zdravotnich mezi pro jistotu kvality
a bezpecnosti suroviny a jeji naslednou utilizaci konzumenty.

Nicméné je dulezité zminit, Ze somatické buiiky jsou pfirozenou soucasti mléka (Li et al. 2014;
Alhussien & Dang 2018) a kozy jsou charakteristické odliSnym typem sekrece mléka, tzv.
apokrinnim, na rozdil od krav s merokrinnim typem sekrece, coz zapficifiuje to, ze syrové kozi
mléko je typické vysSimi hodnotami PSB nez mléko kravské (Jimenez-Granado et al. 2014;
Moradi et al. 2021). Z tohoto divodu nemutze byt PSB povazovan za spolehlivy indikator
hygienické kvality koziho mléka, na rozdil od mléka kravského, ale i pres to mize byt
potencialni pficinou zmén riznych fyzikalné-chemickych vlastnosti koziho mléka (Albenzio et
al. 2015a), které mohou mit negativni dopad na vytéznost, slozeni a technologickou

zpracovatelnost mléka (Barron-Bravo et al. 2013; Ribeiro et al. 2015).
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2.3.1.2.  Charakteristika bunécnych subpopulaci
Somatické buiiky (SB) se déli na epitelialni buriky a buriky pochazejici z krve — leukocyty, mezi
néz jsou fazeny makrofagy, polymorfonuklearni neutrofily (PMN) a lymfocyty (Boutinaud
& Jammes 2002; L1 et al. 2014; Malik et al. 2018).
Lymfocyty, makrofagy a PMN hraji dulezitou roli v zanétlivé odpovédi v mlééné zlaze
(Schwarz et al. 2011). Vyjma celkového poctu somatickych bunék (PSB) je dle fady autora
(Schwarz et al. 2011; Li et al. 2014; Stocco et al. 2020) zastoupeni jednotlivych typt bunek
velmi pfinosné z hlediska popisu zdravotniho stavu mlécné zlazy. Na zaklad¢€ variability PMN,
lymfocyti a makrofagii 1ze v ptipadé krav stanovit rozsah zanétlivé reakce (Stocco et al. 2020).
U krav a ovci predstavuji makrofagy prevazujici typ bunék v mléce ze zdravé mlécné zlazy
(35-79 %) a pusobi jako ochrana proti napadeni patogeny vyvolanym mastitidou(Boutinaud
& Jammes 2002). Zatimco u koz se dominance jednotlivych typt bun€k vyznamné nelisi
v zavislosti na vyskytu infekce aPMN predstavuji majoritni skupinu leukocytd,
v kravském mléce z infikované mlécné zlazy, prevazuji PMN buiiky oproti mléku ze zdravé
mlécné zlazy, kde dominuji makrofagy spole¢né s lymfocyty (Alhussien & Dang 2018). Li et
al. (2014) ve své studii uvadi, ze v kravském mléce zatizeném mastitidou mohou makrofagy
tvorit az 92 % z celkovych leukocytu.
Je ziejmé, ze ruzné podily téchto bunécnych populaci ve spojitosti s riznymi limitnimi
hodnotami PSB mohou ovliviiovat kone¢nou charakteristiku mlécnych vyrobkt (Albenzio et
al. 2009), podobn¢ jako rizné druhy environmentalnich mikroorganismd, které sice nejsou
patogeny, ale rovnéz mohou nepiiznivé ovliviiuji tyto procesy (Stocco et al. 2020).
Kromé spojitosti s vyskytem mastitidy by bylo mozné uvazovat nad neporusenymi
zivotaschopnymi somatickymi buiikami jako o enzymovém rezervoaru a nasledném vyuziti

izolovanych enzymt v mlékarenském pramyslu (Li et al. 2014).
2.3.1.3.  Somatické buriky pochdzejici z krve

2.3.1.3.1 Makrofdgy
Makrofagy vykazuji schopnost aktivné pohlcovat bakterie, bunééné zbytky a nahromadéné
slozky mléka (Damm et al. 2017) a ptfedstavuji predominantni typ somatickych bun¢k ve
zdravém kravském mléce (Li et al. 2014; Malik et al. 2018). V pfipad¢€ vyskytu infekce uvoliiuji
tzv. chemoatraktanty ¢i jiné chemické signaly, diky kterym dojde k aktivaci PMN bun¢k (L1 et
al. 2014), které jsou rovnéz schopné pohlcovat mikrobidlni buiikky procesem fagocytozy.

Makrofagy, stejné jako lymfocyty, mohou iniciovat imunitni odpovéd’, rozpoznavat napadajici
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patogeny a celkové se podilet na specifické imunité (Li et al. 2014; Damm et al. 2017; Malik et
al. 2018).

2.3.1.3.2. Polymorfonukledrni neutrofily (PMN)

Mezi leukocyty jsou v kozim mléce predominantni pravé PMN burky (Boutinaud & Jammes
2002). Stejné jako makrofagy se podileji na nespecifické imunitni odpoveédi a na pocatku
akutniho zanétlivého procesu vytvari obranu proti invazivnim bakteriim (Paape et al. 2002;
Damm et al. 2017). Béhem pokracujici infekce dochazi k nartistu PMN, které rovnéz fagocytuji
mikroorganismy a usmrcuji je pomoci kombinace oxidativnich i neoxidativnich mechanismt
(Pham 2006). Malik et al. (2018) dopliiuje, ze PMN mohou likvidovat napadené bakterie
uvolfiovanim enzymu a reaktivnich forem kysliku (ROS) (Paape et al. 2002).

Rozsah a degradac¢ni aktivita se méni v zavislosti na zastoupeni urcité bunécné populace. PMN
disponuji odlisnym enzymatickym aparatem, zejména v piipadé degradace proteint disponuji
velmi aktivnimi proteazami, oproti makrofagim, pohlcujicim patogeny a uvolfiujicim 5—6krat

vice proteaz (Stocco et al. 2020).

2.3.1.3.3. Lymfocyty
Lymfocyty zastavaji dalezitou utlohu ve specifické imunitni odpovédi (Li et al. 2014),
konkrétné€ reguluji vznik a potlaeni imunitnich reakci (Damm et al. 2017). Lymfocyty lze
rozdelit na B-lymfocyty, jejichz hlavni prednosti je schopnost rozpoznavat antigeny
napadajicich patogent prostiednictvim specifickych membranovych receptorti (Sordillo et al.
1997; Malik et al. 2018) a T lymfocyty, které zahrnuji jak CD4+ buriky, které se podili pomoci
cytokini na aktivaci B-lymfocyt, makrofagi a dalSich bunék, které jsou soucasti imunitni
odpovédi, tak CD8+ buiiky odstranuji pozménéné, staré ¢i poskozené buriky (Sordillo et al.

1997).
2.3.1.4.  Somatické burniky pochazejici z epitelu mlécné Zldzy

2.3.14.1 Epitelialni buriky a cytoplazmatické castice
Bunky mlé¢ného epitelu jsou povazovany za sekreni buriky vylucujici mléko, které jsou
béhem procesu laktace vramci regenerace vyluCovany do mléka jejich postupnym
odlupovanim (Boutinaud & Jammes 2002), ale pii vyskytu infekce dochéazi k navySeni jejich
poctu (Sharma et al. 2011). Mimo to, rozdily v typu sekrece mléka, apokrinni u koz oproti

merokrinnimu u krav, vedou ke zvySenému poctu exfoliovanych bunék epitelu a zaroven
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odlouceni jejich bunécnych ulomkd, tzv. cytoplazmatickych ¢astic (Boutinaud & Jammes,
2002).

Tyto cytoplazmatické Castice obvykle neobsahuji jadro, ale bylo prokazano, ze nékteré z nich
mohou obsahovat jaderné fragmenty, nicméné nevykazuji potencialni patogenitu (Boutinaud
& Jammes 2002; Jimenez-Granado et al. 2014). Pirisi et al. (2007) dokonce povazuje tyto
Castice za samostatny zdroj somatickych bunék v kozim mléce. Nicméné Souza et al. (2012)
uvadi, ze ackoli jsou tyto Castice normalni soucasti mléka, tak je nelze klasifikovat jako buriky,
jelikoz neobsahuji jadra ani DNA.

Epitelialni buiiky rovnéz reprezentuji prvni obrannou linit mlééné zlazy a mohou se podilet na
imunitni reakci (Boutinaud & Jammes 2002) zejména prostiednictvim fagocytdzy (Sharma et
al. 2011). Tyto bunky jsou schopny produkovat zanétlivé mediatory, jako jsou cytokiny,
chemokiny nebo metabolity arachidonové kyseliny (Sharma et al. 2011).

2.3.1.5.  Enzymatickd aktivita somatickych bunék
Endogenni enzymy pivodem ze somatickych bunék hraji v mléce dulezitou ochrannou roli
(Malik et al. 2018). Po rozpadu somatickych bunék se do mléka uvoliuje velké mnozstvi
enzymu, mezi nimiz se nachazi lipazy (napf. lipoproteinova lipaza), oxidazy (katalaza,
a laktoperoxidaza), glykosidazy (lysozym) a proteazy (katepsiny, elastdza, kolagenaza apod.)
(Li et al. 2014).
Nedavné studie ukazuji, ze kazda subpopulace somatickych bunék mléka je schopna
poskytnout vlastni profil endogennich enzymu z hlediska typu, mnozstvi, specifity a aktivity
enzymu, ¢imz vypovidaji o potencialnim vlivu pfi uvolnéni do mléka (Li et al. 2014).
PMN buriky tvorici dominantni slozku leukocyti jak ve zdravém, tak mastitidou zatizeném
kozim mléce (Alhussien & Dang 2018; Bagnicka et al. 2011), jsou zdrojem celé fady enzymu,
jako je plazmin (Silanikove et al. 2016), skupina katepsint typu B, C, D, L, G a S, elastazy,
lipazy a kolagenazy (Moradi et al. 2021).
Nejdalezit€jsim proteolytickym enzymem mléka s prevazné vys$§imi hodnotami PSB je jiz
zminény plazmin, av§ak s rostouci mirou zanétu nabyvaji na vyznamu i dalsi typy proteaz
(Silanikove et al. 2016). Plazmin hraje vyznamnou roli v regulaci sekrece mléka a jeho aktivita
narusta zejména béhem klinické mastitidy, ale vyznamny nartst byl pozorovan i v pfipadé
mastitidy subklinické (Silanikove et al. 2014). Albenzio et al. (2015) uvadi, ze makrofagy jsou
zdrojem aktivatort plazminogenu zpusobujici jeho pfeménu na aktivni formu plazminu.
Dal§im, velmi studovanym enzymem je katepsin D, ktery je schopen hydrolyzovat vSechny

typy kaseint (asi-, as2-, B-a k-kaseiny), pficemz vyssi aktivita byla pozorovana ve spojitosti
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s asi-kaseiny, nez na ostatnich kaseinech se Sirokym spektrem S§tépnych mist. Dale bylo
potvrzeno, ze za hydrolyzu asi- a B-kasein jsou zodpoveédné endogenni proteazy ze SB,
konkrétné katepsiny typu B, G a elastaza (Li et al. 2014). Tyto kaseinové frakce mohou
vyznamné ovliviiovat technologické vlastnosti mléka, napt. pii jejich navySeni dochazi Casto
k prodlouzeni doby koagulace a zvySeni pevnosti vzniklé syfeniny (Clark & Sherbon 2000).
Nicmén¢ vzniklé produkty §tépeni — volné peptidy, mohou tyto vlastnosti vyrazné zhorsovat
(Leitner et al. 2004; Silanikove et al. 2014).

Nekteré dalsi proteinazy vyluCované PMN, napi. elastaza a proteindza 3, vykazuji
antimikrobialni uc¢inky (Sharma et al. 2011) béhem procesu fagocytdzy invazivnich
mikroorganismti (Pham 2006; Sharma et al. 2011). Bylo zjisténo, ze elastaza ma vyssi
enzymatickou aktivitu, pokud PMN béhem zanétu pfechazi do mléka (Li et al. 2014). Katalaza,
jeden z hlavnich antioxidacnich enzymi v mléce, predstavuje dalsi endogenni enzym ptivodem
z PMN, ktery je charakteristicky zménami redoxniho potencialu, ¢imz dochazi k omezeni
schopnosti mikroorganismi prezit (Hamed et al. 2008).

Nezadouci dopady pritomnosti somatickych bunék v dasledku jejich enzymatické aktivity jsou
navic Casto spojeny s kratsi trvanlivosti, ovlivnénim senzorickych vlastnosti mléka i mlé¢nych

vyrobka (Sharma et al. 2011).

2.3.1.6.  Faktory ovilivimjici PSB

Pocet, ale i zastoupeni jednotlivych typa somatickych bunék v mléce je ovlivnéno celou fadou
faktort. Hlavnim faktorem ovliviiujicim PSB je zdravotni stav zvifete (Sharma et al. 2011).
Mezi zasadni vlivy je fazeno stadium laktace (Pirisi et al. 2007), parita (Boutinaud & Jammes
2002), druh zvitete (Rupp et al. 2019). Sharma et al. (2011) a Malik et al. (2018) dopliiuji dale
vek zvitete, plemeno ¢i stres a rovnéz dodava, ze technologie zpracovani a dodrzovani hygieny
béhem dojeni ma také vyznamny vliv na PSB (Ribeiro et al. 2015).

Vzhledem k vyse vyjmenovanym faktoriim, 1ze usuzovat, ze faktory neinfekcni povahy zasadné
navySuji pocty somatickych bun€k v kozim mléce, oproti tomu napi. ovce vykazuji vyssi
vnimavost spise vuci infek¢nim faktorim, které zapficirnuji zejména klinickou mastitidu (Paape

et al. 2007; Seydlova & Dragounova 2017).

2.3.2. Mastitida

Mastitida neboli zanétlivé onemocnéni mlécné zlazy je definovano fyzikalnimi, chemickymi,
ale 1 bakteriologickymi zménami v mléce, které jsou Casto doprovazeny i1 zménami

patologickymi (Malik et al. 2018). V pfipadé zanétu mlécné zlazy, ktery ma za nasledek
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obvykle narast PSB, lze mluvit jako o tzv. multifaktorialnim onemocnéni (Stuhr & Aulrich
2010), presto vSak dané onemocnéni nejcastéji vznika v diasledku bakterialni infekce (Sharma
etal. 2011).

Zanétliva reakce je obvykle zahajena tak, ze bakterie proniknou strukovym kanalkem do
mlécné zlazy a zahaji proces mnozeni. Ackoli bakteridlni toxiny, enzymy a slozky bunécné
stény maji pfimy vliv zejména na funkci mlécného epitelu, tak mohou rovnéz stimulovat
produkci ¢etnych mediatort zanétu, predevsim neutrofild (Sharma et al. 2011).

Pivodce mastitidy 1ze rozdelit na dvé hlavni skupiny, a to kontagiozni a environmentalni
patogeny. Mezi kontagidzni patogeny, zpusobujici nejvétsi narust PSB, je obvykle fazen
Staphylococcus aureus € Streptococcus agalactiae (Sharma et al. 2011). Dle Contreras et al.
(2007) je Staphylococcus aureus zodpoveédny jak za akutni klinickou, tak za subklinickou
mastitidu. Infekce zplsobena environmentalnimi patogeny, napi. Corynebacterium spp. Ci
koagulaza negativni stafylokoky (CNS), obvykle vyvolava podstatné mensi narast PSB
(Sharma et al. 2011).

Ve studii Bagnicka et al. (2011) je uvedeno, ze dominantnimi patogeny v kozim mléce jsou jiz
zminéné koagulaza negativni stafylokoky, dale pak S. aureus, S. agalactiae ¢i S. intermedius,
dale pak Corynebacterium spp. a Enterococcus spp.

Ostatni patogeny, u malych prezvykavci typické niz§i mirou vyskytu, jsou také napf.
Enterobacteriacae, Pseudomonas aeruginosa a Manheimia haemolytica (Contreras et al. 2007)
Pritomnost somatickych bunék v mléce je jednim z dilezitych ochrannych mechanisma mlécné
zlazy (Sharma et al. 2011). Contreras et al. (2007) uvadi, ze nejcastéji diagnostikovanymi
mikroorganismy zplisobujicimi intramamarni infekci (IMI) tedy zanét mlécné zlazy, u koz
1 ovci jsou stafylokoky. Hussein et al. (2020) upfesrtiuje, ze prevladajicim patogenem u koz jsou
prave koagulaza negativni stafylokoky (CNS).

U krav predchazi vyskytu mastitidy navySeni poctu somatickych bunék a tento faktor lze
obecné povazovat za ukazatel pfitomnosti infekce (Boutinaud & Jammes 2002). V piipadée
infekce mlécné zlazy je tento jev dan zejména zvySenym prostupem leukocyta z krve do mléka
(Jimenez-Granado et al. 2014). Stupen a povaha bunécné odpovédi jsou poté umérné fazi

infekce (Malik et al. 2018).

2.3.2.1. Mastitida u koz
Velka Cast intramamarnich infekci (IMI) u koz je pfisuzovana pravé subklinické mastitidé, a to
15—-40krat Castéji nez mastitidé klinické (Contreras et al. 2007). Oproti tomu ro¢ni vyskyt

klinickych mastitid je u malych pfezvykavcl obecné nizsi nez 5 % (Contreras et al. 2003).

26



Nediagnostikovana subklinicka mastitida miize vést k naruseni zdravotniho stavu mlééné zlazy
a predstavuje tak stalé riziko infekce pro celé stado v dusledku prenosu patogent
prostfednictvim vemene (Hussein et al. 2020). Subklinicka mastitida je spojovana se ztratami
dojivosti, zhorSenim kvality a hygieny mléka jakozto vstupni suroviny pro dal§i zpracovani

(Sharma et al. 2011; Silanikove et al. 2014; Hussein et al. 2020).

2.3.2.2.  Legislativni pozadavky na jakost syrového koziho mléka
Legislativni pozadavky pro kozi mléko, jakozto surovinu pro zpracovani na potravinarské
vyrobky jsou uvedeny v Narizeni EU a Rady (ES) ¢. 853/2004 (oddil IX: Syrové mléko,
mlezivo, mlécné vyrobky a vyrobky z mleziva) a Vyhlasce ¢. 445/2017 Sb. musi syrové mléko
a mlezivo pochézet od zvifat:

a) kterd nevykazuji zadny pfiznak nakazlivé choroby pfenosné 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 zeyména netrpi zadnou infekci
pohlavniho tUstroji doprovazenou vytokem, ani enteritidou s prijmem, doprovazenou
horeckou, nebo viditelnym zanétem vemene;

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

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

e) unichzbyla v ptipadé podani povolenych piipravku ¢i latek dodrZzena ochranna lhtita
stanovena pro tyto pripravky a latky.

Kozi mléko uréené pro vyrobu vyrobka ze syrového nepasterovaného mléka nesmi pro celkovy
pocet mikroorganismu (CPM) piekrocit limit 500 000 KTJ/ml a pro Staphylococcus aureus
hodnotu 500 KTJ/ml. Limit CPM v pfipadé mléka pro vyrobu vyrobku z pasterovaného mléka
pak nesmi pfesadhnout 1 500 000 KTJ/ml (EU 2004; MZe 2017).
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3. Cile a hypotézy
Cile:

1) Stanovit pocet somatickych bunek (PSB), mikrobiologickou kvalitu a zakladni slozeni
jednotlivych vzorkt mléka §irokého souboru pokusnych zvifat (koz) a dle vzajemnych
interakci urCit limitni hodnoty PSB pro splnéni ostatnich kvalitativnich parametri
ovliviiujicich uspesnost technologického zpracovani suroviny.

2) Stanovit zastoupeni mineralnich latek, zejména sodnych, draselnych, vapenatych
a chloridovych ionta ve vztahu k hygienické kvalité mléka.

3) Navrhnout a optimalizovat pfipravu vzorku a instrumentalni analytickou metodu

stanoveni diferencialniho poctu jednotlivych typt somatickych bunék v kozim mléce.

Hypotézy:

1) Zastoupeni zakladnich slozek a dalsich kvalitativnich parametri koziho mléka z mlécné
zlazy bez vyznamného nalezu bakterialnich patogent, je znacné ovlivnéno poctem
somatickych bunék.

2) Zménami v hygienické kvalité koziho mléka jsou ovliviiovany koncentrace mineralnich
latek.

3) Vyvinuta metoda je vhodnad pro analyzu diferencidlniho poctu somatickych bunék

v kozim mléce.
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4. Metodika prace

4.1.Koza bila kratkosrsta

Koza bilé kratkosrsta je fazena mezi tradini Ceskéd plemena. Toto plemeno vzniklo kfizenim
mistnich koz z Cech a Slovenska s kozly sanského plemene (Fantova 2015). Vyznaluje se
zejména vysokou mlécnou uzitkovosti a dale je toto plemeno povazovano za vysoce odolné
a plodné (Vostra-Vydrova et al. 2020). Ro¢ni dojivost se pohybuje v rozmezi 8000—1000 kg
mléka. (Fantova 2015).

Srst koz je kratka, typicky zbarvena do bila, bez piitomnych pigmentd. Ziva hmotnost
predstavuje u koz rozmezi 50-70 kg, zatimco u kozl az 70-90 kg. Kohoutkova vyska dosahuje

u koz 70-80 cm, u kozla 75-85 cm (Fantova 2015).

4.2. Vzorky mléka a jejich odbér

V prabéhu let 2020 az 2022 byly odebrany individualni vzorky mléka z veCerniho nadoje od
zvifat plemene Koza bila kratkosrsta zjedné farmy v CR. Farma je vedena v ekologickém
rezimu a pocet koz na farmée se pohybuje mezi 500-700.

Uplatiiovan je velkovyrobni systém dojeni, kde nejsou aplikovana opatieni proti prenosu
a rozSifovani patogentl. Struky nejsou nijak oSetfovany dezinfekcnim prostfedkem. Provadéna
je pouze sanitace dojirny po ukonceni dojeni. Skladba krmné davky byla jednotna a krmny
rezim byl slozen zejména ze sena, senaze, granulovaného koncentrovaného krmiva a moznosti
pastvy.

Individualni vzorky mléka od koz bilych kratkosrstych byly odebirany lege artis. Odbér
individualnich vzorki mléka uskuteCnil proSkoleny personal ve sterilnich jednorazovych
rukavicich. Nejdiive bylo realizovano omyti mlécné zlazy, vCetn€ otfeni strukli jednorazovou
utérkou napusténou dezinfekénim roztokem. Prvni odstfiky mléka byly separovany
a nasledovala dezinfekce hrotu struku lihovou utérkou. Odbér prvnich stfiki mléka pro
vySetfeni pfitomnosti mastitidnich bakterii, poctu stafylokokti a CPM probihal do sterilnich
vzorkovnic. Dale byl proveden celkovy nadoj a vzorek mléka byl homogenné promichan.
Nasledné byly stanoveny celkové poCty somatickych bunék (PSB) svyuzitim meéfice
somatickych bunék (DeLaval Cell Counter, Svédsko). Po odbéru byly vzorky zchlazeny na
teplotu 4 az 6 °C a neprodlené predany k analyze. Vzorky na stanoveni mikrobiologické kvality
mléka byly dopraveny do mikrobiologické laboratore VUM (Vyzkumny tstav mlékarensky)

a do veterinarni laboratofe VEDIA s.r.0. ve Strakonicich.
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Dalsi Casti vzorkt urcené pro stanoveni ostatnich sledovanych parametri, homogenné ziskané
z celého nadoje koziho mléka, byly pfedany do chemické laboratore VUM a laboratoii Katedry
chemie, Katedry chovu hospodatskych zvifat a Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
Ceské zemé&dglské univerzity v Praze.

Béhem roku 2020 bylo na jedné farmé v pribéhu 4 odbért celkem odebrano 120 individualnich
vzorkt koziho mléka. Do téchto odbéra byla zafazena zvirata na 2. a 5. laktaci, a to v ervnu,
Cervenci a dvou po sob€ jdoucich odbérech v srpnu. Vice nez polovina téchto vzorku (68)
pochazela od zvifat na 2. a 3. laktaci. Celkem 34 vzorkl individualniho koziho mléka bylo
ziskano v terminu 18. az 25. 8. 2020. Jednalo se o mléka z ru¢niho nadoje. VSechna zvitata
zafazena do experimentu mela termin porodu mezi 7. 3. a 27. 3. 2020 a byla na 2. pfipadné
3. laktaci.

V roce 2021 bylo v ramci dvou odbért (28. 6. a 30.6.) ziskano 58 vzorka individualniho koziho
mléka od zvitat na 2. laktaci s porody v bieznu v kratkém Casovém intervalu (od 8. 2. do 21. 2.
2021). Z divodu minimalizace vlivu faze a poradi laktace na studované parametry bylo
dikladnéjsi analyze bylo podrobeno 34 vzorkda.

Za rok 2022 bylo ziskano 58 individualnich vzorki mléka ve dvou po sobé nasledujicich
odbérech (20. 6. a 22. 6. 2022), od zvifat na 2. laktaci s porody v bfeznu v kratkém casovém
intervalu (od 11. 3. do 30. 3. 2022), z nichz bylo vybrano 39 vzorkl z divodu odstranéni vlivu
faze a poradi laktace na studované parametry.

V ramci navrhnutého konceptu vyzkumu byl kladen diraz na minimalizaci nejvyznamnéjsich
faktort ovliviiujicich PSB, mezi néz v ptipadé koziho mléka patii zejména faktory neinfekcni
povahy jako je faze a poradi laktace, doba mezi dojenimi, zptsob dojeni, hygiena mlécné zlazy,

vliv plemenné piislusnosti apod.
4.3. Chemické analyzy

4.3.1. Zakladni laboratorni pristroje

e Analyticka digitalni vaha (Kern 770, 4 desetinna mista)

e Analyticka digitalni vaha (Ohaus, Explorer semi-micro balances, USA)
e Centrifuga (Univerzal 320 R, typ 1406, Hettich, Némecko)

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

e Centrifuga Eppendorf 5810 R (Merci s. r. 0., Némecko)

e Magnetické michadlo (IKA, Némecko)

e Mikrovilnny rozkladny systém (Multiwave Reaction Systém, Multiwave PRO, USA)
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e Millipore zasobnik na demineralizovanou vodu (18 pQ, Merck Millipore, Némecko)
e pH metr (Schott, Némecko)

e Ultrazvukova lazen PS 04000 (Notus-Powersonic s. r. 0. VRABLE; SK)

e Vortex (BioCote, UK)

e bézné laboratorni sklo a spotiebni material

4.3.2. Stanovenizakladniho slozeni mléka

Stanoveni obsahu tuku, bilkovin, laktozy, kaseinu, tukuprosté a celkové suSiny bylo
uskuteCnéno s vyuzitim pfistroje DairySpec FT (Bentley Instruments, Inc.), ktery byl
kalibrovan na vzorky koziho mléka pomoci ovéfenych referenénich metod (tuk - CSN EN ISO
1211, bilkoviny - CSN EN ISO 8968-1, kasein CSN ISO 17997-1, laktéza - IDF 79-2,
tukuprosta a celkova sugina - CSN ISO 6731).

4.3.3. Stanoveni celkového poctu somatickych bunék

Celkovy pocet somatickych bunék byl u jednotlivych vzorki mléka stanoven neprodlené po
odbéru syrového mléka pomoci piistroje DeLaval Cell Counter (DeLaval, Svédsko). Tento

pfistup byl rovnéz ovéren pratokovym cytometrem.
4.3.4. Stanoveni diferencidlniho poctu somatickych bunék

4.3.4.1.  Princip metody
Metoda pratokové cytometrie je povazovana za fluorescencni nepfimou metodu k analyze
somatickych bunék (Malik et al. 2018) a ziskavani informaci o jejich fyziologickém stavu
(Albenzio & Caroprese 2011). Barvenim a aplikaci specifickych protilatek lze rozlisit
jednotlivé typy somatickych bunék (Li et al. 2014), mezi nimiz jsou sledovany zejména
makrofagy, PMN a riizné podtypy lymfocyti (Albenzio & Caroprese 2011; Schwarz et al.
2011). Nekteré studie navic charakterizuji lymfocyty pomoci urCitych parametra tzv. FSC
(forward Scatter), jakozto piedni rozptyl a SCC (Side Scatter), tedy boc¢ni rozptyl, diky cemuz
je mozné méfit zaznam intenzity signalu (Li et al. 2015; Schwarz et al. 2011). Intenzita paprski
FSC je pfimo imérna velikosti bunky, intenzita paprskit SSC odrazi vnitini komplexitu bunék
a Je umérna granularité buriky (Mehne et al. 2010). Lymfocyty vykazuji typické chovani, proto

je snadné je velmi dobte odlisit, napf. nemaji jadro (Li et al. 2015).
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4.3.4.2.  Pouzité chemikalie

e Fosfatovy pufr (PSB), pH 7,4 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Barvivo Zombie NIR (BioLegend, USA)

e Barvivo Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, USA)

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

e Protilatka anti CD 11b (BioLegend, USA)

e Protilatka anti CD 14 (BioLegend, USA)

e Sekundarni protilatka (BIO-RAD spol. s.r.o., USA)

4.3.4.3.  Priprava vzorkii
Izolace somatickych bunék z mléka a zakladni piiprava vzorku, vCetné barveni a aplikace
protilatek, vychazi z publikace (Li et al. 2015), jez byla upravena a vhodné optimalizovana pro

kozi mléko.

Vzorek mléka (100 ml) byl promichan a preveden do centrifugacnich zkumavek. Pro ziskani
samostatné pelety bunék je nutné vzorek mléka podrobit centrifugaci (200 rpm, 20 min, 4 °C,
bez centrifugacni brzdy). Po odstfedéni mléka byl manualn€ oddélen tuk i supernatant a ze dna
zkumavky opatrné odebran pelet bunék. Poté byla suspenze bunek dvakrat odstfedéna, tj.
promyta s30 ml fyziologického roztoku, pro zajiSténi co nejvétsi Cistoty vzorku (450 rpm,
10 min, 4 °C, s centrifugaéni brzdou). Cast suspenze bunék byla odebrana do zkumavek

a nasledné probehla aplikace barviv a specifickych protilatek viz nize.

4.3.4.3.1. Schéma aplikace specifickych barviv a protildtek:

e Vyloucit Castice nebunécného pivodu pomoci Hoechst 33342 barviva, protoze buiiky
obsahujici DNA budou Hoechst 33342+ (pozitivni),

e Vyloucit mrtvé buitky pomoci Zombie barviva, zivé jsou Zombie- (negativni),

e pomoci kombinace Hoechst+/Zombie-/CD 18-, stanovit zivé epitelialni buriky,

e Hoechstt+/Zombie-/CD18+ pro mrtvé epitelialni burky,

e Hoechst+/Zombie-/CD18+ /SSC and FSC , typické parametry rozptylu“ urcujici veskeré
zivé lymfocyty,

e Hoechst+/Zombie-/CD18+/CD14+ slab€ pozitivni/CD11b+ stanovujici PMN a

e Hoechstt+/Zombie-/CD18+/CD14+ vysoce pozitivni/CD11b+ znaci pfitomnost

makrofagu.
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4.34.4.  Meéreni pomoci pritokové cytometrie
Po uplynuti doby inkubace byl vzorek dukladné promyt a suspenze pienesena na vzorkovaci
desti¢ku (Gama Group a.s., Ceska republika) pritokového cytometru (NovoCyt, model iQue,
IntelliCyt Corporation, USA) a poté byla za pouziti softwaru (NovoExpress 1.3.0) provedena

samotna analyza.

Identifikace subpopulaci byla upravena a pievzata dle protokolu uvedeném v praci (Schwarz et

al.,, 2011).

4.3.5. Stanoveni kaseinovych bilkovin

a. Pfiprava vzorka

Priblizné 10 ml syrového mléka bylo odstfedéno na centrifuze Eppendorf S8 10R (12 000 rpm,
10 min, 4 °C). Poté bylo odstfedéné mléko ponechano 5 minut v mrazicim boxu (-20 °C)
a nasledné odebrano mlécné sérum, tzv. supernatant. K 0,5 ml mlééného séra byly piidany 2 ml
pufru (6M guanidin-HCIl, 20mM dithiothreitol a SmM citran sodny) a 7,5 ml deionizované
vody.

Dale byly vzorky kratce promichany na vifivé michacce a ponechany 1 hodinu inkubovat.
Nasledné byly vzorky prefiltrovany pifes membranovy mikrofiltr (acetat celulozy; 0,45 um) do
sklenénych HPLC vialek a analyzovany pomoci HPLC (Waters €2695, Waters Corporation,
USA) s DAD (996, Waters Corporation, USA) dle metodiky Bordina et al. (2001), ktera byla

pro tuto praci vhodné modifikovana.

b. Chemikalie
e Kyselina trifluoroctova (> 99 % ReagentPlus®, Merck, Némecko)
e Citran sodny (= 99 %, Sigma-Aldrich, USA)
e Dithiotreitol (BioUltra, p.a, Lach-Ner, s. . 0., CR)
e Guanidin hydrochlorid (> 99,5 %, Thermo Fisher Scientific, USA)
e Acetonitril (HPLC grade, Lach-Ner, s. r. 0., CR)
e Methanol (HPLC grade, Lach-Ner, s. 1. 0., CR)

c. Standardy
o o-CN (lyof. prasek, > 70 %, Sigma-Aldrich, USA)
o [B-CN (lyof. prasek, BioUltra, > 98 %, Sigma-Aldrich, USA)
e «-CN (lyof. prasek, > 70 %, Sigma-Aldrich, USA)
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d. Chromatografické podminky stanoveni

e Mobilni faze B:
e Mobilni faze C:

H>O: acetonitril (90:10), (v/v) s 0,1 % TFA
H>O: acetonitril (10:90), (v/v) s 0,1 % TFA

e Typ eluce: gradient

e Prutok: 0,25 ml. min’!

e Teplota kolony: 40 °C

e Objem nastiiku: 20 ul

e Doba analyzy: 71 min

e Detekce: DAD, 218 nm

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

Pro zvolenou metodu analyzy kaseinovych bilkovin byly pro vybrané kaseinové bilkoviny
stanoveny validacni parametry, které jsou uvedeny v Tabulce 4. Limity detekce (LOD)
a kvantifikace (LOQ) byly vypocitany dle metodiky Q2B (International Conference on

Harmonization 1996).

Tabulka 4. Valida¢ni udaje.

asi-kasein asi-kasein B-kasein k-kasein
LOD (ug/ml) 2,2 20,8 160.5 3.1
LOQ (ug/ml) 8.6 64.9 526.8 9,8
Kalibrac¢ni body 6 6 7 6
Kalibracni typ linearni linearni linearni linearni
Rovnice regrese ~ y=843x10*x  y=1,65x10"x y=3,61x10"x y=349x10*x
Koeficient
. R 0,994 0,993 0,998 0,993

determinace R
Pracovni rozsah 8,6-245 64,9-540.8 526,8-2633.8 9,8-280
Vytéznost

90 86 95 92
(%; n=06)
Opakovatelnost

5 6 3 4
(%; n=16)

LOD - limit detekce; LOQ — limit kvantifikace
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4.3.6. Stanoveni mineralnich latek

Chloridové ionty v mléce byly stanoveny pomoci titraéni argentometrické metody popsané
v CSN 57 0530. Metodou ICP-OES/MS byl stanoven obsah vybranych mineralnich latek

(zeyména Na, K a Ca) dle postupu popsaného nize.

a. Priprava vzorka
Pro stanoveni mineralnich latek je tfeba provést mikrovinny rozklad vzorku. Piiblizn€ 0,25 g
lyofilizovaného a homogenizovaného vzorku bylo navazeno piimo do teflonovych vazenek.
K navazkam byla pfidana smés dusi¢né a chloristé kyseliny (7:1). Vzorek byl po mikrovinném
rozkladu (Multiwave PRO, USA) ziedén dusi¢nou kyselinou (2 %) a analyzovan pomoci ICP-
OES (Agilent 720, Agilent Technologies Inc., USA/ DUO iCap 7000, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA).

b. Pouzité chemikalie:
e Kyselina dusi¢na (p.a., Lach-Ner, s. r. 0., CR)
e Kyselina chlorista (p.a., Lach-Ner, s. r. 0., CR)

e Referencni material (Skim milk powder, Merck, Némecko)
4.4. Hodnoceni mikrobialni kvality mléka

4.4.1. Stanoveni celkového poctu mikroorganismu

Celkové poéty mikroorganisma (CPM) byly stanoveny dle CSN EN ISO 4833-1 (rozdéleni na
alkaligenni a kyselinotvorné mikroorganismy bylo uskute¢néno na agarové zivné pudé GTK-

AB). Stanoveni celkového poctu stafylokokd bylo realizovano na agaru Staphylococcus

(Sigma-Aldrich).

4.4.2. Identifikace patogennich mikroorganismu

Identifikace zakladnich patogennich bakterii je popsana v praci (Podhorecka et al. 2021).
V poslednim roce vyzkumu (2022) byla mikrobiologicka sekce rozsifena o spolupraci s KMVD
(CZU), kde prob&hly dalsi testy tykajici se identifikace potencialnich patogent. Pro analyzy
vzorku byla pouzita 3 kultivacni média, a to TBX agar (37 °C, aerobni podminky) pro stanoveni
E. Coli a dal§ich koliformnich bakterii.

Dale MacConkey agar (37 °C, aerobni podminky) vhodny pro stanoveni gramnegativnich
tyCinek, zejména z Celedi Enterobacteriaceae a Pseudomonas spp. a TSA (30 °C, anaerobng¢)

pro detekci potencialné piitomnych spor ve vzorku.
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Dale byla ze vSech narostlych kolonii, zejména stafylokokt provedena identifikace metodou
EDT pomoci MALDI-TOF/MS. Metodika vychazi z publikace (Modrackova et al. 2021). Pro
identifikace stafylokokl byly pouzity Cerstvé narostlé izolované kolonie bakterii (na zakladé
variability kultivacnich znak(l) na Baird-Parker agaru (Oxoid, United Kingdom)
a Staphylococcus agaru (Sigma-Aldrich, USA). Po prenosu biomasy na Maldi desticku byla
pro extrakci pouzita 70% mravenci kyselina. Po jejim zaschnuti byl vzorek piekryt HCCA
matrici. Takto pfipravené vzorky byly nasledné meéteny pomoci Maldi-TOF/MS (Bruker
Biotyper) s vyuzitim Bruker Biotyper software.

4.5. Zakladni technologické zkousky

Syfitelnost 1ze stanovit jako Casovy interval od ptidani syfidla do objeveni prvnich vlocek
srazejiciho se kaseinu podle postupu popsaného ve studii Desobry-Banon et al. (1994).
Termostabilita byla provéfena podle modifikovaného postupu Robitaille & Ayers (1995)
detailn€¢ uvedeného v publikaci (Podhorecka et al. 2021). K provedeni kysaci zkousky bylo
vzato 50 ml pasterovaného mléka (85 °C, 5 min) a sledovano prokysani pfidanim 2 % jogurtové
kultury (CCDM22) pfti 42 °C po dobu 3,5 hodiny. Titra¢ni kyselost prokysaného vzorku mléka
dle Soxhlet-Henkela (SH) je vyjadiena v ml hydroxidu sodného (0,25 M) spotiebovaného pii
titraci 100 ml mléka s indikatorem fenolftaleinem (dle CSN 57 0530). Pomoci kalibrovaného

pH metru (sensION+ pH1, Hach, Ceska republika) je stanoveno pH jednotlivych vzorkd.

4.6. Statistické zhodnoceni namérenych dat

Statisticka analyza byla provedena v programu Statistica verze 13.1 (14) (Statsoft). Z divodu
charakteru dat, byla zvolena ke stanoveni vyznamnosti rozdilt stfednich hodnot Kruskal-
Wallisova ANOVA pro nezavisla méfeni, pfipadné neparametricky Mann-Whitney U test.
Podrobnéjsi vyhodnoceni dat bylo potvrzeno vicerozmérnym srovnavacim testem (Dunn’s
Multiple Comparison Test). K popisu jednotlivych parametri této studie byly vétSinou
zhodnoceny rozdily pomoci mediant, avSak pro lepsi porovnani dat jsou v tabulkach uvedeny
spiSe pruméry a smérodatné odchylky (SD). Pouzita byla hladina vyznamnosti (p < 0,05),
vyjma korelacnich zavislosti.

Pro vyhodnoceni rozdili mezi skupinami byla v pfipadé splnéni normality dat pouzita

jednofaktorova ANOVA (Tuckey’s Post-hoc Unequal N HSD test).
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5. Vysledky a diskuze

SlozZeni a kvalita koziho mléka je ovliviiovana celou fadou vliva pisobicich béhem laktac¢niho
obdobi, proto byl v ramci navrhnutého konceptu vyzkumu kladen diraz na minimalizaci
nejvyznamnéjsich faktorti ovliviyjicich pocet somatickych bunék (PSB), mezi néz v piipadé
koziho mléka patfi zeyména faktory neinfekéni povahy jako je faze a poradi laktace, doba mezi
dojenimi, zpusob dojeni, hygiena mlééné zlazy, vliv plemenné pfislusnosti apod. Z téchto
divodu bylo pro dany vyzkum zvoleno pouze jedno plemeno, a to tradi¢ni mlécné plemeno
Kozy bilé kratkosrsté chované ve stejném chovatelském prostiedi na uzemi Ceské republiky.
Jedinecnost celého vyzkumu je postavena zejména na analyzach individualnich vzorki mléka
oproti odbérim smésnych (tankovych) vzorki mlék ¢i datim pochazejicim z kontroly
uzitkovosti, ¢cimz bylo oSetfeno podchyceni dalSich rizikovych faktort, které by mohly ziskané
vysledky zkreslovat.

V ramci let 2020-2022 bylo provedeno nékolik odbéri mléka za Gcelem ziskani Sirokého
souboru individualnich vzorkd dle postupu uvedeného v kapitole ce které byly podrobeny
jednotlivym analyzam. Kromé zakladniho chemického slozeni mléka, zahrnujiciho napt. obsah
tuku, bilkovin, kaseind, laktozy, suSiny aj., byla u vSech odebranych vzorki zhodnocena
mikrobiologicka kvalita mléka, pfedevsim celkovy pocet mikroorganismi (CPM), pocet
stafylokokd, pfip. detekce mastitidnich mikroorganisma. Tyto zakladni parametry byly dale
rozSifeny o stanoveni mineralnich latek a jednotlivych bilkovinnych frakci a rovnéz provedeni
vybranych technologickych zkousek.

Hlavnim sledovanym parametrem, ktery propojuje cely vyzkum jsou somatické buiiky. V ramci
kazdého odbéru byl stanoven pocet somatickych bunék (PSB) u individualnich vzorkd mléka
anasledné¢ zhodnocen vliv téchto hodnot na zkoumané parametry. Ackoli nepanuje
v odbornych studiich shoda ohledné¢ jednoznacného vyuziti tohoto parametru jakozto
diagnostického kritéria, stejné jako u krav, je ze ziskanych vysledki ziejmé, Ze se muze jednat
o kli¢ovy indikator kvality mléka.

Vroce 2022 se podafilo posunout studium somatickych bun¢k a objasnit zastoupeni
individualnich bunéénych populaci, které mohou pomoci lepSimu porozumeéni imunitni reakce
mlééné Zlazy a souvislosti se zménami kvalitativnich parametri mléka. Byla zavedena
a optimalizovana metoda pro stanoveni diferencialniho poctu somatickych bunék pomoci

prutokové cytometrie.
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5.1. Zhodnoceni mikrobiologické kvality koziho mléka

Ziskané individualni vzorky mléka, pripadné vzorky bazénové, byly podrobeny
mikrobiologickym rozborim. V prvni fadé byly zhodnoceny rozdily v celkovych poctech
mikroorganismi (CPM), se zaméfenim na piitomnost stafylokokd. Dale byla provedena
detekce zakladnich mastitidnich mikroorganismu.

V ramci ziskaného souboru vzorkt v roce 2020 (n = 120) byl vyhodnocen vyskyt mastitidnich
bakterii béhem celého sledovaného obdobi. Potvrdilo se, Ze v roce 2020 bylo 65 % vzorkl bez
nalezu mastitidnich bakterii, zatimco environmentalni bakterie byly diagnostikovany v 31,7 %
a kontagiozni v 3,3 % piipadech viz Graf 2a. Oproti predchozimu roku byl v roce 2021 (n = 58)
pozorovan celkovy pokles vzorkti mlék bez bakterialniho nalezu, a to témér o 32,2 %, zatimco
narust kontagioznich bakterii byl velmi vyrazny a predstavoval 27,6 % (Graf 2b). Graf 2¢
znazoriiuje udaje ziskané vroce 2022 (n = 57), kde vzorky bez bakteridlniho nélezu
predstavovaly 42 % z celkového poctu odebranych vzorkd. Dominantni skupinou bakterii
v ramci celého sledovaného obdobi byly jednozna¢né bakterie environmentalni, jejichz
ptitomnost byla detekovana v rozmezi 28,1 az 31,7 % piipadi. Tento vysledek je v souladu

s celou fadou studii (Bagnicka et al. 2011; Contreras et al. 2007; Sharma et al. 2011).

Graf 2. Pritomnost bakterii ve v§ech individualnich vzorcich mléka za celé sledované obdobi:

a) 2020, b) 2021, ¢) 2022.

a) 3.3 %

65 %

mléko bez bakterianiho nalezu = environmentalni bakteric = kontagiozni bakterie
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Kvalitu a slozeni koziho mléka muze ovliviiovat mnoho faktorl, napf. vliv plemenné
prislusnosti, krmeni, stadia a poradi laktace 1 celkovy zdravotni stav (Ceballos et al. 2009;
Goetsch et al. 2011). Vyrazné rozdily v kvalit¢ mize zapfiCinit i pfitomnost patogennich
mikroorganismu (Leitner et al. 2004).

Bakteriologické vySetfeni spolu s mikrobialni identifikaci je povazovano za zlaty standard
diagnostiky intramamarnich infekci (IMI) u koz (Paterna et al. 2014), avSak tento zplsob
vykazuje jak financ¢ni, tak ¢asovou narocnost pfi samotné 1écbé mastitidy a neni tak relevantni

pro praktické vyuziti (Hussein et al. 2020).

S.1.1. Mikrobiologicka kvalita v roce 2020

Vzhledem k uvedenym faktoram byla mikrobiologicka kvalita mléka zhodnocena u vybranych
zvitat dle podobné faze a poradi laktace, ¢imz byl minimalizovan vliv téchto faktora. Jelikoz
vroce 2020 nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil pro sledované parametry mezi
individualnimi vzorky mlék ziskanych od koz na 2. a 3. laktaci (termin porodi byl bfezen 2020),
byla data vyhodnocovéana spolecné. Stejné tak (Zamuner et al. 2020) neshledaval rozdilné
vysledky ve sledovanych parametrech u zvifat na 2. a 3. laktaci. Ve sledovaném stadu byla
mapovana situace s vyskytem nalezii mastitidnich bakterii ve sterilné odebraném mléce
k posouzeni stavu mlécné zlazy. Pti studiu souvislosti mezi PSB a kvalitou koziho mléka je
tento faktor vétSinou uplné opomijen. Tabulka 5 znazoriiuje miru bakteridlni zatéze
jednotlivych mlék zatazenych dle odbéru vzorku (n=68) v roce 2020. Je zfejmé, ze faze laktace
ma v tomto piipadé minimalni vliv na pfitomnost patogent. V prabéhu ¢ty uskutecnénych
odbéra byly pozorovany pouze minimalni rozdily v po¢tu vzorka bez bakterialniho nalezu
(58,8-62,5 %). Podobného vysledku dosahla i studie (Bagnicka et al. 2011), ktera prezentuje,

ze v 64,9 % ptipadi nebyl potvrzen zachyt patogennich mikroorganismu.

Tabulka S. Mikrobiologicka kvalita vzorkd mléka od koz na 2. a 3. laktaci v roce 2020.

bez bakterialniho environmentalni kontagiozni

datum odbéru
nalezu bakterie bakterie

n % n % n %
16. 6. 10 62,5 5 31,3 1 6,25
14.7. 11 61,1 6 33,3 1 5,55
18. 8. 10 58.8 6 353 1 5,88
25. 8. 10 58.8 6 353 1 5,88
(n=68) 41 60,3" 23 338" 4 5,89"

n — pocet piipadi vybérového souboru dat; x — primer
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Oproti tomu Hussein et al. (2020) uvadél pouze 26,41 % negativnich pfipadd. V ramci
jednotlivych odbért vzorkii dominovaly jednoznacné bakterie pochazejici z prostiedi, tedy
environmentalni (33,8 %). Tento vysledek je opét v souladu svySe uvedenymi autory
(Contreras et al. 2007; Bagnicka et al. 2011; Sharma et al. 2011)

Zachyt kontagioznich bakterii byl ve vybraném souboru dat o 44 % vyS$si oproti pramérné
hodnoté celého zakladniho souboru (3,3 %), presto predstavovaly maximalné 6,25 % jak
znéazortiuje Tabulka 5.

Mikrobiologicka kvalita bazénovych vzorkti mléka byla stanovena v ramci srpnovych odbért.
Byl potvrzen nalez stejnych patogeni jako v pfipadé individualnich vzorkii mléka, tj.
Staphylococcus PK- (hemolyzin negativni 1 pozitivni) a Staphylococcus aureus, a vyjma toho
byl navic detekovan Strepfococcus uberis.

Celkovy pocet mikroorganismti (CPM) byl v bazénovych vzorcich 1,3x10°, resp. 1,1x10°
KTJ/ml, z Cehoz pocet stafylokokd. predstavoval 3,6x10% resp. 1,0x10° KTJ/ml KTJ/ml. Pfesto
analyzované vzorky mléka spliiovaly legislativni pozadavky stanovené Vyhlaskou ¢. 445/2017
Sb. V ramci souhrnné studie (Verraes et al. 2014) 1ze pozorovat, ze CPM v kozim mléce se
bé&zné& pohybuje v rozmezi 1,58x10%-3,98x107 KTJ/ml mléka. Napiiklad ve studii Vacca et al.
(2018) je uvedena primérna hodnota 5x10* KTJ/ml Z uvedenych vysledka Ize konstatovat, Ze
legislativni pozadavky pro mikrobiologickou kvalitu mléka jsou relativné benevolentni.
Piipustna limitni hodnota dana legislativou je pro CPM 1,5x107 KTJ/ml v pfipadé tepelné
oSetfeného mléka, pro syrové kozi mléko je tato hodnota pouze 5x10° KTJ/ml (Vyhlaska
447/2017 Sb.).

Nejcastéji diagnostikovanym bakterialnim patogenem byl ve sledované skupiné vzorku
Staphylococcus PK- (delta hemolyzin-), ojedinéle pak Staphylococcus PK- (delta hemolyzin+)
a Staphylococcus aureus. Dle studii (Leitner et al. 2007, Bagnicka et al. 2011) je zfejmé, ze
ptitomnost koagulaza negativnich stafylokoka (CNS) neboli PK-, nemusi vzdy znamenat narast
poctu somatickych buné¢k (PSB), nicméné jina situace nastava v pfipadé vyskytu bakterie
Stafvlococcus aureus patfici mezi Staphylococcus PK+, jejiz pfitomnost v mléce je typicka
zvySenymi hodnotami PSB. U zvifat na vyssi nez 2. a 3. laktaci byly navic detekovany
koliformni bakterie a streptokoky. Koess & Hamann (2008) uvadéji, ze vramci studie
zabyvajici se kozim mlékem rovnéz identifikovali koagulaza negativni stafylokoky (CNYS),
Stafvlococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae a uberis nebo Corynebacterium spp.
Hussein et al. (2020) dale potvrzuje, ze nejvice dominujicimi patogeny byly opét CNS,
predstavujici 58,75 % vsech stanovenych patogent, dale Stafvlococcus aureus, a to az

v 24,38 % pripadech a v niz§im poctu byly detekovany rovnéz zastupci rodu Streptococcus spp.
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Nicméné ve vétSin€ pripadu s pozitivnim nalezem mastitidnich bakterii byl pfitomen vzdy
pouze jeden patogen. Vzhledem k vysokym teplotdm a zvyS§ené vlhkosti vzduchu v tomto roce
(2020) je pozitivnim zjisténim zavér, ze v prubehu letniho obdobi prakticky nedoslo k navyse-
ni zachytu mastitidnich bakterii, vzhledem k podminkam prostiedi. Z vysledka je patrné, ze
nebyla zjiSténa zavaznad bakterialni kolonizace mlécné zlazy a jednalo se o mléka velmi

dobré hygienické kvality.

5.1.2. Mikrobiologicka kvalita v roce 2021

V pribéhu dvou po sobé nasledujicich odbéra (28. 6. a 30. 6. 2021), bylo ziskano celkem
58 vzorkt individualniho koziho mléka od zvifat na 2. laktaci s porody v kratkém Casovém
intervalu (od 8. 2. do 21. 2. 2021). Diivodem bylo odstranéni vlivu faze a potadi laktace na
studované parametry.

Pro posouzeni hygienické kvality koziho mléka sledovaného stada byla vyhodnocena cela
skupina ziskanych vzorkd. Tabulka 6 shrnuje ziskané hodnoty CPM za tento rok (2021).
Stanovené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od limitu detekce (<4 KTJ/ml) do 93x10° KTJ/ml.
Hodnota CPM piedstavovala v priméru pouze 2x10° KTJ/ml (m = 100 KTJ/ml), coz je plné
v souladu s legislativnimi piedpisy a vypovida to o velmi dobré hygienické urovni ve stade.
Bogdanovi¢ova et al. (2016) se zabyvala mikrobiologickou kvalitou syrového mléka v CR
a uvadi pramérnou hodnotu CPM pro kozi mléko 5,7x10° KTJ/ml v rozmezi hodnot 9,3x10?~
1,2x10° KTJ/ml. CPM je b&zné vyuzivanym parametrem ke sledovani hygieny ve stadech
dojnych koz a kvality mléka jakoZto vstupni suroviny pro vyrobu syru (Pirisi et al. 2007).

Tabulka 6. Mikrobiologicka kvalita individualnich vzorkt koziho mléka v roce 2021.

KTJ/ml n X m min max SD

kyselinotvorné MO 58 1406 86 <1,0 56x10° 7.4x10°
alkaligenni MO 58 735 20 <1,0 37x10° 4,9x10°
CPM 58 2135 100 <4,0 93x10° 12,2x10°
stafylokoky 58 189 17 <4,0 6,4x10° 0,8x10°

n — pocet piipadu souboru dat; x — prumér; m — median; SD — smérodatna odchylka; MO — mikroorganismy; CPM
— celkovy pocCet mikroorganismii; KTJ — kolonie tvofici jednotky; min — minimum, max — maximum

Vroce 2021 byl u vzorki mléka detekovan Staphylococcus PK- (delta hemolyzin-),
Staphylococcus PK- (delta hemolyzint), Staphylococcus aureus, Acinetobacter sp.,
Corynebacterium spp., Streptococcus parauberis, Enterococcus sp. a Aerococcus viridans.
Tyto patogeny byly potvrzeny i v dalSich studiich zaméfenych na kvalitu koziho mléka
(Bagnicka et al. 2011; Bogdanovicova et al. 2016).
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5.1.3. Mikrobiologicka kvalita v roce 2022

V roce 2022 byla vybrana individudlni zvifata v podobné fazi a poradi laktace, bez zjevnych
zdravotnich obtizi. Byl proveden =zékladni mikrobiologicky rozbor, podobné jako
v predchozich letech. Presto, ze primérné hodnoty CPM (znazornéno v Tabulce 7) jsou velmi
nizké (3,9x10° KTJ/ml) s medianem 160 KTJ/ml, byla detekovana cela fada patogennich

mikroorganismi se zaméfenim na stafylokoky.

Tabulka 7. Mikrobiologicka kvalita individualnich vzorkt koziho mléka v roce 2022.

KTJ/ml n X m min max SD

kyselinotvorné MO~ 49 1725 80 4 30x10° 6,1x10°
alkaligenni MO 51 2486 82 40 120x10° 16,8x10°
CPM 54 3859 160 10 150x10° 20,8x10°
stafylokoky 54 308 18 1 8.4x10° 1,3x10°

n — pocet piipadi souboru dat, x — prumér; m — median; SD — smérodatna odchylka, MO — mikroorganismy, CPM
— celkovy pocet mikroorganismii, KTJ — kolonie tvofici jednotky, min — minimum, max — maximum
NejrozsifengjSim detekovanym patogenem byl opét Staphylococcus PK- (delta hemolyzin-),
Staphylococcus PK- (delta hemolyzin+), dale byl potvrzen zachyt rodu Corynebacterium spp.
V nékolika pfipadech byl potvrzen vyskyt FEscherichia coli a Enterococcus spp.
Bogdanovicova et al. (2016) dospéli k zaveéru, ze vyskyt E. Coli byl v mléce malych
piezvykaved dvojnasobné vys$si (1x10'-1,6x10° KTJ/ml) nez v mléce kravském (1x10'-2x103
KTJ/ml). Studie dale uvadi, ze v soucCasné dob& neexistuji legislativni limity pro celed
Enterobacteriaceae a enterokoky, pficemz obé skupiny bakterii 1ze povazovat za indikatory
hygienické kvality béhem prvovyroby mléka. Nicméné tato moznost by byla pravdépodobné
Casove 1 finan¢né relativné narocna. Predchozi vysledky, stejné jako nekteré studie potvrzuji
(Contreras et al. 2007; Hussein et al. 2020; Sharma et al. 2011), Ze nejrozsifenéjsi skupinou
patogent u koz jsou razné druhy rodu Stafylococcus spp.

V roce 2022 se podafilo identifikovat jednotlivé druhy stafylokokti pomoci Maldi-TOF/MS
(Autoflex Speed Bruker, USA), napt. Stafylococcus equorum, haemolyticus, caprae, xylosus,
capitis, epidermis aj. Ve dvou piipadech byl dokonce stanoven 1 Stafylococcus aureus. Silva
Junior et al. (2021) potvrzuji podobné zastoupené jednotlivych druht stafylokokt v kozim
mléce a uvadi, ze vysoka diverzita pozorovana u rodu Stafylococcus spp. vykazuje fenotypovou
rezistenci vaéi riznym antimikrobialnim latkam a vybizi k dal§imu zkoumani dopadu téchto
bakterii jako rezervoari gent antimikrobialni rezistence pro spotfebitele.

Lze konstatovat, ze hodnoty CPM v prubéhu let 2020-2022 spliovaly legislativni pozadavky.

Na druhou stranu bylo stanoveno relativné velké procento vzorka s vyskytem bakterii v mlécné
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Zlaze. Presto byly rozdily v zastoupeni vzorki bez a s bakterialnim nalezem v ramci let relativné
odlisné. Zejména v roce 2020 byl stanoven nejvyssi pocet vzorki bez bakterialniho nalezu
oproti nasledujicim rokiim. Nicmén¢ je nutné vzit v uvahu fakt, ze odbéry v roce 2021 i 2022
probéhly béhem mésice Cervna oproti Sir§Simu intervalu odbéri v roce 2020 (Cerven az srpen)
kdy bylo chladné&ji. OvSem 1 pfes nizsi bakterialni nalezy v celé skuping, bylo detekovano
pomérné dost piipadd. Jedna se tedy o dulezitou problematiku chovatelského prostiedi, kterému
by meéla byt vénovana dostate¢na pozornost.

Nicmén¢ vzdy existuje riziko jejich pomnozeni napt. béhem procesu skladovani, proto je tieba
se timto tématem zabyvat, a to i s ohledem na vliv PSB. V ramci celého obdobi se prokazal

nejvyznamnéjsi vyskyt stafylokokd. Proto probéhla v roce 2022 jejich dikladnéjsi identifikace.
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5.2. Porovnani obsahu somatickych bunék v kozim mléce
Pro zjednoduseni interpretace vysledkii a minimalizaci jiz zminénych faktort, které by mohly
zkreslovat dané vystupy, byly k dalSimu vyhodnoceni vybrany pouze kozy spliujici nami
stanovena kritéria, jako je podobné poradi a faze laktace, porody v uzkém terminu, stejné
chovatelské prostredi aj. V fadé studii se autori (Mahmoud et al. 2014; Zamuner et al. 2020)
shoduji, Ze tyto faktory vyznamné ovliviiuji kvalitu mléka.
V této kapitole bude implementovan vliv mikrobiologického nalezu a spolecné s limitni
hodnotou PSB zhodnocen vliv na chemické slozeni a technologické zkousky mléka v prabéhu
daného vyzkumu (2020-2022).
Primeérna hodnota PSB ve vzorcich koziho mléka ziskanych od koz na 2. a 3. laktaci s porody
v bfeznu (n = 68) dosahla v roce 2020 relativné vysokych hodnot, konkrétné 1322x10%/ml.
V ramci Ctyf odbért béhem probihajici laktace doslo rovnéz ke stanoveni praimérnych hodnot
PSB, a to 125510%/ml (1. odbér), 1273x103/ml (2. odbér), 1250x10° (3. odbér) a 1509x103/ml
(4. odbér). Bogdanovicova et al. (2016) uvadi primérné hodnoty PSB v kozim mléce
1,1x10%ml s maximem az 6,8x10%ml, zatimco v mléce kravském se hodnoty pohybuji
v rozmezi 1,6x10* az 9,9x10°/ml. Dle studie Bagnicka et al. (2011) lze o¢ekavat hodnoty PSB
vy$si nez 1000x10%/ml v téméf 49 % piipadd vzorkd zdravého koziho mléka, které nejsou
zatizeny patogeny. Dalsi studie vykazuje dle autorti 6,35 % vzorkt bez pfitomnosti patogent
blizici se hodnoté PSB 1500x10°/ml, 1,84 % 1500-2000x10%ml a PSB vy$§imu nez
2000%10%/ml odpovida témé&f 7,79 % vzorkl ze zdravé mlééné zlazy Hussein et al. (2020).
Bez ohledu na mikrobiologicky nalez je ziejmé, ze s postupujici laktaci narista hodnota PSB.
Zejména dva po sobé jdouci srpnové odbéry (3. a 4.) vykazovaly primémé 1400x10° PSB v ml
mléka. Tento narist PSB muze byt vysvétlen blizicim se koncem laktace, kdy dochazi
k ptirozenému poklesu nadoje. Tuto domnénku potvrzuje cela fada autord, jak u mléka
kravského (Hagnestam-Nielsen et al. 2009; Hamed et al. 2012), koziho (Jimenez-Granado et
al. 2014; Olechnowicz & Sobek 2008) tak 1 ov¢iho (Raynal-Ljutovac et al. 2007). Nicméné
neinfekcni faktory, jako je pocet a stadium laktace, mély dle autort (Paape et al. 2007; Mehdid
et al. 2019) minimalni vliv na PSB u krav a ovci, ale oproti tomu zasadni vliv na PSB v pfipade
koz.
Vzorky ziskané béhem jednotlivych odbéra byly rozdéleny dle limitni hodnoty (PSB). V tomto
piipadé byla nastavena hodnota PSB 1000x10%/ml (skupina N < 1000x10%/ml, skupina
V > 1000x10%/ml). Tato hodnota se dle dostupné literatury (Alhussien & Dang 2018; Li et al.

2014) casto oznacuje jako limit, znacici zhorSujici se kvalitu mléka a jeho technologickou
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zpracovatelnost (Li et al. 2014). Oproti tomu v kravském mléce, kde je legislativni limit pevné
stanoven, v zemich Evropské unie je tato hranice dana Natizenim (EP) a Rady (EU) €. 853/2004
a Vyhlasky & 445/2017 Sb. a povoluje maximalni hodnotu PSB 400x10°/ml, nepanuje
v soucasné dobé jednoznacny nazor tykajici se limitnich hranic PSB v kozim mléce.

Presto existuji zemé, které maji tento limit legislativné nastaven nebo je soucasti regulace
vramci ruznych dota¢nich programtu ¢i jen jako doporuCujici hodnoty pro farmare
1 zpracovatele mléka.

Naptiklad v USA byl limit PSB pro kozi mléko dokonce navySen zpuvodniho limitu
1000x10%/ml na benevolentné&jsi hodnotu 1500x103/ml (FDA 2015). V ramci Evropské unie
nebyly dosud nastavené zadné legislativni limity (Lianou et al. 2021; Moradi et al. 2021).
Rozdilné hodnoty PSB, mize mimo vyjma vlivu jinych faktort, vysvétlovat zejména odlisSny
mechanismus laktogeneze a fyziologie mlécné zlazy koz, v porovnani s kravskym mlékem, coz
znesnadniuje jednoznaéné urcit tyto limitni hodnoty (Novac & Andrei 2020).

Graf 3 znazoriuje rozdily ve vzorcich mléka rozdélenych dle limitni meze 1000x10° PSB v ml
mléka pfi jednotlivych odbérech 2020. Vzorky 1. odbéru byly z celkového poctu odebranych
vzorkd tvofeny z 43,8 % vzorky s hodnotami PSB pod stanovenou limitni hodnotu. U vzorku
ziskanych v ramci 2. odbéru doslo k vyraznému narastu vzorkt (72,2 %) ve skupiné N
(< 1000x10%/ml), oproti tomu b&hem 3. a 4. odbéru byl pozorovan narast vzorka (41,2 % resp.
59 %) zatazenych do skupiny V (> 1000x10%/ml).

Primérné hodnoty PSB v jednotlivych skupinach (N a V) jsou uvedeny v Tabulce 8, z té€chto
hodnot vyplyva, ze vzorky zatazené do skupiny N vykazovaly primérné hodnoty PSB
v rozmezi 481x103-591x10%/ml, s maximem v piipadé 2. odbéru, pficemz b&hem stejného
odbéru byl oproti tomu jednoznacné stanoven nejvyssi primér ve skuping V (3047x10%/ml),
coz je pravdépodobné dano niz§im poCtem vzorkll v porovnani s ostatnimi odbéry s vyssimi
hodnotami PSB. Nejniz§i primérné hodnoty PSB ve skupiné V (1858x10°/ml) byly stanoveny
ve vzorcich z 1. odbéru, kde skupina V dominovala z 56,2 %.

I pfes minimalni bakterialni nalez je vysoky nejen primér PSB za celé sledované obdobi
laktace, ale i poCet vzorkll zastoupenych ve skupiné nad limitni hodnotu PSB 1000x10/ml.
Tento vystup byl povazovan za velmi dulezity, proto i dal§i vyvoj této prace smeéfoval

k bliz§imu zkoumani problematiky PSB.
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Graf 3. Primérné hodnoty PSB (x10%/ml) ve vzorcich mléka rozdélenych dle limitni hodnoty
PSB (skupina N < 1000x10°/ml, skupina V > 1000x10%/ml) pfi jednotlivych odbérech.
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Z Tabulky 8 je patmé, ze nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni CPM
(log CPM) a stafylokoku (log stafyl.) mezi skupinami (N a V), prikazny rozdil nebyl potvrzen
dokonce ani mezi jednotlivymi odbéry. ZvySené hodnoty PSB v mléce jsou prokazatelné
zpusobeny 1 dal§imi faktory nez jen pfitomnosti sledovanych patogennich mikroorganismu,
zejména téch mastitidnich. Tento nazor se slucuje s autory (Hussein et al. 2020), kde byly
vzorky rovnéz rozdéleny dle limitu PSB 1000x10%/ml. Nicméné v uvedené studii nebyl
stanoven vyrazny rozdil v poctu vzorkti mlék s bakterialnim nalezem (75,68 % ve skupiné
<1000x10%*/ml a 65,85 % > 1000x10%/ml).

Z vysledki uvedenych v Tabulce 8 je patrné, Ze nebyl prokazan rozdil v CPM a poctu
stafylokokd mezi skupinami. Oproti tomu v kravském mléce, na rozdil od mléka koziho,
zpusobuje piitomnost patogennich bakterii prokazatelné zvySené hodnoty PSB a tento parametr
lze povazovat za jednoznacny indikator zdravotniho stavu mlécné zlazy dojnic (Raynal-
Ljutovac et al. 2007, Alhussien & Dang 2018; Gongalves et al. 2018; Stocco et al. 2020).
Neéktefi autofi se shoduji, Zze v piipadé kravského mléka jiz hodnota PSB 200x10%/ml znaci
ptitomnost infekce (Alhussien & Dang 2018; Mehdid et al. 2019). ZhorSena kvalita mléka byla
zaznamenana dokonce ve vzorcich mléka obsahujicich méné nez 100x10° PSB v ml a lze
piedpokladat, ze v mléce s pritomnosti PSB 400x10°/ ml bude piiblizné 40 % krav

s potvrzenym zanétem mlécné zlazy (Musayeva et al. 2016).

46



Tabulka 8. Primémé hodnoty PSB (x103/ml) ve vzorcich mléka rozdélenych dle limitni

hodnoty PSB pii jednotlivych odbérech.

parametr odbér 16. 6. 14.7. 18. 8. 25. 8.

skupina X SD X SD X SD X SD
PSB N 481 235 591 264 548 240 563 241
(x10*/ml) A" 1858 884 3047 1000 2252 871 2171 1008
log CPM N 2,35 1,16 2,39 0,92 2,06 1,08 1.92 0,76
(KTJ/ml) A" 1,80 1,76 2,26 0,70 1,93 1,41 2,12 0,99
log stafyl. N 2,03 0,46 1,97 0,92 2,07 0,57 1,03 0,46
(KTJ/ml) A" 2,05 0,99 1,45 0,77 1,78 0,90 1.64 0,75

N 7 13 10 7

B \ 9 5 7 10

Hodnoty oznacené riiznymi hornimi indexy (a,b) jsou statisticky rozdilné (p <0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru dat; x — prumér, SD — smérodatna odchylka; PSB — pocet somatickych bun¢k; CPM — celkovy
poet mikroorganismii; KTJ — kolonie tvoiici jednotky; log — logaritmus; N (PSB < 1000x10%/ml);
V (> 1000x10%/ml);

Béhem let 2021-2022 byla rovnéz provedena analyza poctu somatickych bunék, vysledky jsou
uvedeny jako pramér za cely odbér daného roku (Tabulka 9). Primérny obsah PSB v ramci
celého souboru dosahoval hodnoty 677x10°/ml s maximem 2754x10%/ml v pfipadé roku 2021.
V nasledujicim roce byl stanoven pramér dokonce 869x10%/ml s nejvy$§i hodnotou
3728x10%/ml, coz se shoduje s rozsahem vysledkd autort, jejichz stanovené hodnoty PSB se
pohybuji vrozmezi 165x10°-6452x10° PSB/ml s prumérem 2080x10°/ml koziho mléka
(Leitner et al. 2016).

Hodnota PSB bazénového vzorku mléka v roce 2020 béhem srpnovych odbérti odpovidala
986x10%/ml resp. 1230x10%/ml. Stanovené hodnoty bazénového vzorku v roce 2021 a 2022
byly oproti tomu pouze 320 x10°/ml resp. 183x103/ml. Nizsi hodnoty PBS lze pfi¢itat terminim
odbéra (tedy Cervnu), kdy lze usuzovat, zZe se jedna o nizsi hodnoty PSB z hlediska faze laktace

(uprostted) oproti roku 2020, kdy vzorky pochazely spiSe z obdobi koncici laktace (srpen).

Tabulka 9. Primérné hodnoty PSB celého souboru roku 2021 a 2022.

rok n X m min max SD
2021 PSB 58 677 538 107 2754 563
2022 (x10%/ml) 57 869 644 91 3728 759

n — pocet piipadi souboru dat; x — prumér; m = median; SD — smérodatna odchylka; min — minimum; max
— maximum; PSB — poc¢et somatickych bunck

Zajimavé zjisténi piineslo hodnoceni PSB v prubéhu let 2020 az 2022, kdy zejména v prvnim
roce tvotily vét§inovou skupinu vzorky mléka s PSB vy$§im nez 1000x10%/ml (Graf 4) oproti

tomu byla skupina V béhem roku 2021 tvorena 15 % a v roce 2020 dokonce 35 % vzorku
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zafazenych do skupiny 1000x10°/ml. Priméma hodnota PSB v ramci let ¢inila ve skuping
V 1957x10%ml oproti tomu ve skupiné N (PSB < 1000x10%ml) byl stanoven primér
476x10%/ml.

Rozdily v pribéhu let 1ze vysvétlit rozebranim primérné hodnoty PSB za rok 2020, kde
zejména v mesici ¢ervenci a srpnu bylo celkové procento vzorka, ale i prumér PSB ve skupiné
V vysSi, a zaroven rok 2021, resp. mésic Cerven vykazoval nadprimémé teploty, coZ se

projevilo i poklesem individualnich nadoju.

Graf 4. Primérné hodnoty PSB (x10%/ml) ve vzorcich mléka rozdélenych dle limitni hodnoty
PSB (N < 1000x10%*/ml); V > 1000x10*/ml) pfi jednotlivych odbérech.
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Leitner et al. (2016) vysvétluje nartist PSB nejen v dusledku bakterialni zatéze, byt se mize
jednat o bakterie, které neptfedstavuji vyznamné riziko pro lidské zdravi, ale 1 odliSnou
fyziologii koz, kdy je navySeni somatickych bunék ke konci laktace pfirozenym procesem.
Raynal-Ljutovac et al. (2007) uvadi, ze PSB se béhem laktace pfirozen€ zvysuje v rozmezi od
200%10%/ml az do 1000x103/ml, pfiCemz vys§i hodnota muZe byt pozorovana na pocatku
a v konecné fazi laktace.

Autori (Alhussien & Dang 2018) uvadi, ze nevhodné podminky ¢i zptisob chovu, stejné tak
stresova zatéz mohou vyrazné navysovat vyskyt SB v mléce. Vlivem stresu na kvalitu koziho
mléka se zabyvali autofi ve studii (Mehdid et al. 2019). Ziskané vysledky potvrzuji, Ze stres

u koz muze naruSovat pouziti PSB jako nepfimé metody pro detekci intramamarni infekce
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(IMI) ¢i jako komercniho parametru kvalitu mléka. Bylo potvrzeno, Ze stresova zatéz se
projevila zvySenim somatickych bunék u koz na 3 a vyssi laktaci. Kozy vystavené stresu na
1. a 2. laktaci nevykazovaly zadné zmény v PSB, mlécné uzitkovosti ani slozeni.

Studie (Zamuner et al. 2020) dospéla k podobnému zavéru, ze kozy na 2. a 3. laktaci
nevykazovaly rozdil v primérném nadoji, oproti niz§imu nadoji u koz na 1. laktaci. Omezeny
vliv stresu na mlécnou uzitkovost a slozeni mléka by mohla vysvétlovat skute¢nost, ze kozy
maji velkou schopnost prizpusobit se nepfiznivym podminkam (Silanikove et al. 2010;

Alichanidis et al. 2016; Simdes & Gutiérrez 2018).
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5.3. Zhodnoceni chemického slozeni koziho mléka

5.3.1. Chemické slozeni a vybrané parametry koziho mléka v roce 2020

Posouzena byla souvislost mezi pocty somatickych bunék (PSB) individualnich kozich mlék
bez vyznamného bakterialniho nalezu, chemickym slozenim a technologickymi vlastnostmi
mléka. K tomuto ucelu se podafilo ziskat skupinu zvitat, ktera rodila v podobném terminu
(bfezen 2020) a soucasné byla na 2. pfip. 3. laktaci.

Ziskané individudlni vzorky mléka byly rozd€leny na ty, které spliovaly limit PSB do
1000x10%/ml mléka (skupina N) a ty, které vykazovaly hodnotu PSB vyssi nez 1000x10%/ml
mléka (skupina V). Tabulka 10 prezentuje rozdily v zékladnich slozkach mléka a obsahu
chloridi ve vztahu k PSB. Postupny nartst tukuprosté susiny (SNF) lze pozorovat v ramci
vSech odbéra roku 2020, kdy byl béhem 3. odbéru sledovan vyznamny trend nardstu a ve
4. odbéru byl rozdil mezi skupinami N a V dokonce statisticky prukazny (8,53 wvs.
8,89 g/100 g).

Tyto vysledky jsou pravdépodobné zptisobeny nartistem obsahu bilkovin béhem vSech odbért
zejména ve skupiné V (3,13-3,48 g/100 g). Oproti tomu ve skupiné N byl obsah bilkovin
zaznamenan v rozsahu 2,83-3,09 g/100 g mléka. Statisticky prukazné rozdily byly stanoveny
béhem 3. a 4. odbéru nejen v obsahu celkovych bilkovin, ale i obsahu kaseini mezi skupinami
NaV (233 vs274g; 247 vs 2,84 g/100 g), coz odpovida vysledkim odborné literatury.
Napriklad (Park et al. 2007) uvadi, ze obsah kaseinu v kozim mléce se pohybuje v rozmezi
1,6 az 2,6 g/100 g. Dle Stocco et al. (2018) je primérny obsah kaseini v kozim mléce
2,86 g/100 g.

Celkovy obsah kaseinu ptedstavoval v prubéhu vSech odbéri ve skupiné N 79,5-79,9 %,
zatimco ve skupiné V 80,2-81,6 %. Dle autorti Park & Haenlein (2008) kozi mléko obsahuje
spiSe nizs§i mnozstvi kaseinu ve prospéch celkovych bilkovin. Naopak (Bramanti et al. 2002)
uvadi, ze kasein predstavuje dokonce 80 az 85 % mlécnych bilkovin podobné jako ve studii
(Ceballos et al. 2009), kde byl stanoven prameérny obsah kaseinovych 82,7 % a 17.3 %
syrovatkovych bilkovin.

Z Tabulky 10 lze rovnéz vycist, ze v pripadé laktozy byl stanoven vzdy nizsi obsah ve skupiné
V nez ve skupiné N. OvSem tento trend nebyl statisticky potvrzen. Pokles laktozy je dle
literatury vétSinou spjat s pozitivnim nalezem mastitidniho patogenu, ktery vykazuje schopnost
narusovat zlaznaty epitel mlécné zlazy v dasledku zanétlivého procesu. Nicméné z Tabulky 8
vyplyva, ze nebyl potvrzen statisticky prikazny rozdil ve vyskytu stafylokoka — nej¢astéjsich

mastitidnich patogent v kozim mléce.
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Tabulka 10. Praimérné hodnoty zakladniho slozeni v individualnich vzorcich koziho mléka
rozdélenych dle limitni hodnoty PSB (skupina N < 1000x10%/ml, skupina V > 1000x10%/ml)
pfi jednotlivych odbérech.

analyt 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
(g/100g)  Sk. X SD X SD X SD X SD
. N 427 060 424 107 537 135 535 063
\% 478 107 433 042 487 074 603 131
bilkoving 283 041 299 033 295 031 3,09 021
\% 313 026 326 038 336" 026 348" 034
kasein N 225 035 242 030 233 031 247° 017
\% 251 021 269 033 274" 026 284" 034
, N 465 011 478 016 452 015 471 016
laktoza
\% 460 016 472 007 440 013 461 011
q N 831 037 856 034 827 027 853 017
NE \% 853 035 879 039 856 031 889 037
. N 125 070 128 120 13,6 130 138 0,60
\% 133 100 131 070 134 050 148 130
. N 2417 157 2525 363 2961 502 3076 342
mocovina 2430 235 2639 181 2721 334 3308 453
) N 7 13 10 7
pocet (n) 9 5 7 10

Hodnoty oznac¢ené hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p <0,05); n— pocet ptipadi vyberového souboru;
x — prum¢rmna hodnota; SD — smérodatna odchylka; Sk. — skupina; SNF — tukuprosta susina; SF — su$ina; skupina
N <1000x10°/ml, skupina V > 1000x10°/m1)

Sledovany soubor dat (n = 34) byl ziskan od koz pochazejicich ze stejného chovatelského
prostfedi, v jednotném krmném rezimu a bez zjevnych zdravotnich obtizi. Vybrany byly kozy
s porody v podobném obdobi (bfezen 2020) a zaroveii na 2. a 3. laktaci (nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil). Tim byly minimalizovany nejvyznamnéjsi faktory, které maji na kvalitu
mléka zasadni vliv, jako je plemeno, vyziva, faze a potfadi laktace i zdravotni stav (Ceballos
et al. 2009; Goetsch et al. 2011).

Tabulka 11 znazortiyje rozdily ve sledovanych parametrech, véetné technologickych vlastnosti
mléka ve vztahu k pfisné&j§im limitnim hodnotam PSB (600, 700, 800 a 1000x10%/ml) a vlivu
bakterialniho nalezu. Z 34 vzorkl bylau 32,4 % (n = 11) potvrzena pfitomnost stafylokokua nad
limit 100 KTJ/ml v rozsahu 120-1600 KTJ/ml. Skupina Z (n = 23) byla zarazena do vybéru
vzorkii bez vyznamného zachytu stafylokoki (pod 100 KTJ/ml). Skupina vzorki bez

vyznamného bakterialniho nalezu byla rozdélena dle vyse zminénych limitnich hodnot PSB.
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Zajimavym zji$ténim je, Ze jiz pro limitni hodnotu 600 x10°/ml byl prokazan statisticky
vyznamny pokles nadoje ve skupiné VZ (< 600x10%/ml) oproti NZ (> 600x10°/ml) ve vzorcich
bez bakterialniho zanétu, konkrétné 510 vs 669 ml. Pti rozdéleni vzorka dle vyssich limitnich
hodnot PSB nebyl tento rozdil statisticky potvrzen, nicméné byl pozorovan trend nizsi hodnoty
ve skupiné VZ oproti NZ). Nadoj je dle autord (Zamuner et al. 2020) ovlivnén predevsim
obdobim porodl, pofadim a fazi laktace. Nicméné tyto faktory byly v pfipadé daného
zhodnoceni eliminovany.

S rostouci limitni hodnotou PSB (700-1000%103/ml) byly zaznamenany stézejni rozdily,
zejmeéna v obsahu bilkovin, jejichz nartst byl zaznamenan ve skupiné VZ (3,29-3,41 g/100 g).
Pozitivni vztah mezi poctem somatickych bunék a obsahem bilkovin pro kozi mléko popisuji
také dalsi autofi (Bernacka, 2007; Barron-Bravo et al. 2013; Musayeva et al. 2016), kde je
vétSinou popisovan narast syrovatkovych bilkovin ve prospéch celkovych bilkovin.

Dale doslo ve stejné skupin€ vzorkt k prokazatelnému niz§imu obsahu laktozy (pfi limitu PSB
700x103/ml) mezi skupinami VZ a NZ (4,55 vs. 4,69 g/100 g). Stanovené hodnoty byly ve
shodé s vysledky autort 4,4 % (Ferro et al. 2017), 4,63 % (Stocco et al. 2018) ¢i 4,8 %
(Zamuner et al. 2020). Velmi podobna situace nastala pfi nastaveni limitu PSB (800x10%/ml),
kdy byl opét pozorovan narust bilkovin ve skupiné VZ, zaroven klesa obsah laktozy, a navic se
zhorSuje termostabilita, coz je v souladu s autory (Sharma et al. 2011). Stocco et al. (2019)
uvadi, ze hladina laktdzy, ktera je v negativni korelaci s PSB miize ovliviiovat proces srazeni.
Syfitelnost byla sledovana ve vztahu k meznim hodnotam PSB. Z dosazenych vysledkl 1ze
vyvodit, ze ve skupiné VZ bylo pozorovano prodlouzeni doby potiebné k vysrazeni kaseint
oproti skuping€ NZ, a to pfi vSech limitnich hodnotach PSB.

Ovsem nejmarkantnéjsi rozdily byly jednoznacné potvrzeny mez skupinami NZ a VZ pfi limitni
hodnoté PSB 1000x10°/ml. Ve skupiné VZ jsou zafazeny vzorky se statisticky vyznamné
vys§im obsahem tukuprosté suSiny, coz souvisi s prokazatelnym nartstem bilkovin i kaseind.
Tyto zavéry odpovidaji také vysledkim jednotlivych odbérti roku 2020, kdy ve 3. a 4. odbéru
doslo rovnéz ke statistickému prokazani. V piipadé 1. a 2. odbéru byl sledovan podobny vyvoj,
nicméné z davodu nizsiho poctu vzorka ve skupin€ nebyl tento trend statisticky potvrzen.
Vztah mezi PSB a slozenim koziho mléka je dle literatury stale kontroverzni. Udavané jsou
Casto protichudné trendy (Raynal-Ljutovac et al. 2007; Stocco et al. 2019; Moradi et al. 2021),
coz by mohlo v nékterych pfipadech byt zpisobeno nedostateCnym odstranénim nékterych

faktorti majicich vliv na sloZeni koziho mléka.
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Tabulka 11. Rozdily v slozeni, nadoji a technologickych vlastnostech vzorkd koziho mléka bez bakteridlniho nalezu rozd&lenych dle limitni

hodnoty PSB (rok 2020).

PSB/ml 600x10° 700x10° 800x10° * 1000x10°

skupina NZ VZ NZ VZ NZ VZ NZ A\

n 8 15 9 14 10 13 12 11

parametr X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD X SD
tuk (g/100 g) 539 059 523 058 541 055 521 059 540 052 520 061 537 048 520 067
bilkoviny (g/100g) 3,09 0,17 329 042 3,05 0,119 332* 041 308 020 332* 042 3,04 028 341* 035
kasein (g/100 g) 246 0,14 269 040 245 0,14 271 040 249 018 270 041 244> 023 280" 0,36
laktéza (g/100 g) 468 0,18 456 0,13 469" 017 455" 0,13 467 017 455 0,13 464 017 456 0,14
SNF (g/100 g) 8,56 0,16 864 047 853 0,17 866 048 853 016 867 050 845" 028 879" 043
SF (g/100 g) 139 056 138 0,59 139 052 138 0,62 139 049 138 064 13,8 051 139 0,65
modovina (g/) 312327 303 37,6 311 308 303 39,0 308 302 304 402 304 293 308 426
nadoj (ml) 669* 136 510" 168 639 156 518 172 635 147 512 177 588 175 541 176
syfitelnost (s) 129 290 159 542 131 280 160 562 131 264 163 577 129 254 171 590
termostabilita (s) 177 60,1 172 128 195 79,1 160 123 232* 137 129® 459 217 129 126" 491
pH 6,79 0,08 682 012 681 009 681 012 680 009 68 012 678 009 684 0,12

Hodnoty oznacené odlisnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05):n _ po&et ptipadii vybérového souboru dat; x — priamér; SD — smérodatna odchylka; PSB
— pocet somatickych bun¢k; SNF — tukuprosta susina; SF - suina

Skupina NZ — vzorky mléka s PSB niz$im nez limitni hodnota PSB bez vyznamného zachytu bakterii

Skupina VZ — vzorky mléka s PSB rovnym a vy$$im nez limitni hodnota PSB bez vyznamného zachytu bakterii

*Ve skupinach NZ a VZ s limitni hodnotou PSB 800> 10*/ml jsou zafazeny stejné vzorky jako pro limitni hodnotu 900x10%/ml, proto nejsou stejné vysledky pro toto rozdéleni
uvadén.
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Ze ziskanych vysledkli vyplyva, ze zvySené hodnoty PSB nad hranici 1000x10°/ml
prokazatelné¢ ovliviiuji zakladni slozky mléka a dale =z technologickych vlastnosti
termostabilitu.

Prestoze rozdily v syfitelnosti nebyly prokazany, 1ze konstatovat, ze nizs§i prumér byl stanoven
vzdy ve skupiné NZ (tedy niz§i nez stanoveny limit PSB 600-1000%10°/ml), coz
pravdépodobné muze souviset s niz§im obsahem kaseind. DalSim vysvétlenim by mohla byt
ptiliS vysoka hranice 100 KTJ/ml pro stafylokoky, dle které byly vzorky rozdéleny, pfiCemz
jejich enzymaticka ¢innost mize pravdépodobné také ovliviiovat syfitelnost mléka.

Z primarnich vysledku tykajicich se zmén v chemickém slozeni a souvislosti s technologickymi
vlastnostmi mléka vyplyva, ze je tfeba se danou problematikou zabyvat i nadale. Je ziejmé, ze
pro dalsi odbéry bylo tfeba zaméfit se na vzorky odebrané ve stejné fazi a poradi laktace.
V souvislosti s prvnimi vysledky je nutné rovnéz konstatovat, ze realné vzorky nelze
namodelovat, jak by bylo zadouci, a proto i vyhodnoceni vzdy zavisi na ziskaném souboru
vzorkd.

Dale byly vyhodnoceny odli$nosti mezi skupinami vzorki Z (bez vyznamného bakterialniho
zachytu) a B (s vyznamnym zachytem bakterii > 100 KTJ/ml). A¢koli nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v PSB, tak byl jednoznacné prokdzan vyznamny rozdil v obsahu laktozy
(p =0,022). Tyto vysledky potvrdily, Ze nejen vliv PSB, ale i vyskyt relativné nizkého poctu
bakterii ovliviiuji kvalitu mléka.

Proto byl zvolen jiny pohled na danou problematiku, kdy byly vzorky rozdéleny na skupinu
NZ, tj. bez pfitomnosti bakterii a zarovefi spadajici pod limit PSB 1000x103/ml (vychazejici
z Tabulky 11) a vzorky ostatni bez ohledu na PSB ¢i mikrobiologicky nalez. Tabulka 12
znazoriuje, ze existuje statisticky rozdil v narastu bilkovin a chloridovych iontl, a zaroven
poklesu laktozy.

Trend byl sledovan i v nartstu kaseint a statisticky prokazanym vys§sim pH ve skupin€ Z + B.
Je zfeymé, ze tato skupina je charakteristickd zhorSenim technologickych vlastnosti, tj.
prodlouzenim doby potiebné ke koagulaci, tak zkracenim termostability. Stocco et al. (2019)
uvadi, ze vyssi pH je spojovano se zhorSovanim koagulacnich schopnosti.

Tabulka 12 potvrzuje jednoznacné rozdily ve sledovanych skupinach. Vysledky ukazuji, ze
i vzorky mléka zatazené pod limitni hodnotu PSB 1000x10%/ml &i vzorky s relativné nizkym

vyskytem bakterii potvrzuji zasadni rozdily v kvalité sledovanych mlék.
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Tabulka 12. Rozdily ve vybranych parametrech mléka mezi skupinami NZ a Z + B.

. Z

skupina (PSB < 131)0x 10%/ml) Z+B*

n 12 22 p

parametr X SD X SD
nadoj (ml) 588 175 577 160 0,857
syfitelnost (s) 129" 25,4 160 48,6 0,047
termostabilita (s) 217 129 137 72,9 0,031
pH 6,78" 0,09 6,84 0,09 0,045
tuk (/100 g) 5,37 0,48 5,50 1,39 0,857
bilkoviny (g/100 g) 3,04 0,28 3,31 0,37 0,031
CN (g/100 g) 2,44 0,23 2,68 0,38 0,066
laktoza (/100 g) 4,64 0,17 4,52 0,15 0,050
chloridy (mg/100 ml) 147 116 160 10,4 0,002
SNF (g/100 g) 8,45 0,28 8,63 0,40 0,296
SF (g/100 g) 13,8 0,51 14,0 1,40 0,719

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — primér; SD — smérodatna odchylka; SNF — tukuprosta susina; SF - suSina

Skupina NZ: kozi mléka s PSB niz$im neZ 1000x 10°/ml bez vyznamného zachytu bakterii; Skupina Z + B; *bez
ohledu na PSB a se zachytem bakterii > 100 KT]J.

5.3.1.1.  Zastoupeni kaseinovych bilkovin
Specialni pozornost byla vénovana obsahu kaseint, respektive vybranych kaseinovych frakci.
Z predchozich vysledku vyplyva, ze statisticky prukazné zmény celkového obsahu bilkovin
(p= 0,017) byly stanoveny jiz pii mezni hodnoté PSB 700x10%/ml (Tabulka 11). Ve vSech
ptipadech byl stanoven vyssi obsah ve skupiné V (vyssi nez stanovena limitni hodnota) oproti
skupiné N (nizsi nez limitni hodnota PSB).
V piipadé€ vybranych kaseinovych bilkovin doslo k prokazatelnému rozdilu pfi limitni hodnoté
PSB 1000x10°/ml (p = 0,034). Proto byla pro nasledné zhodnocena zvolena mez PSB pravé
1000x10%/ml (skupina N < 1000x103/ml a skupina V > 1000x103/ml. Pro experiment byly
zvoleny vzorky bez vyznamného bakterialniho zachytu (> 100 KTJ/ml).
Tabulka 13 znazoriiuje nejvyrazn€jsi zmény pravé v zastoupeni frakce P-kaseinu, kdy byl
pozorovan statisticky rozdil mezi skupinami N a V (1,66 vs. 1,95 g/100 g). Déle je mozné
sledovat trend v nariistu obsahu as;- a k-kaseinu ve skupiné V pfi vSech odbérech.
Nejvice zastoupenou kaseinovou bilkovinou byl jednoznacné B-kasein, jehoz primérny obsah
za rok 2020 predstavoval ve skupiné N (1,78 g/100 g) a ve skupin€ V (2,03 g/100 g). Ve skupiné
N predstavuje B-kasein 69 %, zatimco ve skupiné V odpovida jeho primérny obsah 73 %

z celkovych kaseinovych bilkovin. Tyto hodnoty se témét shoduyji s literaturou.
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Tabulka 13. Zastoupeni kaseinovych frakci ve vzorcich mléka rozdé€lenych dle limitni hodnoty

PSB (skupina N < 1000x10°/ml, skupina V > 1000x10%/ml) pfi jednotlivych odbérech.

parametr 1. odbér 2. odbér 3. odbér 4. odbér
g/100 g Sk. X SD X SD X SD X SD
ke N 024005027 004 023 004 023 003
Vo025 004 029 003 026 005 028 007
N 021 006 021 004 018 004 018 004
osrkasein o0 003 025 014 020 004 019 004
Bhasein N LSL 022 163028 L6t 025 179 021
Vo169 017 176 016 195 019 207 027
wkasein N 030* 005 031 006 026 005 027 008

V. 037" 005 038 0,12 0,33 0,09 030 0,09

Hodnoty oznacené hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); x — prim¢rna hodnota; SD —
smérodatna odchylka; Sk. — skupina; skupina N < 1000x10°/ml, skupina V > 1000x10%/ml)

Naptiklad Tamime et al. (2011) popisuje primérné zastoupeni [-kaseinu, které dle autort tvori
50-64 % z celkovych kaseinti koziho mléka. Podobné hodnoty uvadéji i autofi (Kondyli et al.
2012). Vyssi zastoupeni této frakce v kaseinovych bilkovinach muze byt vysvétleno napf.
i pisobenim proteolytickych enzymu pochazejicich ze somatickych bunék.

Ackoli by se vyssi obsah kaseintl ve skupiné mlék s PSB nad 1 000x10%*/ml mohl jevit jako
pozitivni efekt ovliviiujici kvalitu koziho mléka, je nutné konstatovat, ze vzorky mléka ve
skupiné VZ (vyssi nez limitni hodnota) se vyznacuje zménou v technologickych vlastnostech,
a to poklesem termostability a trendem v prodlouzeni doby potiebné ke koagulaci mléka, na
¢emz ma pravdépodobné podil vyssi obsah kaseint v této skupiné viz Tabulka 11. Podobné
vysledky jsou uvedeny i1 v Tabulce 12, kde byl prokazan rozdil nejen v syfitelnosti,
termostabilité, ale 1 zméné€ pH a zaroven byly potvrzeny rozdily v odliSném zastoupeni slozek,
jako jsou celkové bilkoviny, kasein, obsah laktozy i chloridovych ionta.

Zhorseni technologickych vlastnosti mléka souvisi nejen se zménami ve slozeni mléka, napft.
prokazanymi zménami v obsah chloridovych iontl, ale i naristem celkového obsahu kaseinti
(Tabulka 14). Nicméne¢ prodlouzeni doby koagulace miize byt také zptisobeno vyssim obsahem
bilkovin, coz nejspiSe zvysuje naroky na Cas potiebny ke koagulaci kaseinu. Jisty vliv budou
mit i zmeény v zastoupeni kaseinovych frakci bilkovin zpusobené proteolytickou cinnosti
enzymu ptivodem ze somatickych bunék a bakterii, jelikoz nelze opomenout fakt, ze somatické
buriky maji svtj vlastni enzymaticky aparat, ktery mize vyznamné ovliviiovat technologickou

zpracovatelnost mléka.
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5.3.1.2.  Rozdily v zastoupeni minerdlnich ldtek
Tabulka 14 znédzoriuje variabilitu vybranych mineralnich latek v individualnich vzorcich
vzorkt koziho mléka bez bakterialniho nalezu. Zajimavy je zejména vliv PSB na obsah
chloridovych iontd. Jejich narast byl sledovan predev§im ve skupiné VZ, 6 a to 155-
166 mg/100 ml ve vSech odbérech a pfi tfech odbérech ze Ctyf byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v obsahu chloridi mezi skupinou NZ a VZ dle limitni hodnoty PSB
1000x10%/ml. Ve skupiné N byly chloridy pfitomny v rozmezi 143-148 mg/100 ml. Tyto
stanovené hodnoty odpovidaji primémé hodnoté 150 mg/100 g udavané pro kozi mléko
(Turkmen 2017).
Hlavni funkci chloridovych iontli v mléce je udrzovat osmoticky tlak. V mléce se vyskytuji
zejména ve forme chloridu sodného. Vyssi koncentrace NaCl v mléce je spojovana s horSimi
technologickymi vlastnostmi mléka, jako je delsi doba srazeni syfeniny a jeho niz§i pevnost
(Stocco et al. 2019). Statisticky prokazany rozdil byl potvrzen v obsahu sodiku ve skupinach
vzorkt koziho mléka, jehoz zastoupeni je pravdépodobné ovlivnéno také PSB. Stejné jako
v piipadé chloridovych iontd, je i zastoupeni sodiku vyssi ve skupineé VZ (38,8-40,4 mg/100 g)
oproti skupiné NZ (29,5-32,5 mg/100 g), a to ve vSech piipadech (PSB 600-1000x10%/ml).
Pramérny obsah sodiku dle (Kondyli et al. 2007) predstavuje 59,4 mg/100 g, (Alichanidis et al.
2016) pak 43 mg/100 g v rozmezi 23—61 mg/100 g mléka.
Narust Na, Cl, ale i K iontti mtze byt pravdépodobné vysvétlen tim, Ze jsou soucasti mlécného
séra, tedy 1épe rozpustné. Oproti tomu existuji vSak rozdily, pokud jde o rozdéleni vapniku,
fosforu a hoiciku, které jsou v rizné mife rozpustné v mlééném séru (Alichanidis et al. 2016).
Primérny obsah téchto mineralnich latek ve své studii uvadi (Mestawet et al. 2012), tedy
162 mg Ca/100 g, 139 mg P/100 ga 15 Mg mg/100 g.
ZhorsSeni technologickych vlastnosti mléka pravdépodobné souvisi se zménami v zastoupeni
zakladnich slozek mléka, ale mohl by byt vysveétlen i nartstem chloridovych ionta. Jak jiz bylo
zhodnoceno v Tabulce 11 a 12, s rostouci hodnotou PSB se ve skupiné VZ zhorSuje syfitelnost
mléka, dale byl sledovan pokles termostability, nadoje a obsahu lakt6zy. Podobné jako ve studii
autort (Stocco et al. 2018). Dle (Malik et al. 2018) dale dochazi v ptipadé vyskytu subklinické
mastitidy k poklesu obsahu vapniku. Nicméné s narastajici hodnotou PSB nebyl tento trend
jednoznacéné potvrzen. Vapnik byl ve skupiné NZ zastoupen v rozsahu 101,7-104,2 mg/100 g,
zatimco ve skupiné VZ 103,6-106,1 mg/100 g mléka. Primérna hodnota obsahu vapniku
uvadéna v kozim mléce bez ohledu na faktory, které by mohly na jeho obsah mit zasadni vliv,
je dle celé fady autord 132 mg/100 g (Kondyli et al. 2007; Park et al. 2007; Turkmen 2017)
v rozsahu 90-199 mg/100 g mléka (Alichanidis et al. 2016).
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Tabulka 14. Obsah vybranych mineralnich latek (mg/100 g) ve vzorcich koziho mléka (bez vyznamného bakterialniho nalezu) rozdélenych dle
limitni hodnoty PSB.

PSB/ml 600x10° 700x10° 800x10% * 1000%x10°
Sk. NZ \W4 NZ VZ NZ \W4 NZ \W4
n 8 15 8 15 8 15 8 15

m SD m SD m SD m SD m SD m SD m SD m SD
Ca 1042 119 103,6 134 1040 11,1  103,6 139 102,7 11,3 1046 13,9 10,7 11,0 1061 1473
K 170,1 31,7 1685 343 1738 31,7 1660 34,1 1771 31,6 1629 333 178,5 292 1588 344
Na 20,7* 4,13 388" 970 299* 389 394" 98] 295" 382 404" 944 325 104 392" 658
Cl** 143* 139 155? 12,2 144° 13.4 158% 12,5 146° 12,7 161% 12,4 148" 11,6 166* 12,3
Mg 12,1 0,66 124 089 12,1 0,62 12,5 0,92 12,0 067 12,6 0,86 12,0 0,68 12,6 0,88
P 8904 772 88.0 10,5 89.9 7.33 87.7 10,8 91,0 7,75 86,7 10,6 90,9  7.17 85,9 11,3
S 24,5 1,45 257 244 245 1,36 258 2,51 24.7 1,35 258 261 24 4 1,67 26,2 2,36

Cut 55,0 24.0 56.0 17,0 5,05 22,0 56,0 18.0 53,0 21,0 58,0 18,0 53,0 20,0 59,0 19,0
Mn 14,0 9.0 19,0 23,0 13,0 9,0 20,0 23.0 14,0 9,0 20,0 24.0 13,0 9.0 23,0 26,0

Sef 11,0 4,0 8.0 6,0 11,0 4,0 8.0 6,0 11,0 4,0 8.0 6,0 10,0 5,0 9.0 7,0
Znt 419 55,0 406 89,0 412 56,0 409 91,0 423 63,0 401 89,0 408 69,0 413 90,0
Fef 274 53,0 426 39,7 275 50,0 436 41,0 273 47,0 451 423 268 45,0 488 452

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet ptipadi vyb&rového souboru, m — median; SD — smérodatna odchylka; PSB —
pocet somatickych bun¢k

Skupina NZ — vzorky mléka s PSB niz§im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii

Skupina VZ — vzorky mléka s PSB rovnym a vys$§im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii

*Ve skupinach NZ a VZ s limitni hodnotou PSB 800%10°/ml jsou zafazeny stejné vzorky jako pro limitni hodnotu 900 10°/ml.

** Obsah chloridu je uveden v mg/100 ml mléka.

1 Obsah je uveden v ng/100 g.

58



5.3.2. Chemické slozeni a vybrané parametry koziho mléka v roce 2021

Z celkového souboru dat (n = 58, vSechna zvitata na 2. laktaci) byla pro detailnéjsi vyhodnoceni
vysledkt vybrana uzsi skupina vzorkt bez vyznamného mikrobiologického nalezu, tzn. vzorky
mléka s pocty stafylokokt do 50 KTJ/ml, pocty alkaligennich mikroorganismt do 50 KTJ/ml
a celkovy pocet mikroorganismti (CPM) do 200 KTJ/ml. Tyto ptisnéjsi limity byly zvoleny na
zaklade predchoziho vyzkumu a rovnéz z divodu nemoznosti individualné stanovovat veskeré
pfitomné mastitidni patogeny. Na zakladé té€chto kritérii byla vytvorena uzsi skupina vzorka
(n = 31), tedy vzorky bez vyznamného bakteridlniho nalezu. Z pifedchozich zkuSenosti,
vysledkti a moznosti sestavit soubor dat pro statistické vyhodnoceni, byla nastavena mezni
hranice PSB jiz 500x10%/ml. A¢koli se zda limitni hodnota velmi benevolentni, autofi (Moradi
et al. 2021) udavaji béznou hodnotu PSB v kozim mléce 300x10°/ml ackoli Quintas et al.
(2017) dopliiuje, ze nariist somatickych bunék u koz muze ke konci laktace dosahnout hodnoty
vyS$si az 2000%103/ml bez vyskytu infekce.

Opét byly zhodnoceny souvislosti parametru PSB, chemickym slozenim mléka
a technologickymi vlastnostmi. Tabulka 15 znazoriuje, ze pfi nastaveni nizsi limitni hodnoty
PSB (500%10%/ml) nedoSlo ke statistickému potvrzeni rozdilti v hlavnich mlé&nych slozkach
mléka. Nicméné lze konstatovat, Zze ve skupiné vzorkii mléka s PSB do 500x10%/ml lze
pozorovat nepatrné vyssi obsah tuku, bilkovin, laktozy 1 celkové suSiny. Tento zavér vSak neni
statisticky prikazny. Rozdily v kaseinovych bilkovinach jsou popsany v kapitole 5.3.2.1.
Zjistény byly statisticky vyznamné rozdily v technologickych vlastnostech mléka. Je ziejmé,
ze doslo k vyznamnému snizeni titra¢ni kyselosti (5,68 vs 4,92) a zarover narastu pH (6,82 vs.
6,90) ve skupiné vzork mlék spadajici do skupiny s PSB > 500x103/ml.

Obé skupiny vzorki (NZ a VZ) pii limitni hodnoté PSB 500x103/ml obsahovaly podobné
mnozstvi bilkovin, nicméné skupina VZ vykazovala vyznamné zhorSeni syfitelnosti koziho
mléka. Lze se domnivat, ze prodlouzeni syfitelnosti nelze jednozna¢né pfisuzovat nartstu
bilkovin (rok 2020) a s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi se zménami v obsahu chlorida
(5.3.2.2.). Tuto domnénku potvrzuji i autofi Stocco et al. (2018) kde byla stanovena negativni
korelace mezi obsahem tuku, bilkovin a zejména kaseind ve vztahu k obsahu chlorida (NaCl).
Negativni vztah NaCl vici ostatnim slozkam mléka byl oCekavan zejména z divodu udrzovani
osmotické rovnovahy v prostiedi.

Pro lepsi prehlednost a kontinualni vyuzivani neparametrickych testi byly v nasledujicich

vysledcich doplnény 1 hodnoty medianu ().
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Tabulka 15. Rozdily ve slozeni, nadoji a technologickych vlastnostech individualniho koziho
mléka (bez vyznamného bakterialniho nalezu) rozdéleného na skupiny dle limitni hodnoty PSB

500%10% v ml mléka.

PSB/ml <500x10° >500%10°
skupina NZ vz
n 13 18
parametr X m SD X m SD
tuk (g/100 g) 5,15 5,16 0,94 4,96 491 0,94
bilkoviny (g/100 g) 3,29 3,32 0,31 3,27 3,23 0,22
CN (g/100 g) 2,52 2,55 0,24 2,49 2,49 0,16
WP (g/100 g) 0,59 0,59 0,07 0,59 0,58 0,07
laktoza (g/100 g) 4,49 4,50 0,11 4.40 4,41 0,19
SNF (g/100 g) 8,85 8,90 0,45 8.67 8.68 0,32
SF (/100 g) 13,80 13,84 1,05 13,53 13,44 0,82

mod&ovina (mg/100 ml) 2963 3122 5,49 3142 3246 4,91

nadoj (ml) 628 600 249 597 560 175
syfitelnost (s) 202° 179° 66 319* 311% 130
termostabilita (s) 177 154 86 161 164 51

kysaci schopnost 38,47 39,20 3,65 39,71 39.20 2,51
pH 6,82 6,80 0,08 6,90 6,89 0,11
SH 5,68% 5,40* 1,11 4,92° 4.95° 0,42

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — primér; m — median; SD — smérodatna odchylka; CN — kaseinové bilkoviny; PSB —
pocet somatickych bun¢k; SNF — tukuprosta suSina; SF — suSina; SH — titratni kyselost; WP — syrovatkové
bilkoviny

NZ — skupina Z (bez vyznamného nalezu mikroorganismii: stafylokoky do 50 KTJ a CPM do 200 KTJ/ml) s PSB
do 500x10%/ml mléka; VZ — skupina Z s PSB nad 500x10%/ml mléka.

5.3.2.1.  Zastoupeni kaseinovych bilkovin

V navaznosti na vysledky roku 2020, kde byly potvrzeny statistické rozdily v obsahu bilkovin
i kaseinti (Tabulka 11 a 12) a také zmén technologickych vlastnosti, byla v roce 2021 nastavena
piisné&jsi limitni hodnota PSB 500x10%/ml. Z Tabulky 15 je ziejmé, Ze byl sledovan trend
v poklesu bilkovin i kaseinii ve skupiné vy3$i nez 500x10°/ml, piestoze nedoslo ke
statistickému potvrzeni.

Vylou€enim vlivu bakterialniho nalezu lze vyhodnotit vliv hodnoty PSB na zastoupeni
jednotlivych kaseinovych frakci ve vybrané skupiné vzorkt (Z), tedy NZ (PSB < 500x10°/ml)
a VZ (PSB >500x10%ml). Statisticky byl ve skupiné s vy$sim PSB stanoven pokles as:-

kaseinu, nicméng¢ lze pozorovat snizeni obsahu asi-kaseinu, B-kaseinu i k-kaseinu (Tabulka 16).
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Tabulka 16. Obsah vybranych kaseinovych bilkovin ve vzorcich mléka bez vyznamného
bakterialniho zanétu (Z) rozdélenych dle limitni hodnoty PSB (500x10%/ml).

PSB/ml <500%x10° >500%10°
skupina NZ vz

n 13 18
parametr X m SD X m SD

osi-kasein 0,25 0,21 0,10 0,22 0,20 0,04
os2-kasein 0,16* 0,16 0,01 0,18" 0,18 0,03
B-kasein 2,00 1,74 0,72 1,86 1,81 0,30
k-kasein 0,21 0,20 0,11 0,17 0,14 0,09
Hodnoty oznac¢ené hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p <0,05); n— pocet ptipadi vyberového souboru;
x — pramérna hodnota; m — median; SD — smérodatni odchylka; Sk. — skupina; skupina NZ < 500x10%/ml,
skupina VZ > 500x10%/ml)

Ovsem dominantni kaseinovou frakci je opét B-kasein, kdy jeho vyssi obsah byl stanoven ve
skupiné s niz§im PSB. Pfesto je dllezité si uvédomit, ze z hlediska zpracovani mléka za ucelem
vyroby mlé¢nych vyrobku je asi-kasein, jehoZ obsah je relativné nizky.

Korelace jednotlivych frakci sabsolutni hodnotou PSB nebyla prokazana, proto bylo
v poslednim roce velkym pfinosem stanoveni diferencialniho poctu somatickych bunék, ktery
by mohl tyto souvislosti objasnit.

Malik et al. (2018) uvadi, ze zvySené hodnoty PSB zpusobuji pokles tuku a bilkovin v syrech,
¢imz dochazi ke snizeni vytéznosti t€chto vyrobku v dusledku zvysené vlhkosti syra. To muze
byt zptsobeno zhorSenim koagulace v dasledku zmén ve slozeni mléénych bilkovin, zastoupeni
mineralnich latek ¢i zvySenim pH. Tyto zmény byly popsany napt. v Tabulce 12 a 14. Ham et
al. (2010) uvadi, ze ve vzorcich koziho mléka s hodnotami PSB vy§§imi nez 1500x103/ml byly
stanoveny vyS$§i hodnoty asi-kaseinu a niz§i obsah B-kaseinu oproti skupiné s niz§im PSB.
Studie Stocco et al. (2018) popisuje, ze u zdravych koz se mléko s vysokym PSB vyznacuje
vysokym obsahem tuku, bilkovin, kaseind, a tim padem i delSi dobou srazeni, ale rychlejsi

tvorbou syfeniny.

5.3.2.2.  Rozdily v zastoupeni minerdlnich latek
V roce 2021 byly rovnéz stanoveny rozdily v obsahu vybranych mineréalnich latek (Tabulka
17). Statisticky vyznamny rozdil byl opét zjistén v obsahu chloridovych ionti mezi skupinami
NZ a VZ (130 vs. 148 mg/100 ml). Ve skupiné VZ (tedy mléka s PSB > 500x10%/ml) byl
prokazan vyssi obsah chloridd. Podobné tomu bylo i v ptipadé obsahu sodiku ve skupiné

s vyssim PSB. Tyto poznatky jsou ve shodé s prfedchozimi vysledky, kde byl tento trend
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potvrzen pro vSechny zvolené limitni hodnoty PSB. S t€émito zménami pravdépodobné souvisi
prodlouzeni syfitelnosti ve skupiné VZ (> 500x10%/ml).

Pii zvolené limitni hodnoté PSB 500x103/ml Ize sledovat vy$si zastoupeni drasliku ve skupiné
VZ oproti skupiné NZ (129,2 vs. 143 mg/100 g) coz odpovida primeémym hodnotam
152 mg/100 g v rozsahu 135-180 mg/100 g v zavislosti na fazi laktace (Kondyli et al. 2007).
Mezi skupinami vzorkd rozdélenych dle PSB 500 x10°/ml nebyly v pfipad& mineréalnich latek

stanoveny dalsi prikazné rozdily.

Tabulka 17. Obsah vybranych mineralnich latek (mg/100 g) ve vzorcich koziho mléka (bez
vyznamného bakterialniho nalezu) rozdélenych dle limitni hodnoty PSB 500 x103/ml.

PSB/ml <500%x10° >500%10°
skupina NZ vz
n 13 18
parametr X m SD X m SD
Ca 116,8 112,9 17,5 129.7 1220 38,7
K 1292 1292 14,7 1430 1442 28.4
Na 32,9 32,8* 3,46 35,20 37,8" 10,0
Cl* 130° 130° 8,60 148* 149? 10,5
Mg 12,7 12,7 1,67 13,9 12,7 51,3
P 79,6 74,3 13,5 87,5 75,7 352
S 26,0 26,0 3,03 27.9 25,1 7,67
Cut 10,0 9,0 10,0 13,0 10,0 11,0
Mn+ 10,0 9,0 5,0 9.0 9,0 3,0
Set 6,0 7,0 4,0 6,0 5,0 7,0
Znt 403 392 125 441 430 96,0
Fet 366 372 70,0 353 344 102

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — prumér; vybérového souboru; m — median; SD — smérodatna odchylka; PSB — pocet
somatickych bun¢k

Skupina NZ: kozi mléka s PSB niz§im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii.

Skupina VZ: kozi ml¢ka s PSB rovnym a vy$$im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii
*QObsah chloridovych iontu je uveden v mg/100 ml.

+ Obsah je uveden v pg/100 g.
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5.3.3. Chemické slozeni a vybrané parametry koziho mléka v roce 2022

Ze souboru dat (n = 57) byla pro detailnéjsi vyhodnoceni vysledkt vybrana uzsi skupina vzorku
(n =39, zvifata na 2. laktaci s porody v bfeznu) rozd€lena na dvé podskupiny, a to vzorky mléka
s pocty stafylokokli do 40 KTJ/ml a s celkovym pocétem mikroorganismu (CPM) do
100 KTJ/ml (skupina Z, n = 18) a vzorky mléka, které prevySovaly stanovena kritéria (skupina
B, n = 21). AvSak pfi tomto rozdéleni nebyly, vyjma mineralnich latek, potvrzeny statisticky
prukazné rozdily v zastoupeni hlavnich slozek mléka, ale i dalSich sledovanych parametri. Dale
bylo stanoveno kritérium limitni hodnoty PSB (500%10%/ml), dle kterého byly rozdéleny vzorky
mléka bez bakterialniho nalezu na skupiny NZ a VZ (Tabulka 18). Podobné jako v roce 2021,
Ize konstatovat, ze pii niz§im limitu PSB (500%10°/ml) nejsou rozdily ve slozeni statisticky
prukazné, prestoze vysSsi obsah tuku, bilkovin, laktozy i tukuprosté susiny byl stanoven ve
skupiné NZ.

Pro skupinu VZ byla statisticky prukazné prodlouzena doba potiebna ke koagulaci mléka neboli

syfitelnost (p = 0,028) a rovnéz byl potvrzen nartst pH (p = 0,044) oproti skupiné NZ.

Tabulka 18. Rozdily v slozeni, nadoji a technologickych vlastnostech individualniho koziho
mléka na skupiny S (bez vyznamného bakterialniho nalezu) rozd€leného dle limitni hodnoty

PSB 500x10% v ml mléka.

PSB/ml <500%x10° >500%10°
skupina NZ vz
n 6 12

parametr X m SD X m SD
tuk (g/100 g) 5,54 5,77 0,94 5,09 5,18 0,77
bilkoviny (g/100 g) 3,07 3,02 0,34 3,14 3,03 0,33
kasein (g/100 g) 2,21 2,16 0,28 223 2,15 0,25
WP (g/100 g) 0,68 0,67 0,06 0,72 0,70 0,07
NPN (g/100 g) 0,19 0,19 0,01 0,19 0,19 0,01
laktoza (g/100 g) 4,57 4,59 0,18 442 4,60 0,51
SF (/100 g) 13,8 14,0 1,2 13,3 13,3 1,0
nadoj (ml) 582 555 212 488 450 251
syfitelnost (s) 169° 168 27 248? 228 97
pH 6,44" 6,41 0,17 6,62 6,61 0,16
SH 5,01 4,90 0,88 4,56 4.45 0,57

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — pramér; m — median; SD — smérodatna odchylka; PSB — pocet somatickych bun¢k; SF
—suSina; SH — titracni kyselost; WP — syrovatkové bilkoviny

NZ — skupina Z (bez vyznamného nalezu mikroorganismii: stafylokoky do 40 KTJ a CPM do 100 KTJ/ml) s PSB
do 500x10%/ml mléka; VZ — skupina Z s PSB nad 500x10%/ml mléka.
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Odborna literatura zminuje korelace mezi technologickymi vlastnostmi a vy$§im PSB. Moradi
et al. (2021) popisuje, Ze hodnota pH je dalezitym faktorem ovliviiujicim zpracovani mléka pro
syraiské ucely, nicméné dodava, ze ve vztahu k PSB je pH koziho mléka méné ovliviiovano
hodnotou PSB nez v pfipad¢ kravského ¢i ovEiho mléka. Dle studie Pazzola et al. (2019)
neovliviiuji vysoké hodnoty SB syraisky proces, ale zvySuji schopnost syrtu vazat vlhkost, coz
ma za nasledek horSi oddéleni syrovatky, ¢imz vznikaji syry se zvySenou proteolytickou
a lipolytickou aktivitou (Raynal-Ljutovac et al. 2007). Dosazené vysledky potvrzuji, ze jiz
relativné nizké hodnoty PSB (500x10°/ml) ovliviluji zpracovatelské vlastnosti mléka.
Vzhledem k faktu, Ze somatické buriky jsou zdrojem celé fady enzymu, zejména proteaz a lipaz,
v zavislosti na jednotlivych typech bunék, lze se domnivat, ze dopad na kvalitu
a zpracovatelnost mléka mize byt znacny (Koess & Hamann 2008; Bagnicka et al. 2011; Li et
al. 2014; Moradi et al. 2021).

Rovnéz se stale nabizi otazka, zda PSB jakozto samostatny parametr mize jednoznacné
vypovidat o zdravotnim stavu mlécné zlazy. Bylo publikovano né€kolik praci, tykajicich se
prevazné kravského mléka, které zdaraznuji, ze je nezbytné zabyvat se nejen CPM, ale
1 zastoupenim jednotlivych bunécnych subpopulaci, kdy tuto hypotézu potvrzuji napt. autofi
(Farschtschi et al. 2021), kdy v kravském mléce s PSB < 100x103/ml byla prokazana zanétliva
reakce na zakladé zvyseného vyskytu polymorfonuklearnich neutrofili (PMN bunégk). Dale
napf. (Damm et al. 2017) objasnil, ze v kravském mléce s vyssim PSB Ize pozorovat narustajici
podil PMN, oproti klesajicimu vyskytu makrofagh. Zastoupeni lymfocytd bylo pomérné
konstantni pfi riznych hodnotach PSB. Diferencialni pocet somatickych bunék (DSCC) tak
odrazi antidromni trend, tedy opacny vyvoj oproti normalnimu vyskytu PMN a makrofaga
v pripadé kravského mléka. Shodné vysledky uvadi i autofi (Koess & Hamann 2008). Vliv
jednotlivych bunéénych populaci somatickych bunék na slozeni koziho mléka a jeho
technologické vlastnosti je popsan v kapitole 5.4. Zastoupeni diferencialniho poctu

somatickych bunék.

5.3.3.1.  Zastoupeni kaseinovych bilkovin
Za ucelem ovéfeni vysledkd zroku 2021 byly nastaveny podobné limity PSB a hodnoty
mikrobiologické kvality mléka, tj. vzorky rozdélené do skupiny Z (se stafylokoky pod
40 KTJ/ml a CPM pod 100 KTJ/ml) a skupina B tvofena vzorky s bakterialnim nalezem vysSim,
nez jsou uvedené limity.
Porovnanim skupiny vzorkli Z (bez vyznamného bakterialniho nalezu) a skupiny B

(s bakterialnim nalezem) byl stanoven statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni asi-kaseinu
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0,19 vs. 0,15 g/100 g (p = 0,033), respektive pokles asi-kaseinu ve skupiné s bakterialnim
nalezem. Z Tabulky 13 je zfejmé, ze v roce 2022 byl opét pozorovan trend v mirném poklesu
celkovych bilkovin a kaseini ve skupiné s vy$§im PSB (> 500x103/ml).

Tabulka 19 ovSem znazorfiuje, ze nebyly na zakladé limitni hodnoty PSB 500x10°/ml
stanoveny zadné statisticky prikazné rozdily. Ve skupiné s vys$sim PSB lze pozorovat mirny
trend v poklesu B- a k-kaseinu. Stejny trend se prokazal i v pfedchozim roce, nicméné neslo

o statisticky prikazny vysledek.

Tabulka 19. Obsah vybranych kaseinovych bilkovin ve vzorcich mléka bez vyznamného
bakterialniho nalezu dle limitni hodnoty PSB (500x10%/ml).

PSB/ml <500x10° >500%10°
skupina NZ vz
n 6 12
parametr X m SD X m SD
as1-kasein 0,20 0,20 0,03 0,19 0,20 0,03
asz-kasein 0,24 0,22 0,04 0,25 0,25 0,08
B-kasein 1,46 1,49 0,19 1,33 1,32 0,20
«-kasein 0,48 0,51 0,08 041 0,43 0,08

Hodnoty oznacené hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p <0,05); n— pocet ptipadi vyb&rového souboru;
x — pramér; m — median; SD — smérodatna odchylka; Sk. — skupina; skupina N < 500x10°/ml, skupina
V = 500x10%/ml)
5.3.3.2. Rozdily v zastoupeni minerdlnich latek

Pro vyhodnoceni mineralnich latek béhem posledniho roku experimentu (2022) byly nastaveny
obdobné podminky jako v roce pfedchozim. Opét byl jednoznacné potvrzen rozdil v obsahu
chloridovych iontl, respektive jejich jednoznacny narust mezi skupinami NZ a VZ (131,4 vs.
146,5 mg/100 ml mléka) viz Tabulka 20. Stejny vyvoj byl pozorovan i v pfipadé sodiku, kde
byl znovu statisticky potvrzen vyssi obsah ve skupiné VZ (p = 0,013). Oproti pfedchozimu roku
byl obsah sodiku niz§i témét o 31 % ve skupin€é NZ a ve skupiné VZ byl v roce 2022 sledovan
22% pokles.

Statistické rozdily v zastoupeni vapniku a fosforu nebyly potvrzeny, nicméné primeérné
hodnoty se shoduji s autory uvedenymi vyse. Primérny obsah vapniku a fosforu predstavoval
ve skupiné NZ 114 mg/100 g resp. 75,34 mg/100 g a ve skupiné¢ VZ 111,8 mg/100 g resp.
72,6 mg/100 g. Stanovené hodnoty vapniku a fosforu jsou nepatrné nizsi, nez hodnoty
134 mg/100 g resp. 121 mg/100 g uvadéné v praci (Chia et al. 2017), ovSem nejedna se
o statisticky prikazny rozdil. Oproti pfedchozimu roku doslo rovnéz k poklesu obsahu drasliku
ve skupiné VZ (151,5 vs. 136,1 mg/100 g), tyto hodnoty jsou srovnatelné s autory (Kondyli et

al. 2007), oproti tomu zna¢n¢ vyssi hodnoty pro draslik jsou uvedené v praci (Turkmen 2017).
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Tabulka 20. Obsah vybranych mineralnich latek (mg/100 g) ve vzorcich koziho mléka (bez
vyznamného bakterialniho nalezu) rozdélenych dle limitni hodnoty PSB 500x10%/ml (2022).

PSB/ml <500%10° >500%10°
skupina Nz vVZ
n 6 12
parametr X m SD X m SD
Ca 114.0 114.9 6,10 1118 1131 16,0
K 151,5 152.9 137,0 136,4 139.1 14,6
Na 22.6% 22.7% 3,69 2890 20,2° 4,02
Cl* 131,4° 131,0 5,10 146,5* 143,8% 10,8
Mg 8,60 8,40 1,15 9,11 8,90 1,16
P 75,3 69,5 9,81 72,6 70,8 8,90
S 23,1 22,2 2,44 24,0 23,0 2,13
Cut 18,0 18,0 4,0 45,0 28,0 40,0
Mn¥ 2,0 1,0 2,0 3,0 3,0 2,0
Znt 220° 230? 35,0 2820 302° 77,0
Fet 217 205 50,0 178 159 44.0

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — prumér; m — median; SD — smérodatna odchylka; PSB — pocet somatickych bun¢k;
Skupina NZ: kozi mléka s PSB niz§im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii;

Skupina VZ: kozi mléka s PSB rovnym a vy$§im nez limitni hodnota PSB a bez vyznamného zachytu bakterii
*QObsah chloridovych iontu je uveden v mg/100 ml. § Obsah je uveden v pg/100 g.

Zajimavym zjisténim je, ze obsah zinku, kde byl vroce 2022 statisticky podlozen rozdil
v obsahu mezi skupinou NZ a VZ (p = 0,035) byl jeho obsah o témét 50 % nizsi, nez uvadi
autori prace (Park et al. 2007). Jedna se o vyrazny pokles i ve srovnani s vysledky pfedchoziho
roku, tedy 2021 (o0 23 % ve skupiné NZ a o0 30 % ve skupine€ VZ).

Cenné vysledky pfineslo 1 porovnani skupin Z (vzorky mlék bez bakteridlniho nalezu) za
stanovené limitni hodnoty PSB (500x10°/ml) a skupina B (vzorky mlék s bakterialnim nalezem
zpusobenym bud’to pfitomnosti stafylokokd ¢i jinymi bakteriemi). Vzorky spadajici do skupiny
Z byly jiz vyhodnoceny vyse, nicméné pii porovnani se skupinou B (s pfitomnosti patogent
— Bstatyl. vs. bez piitomnosti patogenti — Bye: stafy1.) bylo dosazeno nasledujicich vysledki.
Zatimco v obsahu chloridovych ionti nebyl mezi skupinami vzorkd Bstafyl. VS. Bboez stay1. t€mer
zadny rozdil (median 153,6 vs. 149,9 mg/100 ml), v porovnani se skupinou Z byl vSak tento
rozdil znatelny a je ziejmé, ze na obsah chloridovych ionti ma vétsi vliv PSB nez ptitomnost
v tomto pripade¢ relativné nizkého poctu stafylokokd. Graf 5 oproti tomu znazortiuje markantni
rozdil v primérnych hodnotach chloridovych iontli mezi skupinami VZ a NZ (p = 0,003)
s intervalem hodnot 124-60,4 mg/100 ml mléka.
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V piipadé obsahu sodiku ve vzorcich mléka byl prokazan statisticky prikazny rozdil (p = 0,044)
mezi skupinami Nary1. VS. Noez stafy1 § medianem 29,4 vs. 24,5 mg/100 g (Priloha I.).

Graf 5. Porovnani obsahu chloridovych ionti (mg/100 ml) v riznych skupinach vzorkt dle

stanovenych kritérii (PSB 500%10%/ml) a bakterialniho nalezu.
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Z hlediska kvality koziho mléka je zfejmé, ze pravé chloridové ionty jsou v pfimé korelaci
s narustajicim PSB a zhorSujici se technologickou zpracovatelnosti. Graf 6 znazorniuje obsah
chloridovych ionti v roce 2021-2022 ve skupiné vzorkd s mezni hodnotou PSB 500x103/ml.
Tento fakt svéd¢i o tom, Ze i pii relativné nizké hodnoté PSB (500%10%/ml) dochazi k narGstu
chloriddi v obou piipadech vzdy ve skupiné vyssi nez 500x103/ml.

V roce 2021 odpovidal jejich obsah hodnoté 148,3 mg/100 ml, zatimco v roce 2022 byla tato
hodnota 146,5 mg/100 ml ve skupiné vyssi nez 500x103/ml. Nicméné ve skupiné s niz§im PSB
byly primeéry let téméf shodné 130 vs. 131,4 mg/100 ml (2021 a 2022). Stejné tak v roce 2020
byla stanovena vyssi koncentrace chloridi ve skupinach dle limitu vyssiho nez PSB. Median
za rok 2020 byl ve skupiné vy$si nez 600x10°/ml (nejnizsi limit pro vyhodnoceni roku 2020)
155 mg/100 ml oproti skupiné nizsi (143 mg/100 g).
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Graf 6. Obsah chloridovych iontd (mg/100 ml) v individualnich vzorcich koziho mléka
v prabéhu let 2020-2022.
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Vyrazné zmény ve slozeni mléka spojené se zvySenim koncentrace NaCl pravdépodobné
mohou vést k niz§im hodnotam vytéznosti syrd a suSiny syrit u vzorki mléka
charakterizovanych vysokym obsahem NaCl (Pazzola et al. 2019). ZvySeni koncentrace NaCl
v mléce je Casto spojeno s poklesem obsahu tuku, bilkovin i kaseint.

V piipadé rostoucich hodnot koncentrace NaCl nastava dle autorti vétSinou vyssi osmoticky
tlak, ktery je kompenzovan snizenim obsahu laktézy, coz méa za nasledek horsi koagulacni
schopnost mléka a ovliviiuje zrani syfeniny. Vysoka koncentrace NaCl muze snizovat miru
hydrolyzy k-kaseinu, ovliviiovat pevnost syfeniny a v dusledku substituce micelarniho sodiku
za vapnik, modifikovat proces synereze (Foxx et al. 2017; Stocco et al. 2019).

Je vhodné uvést, ze obsah mineralnich latek v kozim mléce je ovlivnén mnoha faktory, mezi
néz patii napt. kvalita krmné davky, faze laktace Ci geneticka pfislusnost (Chavez-Servin et al.
2018; Nayik et al. 2022). I pfesto, ze koncentrace majoritnich mineralni latek je v mléce
relativné stabilni, oproti obsahu minoritnich prvku, se v této praci podafilo opakované prokazat
rozdily v obsahu chloridovych i sodnych iontd u vzorkti bez mikrobialniho nalezu pfi limitni
hodnoté¢ PSB 500x10°/ml. A to navzdory naprosté minimalizaci vlivu vétSiny vySe
zminovanych faktort, které ovliviiuji obsah mineralnich latek v mléce.

Nicméné v nékterych piipadech, napt. u zinku, ptipadné sodiku se jejich zastoupeni mezi roky
2021-2022 lisilo v rozmezi 20-30 %, nejedna se vSak o dramatické rozdily. I pfes snahu
minimalizovat co nejvice faktord, doSlo pravdépodobné skrze jednotny rezim krmiva

k naruseni krmné davky vlivem sezonnosti.
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5.4. Zastoupeni diferencialniho poctu somatickych bunék

Somatické buriky v kozim mléce predstavuji relativné slozitou problematiku. V soucasné dobé
nepanuje shoda ohledné uziteCnosti somatickych bunék jakozto stézejniho kritéria pro
diagnostiku mastitidy ¢i ukazatele kvality koziho mléka. V roce 2021 a 2022 bylo potvrzeno,
Ze jiz pfi mezni hodnoté PSB 500x10%/ml byly prokazany kvalitativni zmény, a to ve stadu
s vysokou hygienickou kvalitou, které vedly napt. ke zméné pH ¢i zhorSeni (prodlouzeni doby)
syfitelnosti beze zmény majoritnich slozek jako jsou bilkoviny, kaseiny.

Praveé znalost jednotlivych bunécnych subpopulaci by mohla napomoci lepsimu porozumeéni
téchto souvislosti a vyuziti daného nastroje jak pro zajisténi vhodné kvality koziho mléka k jeho
technologickému zpracovani, tak i zjednoduseni identifikace riznych typa mastitid.

Cilem této Casti vyzkumu bylo nalézt vhodnou, rychlou a efektivni metodu pro stanoveni
jednotlivych typt somatickych bunék. Zjisténo bylo procentualni zastoupeni zivych/nezivych
bunek, rozliSeni epitelialnich bunék a leukocytd vcCetné jejich subpopulaci, tzn.
polymoronuklearnich leukocytt (PMN), makrofagti (MF) a lymfocyta (LY).

Pro spravné provedeni analyzy pomoci prutokové cytometrie je tieba pouzit pouze buriky
jednotlivé, tzv. singlety, které specificky fluoreskuji v konkrétnich kanalech. Analyza je
provadéna na zakladé standardniho protokolu tzv. ,doublet discrimination”, kdy dochazi
k odstranéni shluki na zakladé porovnani specifickych charakteristik pika (vyska a Sitka piku,
signalu) pro jednotlivé buriky.

Z dtvodu vyssiho poctu prirozené se vyskytujicich cytoplazmatickych ¢astic v kozim mléce je
tteba vénovat pozornost spravné identifikaci jednotlivych typl bunék, aniz by doslo
k chybnému nadhodnoceni somatickych bunék.

Zvlastni pozornost byla vénovana piipraveé vzorka a odstranéni nezadoucich pifimési, zejména
mlécného tuku, ktery by mohl vyznamné ovliviiovat vysledek méfeni pomoci pritokové
cytometrie. Komplikaci v ptipadé koziho mléka je navic mensi velikost téchto tukovych
kuli¢ek, které maji na povrchu vazané bilkoviny a obarvuji se velmi specificky. Podobnost
kuli¢ek mlécného tuku je dle naseho zjisténi zatim limitujicim faktorem pro zavedeni prutokové
cytometrie do Sirsi praxe. Proto je pro jednoznacné odliseni jednotlivych bunék tfeba aplikovat
specifické barveni a v pfipadé€ pouziti standardni prutokové cytometrie dané vysledky ovérovat
pomoci zobrazovaciho cytometru (Image FC). Ve spolupraci s UK v Praze nam bylo toto
ovéfeni umoznéno.

V ramci optimalizace doslo ke zméné oproti puvodnimu zaméru, kde byla protilatka CD45

zamysSlena jako hlavni panleukocytarni marker, ale pfi prvnich testech se potvrdilo, Ze nebyly
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obarveny vSechny typy téchto bunék, prestoze vyrobce deklaroval cross reaktivitu na mléko
kozi. Proto byla tato latka nahrazena jinou protilatkou, konkrétné CD18.

Dale byla rozklicovana zalezitost CD14+ (pozitivnich) bun¢k, kdy jedna studie uvadéla, ze
PMN buiky jsou definovany jako CD14- (negativni), ale toto tvrzeni se v naSem pfipadé
nepodartilo ovéfit. Bylo zjisténo, ze PMN byly slabé pozitivni na CD14. Piechody mezi PMN
a makrofagy bylo vSak tfeba odlisit. Diky testu blokace vazby bylo zjisténo, ze se jedna o vazby
nespecifické, které blokovat nelze. Zaroven bylo ne€kolika zdroji potvrzeno, ze k témto vazbam
muze dochazet (Boulaaba et al. 2011; Mehne et al. 2010; Schwarz et al. 2011; Li et al. 2015).
Schéma identifikace dle Schwarz (2011), které bylo zvoleno, potvrzuje, ze PMN jsou
definovany jako CDI14+ (slabé pozitivni), zatimco makrofagy jako CDI14+ (vysoce

pozitivni). Schéma postupu identifikace jednotlivych typa bunék je zobrazeno na Obrazku 2.
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Obrazek 2. Zaznam vyhodnoceni jednotlivych subpopulaci somatickych bunék koziho mléka

pomoci priatokové cytometrie (autor Ing. Filipp Savvulidi, Ph.D.).

Kli¢ovou fazi vyzkumu bylo zhodnotit variabilitu zastoupeni jednotlivych bunécnych populaci
somatickych bunék ve vzorcich koziho mléka s riznym mikrobiologickym nalezem. Vzorky
(n =39) byly rozdéleny na dvé skupiny, a to skupinu Z (bez vyznamného bakterialniho nalezu
s pocty stafylokokii do 40 KTJ/ml a CPM do 100 KTJ/ml Z; n = 18) a skupinu B (vzorky
zatizené bakterialnim nalezem; n = 21). Z Grafu 7a a 7b je patrné, ze ve skupin€ koziho mléka
bez bakterialniho nalezu (Z) lze pozorovat vyssi vyskyt epitelidlnich bunék oproti skupiné B
(55,26 vs. 39,48 %). Tabulka 21 potvrzuje statisticky prikazny rozdil v zastoupeni epitelialnich
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a neepitelialnich somatickych bunek mezi skupinami N a B (p = 0,038), ¢imz je vysvétlen
i statisticky vyssi podil celkovych leukocytu.

Z pohledu somatickych bunék ptivodem z krve, jsou nejvice zastoupenou skupinou leukocytu
(neepitelialnich bunék) jednoznaéné PMN. Ve skupiné Z tvoii PMN 74,3 % a lehce vyssi
zastoupeni (75,2 %) bylo pozorovano i ve skupiné B. Tyto hodnoty jsou pravdépodobné
ovlivnéno celkové dobrou mikrobiologickou kvalitou ziskanych vzorkti mléka a rozdily tak
nejsou piili§ markantni. Maximalni zjistény pfipad u poctu stafylokokt byl 6,9x102 KTJ/ml
a CPM 8,3x10%/ml. Tento zavér se sluCuje s riznymi studiemi zabyvajicimi se kozim mlékem,
dle kterych je PMN dominujicim typem leukocytl v mléce pochazejicim ze zdravé, ale rovnéz
1 infekci napadené mlécné zlazy (Damm et al. 2017; Shah et al. 2017; Lianou et al. 2021). Dle
raznych studii predstavuji PMN buriky v kozi mléce az 45-75 % (Boutinaud & Jammes 2002),
79 % (Boulaaba et al. 2011) ¢i 45-74 % (Malik et al. 2018).

Graf 7. Procentualni zastoupeni jednotlivych typi somatickych bunék mezi skupinami

Z (7a) vs. B (7b).
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Rozdilna situace je v pripadé kravského mléka, kde se distribuce jednotlivych bun¢k s ohledem
na zdravotni stav mlécné zlazy dojnic vyznamné li§i. Ve zdravém mléce jsou prevazujicimi
typy makrofagy a lymfocyty, zatimco v mléce mastitidnim pievazuji PMN (Bagnicka et al.
2011; Alhussien & Dang 2018; Malik et al. 2018). Li et al. (2014) uvad¢ji, ze v bovinnim
mastitidnim mléce mohou byt v pfipad€ infekce pritomny PMN az v 92 %.

Tabulka 21 dale znazorniuje zajimavé rozdily v obsahu chloridovych iontd se statisticky
prokazatelné vyssi hodnotou (m = 152,1 vs. 140,3 mg/100 ml) ve skupin€ s mikrobiologickym
nalezem B oproti skupiné Z. Patrny rozdil lze pozorovat i1 v ptipadé PSB, kde byl naopak
stanoven vyS§si obsah ve skupiné bez vyznamného mikrobiologického nalezu (Z) oproti skupiné

B (m = 949x10% vs. 404x103/ml).

Tabulka 21. Vybrané parametry koziho mléka pro skupiny Z a B s rozdilnym bakterialnim

nalezem.
skupina V4 B
n 18 21 P

parametr m SD m SD
PSB (10°/ml) 949* 816 404> 504 0,036
chloridy (mg/100 ml) 140,3" 11,7 152,1* 73 0,011
epitel. buiky (%) 53,1% 260 334> 222 0,038
leukocyty* (%) 46,9 260 66,6 222 0,038
lymfocyty* (%) 5.5 7.5 10,6 10,5 0,078
makrofagy* (%) 9,02 9,12 7.72 9,01 0,074
PMN* (%) 75.0 11,2 82.3 15.7 0,439

Hodnoty oznacené odliSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; Z — bez vyznamného bakteridlniho nalezu: stafylokoky do 40 KTJ a CPM do 100 KTIJ;
B — s bakterialnim nalezem; stafylokoky nad 40 KTJ a/nebo CPM nad 100 KTJ; * % z celkového obsahu leukocytit

Kozi mléko pochazejici od zdravych zvitat je z divodu odli§né sekrece mléka, tzv. apokrinni,
charakteristické relativné vysokym podilem epitelidlnich bunék (Jimenez-Granado et al. 2014;
Shah et al. 2017; Albenzio et al. 2019). Imunitni obranny mechanismus mlécné zlazy v reakci
na infekci zplisobenou patogeny a poskozeni tkani vede ke zvySeni somatickych bun¢k
v mlécné zlaze. V pripadé vzniku infekce dochazi dle autorti (Stocco et al. 2020) k nardstu
neepitelialnich bun€k, tedy leukocytd, které prechazi z krve a zajistuji imunitni odpovéd
v mlécné Zlaze.

I v ptipadé€ naseho vyzkumu je patrny narast neepitelialnich bunék (leukocytt) ve skupiné B.
Dale Ize sledovat zjevny trend v narastu lymfocyti a poklesu makrofagi mezi skupinami B a Z

(Tabulka 21). Distribuce leukocyti v mléce by mohla byt perspektivni pro odhad imunitni
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reakce 1 pii kolonizaci mlécné zlazy s nizkymi pocty mikroorganisma. Tyto hypotézu by vsak
bylo tfeba ovérit, idealné i s vy$s§imi poCty mikroorganismu.

Pro dalsi vyhodnoceni byl zvolen soubor dat vzorkii spliwyjici kritéria minimalizace faktoru
mikrobiologické zatéze, tj. mléka nezatizena vlivem pfitomnosti bakterii a jejich
enzymatického aparatu. Z hlediska zastoupeni somatickych bunék doslo k vyznamnému
narustu epitelialnich bunék ve skupiné VZ, a naopak poklesu leukocyta. Tento trend potvrzuje
i korelac¢ni analyza (Priloha II), kde byla potvrzena negativni zavislost leukocytli (R =-0,607),
a naopak pozitivni korelace epitelialnich bunék (R = 0,607) ve vztahu k PSB.

I pres minimalizaci bakteridlniho nalezu lze konstatovat, ze PMN predstavuji dominantni
a témeér shodné zastoupeni jak ve skupiné NZ, tak VZ (76,3 vs. 73,3 %). Statisticky prukazny
byl ve skupiné s vy$§im PSB (> 500x103/ml) pokles lymfocytd (o téméf 81 %) a narust
makrofagi (o 55,6 %), tyto zmény ve variabilité byly také podlozeny korelacni analyzou
(Priloha II). Negativni zavislost ku absolutni hodnoté PSB na hladin€ vyznamnosti ov < 0,001
byla stanovena u lymfocytd (R =-0,736), oproti tomu pozitivni korelace byla pozorovana

v pripadé makrofagli (R = 0,854) viz Graf 8.

Graf 8. Bodovy graf zavislosti makrofag (MF) a celkového po¢tu somatickych bunék na

hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

Bodowy graf: MF vs. PSB
PSB = 124,49 + 76,410 * MF
Korelace: r = ,85386

PSB

0 5 10 15 20 25 30 35 40
MF 0,95 Conf.Int.

Dale byla opét vzata skupina vzorkti Z (n = 18), tedy vzorka bez vyznamného bakterialniho
nalezu. Vzorky byly rozdéleny opét dle mezni hodnoty PSB (skupina NZ < 500x10%/ml a VZ
> 500x10%/ml), a nasledné& byly zhodnoceny vybrané parametry (Tabulka 22).
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Bylo zjisténo statisticky prukazné prodlouzeni doby potiebné ke koagulaci mléka (tzv.
syfitelnost) ve skupiné VZ, tedy s vys§im PSB, nez je stanovena limitni hodnota, oproti skupiné
NZ (248 vs. 169 s). Dale byl ve skupiné VZ pozorovan prokazatelny narast pH a opét se
potvrdily rozdily v obsahu chloridovych iontt, jejichz narast byl pozorovan znovu ve skupiné
s vy§§im PSB (m = 143,8 mg/100 ml). Trend byl sledovan i v poklesu laktézy mezi skupinami
NZ a VZ (4,57 vs. 4,42 g/100 g), nicméné tyto rozdily nebyly pfi sledované limitni hodnoté
PSB (500x10%/ml) potvrzeny. Sharma et al. (2011) uvadi, ze pokles laktozy v mléce s vysokym
poctem somatickych bunék zpasobuje prodlouzeni doby kysani a celkové zhorSeni hygienické
nezavadnosti kone¢ného produktu. Leitner et al. (2016) dodava, ze vyssi PSB casto vedly
k vyraznému snizeni pevnosti syfeniny. Negativni dopady piitomnosti vysokych PSB jsou
Casto spjaty s kratsi trvanlivosti a nezddoucimi zménami organoleptickych vlastnosti finalnich
mléénych vyrobku, a to v disledku enzymatické aktivity somatickych bunék (Malik et al.
2018).

Tabulka 22. Rozdily ve sledovanych parametrech koziho mléka skupiny Z (bez vyznamného
bakterialniho nalezu) rozdélené podle limitni hodnoty PSB 500x10%/ml a jednotlivych typt

somatickych bunék.
PSB/ml <500%10° > 500%10°
skupina NZ vz
n 6 12

parametr X m SD X m SD
epitel. buiiky (%) 41,2 37,3 21,3 623 66,1 26,1
leukocyty (%) 58.8 62,7 21,3 377 33,9 26,1
lymfocyty (%) 15,0° 14,2° 8.1 4,5% 2,9% 4.1
makrofagy (%) 5,9 5,3 2,0  16,0° 13,3" 9,5
PMN (%) 76,3 77,2 11,6 733 75,0 11,4
tuk (g/100 g) 5,54 5,77 0,94 5,09 5,18 0,77
bilkoviny (g/100 g) 3,07 3,02 0,34 3,14 3,03 0,33
CN (g/100 g) 2,21 2,16 0,28 223 2,15 0,25
WP (g/100 g) 0,68 0,67 0,06 0,72 0,70 0,07
NPN (g/100 g) 0,19 0,19 0,01 0,19 0,19 0,01
laktoza (g/100 g) 4,57 4,59 0,18 442 4,60 0,51
SF (/100 g) 13,8 14,0 1,2 13,3 13,3 1,0
chloridy (mg/100 ml) 131.4* 131,0* 51 1465  143.8° 10,8
nadoj (ml) 582 555 212 488 450 251
syfitelnost (s) 169* 168* 27 248° 228 97
pH 6,44 6,4 0,17 662" 6,61" 0,16
titraéni kyselost SH 5,01 4,90 0,88 4,56 4,45 0,57

Hodnoty oznacené odlisSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné (p < 0,05); n- pocet piipadu
vybérového souboru; x — primér; m — median; SD — smérodatna odchylka; CN — kasein; WP — syrovatkové
bilkoviny; NPN —dusikaté latky nebilkovinného charakteru; SF — suSina; PSB — pocet somatickych bunck;
PMN - polymorfonukledrni neutrofily
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NZ - skupina Z (bez vyznamného ndlezu bakterii): stafylokoky do 40 KTJ a CPM do 100 KTJ) s PSB do
500x10%/ml mléka
VZ — skupina Z s PSB nad 500x10%/ml mléka

Rozdélenim vzorki mlék bez bakterialniho nalezu do skupin s limitni hodnotou PSB
500x10%/ml byly zjistény prikazné rozdily v distribuci lymfocyti a makrofagti. Ve skupiné VZ
s PSB > 500x10°/ml byl statisticky zji$tén niZz§i podil lymfocyta (pokles az o 80 %) a vy3si podil
makrofaga (nartst o vice nez 60 %).

Dale byly stanoveny statisticky prikazné rozdily v obsahu chloridd, syfitelnosti a pH, kdy ve
skupiné VZ doslo k narustu obsahu chloridd, prodlouzeni syfitelnosti a zvysSeni pH. Tato
zjisténi nas utvrzuji, ze s riznou urovni PSB se muze lisit i distribuce leukocyti. Tyto zaveéry
jsou v souladu s literaturou, kdy napf. v kravském mléce ze zdravé mlécné Zzlazy bylo
prokazano dominantni zastoupeni PMN pfi narastu somatickych bunék jiz nad hranici jiz
9x10°/ml. Toto zjisténi naznaduje, Ze zanétlivy proces by se mohl objevit i v piipadé vyrazné
niz§iho PSB, neZ je legislativou uréena mezni hodnota (100x10°/ml) (Schwarz et al. 2011).
Rozdily v distribuci leukocyt v mléce ze zdravé mlécné zlazy potvrzuji i autofi (Damm et al.
2017; Alhussien et al. 2018). Boulaaba et al. (2011) napf. potvrzuje pokles lymfocyta
s narustem PSB ve skupinach mlék bez bakterialniho nalezu. Nicméné v pripadé koziho mléka
existuje podstatné méne studii, které se danou problematikou zabyvaji.

Vzhledem k predchozim vysledkim byl dale podrobnéji zkouman vliv pfitomnosti makrofaga
(MF) a PMN bunék (Tabulka 23). V pripadé makrofagi byla nastavena limitni hodnota 9 %
a u dominantnich PMN bun¢k 76 %. Tyto stanovené limity vychazi z hodnot uvedenych
v literature (Boulaaba et al. 2011; Malik et al. 2018) a rovnéz souvisi s rozumnym rozdélenim
vzorkt do skupin dle bakterialniho nalezu.

V obou piipadech byl zaznamenan rozdil v syfitelnosti pro jednotlivé skupiny. Mezi vzorky
rozdélenymi dle zastoupeni makrofagu byl navic vyznamny rozdil v celkovém obsahu PSB,
kdy ve skupiné pod s pritomnosti makrofagli pod 9 % byla stanovena absolutni hodnota PSB
s medianem 1410x10°/ml vs 363x103/ml. Ve stejné skupiné stanoven prokazatelné vy$si vyskyt
chloridovych ionta.

Absolutni hodnota PSB vykazujici vliv na rizné vlastnosti mléka ovSem komplikuje
interpretaci zavislosti té€chto parametrii na zastoupeni makrofagi v mléce. Na druhou stranu

mezi skupinami vytvorenymi dle PMN (76 %) nebyl stanoven statisticky rozdil v obsahu PSB.
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Tabulka 23. Vybrané parametry koziho mléka ve vzorcich koziho mléka (bez vyznamného
bakterialniho zanétu) rozdélenych dle zastoupeni makrofagli (MF) a polymorfonuklearnich

neutrofild (PMN).

skupina MF <9 % MF>9 %
n 9 9

parametr X m SD X m SD

PSB (10°/ml) 500* 363* 306 1676 1410° 738
syfitelnost (s) 201? 175* 108 243 2320 62
tuk (g/100 g) 5,38 5,38 0,80 5,10 518 0,89
bilkoviny (g/100 g) 3,06 2,97 0,28 3,17 3,05 0,37
CN (g/100 g) 2,19 2,08 0,24 2,26 2,16 0,28
WP (g/100 g) 0,69 0,69 0,05 0,72 0,69 0,09
laktoza (g/100 g) 4,61 4,59 0,16 4,33 4,52 0,56
SF (/100 g) 13,6 13,7 1,0 13,3 13,0 1,1
chloridy (mg/100 ml) 132,0*  131,1° 4.8 150,9*  155.2% 8.2

PMN < 76 % PMN > 76 %
11 7

X m SD X m SD

PSB (10°/ml) 1166 1042 911 966 855 691
syfitelnost (s) 255P 224° 97 170? 175* 34
tuk (g/100 g) 5,11 5,18 0,93 5,45 5,38 0,67
bilkoviny (g/100 g) 3,24° 3,09° 0,34 2,92% 2,93% 0,17
CN (g/100 g) 2,32° 2,23 0,27 2,07% 2,06 0,13
WP (g/100 g) 0,72 0,69 0,08 0,67 0,67 0,04
laktoza (g/100 g) 436 4,52 0,52 4,64 4,60 0,08
SF (/100 g) 13,5 13,5 1,2 13,5 13,7 0,7

chloridy (mg/100 ml) 1434 1424 12,3 1384 1368 11,0

Hodnoty oznacené odlisSnymi hornimi indexy (a, b) jsou statisticky rozdilné p < 0,05); n — pocet piipadu
vybérového souboru; x — prumér, m — median; SD — smérodatna odchylka; CN — kasein; WP — syrovatkové
bilkoviny; NPN — dusikat¢ latky nebilkovinného charakteru; SF — susina; PSB — pocet somatickych bun¢k;
Vzorky bez vyznamného nalezu mikroorganismu: stafylokoky do 40 KTJ a CPM do 100 KTJ); MF
— makrofagy; PMN — polymorfonuklearni leukocyty.

Ve skuping s vys§im zastoupenim PMN byl jednoznacné prokazan pokles celkovych bilkovin
a kaseinu, pfiCemz nizsi obsah kaseini by mohl vysvétlovat zhorSeni syfitelnosti, tedy zkraceni
doby potiebné pro koagulaci mléka.

Z provedené korelace jednotlivych kaseinovych frakci ve vztahu k celkovému PSB sice
vyplyva, Ze nebyla prokazana silna zavislost, nicméné statisticky prikazné byla potvrzena ve
vztahu ke kaseinovym frakcim. Priloha III podrobnéji znazoriiuje tyto zavislosti. Lze
konstatovat, ze celkovy obsah bilkovin negativné koreluje s PMN (R = -0,825; oo = 0,001).
Kaseiny obecné potvrzuji stejny trend jako celkové bilkoviny, o cemz vypovida jejich velmi

silnd zavislost (R =-0,833) na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,001. Oproti tomu syrovatkové
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bilkoviny vykazuji pouze trend s makrofagy ve vztahu k pozitivni korelaci. Pozitivni korelacni
zavislost byla stanovena jak pro bilkoviny, tak kaseiny ve vztahu k epitelialnim burikam.
Prokazatelna korelacni zavislost byla stanovena v pripadé B-kaseinu. Tento kasein vykazoval
negativni souvislost s PMN (R =-0,601), zatimco lymfocyty nemély prokazatelny vliv na
zmeénu v zastoupeni vybranych mléénych bilkovin.

Li et al. (2014) uvadi, ze endogenni proteazy puvodem ze SB, jako jsou kathepsiny a elastaza
jsou jednoznacné zodpovédné za hydrolyzu asi-kaseinu a v pripadé koziho mléka zejména -
kaseinu.

Ziskané vysledky potvrzuji zavéry piedchoziho roku, ze jiz pfi mezni hodnoté¢ PSB
(500x10°/ml) byly zaznamenany vyznamné zmény v kvalité mléka. S narGstem somatickych
bunék v mléce je nutné brat vuvahu riziko jejich enzymatického aparatu, zejména
proteolytickych enzymt. Zavérem lze predpokladat, ze pokles bilkovin, resp. kaseinu je
pravdépodobné zpusoben jejich hydrolyzou proteolytickymi enzymy PMN, znichz
nejznaméjsi je skupina kathepsini (Moradi et al. 2021), které mohou zapfiCinit zmeény
v prodlouzeni doby potiebné ke koagulaci. Albenzio et al. (2015) navic dodéava, ze kathepsin D
v mléce souvisi s PSB.

Dale jsou tyto buiky, zejména makrofagy, zdrojem plazminogenu, ktery je schopen aktivovat
plazmin, hlavni proteolyticky enzym v mléce (Albenzio et al. 2015), nicméné¢ aktivita plazminu
byla dle autor vyrazné&jsi v kozim mléce s vyssim PSB (> 1500x10°/ml) a naopak aktivita
katepsinu D byla stanovena v mléce s PSB v rozsahu (700—-1500x10%/ml). Stejné tak epitelialni
buiiky mohou produkovat latky s enzymatickymi ucinky (Janjanam et al. 2013).

Aktivita téchto enzymu, stejn€ jako v mléce kravském nartsta se zvysujici se hodnotou PSB
(Li et al. 2014) a s tim 1 potencialni zmény v distribuci jednotlivych bunéénych populaci, coz

muze vést ke zméneé technologickych vlastnosti béhem vyroby mlécnych vyrobka.
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6. Zavér

Pochopeni vztahu mezi somatickymi buinikami (SB) a produkci mléka vysoké kvality je
klicovym prvkem vedoucim k zajisténi efektivnosti a ziskovosti mlékarenského primyslu, coz
se tyka predevsim koziho mléka s jeho specifickou sekreci. S rostoucimi pozadavky na kvalitu
potravin je tieba klast diraz nejen na nutri¢ni pfinos, ale i na dalsi hygienické, a technologické
parametry mléka a vyrobka z néj.

Cilem dané disertacni prace bylo zjisténi souvislosti a prohloubeni znalosti mezi somatickymi
bunkami a kvalitou koziho mléka, zejména ve vztahu k vlastnostem, které souviseji s mléénou
uzitkovosti a dalsi technologickou zpracovatelnosti mléka, ale i hledani spolehlivych markert

a cest, jak diagnostikovat zanétlivé, ale 1 nezanétlivé onemocnéni zvitete.

Shrnuti cilu:

1) Stanovit pocet somatickych bun¢k (PSB), mikrobiologickou kvalitu a zakladni slozeni
jednotlivych vzork mléka Sirokého souboru pokusnych zvifat (koz) a dle vzajemnych
interakci urcit limitni hodnoty PSB pro splnéni ostatnich kvalitativnich parametri

ovliviiyjicich uspésnost technologického zpracovani suroviny.

Béhem let 2020-2022 se podafilo ziskat dostatecné mnozstvi individualnich vzorki koziho
mléka, u kterych byl stanoven pocet SB, ddle CPM a provedena byla také identifikace
mastitidnich patogeni. Kromé zakladniho slozeni mléka (obsah tuku, bilkovin, kaseinu,
laktozy, aj.) byly stanoveny dalsi slozky viz nasleduyjici cile. Rovnéz byly provedeny zakladni
technologické zkousky (syfitelnost, termostabilita, pH apod.).

Stézejnim cilem prace bylo stanovit limitni hodnotu PSB, pii které dochazi ke zménam
sledovanych parametrti za souCasné minimalizace ostatnich faktort (zdravotni stav, faze a pocet
laktace, plemeno, krmna davka), které by mohly dany vliv zkreslovat.

Vroce 2020 byla nejdfive posuzovana mikrobiologicka kvalita mléka a nasledné byla
z hlediska vyhodnocovani dat stanovena 1 limitni hranice PSB dle které byly individualni
vzorky koziho mléka rozdeleny. Dle provedené reSerSe byly nastaveny limitni hodnoty PSB
v rozsahu 600-1000x10%/ml. V dals§im roce (2021) se podafilo snizit sledovanou limitni
hodnotu PSB na 500x10°/ml a v roce 2022 doslo k ovéfeni téchto zavéri a potvrzeni zmén
zaznamenanych v minulém roce. Dale se podafilo rozsifit studium SB a zavést novou
analytickou metodu pro stanoveni diferencialniho poctu SB (cil 3). Dle uvedenych informaci

a vysledku lze konstatovat, ze tento cil byl splnén v celém jeho rozsahu.
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2) Stanovit zastoupeni mineralnich latek, zejména sodnych, draselnych, véapenatych

a chloridovych iontd ve vztahu k hygienické kvalité mléka.

V prabéhu daného vyzkumu byly Gspésné stanoveny vybrané mineralni latky, pozornost byla
vénovana zejména obsahu vapenatych, draselnych, sodnych a chloridovych iontt, u relativné
Sirokého souboru individualnich vzorkd zvifat. Tyto analyty byly dany do souvislosti
a vyhodnoceny vzhledem k mikrobiologické kvalité vzorkii a limitnim hodnotam PSB.
Zejména stanoveni chloridovych iontl, jakozto jednoho z vyznamnych ukazatel nezadoucich
zmén, piineslo prokazatelné informace o zmeénach probihajicich v kozim mléce viz

(hypotéza 2).

3) Navrhnout a optimalizovat pfipravu vzorku a instrumentalni analytickou metodu

stanoveni diferencialniho poctu jednotlivych typa somatickych bunék v kozim mléce.

Cilem bylo nalézt vhodnou, rychlou a efektivni metodu pro stanoveni jednotlivych typa
somatickych bunék. Byla zavedena nova metoda ke kvantifikaci jednotlivych typt somatickych
bunek, tzv. diferencialniho poctu somatickych bunék (DPSB) pomoci prutokové cytometrie,
pomoci které je mozné zhodnotit i zivotaschopnost somatickych bunék v kozim mléce.
Zavedena analytickd metoda umoziiuje rozpoznat jednotlivé typy somatickych bunék, a to jak
epitelialni butiky, ale 1 lymfocyty, makrofagy (MF) ¢i polymorfonuklearni neutrofily (PMN).

Analyza byla provadéna na zaklad¢ standardniho protokolu tzv. ,,doublet discrimination, kdy
dochazi k odstranéni shluki na zakladé porovnani specifickych charakteristik pika (vyska
a Sitka piku, signal) pro jednotlivé typy bunék. Nicméné zavedeni vhodného protokolu
specifickych barviv a protilatek byla kliCovym faktorem k dosazeni kyzenych vysledka.

Spravnost metody bylo ovéfena pomoci obrazového cytometru (Image FC).

Zhodnoceni hypotéz:

1) Zastoupeni zakladnich slozek a dalsich kvalitativnich parametri koziho mléka z mlécné
zlazy bez vyznamného nalezu bakterialnich patogent, je znacné ovlivnéno poctem

somatickych bunék.

V roce 2020 byly prokazany zmény v kvalité individualnich vzorkt kozich mlék jiz od limitni
hodnoty PSB 600x103/ml (pokles nadoje, trend ve zhorSeni syfitelnosti), a to ve stadu s velmi
dobrym standardem hygienické kvality mléka bez vyznamné pfitomnosti mastitidnich baktérii
v mlécné zlaze (65 % vzorkll). V ramci roku 2020 dominovaly jednoznac¢né environmentalni

bakterie (33,8 %). Oproti tomu v roce 2021 byl pozorovan pokles mlék bez ptitomnosti
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mastitidnich bakterii (43,1 %). Ve letech (2020-2022) byly dominantni environmentalni
bakterie s tim, ze v roce 2021 a 2022 doslo k jejich narGstu. Nejrozsifenéjsi detekovanymi
patogeny byly koagulaza negativni stafylokoky. Mezi dal§i Casto detekované patogeny patii
Staphylococcus  aureus, Streptococcus spp., FEscherichia Coli, Enterococcus spp.,
Corynebacterium spp. apod.

S rostouci hodnotou PSB se dale zasadn€ ménila kvalita koziho mléka a nejvyznamnéj$i rozdily
byly zjistény pro limitni hodnotu 1000x10°%/ml. Ve skupiné svys$si hodnotou PSB neZ
1000x10%/ml byl prokazan zejména narist v obsahu bilkovin, kaseind, dale byl zaznamenan
pokles laktozy a doslo k prokazatelnému zhorSeni termostability a syfitelnosti. Dal§im rokem
(2021) bylo navazano na ptredchozi vysledky a limitni hodnoty byly nastaveny jesté prisnéji.
Za vzorky pochazejici ze zdravé mlécné zlazy byly povazovany ty, které spliiovaly kritéria pro
stafylokoky 50 KTJ/ml a CPM do 200 KTJ/ml. Pii limitni hodnoté PSB 500x103/ml byly
prokdzany zmény zejména v technologickych parametrech mléka jako je zhorSeni syfitelnosti
¢i narust pH. Soucasné byl pozorovan trend poklesu v obsahu tuku, bilkovin i laktézy ve
skupiné s vy$§im PSB nez 500x103/ml. Z t&chto zavérd se lze domnivat, Ze prodlouzeni
syfitelnosti nelze jednoznaCné prisuzovat narustu bilkovin (rok 2020) a s nejvetsi
pravdépodobnosti souvisi se zménami v obsahu chloridovych ionta.

V roce 2022 doslo k ovéfeni téchto zavéra, kdy byly nastaveny limity pro zdravou mlécnou
zlazu (stafylokoky pod 40 KTJ/ml a CPM do 100 KTJ/ml). Znovu se podafilo potvrdit, ze jiz
hodnota PSB 500x10%/ml je zasadni a dochazi k riznym kvalitativnim zménam v mléce. Ve
skuping s PSB vy$8im nez limitni hodnota 500x10%/ml byla vyrazné prodlouZena doba potiebna

ke koagulaci a narast pH. Dle dosazenych vysledku byla hypotéza jednozna¢né potvrzena.

2) Zménami v hygienické kvalité koziho mléka jsou ovliviiovany koncentrace mineralnich

latek.

V prubéhu roku 2020 byl zaznamenan rozdil ve skupiné vzorkd mlék rozdélenych dle limitnich
mezi PSB 600x103-1000x10%/ml, byl zjistén vy$§im obsah Na a Cl vzdy ve skupiné s vyssi
hodnotou oproti skupin€ sniz§i hodnotou PSB. Vys§i koncentrace NaCl v mléce je
pravdépodobné spojovana se zhorSujicimi se technologickymi vlastnostmi mléka, jako je delsi
doba srazeni syfeniny a jeji niz§i pevnost. Nartust sodnych, chloridovych, v nékterych ptipadech
i draselnych iontd, se diky jejich dobré rozpustnosti projevuje zvySenim jejich obsahu
v mlééném séru, coz ma nepochybné vliv na technologické vlastnosti mléka. Oproti tomu
nebyly stanoveny statisticky prukazné rozdily, pokud jde o vyskyt Ca, P a Mg. Zminéné

mineralni latky se nachazi v mléce pouze ve forme vazané, nejCastéji ve formé fosforecnand,
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uhlicitant, chloridi apod. Vapnik je navic vazan na kaseinové bilkoviny. Tyto mineralni latky
jsou rozpustné pouze v ruzné mite (Alichandis et al. 2016).

V roce 2021 byl jednoznacné potvrzen narust sodnych (37,8 mg/100 g) a chloridovych iontd
(149 mg/100 ml) ve skupiné nad limitni hodnotu PSB 500x103/ml. Obdobny trend byl potvrzen
v roce 2022 a lze tvrdit, ze obsah sodnych a chloridovych iontti jednoznaéné souvisi se zménami
zakladnich slozek mléka a ma vliv na zhorSeni technologickych vlastnosti mléka. Statistické
rozdily v zastoupeni vapniku a fosforu nebyly jednozna¢né potvrzeny, naméfené prumeérné
hodnoty se shoduji s autory védeckych studii. Lze se domnivat, Ze obsah Ca, Mg a P je ovlivnén
podstatné méné hodnotou PSB. Hypotéza byla potvrzena pouze castecné (pro ionty

chloridové, sodné a draselné).

3) Vyvinuta metoda je vhodnad pro analyzu diferencialniho poctu somatickych bunék

v kozim mléce.

V neposledni fadé byla optimalizovana metoda stanoveni diferencialniho poctu somatickych
bunek v kozim mléce pomoci prutokové cytometrie. Ve skupiné koziho mléka bez
bakterialniho nalezu (Z) byl pozorovan celkové nizsi pocet leukocyti (44,74 vs. 60,52 %)
a k tomu vyssi vyskyt epitelidlnich bun€k oproti skupiné s bakterialnim nalezem (B). PMN
bunky predstavovaly dominujici typ leukocyti v mléce pochazejicim ze zdravé (74,3 %), ale
rovnéz 1infekci napadené mlécné zlazy (75,2 %). Dale byl ve skupiné svyssim PSB
(> 500x10%/ml) statisticky prikazny pokles lymfocytd (o téméf 81 %) a narGst makrofagh
(0 55,6 %).

Nejvyznamnéjs$im zjisténim je souvislost vy$§i hodnoty PMN bunék nad 76,0 % v kozim mléce
s prokazatelné niz$im obsahem bilkovin, kaseini a zkracenou dobou syfitelnosti, coz lze
pravdépodobné pricist proteolytické aktivité enzymi PMN, z nichz nejznamé¢;jsi je kathepsin.
Navic mezi skupinami vytvofenymi dle PMN (76 %) nebyl zjistén statisticky rozdil v obsahu
celkového PSB. Potvrzuje se, ze vybrané subpopulace somatickych bunék v kozim mléce
mohou mit vliv na slozeni a vlastnosti mléka. Na zavér je dualezité uvést, ze optimalizovana
metoda byla fadné ovéfena pro analyzu koziho mléka a je vhodna pro dané pouziti. Hypotéza

byla potvrzena.

Pfinos pro praxi

PSB je opomijenym faktorem, ktery sehrava podstatnou roli v uspé$nosti technologického
zpracovani koziho mléka, a to jiz od relativné nizkych hodnot PSB (500x10%/ml), jak bylo

zjisténo v této praci. Dilezité je také nezapominat na vyznamny vliv mastitidnich bakterii, které
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kolonizuji mlé¢nou zlazu zvitat a maji vliv na kvalitu a technologické vlastnosti produkovaného
mléka, a to i pres splnéné hygienické limity bazénovych vzorka koziho mléka.

Ziskané vysledky mohou pomoci k lepS§imu a komplexné&jSimu pochopeni dané problematiky,
coz muze idealn¢€ vést ke zlepSeni informovanosti farmart ¢i zpracovatelt mléka.

Vzhledem k bohatému enzymatickému aparatu SB se rovnéz nabizi otdzka, zda by nebylo
vhodné zaradit do procesu vyroby mléénych syrt krok, jak ucinné snizit somatické bunky
z koziho mléka, napt. centrifugaci. Béhem skladovani mléka muze dochéazet k hydrolyze
kaseini pusobenim proteolytickych enzymu, které mohou negativné ovliviiovat zpracovani
mléka, vCetné snizeni vytéznosti a zptisobovat kvalitativni zmény finalnich mlé¢nych vyrobkd.
Problematika enzymu SB je slozitym tématem a dosud neexistuje mnoho informaci o celkovém
prehledu a konkrétnim ptuisobeni v§ech enzymu Vzhledem k vysokym poctim SB je tudiz tfeba
se timto tématem dale zabyvat.

Diferencial somatickych bunék by mohl byt povazovan za novy uUc¢inny nastroj, jak Iépe
pochopit imunitni odpovéd mlécné zlazy, diagnostikovat rizné typy mastitid a dalSich
zanétlivych 1 nezanétlivych onemocnéni. Je patrné, Ze pro monitoring PSB a z toho plynouci
fizené kontroly jejich hodnot a dale pro prevenci vyskytu infekci mlécné zlazy, je vhodné

provadét rutinni testy a podilet se na jejich zjednoduseni a zrychleni.
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9. Seznam pouzitych zkratek

a-kasein
B-kasein
CLA
CN
CNS
CMP
CPM
CSN
DNA
DSCC
EP

FSC
ICP-OES
IMI
HCI
HPLC
k-kasein
KTJ
LOD
LOQ

m

MO

MS

n

NPN
PK-
PMN
PSB
ROS

R2

rpm

SB

alfa-kasein

beta-kasein

konjugovana linolova kyselina

kaseinové bilkoviny (casein)

koagulaza negativni stafylokoky
kaseinomakropeptid

celkovy pocet mikroorganismu

Ceska technicka norma
deoxyribonukleova kyselina
diferencialni pocet somatickych bunék
Evropsky Parlament

ptredni rozptyl (forward scatter)

metoda optické emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou
intramamarni infekce

chlorovodikova kyselina

vysokoucinna kapalinova chromatografie
kappa-kasein

kolonie tvofici jednotky

limit detekce

limit kvantifikace

median

mikroorganismy

hmotnostni spektrometrie

pocet piipadi souboru dat

nebilkovinné dusikaté latky (non-protein nitrogen)
koagulaza negativni

polymorfonuklearni neutrofily

pocet somatickych bunék

reaktivni forma kysliku

Koeficient determinace

otaCky za minutu (revolutions per minute)

somatické bunky
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SD
SCC
SH
SNF
TFA
TOF
TS
UDP
WP

smérodatna odchylka

bocni rozptyl (side scatter)
Soxhlet-Henkel

tukuprosta susina

trifluoroctova kyselina

detektor doby letu (time of flight detector)
celkova susina

uridindifosfat

syrovatkové bilkoviny (whey proteins)

prumér

98



10. Piilohy

Priloha I. Porovnani obsahu chloridovych iontt (mg/100 ml) v rdznych skupinach vzorkt dle
stanovenych kritérii (PSB 500%10%/ml) a bakterialniho nalezu (rok 2020).

Krabicovy graf dle skupin
Proménna: Na
500

450 |

400 | T
350 | T
300 | T o T

250 o

200 AL
150 AL

100

Na (mg/100 g)
o

0 Mean
vz Nz B staf. Bbez staf [] Mean+SD

skupina T Mean+1,96*SD

Priloha II. Korelace jednotlivych bunécnych populaci a celkového PSB (rok 2022).

PSB mrtvé 7ivé epitel.

proménna (x10°/ml) busiky busiky buiiky leukocyty LY MF PMN
mrtvé butiky -0,220 1,000 -1,000%**%  -0,541% 0,541* 0,021 -0,152 0,268
zivé bunky 0,220 -1,000%*x* 1,000 0,541%* -0,541* -0,021 0,152 -0,268
epitel. buikky  0,607%* -0,541* 0,541* 1,000 -1,000%**  -0,255 0,607** -0,623*
leukocyty -0,607%* 0,541* -0,541%  -1,000%** 1,000 0,255 -0,607%%* 0,623*
LY -0,736%** 0,021 -0,021 -0,255 0,255 1,000 -0,572% -0,137
MF 0,854 %% -0,152 0,152 0,607** -0,607**  -0,572* 1,000 -0,628*
PMN -0,382 0,268 -0,268 -0,623** 0,623%** -0,137  -0,628** 1,000

LY - lymfocyty; MF — makrofagy; PMN — polymorfonukle4rni neutrofily; PSB — pocet somatickych bunék;
*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001
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Priloha III. Korela¢ni analyza zakladnich slozek mléka s jednotlivymi typy somatickych
bunék (rok 2022).

proménna epitel. buriky LY MF PMN
nadoj -0,522% 0,279 -0,437 0,499%
tuk -0,184 0,351 -0,510%* 0,186
bilkoviny 0,565* 0,201 0,443 -0,82 5%k
CN 0,570* 0,258 0,422 -0,83 3k
WP 0,471 0,009 0,437 -0,686%**
laktoza -0,398 0,228 -0,745%%* 0,596*
TS -0,066 0,408 -0,487 0,034
0s1-CN 0,174 -0,098 -0,044 0,108
0s2-CN 0,416 -0,129 0,229 -0,477
B-CN 0,299 0,174 0,325 -0,601*
k-CN -0,221 0,430 -0,213 -0,147

CN -kasein; WP — syrovatkové bilkoviny; TS — celkova suSina; LY - lymfocyty; MF — makrofagy; PMN
— polymorfonukledrni neutrofily; *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001
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