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Cil metodiky

Metodika si klade za cil poskytnout doporuceny postup pii zavadéni rutinniho nepifimého
stanoveni obsahu laktoferinu (LF) vsyrovém kravském mléce metodou infraervené
spektrometrie ve stfedni oblasti spektra s Fourierovou transformaci (MIR-FT). K dosazeni
tohoto cile byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:

1) na dvou souborech s odlisnou metodikou odbéru individualnich vzorkd mléka popsat

validaci stavajiciho kalibracniho modelu pro stanoveni LF nepfimou metodou MIR-FT
(firemni kalibrace Bentley Instruments Inc., Chaska, MN, USA), ktery byl vyvinuty
s vyuzitim metody ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) jako referenéni
metody;

2) popsat vhodnou kalibra¢ni sadu vzorkt mléka pro stanoveni LF;

3) popsat vztah LF v mléce k vybranym mléénym ukazatelim ve vztahu ke zdravi mlé¢né
zlazy dojnic.

4) popsat novy kalibra¢ni model pro stanoveni LF nepfimou metodou MIR-FT, ktery jako
referenni metodu vyuziva vysoceucinnou kapalinovou chromatografii.

Vlastni popis metodiky

Soucasny stav problematiky

LF je transportni glykoprotein vazajici zZelezo, ktery patii do skupiny transferinti. Poprvé byl
objeven v kravském mléce a postupné byla jeho pfitomnost potvrzena u celé fady savcu. LF je
pritomen v mukoznich sekretech (mléko, sliny, slzy, sekret nosni dutiny, Zluc aj.) a nachazi se
rovnéz v sekundarnich granulich neutrofilnich leukocytt a krevni plazmé (Superti 2020).

LF je znam zejména pro svij antibakterialni efekt vuci patogennim bakteriim (Bullen et al.
1972; Arnold et al. 1982). U nékterych probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium
a Lactobacillus bylo naopak zjisténo, Ze LF a jeho peptidy rust téchto bakterii podporuji (Chen
et al. 2013, 2017). Byly také popsany antivirové, antifungalni, imunomodulaéni,
antiinflamatorni ¢i antikarcinogenni G¢inky LF (Superti 2020). Bovinni LF je schvalen jako
bezpeténa slozka potravin Evropskym tGfadem pro bezpeénost potravin (EFSA 2012) i Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA 2016), diky ¢emuz piedstavuje potencial pro produkci
mlécénych vyrobki s ptidanou hodnotou.

Obsah LF ve zralém kravském mléce zdravych dojnic byl uveden v rozmezi 31,8 az 485,6 mg/1
(pramér 115,4 mg/l; Cheng et al. 2008). Kolostrum obsahuje 1 500 az 5 000 mg/l LF (McGrath
etal. 2016), v prub¢hu 72 hodin od po¢atku produkce kolostra potom mnozstvi LF prudce klesa,
zvyseni nasleduje az v pozdgjsich fazich laktace (Valk-Weeber et al. 2020). LF, ktery se ucastni
imunitni odpovédi mlécné Zlazy na mikrobidlni infekci, je ve zvySeném mnoZstvi pfitomen vV
mléce dojnic postizenych mastitidou. Hagiwara et al. (2003) zaznamenali obsah LF u dojnic
se subklinickou mastitidou od 300 do 1 300 mg/l (prim&r 500 mg/l). Soyeurt et al. (2012)
uvedli, ze soucasné vyuziti idaji o poctu somatickych bunck a obsahu LF vedlo ke zptesnéni
diagnostiky mastitid.

Rutinni stanoveni LF v mléce tak piedstavuje potencidl pro sbér informaci v rdmci rutinni
kontroly uzitkovosti a jejich vyuZziti pro zjiStovani zdravotniho statutu zvifat ¢i vyzivové
hodnoty mléka. Stanoveni LF bylo popsdno zejména metodami jednoduché radidlni



imunodifiize (Hagiwara et al. 2003), ELISA (Chaneton et al. 2008) a vysoce u¢inné kapalinové
chromatografie (Tsakali et al., 2019), které jsou vSak pro sériova stanoveni pftili§ pracné.
Preferovanou metodou dnesni doby pro rutinni stanoveni obsahu mléénych slozek MIR-FT,
ktera v oblasti mlékarstvi nachdzi uplatnéni zejména v laboratofich pro kontrolu uzitkovosti,
zpenézovani mléka a mlékarenskych provozech. Vedle hlavnich komponent je bézné metodou
MIR-FT stanovovat v mléce také mocovinu (Oliveira et al. 2012), ketolatky (Knegsel et al.
2010), kyselinu citronovou (Hanus et al. 2014) ¢i mastné kyseliny (Samkova et al. 2019).
Portfolio moznych analyz mléka metodou MIR-FT (efektivnich kalibraci) se navic dale
roz§ifuje, zminény byly napf. detailnéjsi skladba mlécnych bilkovin (Bonfatti et al. 2016),
kyselina orotova (Zaalberg et al. 2020), metabolicky stav krav (Ho et al. 2020), metanové emise
krav (Vanlierde et al. 2016), diagnostika biezosti (Khanal et al. 2022) ¢i falsovani mléka (Yao
et al. 2023).

Také moZnost méfeni obsahu LF metodou MIR-FT byla jiz dfive uvedena. V pilotni studii
Soyeurt et al. (2007) bylo dosazeno crossvalida¢niho korela¢niho koeficientu determinace
(R%cv) 0,75, pii¢emz kalibra¢ni soubor obsahoval 69 vzorki kravského mléka z Valonského
regionu v Belgii. V nasledujici rozsahlejsi studii Soyeurt et al. (2012), kde kalibra¢ni sadu
tvotilo 2499 vzorki kravského mléka ziskanych ze stad v Belgii, Irsku a Skotsku, bylo dosazeno
R?%cv 0,71. V obou zminénych studiich byla jako metoda pro ziskani referenénich hodnot LF
zvolena ELISA a pro zisk spekter pfistroje MilkoScan FT6000 (Foss, Hillerad, Denmark).
Soyeurt et al. (2020) provedli na rozsahlém datovém souboru (n = 6 619), ktery obsahoval data
z ruznych zemi (Belgii, Irsko, Skotsko, Anglie, Némecko, Francie, Lucembursko),
komparativni studii 4 algoritml strojového uceni k predikci obsahu LF v kravském mléce
z MIR-FT spekter. Jako nejvhodné€jsi byl k predikci LF identifikovan model vyuzivajici
kombinaci metody ¢asteénych nejmensich ¢tvercti a umélé neuralni sité, ktery vykazal valida¢ni
korelaéni koeficient determinace (R?v) 0,60.

V soucasnosti ndm nejsou zndmy jiné prace zabyvajici se stanovenim LF v mléce metodou
MIR-FT. Taktéz ndm neni zndmo, ze by v Ceské republice bylo v mlécnych laboratotich
zavedeno pouziti této metody pro stanoveni LF.

Material a metody
Vzorkovani

Byly odebirany individudlni vzorky dojnic dle dvou odliSnych metodik, ¢imz vznikly
k naslednym valida¢nim hodnocenim také dva soubory (A a B). V souboru A byly dojnice pro
odbér vzorki specificky a cilené selektovany. Charakteristiky mlé¢nych ukazateld (zejména
PSB) jsou zde zdmérné ovlivnény smérem k horSimu zdravotnimu stavu dojnic z hlediska
pravdépodobnosti vyskytu subklinickych mastitid. Vzorkovani dojnic souboru B bylo naopak
nahodné. V obou souborech bylo vzorkovani provadéno dle piedpisu kontroly uzitkovosti
a vzorky byly po odbéru konzervovany chladem (teplota < 6 °C), analyza probé&hla do 24 hodin
od odbéru.

Vzorky souboru A (n = 120) byly odebirany ve étyfech chovech dojeného skotu v Ceské
republice (CR) v oblasti severni Moravy. Zahrnuta byla dvé stida dojnic plemene Ceské
strakaté (Czech Fleckvieh, CF, nadmoiska vyska chovu 375 a 530 m) a dvé stdda plemene



Holstyn (Holstein, H, 258 a 262 m). Korespondujici primérné ro¢ni teploty Cinily: 7,3; 7,4; 9,2;
8,8 °C. Prumérné dojivost stdd dojnic (pro pocet krav, ks) za normovanou laktaci (305 dni)
byla: CF 7 583 (120) a 5 941 kg mléka (297); H 12 105 (439) a 9 557 kg (277). Vzorky byly
odebirany béhem jednoho roku (prosinec 2022 az zaii 2023). Celkem byly provedeny 4 odbéry
(CF a H v zimnim krmném obdobi a CF a H v letnim krmném obdobi), pii kazdém vzorkovani
bylo odebrano 30 vzorkt. Odbéry tak pii tvorbé referencni sady vzorkd mléka vysledkove
zahrnovaly primérné podminky chovu dojnic pro CR z hlediska vlivu sezény, plemene
a dojivosti. Pfi kazdém odbéru a nasledné selekci individudlnich vzorkti mléka pti pravidelné
kontrole uzitkovosti byla zahrnuta 1/3 vzorki od krav na prvni laktaci a 2/3 vzorkl ze stadda na
2. a vy$si laktaci, maximalné na 6. laktaci. Byly vzdy vzorkovany dojnice od 10 do 200 dnti
laktace tak, aby cca 1/3 vzorki pochazela od krav s po¢tem somatickych bunék (PSB) do 300
tis./ml a 2/3 od krav s PSB nad 300 tis./ml, maximalné do 5 000 tis./ml v pfedchozim kontrolnim
dni (cca pred dvéma tydny) pro zajisténi potiebné vétsi variability PSB (z kalibracnich diivodi)
v referencni sad¢ vzorki.

Vzorky souboru B (n = 91) byly odebirany v chovu dojeného skotu, ktery se nachazi v CR v
kraji Vysoc€ina, v nadmotské vySce 485 m s primérnou roc¢ni teplotou 7,4 °C. Dojnice
holstynského plemene (n =435) jsou chovany ve volném ustdjeni se stlanymi boxy a celorocné
krmeny TMR (celkovd smésna krmnéa dévka). Primérna ro¢ni dojivost je 11 553 kg mléka.
Individualni vzorky mléka byly ziskavany v obdobi od srpna do listopadu (2021 - 2023) a v
bieznu 2024. Vzorky byly odebirany u dojnic do 20. dne po porodu (variabilni potradi laktace
1-6). Celkem bylo provedeno 8 odbérl, v ramci kazdého odbéru bylo ziskano piiblizn¢ 11
vzorki.

Laboratorni analyzy

Ve vSech vzorcich bylo provedeno stanoveni LF metodou vysoceucinné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi s iontové-parovacim ¢inidlem (HPLC). Vzorky mléka byly
odstredény (3000 otacek/15 minut/5 °C) a z povrchu byl mechanicky odebran tuk, 50 ml takto
upravené¢ho vzorku bylo vysrazeno 10% kyselinou octovou na hodnotu pH 4,6. Po odstfedéni

byla syrovatka oddé€lena od kaseinu, zmraZena na teplotu -18 °C a pied vlastnim stanovenim
rozmrazena a prefiltrovana ptfes nylonovy membranovy filtr (0,22 um) do vialek pro HPLC
stanoveni. Vlastni stanoveni bylo provedeno kapalinovym chromatografem Alliance 2695 s
PDA 2996 detektorem (Waters, USA) a kolonou Poroshell 300SB-C8, 2,1 x 75 mm, 5 um
(Agilent Technologies, USA). Bylo pouzito gradientové eluce a pritoku mobilni faze 1,0
ml/min (voda/acetonitril/kyselina trifluoroctova), teplota kolony ¢inila 50 °C, objem nastiiku
byl 5 pL. Analyty byly detekovany pii 205 nm. Pro sbér a vyhodnocovéani dat a chod
kapalinového chromatografu byl pouzit software Empower 2 (Waters, USA).
Vsechny vzorky byly dale zméteny metodou MIR-FT za pouZiti pfistroje DairySpec FT
(Bentley Instruments, Chaska, MN, USA). Pti kalibra¢ni a kontrolni ¢innosti bylo postupovano
v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025; CSN 57 0536; CSN 57 0530; CSN ISO 8196-1
(570536); CSN ISO 8196-2 (570536) a CSN ISO 8196-3 (570536). MIR-FT metodou:

- byly vzorky analyzovéany na obsah LF s vyuZzitim firemni kalibrace Bentley Instruments

Inc. (Chaska, MN, USA);



- byla zaznamenana spektra vzorkli pro moznost vyvoje nové kalibrace vyuzivajici
referen¢ni hodnoty LF ziskané metodou HPLC;

- byly vzorky analyzovany na obsahu tuku (%), hrubych bilkovin (%), kaseinu (%),
monohydratu laktosy (%), tukuprosté susiny (%), celkové susiny (%), mo&oviny (mg/l),
volnych mastnych kyselin (mg/100g tuku) a kyseliny citronové (%).

Ve vSech vzorcich bylo také provedeno stanoveni PSB (tis/ml), mérné vodivosti (mS/cm) a
bodu mrznuti (BMM,; °C).

PSB byl stanoven metodou pratokové cytometrie na piistroji Somacount 300 (Bentley
Instruments, Chaska, MN, USA) v souboru A a ptistrojem Fossomatic 7 (Foss Analytical A/S,
Hillered, Dansko) v souboru B. Pfistroje byly pravidelné kalibrovany (CSN EN 1SO 13366-1
a CSN EN 1SO 13366-2) a kontrolovany.

M¢érnd vodivost byla stanovena na konduktometru Hanna Instruments HI5321-02
(Woonsocket, USA). Ptistroj byl kalibrovan piislusnym solnym roztokem (KCI; 10,2 mS /cm)
pro méteni kazdé sady vzorka mléka.

BMM byl stanoven kryoskopem Cryo-Star automatic (Funke-Gerber, Némecko). Pfistroj byl
pravidelné kalibrovan standardy solnych roztokt (Funke-Gerber, Némecko).

Laboratorni analyzy probihaly na pracovistich:
- Vyzkumny tGstav mlékarensky s.r.o., pracovisté Sumperk (vSechny analyzy kromé
stanoveni LF metodou HPLC a PSB v souboru B);
- Veterinarni univerzita Brno, Fakulta veterinarni hygieny a ekologie (stanoveni LF
metodou HPLC);
- Ceskomoravska spoleénost chovateld, a.s., Laboratof pro rozbor mléka Brno - Tufany
(stanoveni PSB v souboru B).

Statistické postupy

Soubory A a B byly popsany zakladnimi statistickymi parametry (aritmeticky primer,
smérodatna odchylka, varia¢ni koeficient, minimum, maximum a median). Vyhodnoceni bylo
provedeno s pouzitim programu MS Excel (Microsoft, Redmond, Washington, USA). PSB
a LF byly pro vypocty pouzity v pivodni a logaritmicky transformované formé.

Pro hodnoty LF stanovené metodou HPLC (LFnpLc) @ MIR-FT (LFmir) byly v souborech A a B
vypodteny linedrni regrese, koeficienty korelace (r) a determinace (R?). Pro vztah mezi
LFupLc/LFmir-FT @ vybranymi mléénymi ukazateli (PSB, laktosa, mérna vodivost) byla taktéz
provedena korela¢ni analyza. Vyznamné korelace (s pravdépodobnosti nulové hypotézy < 0,05)
byly konven¢né (*) oznaceny.

V ramci validace pivodniho (firemniho) kalibra¢niho modelu byla dale pro soubory A a B
provedena k-nasobna kiizova validace, nebot” tvorba nového valida¢niho souboru a jeho
analyza referencni metodou (HPLC) by byla v pfipad¢ LF velmi ndkladna. Proto byl proveden
opakovany vypocet korelace mezi vysledky referenénich (HPLC) a nepiimych (MIR-FT)
stanoveni LF v mléce, kdy byl alternativné postupné z vypoctu vytazovan urcity pocet vzorkl
(n =10 ze 120, jednotlivé vypoclty tedy byly pro n = 110). Z fady vysledka byl pak vypocten



primérny korela¢ni koeficient (r), jako validatni k pivodné dosazenému korelaénimu
koeficientu kalibrace LF.

Ve spolupréci s pracovniky R&D firmy Bentley Instruments Inc. (Chaska, MN, USA) pany
Craigem Parsonsem a Gavinem Thompsonem byl pro stanoveni LF nepiimou MIR-FT metodou
vyvinut novy kalibracni model, pfi¢emz byla vyuzita zaznamenana spektra soubori A a B a
k nim pfislusné referen¢ni hodnoty ziskané metodou HPLC (za pouziti statistické metody
castecnych nejmensich ¢tvercti (PLS)). Soubory A a B byly pro tento tcel slouc¢eny do
1 souboru (C), ze kterého bylo vyfazeno 5 odlehlych bodu. Kalibra¢ni soubor C tak obsahoval
206 vzork.

Vysledky a diskuze
Charakteristika valida¢nich soubora A a B

Charakteristika mléénych ukazatelti souborit A a B je uvedena v Tab. 1. Je patrné, ze vysSich
hodnot LF bylo dosazeno v souboru A neZz souboru B (aritmeticky primér LFnpLc:
A 167,4 +133,8 mg/l vs B 96,1 + 91,2 mg/l). Uvedené odpovida zvolené metodice odbéru
vzorku, kdy do souboru A byly ze 2/3 vybirany vzorky s PSB nad 300 tis./ml a v souboru B byl
vybér z tohoto hlediska nahodny. Cheng et al. (2008) uvedli, ze ke zvySovani LF v mléce
dochazi az pti prekroceni SCS (skére PSB) 4 (141 tis./ml > PSB > 283 tis./ml), tedy v bod¢,
kdy je zvySend pravdépodobnost infekce mlécné zlazy. Je tedy logické, ze soubor A, ktery
obsahoval zna¢né vyssi podil (35,8 %; 43/120) vzorkli s PSB ptesahujicim tuto hranici nez

soubor B (18,7 %; 17/91), vykazoval také vyssi obsah LF a rovnomérnéjsi rozdéleni hodnot LF
(Obr. 1 a Obr. 2).



Tab. 1 Charakteristika mléénych ukazateld soubortt A a B pro validaci piivodniho (firemniho)
kalibra¢niho modelu

Soubor A (n = 120) Soubor B (n =91)

Ukazatel X SD RSD Min Max Med X SD RSD Min Max Med
LFrpLc 167,4 1338 79,9 215 792,6 130,1 96,1 91,2 94,8 21,6 709,4 67,1
log LFupLc 2,0998 10,3366 16,0 13333 12,8991 2,1144 | 1,8789 02790 14,9 13335 12,8509 11,8266
LFmir-FT 228,2 58,9 25,8 1049 4950 2226 216,1 44,9 208 120,7 3305 2180
log LFmirFr  2,3443  0,1110 47 2,0210 2,6946  2,3475 | 2,3250  0,0925 4,0 2,0815 25191 12,3385
T 4,04 0,74 18,3 2,41 6,13 4,02 5,14 0,94 18,3 34 7,95 5,06
HB 3,52 0,38 11 2,74 4,52 3,48 3,40 0,41 12,0 2,63 4,44 3,46
K 2,76 0,44 16,1 1,71 3,94 2,73 2,56 0,42 16,6 1,82 3,71 2,55
L 4,86 0,23 47 4,09 5,26 49 4,87 0,3 6,2 381 5,44 4,91
TPS 9,12 0,36 4 8,32 10,03 9,09 8,98 0,45 5,0 7,6 10,03 9
TS 13,84 1,05 7,6 11,36 16,56 13,89 14,83 1,13 7,6 12,2 17,44 14,82
M 205,3 89,7 437 8,8 422,6 205,1 251,3 106,9 426 53,3 506 2479
VMK 0,63 0,10 15,1 0,42 0,96 0,63 0,53 0,08 14,7 0,23 0,76 0,53
KC 0,22 0,04 19,1 0,11 0,38 0,22 0,22 0,05 21,7 0,12 0,35 0,22
PSB 560 1066 190,4 3 5889 143 518 2029 391,5 12 18271 64
log PSB 2,1243  0,8220 38,7 04771 3,7700 2,1535 | 2,0039 06348 31,7 10792 472618 1,8062
VO 4,56 0,35 77 3,83 5,76 4,53 4,21 0,37 8,8 2,73 5,38 4,22
BMM -0,536 0,006 12 -0,550 -0,518  -0,535 | -0,528 0,019 37 0552 -0,422 -0,532

x = aritmeticky prumér; SD = smérodatnd odchylka;, RSD = variacni koeficient (%); Min = minimum;
Max = maximum; LFupc = obsah laktoferinu referencni metodou HPLC (mg/l); LFur-rr = obsah laktoferinu
neprimou metodou MIR-FT. T = obsah tuku (%); B = obsah hrubych bilkovin (%); K = obsah kaseinu (%), L =
obsah monohydratu laktosy (%); TPS = obsah tukuprosté susiny (%), TS = obsah celkové susiny (%); M = obsah
mocoviny (%), VMK = obsah volnych mastnych kyselin (mg/100 g tuku); KC = obsah kyseliny citronové (%),
PSB = pocet somatickych bunék (tis./ml); VO = mérnd vodivost (mS/cm); BMM = bod mrznuti mléka (°C)

Obr. 1 Zastoupeni hodnot laktoferinu stanoveného referenéni metodou HPLC v souboru
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Obr. 2 Zastoupeni hodnot laktoferinu stanoveného referenéni metodou HPLC v souboru
B (mg/l)
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Validace puvodniho kalibra¢niho modelu pro stanoveni laktoferinu nepfimou metodou
MIR-FT (firemni kalibrace)

Provedeni linearni regrese (Obr. 3a, b; Obr. 4 a, b) mezi hodnotami LF ziskanymi referen¢ni
anepfimou metodou ukédzalo korelacni koeficient (kalibraéni korelacni koeficient)
0,576 (P < 0,001) pro soubor A a 0,286 (P < 0,01) pro soubor B. Po logaritmické transformaci
dat byly ziskany korela¢ni koeficienty 0,532 (P < 0,001) pro soubor A a 0,177 (P > 0,05) pro
soubor B.

Kiizova validace poskytla korelaéni koeficient kalibrace (validacni korela¢ni koeficient;
Tab. 2) 0,575+ 0,034 (P <0,05) pro soubor A a 0,281 £+ 0,062 (P > 0,05) pro soubor B. Podobné¢,
vysledky po logaritmické transformaci dat byly 0,531 £+ 0,024 (P < 0,05) pro soubor A a 0,178
+ 0,051 (P > 0,05) pro soubor B. Vypocet kiizové validace je uveden v ptiloze 1.

Diference priiméri mezi hodnotami LF ziskanymi nepfimou a referencni metodou (LFmir-FT -
LFrpLc; pramérna diference) a jejich smérodatné odchylky ¢inily 60,8 mg/l £ 110,8 mg/l pro
soubor A a 119,9 mg/l + 89,4 mg/l pro soubor B (Tab. 3).

Provedend validace potvrdila pouzitelnost nepfimé metody MIR-FT pro analyzy LF v mléce k
praktické kontrole zdravotniho stavu mlécné Zzlazy krav, ptipadné k predikci subklinické
mastitidy pfi monitoringu zdravi zvitat. Je patrné, Ze lepsi parametry validace vykazal soubor
A, coz lze piisuzovat vy$§imu zastoupeni vySSich hodnot LF v souvislosti se zvolenou
metodikou odbéru vzorkl. Vliv obsahu sledované slozky na kalibra¢ni i validacni koeficient
determinace uvedli také Soyeurt et al. (2006).



Obr. 3a Regresni vztah mezi vysledky Obr. 3b Regresni vztah mezi vysledky

stanoveni laktoferinu referen¢ni (X, stanoveni laktoferinu referen¢ni (X,
LFHpLc) a nepfimou metodou (Y, LFhprLc) a nepfimou metodou (Y,
LFmir-FT) pro soubor A (n = 120) LFmir-FT) pro soubor A (n =120),
po logaritmické transformaci
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Obr. 4a Regresni vztah mezi vysledky Obr. 4b Regresni vztah mezi vysledky
stanoveni laktoferinu referencni (x, stanoveni laktoferinu referencni (x,
LFHPLC) a nepiimou metodou (y, LFHPLC) a neptimou metodou (y,
LFMIR-FT) pro soubor B (n =91) LFMIR-FT) pro soubor B (n =91),

po logaritmické transformaci
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Tab. 2 Vysledky kalibra¢niho valida¢niho koeficientu (aritmeticky primér + smeérodatna
odchylka) pro hodnoty laktoferinu v piivodnich hodnotach (A P <0,05,BP>0,05)av
logaritmicky transformované podobé (A P < 0,05, B P > 0,05) procedurou kiizové

validace.
Validace kalibra¢ni korelace Pivodni hodnoty  Transformované hodnoty (log)
Soubor A 0,575 £0,034 0,531 + 0,024

Soubor B 0,281 + 0,062 0,178 £ 0,051




Tab. 3 Diferencni analyza a parovy t-test mezi vysledky stanoveni laktoferinu referen¢ni (IP
RP HPLC) a nepiimou metodou (MIR-FT) pro soubor A a B

Soubor A Soubor B
Pivodni hodnoty  Transformované Pivodni Transformované
(mg/l) hodnoty (log) hodnoty (mg/l) hodnoty (log)
d 60,8 0,2445 119,9 0,4461
sd 110,8 0,2931 89,4 0,2779

d = primérna diference, rozdil priméri mezi hodnotami laktoferinu ziskanymi neptimou a referen¢ni metodou;
sd = smérodatna odchylka primérné diference

Vyznam laktoferinu jako ukazatele zdravi mlé¢né Zlazy

Mastitida je doprovdzena zménami ve sloZeni mléka a zejména pro subklinickou formu
mastitidy jsou tyto zmény vyznamné z hlediska jeji diagnostiky. V souvislosti se zdravim
mlééné zlazy je v mléce sledovan zejména PSB, piipadné také mérna vodivost, obsah laktosy a
nékteré dalsi parametry (Hamann a Zecconi 1998; Ogola et al. 2007; Antanaitis et al. 2021).
Nekolik praci uvedlo také tendenci ke zvySenému obsahu LF v mastidnim mléce (Cheng et al.
2008; Hagiwara et al. 2023; Soyeurt et al. 2012). Pro zhodnoceni vyznamu stanoveni LF
Z hlediska dignostiky mastitid bylo v této metodice rovnéZ provedeno porovnani vztahi mezi
vybranymi mléénymi ukazateli (PSB, mérna vodivost, laktosa a mérna vodivost) a obsahem LF
stanovenym referen¢ni I nepfimou metodou. Korelaéni koeficienty mezi mléénymi ukazateli a
LF v souborech A a B, doplnéné o jejich vyznamnost, uvadi Tab. 4.

LFwpLc koreloval s log PSB v souboru A (r = 0,578; P < 0,001) a B (r = 0,428; P < 0,001). Po
logaritmické transformaci LF byly ziskany podobné korelace, v souboru A (r = 0,619;
P <0,001)aB (r=0,418; P <0,01) (Tab. 4). Cheng et al. (2008) zaznamenali pozitivni korelaci
pouze LF a PSB skore (r = 0,37), nikoliv vSak LF a PSB. PSB je povazovan za zédsadni
diagnosticky nastroj pro vcasnou detekci subklinickych 1 klinickych mastitid, nebot’ je
ovlivilovan zejména prave probihajici infekci a dalsi faktory (napft. laktace, vék dojnice, stres)
mayji vétSinou pouze maly vliv. Za hranici pro normalni PSB je povazovana hodnota 200 tis./ml,
pii jejim piekroceni je pravdépodobné, ze doslo k infekci mlécné zlazy (Harmon et al. 1994).
Jak jiz bylo zminéno, soubor A obsahoval zna¢né vyssi podil vzorki s PSB vysSim nez 283
tis./ml nez soubor B. Vzhledem k tomu, Ze k vyznamnému zvySeni LF dochdzi pravé pii
prekroceni této hranice (Cheng et al. 2008), 1ze timto také vysvétlit silngjsi korelaci PSB a LF
v souboru A.

LFrpLc @ mé&rna vodivost ukazaly pozitivni korelaci v souboru A (r = 0,326; P <0,01) i B (0,476;
P <0,01), podobny vztah byl ziskan po logaritmické transformaci pro A (r =0,359; P <0,01) i
B (r = 0,432; P < 0,001) (Tab. 4). ZvySovani mérné vodivosti mléka v disledku mastitidy
vysvétluji Hamann a Zecconi (1998) jako disledek zmén poméru kationtl a anionti a laktosy,
kdy v infikované étvrti dochazi k poklesu koncentrace laktosy a K* a naopak narustu Cl" a Na™.
LFrpLc negativné koreloval s obsahem laktosy v souboru A (r = -0,451; P < 0,001) i B
(r = - 0,308; P <0,01) (Tab. 4). Po logaritmické transformaci byl podobny vztah zjistén pro
soubor A (r =-0,478; P <0,001) a mirn¢ horsi pro soubor B (r = -0,186; P > 0,05). Podobnych
vysledkt dosahli Cheng et al. (2008) a Niero et al. (2023), kteti uvedli rovnéz negativni korelaci
LF a laktosy (Chengr =-0,183; P = 0,049; Nieror =-0,33; P <0,001). Uvedené ziejm¢ souvisi
se skuteCnosti, Ze zdravi mlécné zlazy je vedle metabolismu a energetické bilance vyznamnym




faktorem, ktery ovlivituje schopnost mlé¢né zlazy syntetizovat laktosu. Uvedené je v souladu
se tvrzenimi Bobbo et al. (2017) a Antanaitis et al. (2021), kteti popsali tendenci ke snizovani
obsahu laktosy se zvySujicim se PSB a niz§i obsah laktosy v mléce s vyskytem mastitidnich
patogeni nez v mléce prostém mastitidnich patogenti

Pti stanoveni LF metodou MIR-FT byla v souboru A zjisténa korelace s PSB (r = 0,290;
P < 0,01), v souboru B pouze nevyznamny kladny korela¢ni koeficient (0,108; P> 0,05) (Tab.
4). Podobnou pozitivni korelaci PSB a LFmir-r7 (0,21) uvedli rovnéz Soyeurt et al. (2020). V
souborech A (r =-0,265; P <0,01) i B (r=-0,211; P <0,05) poté LFmir-rr negativné koreloval
s laktosou. Korelace ziskané po logaritmické transformaci hodnot LFmir-rr byly, stejné jako
v ptipadé€ hodnot LFnpc, podobné jako vztahy ptivodni.

Piestoze byl vztah hodnot LFmir-rr k mlécnym ukazatelim ve smyslu zmén spojovanych
S mastitidami vétSinou mén¢ té€sny ve srovnani se vztahy, které byly ziskany pfi stanoveni LF
referenéni metodou HPLC, lze metodu MIR-FT povazovat za vhodnou k dopliikové
diagnostice mastitid.

Tab. 4 Vztah vybranych mlé¢nych ukazateli a obsahu LF stanoveného referencni (HPLC) a
nepiimou metodou (MIR-FT) v souborech A (n =120) aB (n =91)

Soubor A Soubor B
r R? r R?
Laktosa -0,451 *** 0,203 -0,308 ** 0,095
PSB 0,529 *** 0,280 0,387 ** 0,150
vS. LF npic
log PSB 0,578 *** 0,334 0,428 ** 0,183
Meérna vodivost 0,326 ** 0,106 0,476 *** 0,226
Laktosa -0,478 *** 0,228 -0,128 ns 0,017
PSB vs. log LF seic 0,463 *** 0,214 0,346 ** 0,120
log PSB 0,619 *** 0,383 0,418 ** 0,175
Meérna vodivost 0,359 ** 0,129 0,432 *** 0,187
Laktosa -0,265 ** 0,070 -0,211 * 0,044
PSB vs. LFumer 0,290 ** 0,084 0,108 ns 0,012
log PSB 0,326 ** 0,106 0,159 ns 0,025
Mérna vodivost -0,078 ns 0,006 -0,057 ns 0,003
Laktosa -0,252 ** 0,063 -0,186 ns 0,035
PSB 0,271 ** 0,073 0,114 ns 0,013
log PSB vs. log LPwirer 0,345 ** 0,119 0,159 ns 0,025
Meérna vodivost -0,094 ns 0,009 -0,101 ns 0,010

r = korela¢ni koeficient; R? = koeficient determinace; LFnpLc = obsah laktoferinu referen¢ni metodou IP RP HPLC;
LFmir-FT = obsah laktoferinu neptimou metodou MIR-FT; PSB = pocet somatickych bungk;
ns= P>0,05; *= P<0,05; **= P<0,01; ***=P<0,001

Vyvoj nového kalibra¢ni modelu pro stanoveni laktoferinu nepfimou metodou MIR-FT

S vyuzitim referen¢nich hodnot LF ziskanych metodou HPLC byl vytvofen novy kalibracni
model pro stanoveni LF nepfimou metodou MIR-FT. Vztah referen¢nich a predikovanych
hodnot v souboru C (n = 205) poskytl korela¢ni koeficient cross-validace 0,767, tj. korelacni
koeficient determinace cross-validace 0,589, a smérodatnou odchylku cross-validace 67,3 mg/I



(Obr. 5). Ve srovnani s praci Soyert et al. (2012), ktefi uvedli korela¢ni koeficient determinace
cross-validace 0,71 a smérodatnou odchylku cross-validace 50,55 mg/l, se tak jedna jen o mirné
horsi vysledky. Také pocet zahrnutych faktortit metodou PLS (Obr. 5), pro vysvétleni variability
referencnich hodnot LF, byl ponékud vyssi (9) pro spolehlivost modelu. Ve srovnani
S pivodnim kalibracnim modelem, kde pro soubor A byl vypocten valida¢ni korelacni
koeficient 0,575, byl u nového kalibra¢niho modelu ziskan korela¢ni koeficient cross-validace
témet o 0,2 vyssi. Je vSak nutné zohlednit, ze v piipadé piivodniho kalibra¢niho modelu se

jednalo o externi validaci.

Obr. 5 Korelaé¢ni diagram obsahu laktoferinu ziskaného referenéni metodou (IP RP HPLC) vs.
predikovanych hodnot LF (mg/l) pro soubor C (n = 205)
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Metodika piedklada postup validace kalibra¢niho modelu pro rutinni stanoveni LF nepiimou
metodou MIR-FT a navrhuje vhodnou kalibra¢ni/valida¢ni sadu vzorkd mléka. Metodika dale
popisuje moznost stanoveni LF metodou MIR-FT s vyuZzitim nové vyvinutého kalibra¢niho
modelu.

Popsané stanoveni LF neptfimou metodou MIR-FT ma potencial k vyuziti v rdmci kontroly
uzitkovosti k doplitkové diagnostice mastitid, pfipadné urceni vyZivové hodnoty mléka
Z hlediska obsahu LF a piedstavuje tak vhodny postup k dalSimu zvySovani kvality syrového
mléka.



Prakticka doporudeni v podminkich mlékaistvi CR na zakladé ziskanych

vysledki:

stada zvolena pro odbér vzorka kalibracni sady pro stanoveni LF by méla reprezentovat
pramémé podminky chovu dojnic v CR;

odbér vzorkti mléka pro tvorbu kalibra¢ni sady by mél zahrnovat vSechna ro¢ni obdobi pro
eliminaci vlivi jako je tepelny stres ¢i rozdily v krmenti;

plemena Holstyn a Ceské strakaté by v kalibratni sadé méla byt zastoupena piiblizng
vpomeéru3:2azl:1;

stdda dojnic, jejichz mlé¢ko bylo vybrano pro kalibra¢ni sadu, by méla vykazovat dojivost
za normovanou laktaci ptiblizné mezi 9 000 az 12 000 kg pro Holstyn a 5000 az 8000 kg
pro Ceské strakaté;

pro zajisténi dostatecného zastoupeni vysSich hodnot LF v kalibraéni sad¢ a tim pottebné
variability hodnot LF je potieba volit postup, kdy piiblizné 2/3 vzorkii mléka pochazi od
krav s PSB nad 300 tis./ml, lze pfedpokladat, ze ¢im mensi kalibra¢ni soubor bude
vytvofen, tim vEtsi vyznam bude mit dodrzeni tohoto postupu.

Metodika predstavuje dalsi rozSiteni Skaly analyz mléka vyuzivajicich metodu MIR-FT v
mlékarské praxi. Tim mize pifispét k rozSiteni portfolia nabidky analytického servisu rutinnich
mléénych laboratofi v kontrole mlééné uzitkovosti a kontrole kvality mléka pro chovatele
dojnic. Neptimo pak, moznosti praktického vyuziti relevantnich analytickych vysledkt (LF),
otevira moznosti pro zlepSovani kontroly zdravi dojnic s ohledem na riziko vyskytu poruch
sekrece mléka a tim rovnéz pro zlepSovani kvality mléka jako potravinové suroviny.

Srovnani ,,novosti postupii” a predani metodiky

>

>

vyvinutd metodika bude pfedéna pro uzivani v systému kontroly kvality mléka a laboratorni
préace (Svaz vyrobct mléka a.s. Sumperk) v elektronické i pisemné formé v prosinci 2024;
jedna se o novy a validovany postup rychlého stanoveni minoritni slozky mléka bilkoviny LF,
které mize byt zafazeno do rutinné provadéné kontroly uZzitkovosti a byt tak vyuzito v
diagnostice zdravi mlécné zlazy.

metodika rozsifuje Skdlu analyz mléka metodou MIR-FT pro analyticky potencidl portfolia
rutinnich mlé&nych laboratoti v CR;

vysledky jsou jednak rozsitenim dosavadnich poznatki (pouziti metody HPLC jako referen¢ni
metody pro validaci stdvajiciho a vyvoj nového kalibracniho modelu, popis kalibracni sady
vzorki pro stanoveni LF, analyza vztahti obsahu LF stanoveného dvéma riznymi metodami k
vybranym mléénym ukazateliim) a dale uvedenim znamych poznatkli v novych souvislostech;
zadny z uvedenych postupti stanoveni LF metodou MIR-FT nebyl v mlé¢nych laboratotich v
Ceské republice dosud pouzivan. V roce 2023 &lenové autorského kolektivu metodiky CM 46
pouze provedli pilotni hodnoceni dodaného firemniho kalibracniho modelu pro stanoveni LF
(Bentley Instruments, Chaska, MN, USA), hodnoceni je pfedmétem publikace Nejeschlebova
et al. (2023). Popis stanoveni LF metodou MIR-FT je ndm déle zndm pouze z praci kolektivu
prevazné belgickych autort (Soyert et al. 2007, 2012, 2020), ktefi jako referen¢ni metodu pro
stanoveni LF pouzili vZdy metodu ELISA a pfistroje FT6000 (Foss Analytical A/S, Hillered,
Dansko).



Popis uplatnéni metodiky

Metodika bude poskytnuta Svazu vyrobct mléka a.s., ktery predstavuje smluvniho uzivatele
metodiky a disponuje potencidlem pro moznost vyjednavat rozsitovani rutinniho spektra analyz
mléka v praktickych podminkéch.

Metodika bude na pracovisti Vyzkumného ustavu mlékarenského s.r.o. v Praze.

Metodika bude piilohou zpravy za rok 2024 vyzkumného projektu ¢. QK21010326 s nazvem
»Moznosti ovliviiovani vyskytu inhibi¢nich latek v mléce jako ucinny nastroj vedouci k
podpoie zdravi zvitat a ke zvySovani kvality a bezpecnosti potravin®

Pro Sirokou odbornou vefejnost bude metodika dostupna také z webovych stranek
https://agronavigator.cz/metodiky/veterinarni-lekarstvi

Ekonomické aspekty

Rutinni stanoveni obsahu LF v mléce dojnic by mélo ptispét k zpiesnéni diagnostiky mastitid,
tim padem cilenéjsi 1é€bé nemocnych zvifat a dalSimu zvySovani kvality mléka. Dostupnost
rychlé a levné metody stanoveni LF mtZe byt rovnéZz vyuzita pro deklaraci obsahu LF v mléce,
coz mize predstavovat zatraktivnéni této komodity pro spotiebitele. V souvislosti s podporou
zdravi zvifat, kvality a hygieny mléka mize ekonomicky piinos €init podil do 2 % v celém
segmentu.

Ptimé ekonomické moZnosti:

» v pripadé existence analytického zafizeni (modu) na lokalité rutinni mlé¢né laboratoie
mize kvalifikovanym odhadem naklad na rozb¢h analytické ¢innosti ¢init u uzivatele
metody cca 150 tis. K¢;

» v pripadé promitnuti rozsifeni servisu do ceny za vzorek v KU (vzrast o 0,3 K¢ na
vzorek) miize piima trzba uzivatele metodiky (chovatelska organizace) vzrist o cca 900
tis. K& roéné (250 tis. analyz mési¢né v KU v CR, individualni vzorky mléka). Efekt je
opakovatelny po rocich.

Neptimy ekonomicky piinos: 1ze velmi tézko kvantifikovat, proto vySe uvedeni 2% efektu z
piinosu predpokladaného recovery v mlécné uzitkovosti. Pokud by piispévek LF diagnostiky a
vSech dalSich preventivnich opatfeni ke zlepSeni mastitidni situace €inil pfinos znovunabyti
mléka z predpokladané ztraty (béhem ptedchoziho horSiho stavu — dynamika lepSeni PSB)
plogné v CR 0,3 %, bylo by to 8 085 000 kg mléka (ro¢ni produkce CR 2 695 000 000 kg, nakup
mlékéaren 2023), pti cené v CR 11,44 K& za kg (zaFi 2024) je vysledna suma 92 492 400 K&, z
ni 2 % je 1 849 848 K& rocné ptinosu metodického postupu. Efekt je opakovatelny po rocich.
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Priloha



Priloha 1 Vysledky vypoctu cross validace koeficientu kalibrace laktoferinu
pro MIR-FT pro soubor A aB

Soubor A
x, HPLC ay, MIR-FT X, logHPLC ay, log MIR-FT
R? r R? r
A n=120 0,3321 0,5760 n =120 0,2827 0,5320
B n=110 0,3130 0,5590 n=110 0,2490 0,4990
C n=110 0,3387 0,5820 n=110 0,2977 0,5460
D n=110 0,3192 0,5650 n=110 0,2800 0,5290
E n=110 0,3245 0,5700 n=110 0,2682 0,5180
F n=110 0,3206 0,5660 n=110 0,2645 0,5140
G n=110 0,3865 0,6220 n=110 0,3046 0,5520
H n=110 0,3207 0,5660 n =110 0,2704 0,5200
| n=110 0,3374 0,5810 n =110 0,2952 0,5430
J n=110 0,2435 0,4930 n=110 0,2539 0,5040
K n=110 0,4072 0,6380 n =110 0,3548 0,5960
L n=110 0,3347 0,5790 n =110 0,2697 0,5190
M n=110 0,3325 0,5770 n =110 0,2791 0,5280
AaiM n 13 13 13 13
0,3316  0,5749 0,2823  0,5308
sx 0,0366  0,0323 0,0262  0,0241
min 0,2435  0,4930 0,2490  0,4990
max 0,4072  0,6380 0,3548  0,5960
BaiM n 12 12 12 12
0,3315  0,5748 0,2823  0,5307
sx 0,0381  0,0336 0,0272  0,0250
min 0,2435  0,4930 0,2490  0,4990
max 0,4072  0,6380 0,3548  0,5960
BazL n 11 11 11 11
0,3315  0,5746 0,2825  0,5309
sx 0,0397  0,0351 0,0284  0,0261
min 0,2435  0,4930 0,2490  0,4990
max 0,4072  0,6380 0,3548  0,5960




Soubor B

X, HPLC ay, MIR-FT X, log HPLC ay, log MIR-FT
R? r R? r
A n=91 0,0818 0,2860 n=91 0,0315 0,1770
B n=281 0,1013 0,3180 n=381 0,0490 0,2210
C n=281 0,0891 0,2980 n=381 0,0394 0,1980
D n=281 0,0893 0,2990 n=381 0,0408 0,2020
E n=281 0,0970 0,3110 n=381 0,0418 0,2040
F n=281 0,0125 0,1120 n=381 0,0036 0,0600
G n=281 0,0826 0,2870 n=381 0,0272 0,1650
H n=281 0,1145 0,3380 n=381 0,0591 0,2430
| n=281 0,0836 0,2890 n=381 0,0307 0,1750
J n=281 0,0779 0,2790 n=381 0,0190 0,1380
AazlJ n 10 10 10 10
0,0830 0,2817 0,0342 0,1783
SX 0,0257 0,0590 0,0148 0,0484
min 0,0125 0,1120 0,0036 0,0600
max 0,1145 0,3380 0,0591 0,2430
Bazl 9 9 9 9
0,0831 0,2812 0,0345 0,1784
SX 0,0271 0,0622 0,0156 0,0510
min 0,0125 0,1120 0,0036 0,0600
max 0,1145 0,3380 0,0591 0,2430
Bazl n 8 8 8 8
0,0837 0,2815 0,0365 0,1835
SX 0,0286 0,0659 0,0155 0,0519
min 0,0125 0,1120 0,0036 0,0600
max 0,1145 0,3380 0,0591 0,2430




