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Cil metodiky.

Cilem metodiky je podpora kontrolnich metod a zajisténi a zvySeni vérohodnosti vysledki
a provozni jistoty managementu rutinnich analytickych laboratoii v systému kontroly kvality
mléka (KKM; bazénové vzorky mléka — podpora kvality a bezpecnosti mlécného
potravinového fetézce) prostiednictvim navrhu modelu aproximacni detekce artificialni
redukce poctu somatickych bunck.

Nejcastéji pouzité zkratky:
AKM = aktivni kyselost mléka;
ARPSB = artificidlni redukce poctu somatickych bun¢k;
BMM = bod mrznuti mléka;
BVM = bazénovy vzorek mléka;
CF nebo C = Ceské strakaté;
CR = Ceska republika;
EU = Evropska Unie;
FC = prito¢na cytometrie (flow cytometry);
H = Holstyn;
HB = obsah hrubych bilkovin;
IVM = individualni vzorek mléka;
KAS = obsah kaseinu;
KC = koncentrace kyseliny citronové;
KKM = kontrola kvality mléka;
KSM = kysaci schopnost mléka (jogurtovy test);
KU = kontrola mlécné uzitkovosti;
L = obsah monohydratu laktozy;
LF = laktoferin v mléce;

MIR-FT = technologie infracervené (IR) spektroskopie mléka s celym IR spektrem
pomoci Michelsonova interferometru a s vyuzitim Fourierovych transformaci;

MALDI-TOF = matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (matrix assisted laser
desorption/ionization), v kombinaci s detektorem doby letu (time-of-flight);

MOC = koncentrace mocoviny;

NMR = magnetické nuklearni rezonance na bazi protonové hmotnostni spektroskopie;
pH = aktivni kyselost;

PKCR = Potravinaiska komora Ceské republiky;

PLS = metoda nejmensich parcidlnich ¢tvercii (Partial Least Squares);
PSB (SCC) = pocet somatickych bunék (somatic cell count);

SCS = skore PSB, skore poctu somatickych bunék (somatic cell score);
RIL = rezidua inhibi¢nich latek;

STP = obsah suSiny tukuprostg;

T = obsah tuku;

TKM (SH) = titra¢ni kyselost mléka;

VOD = vodivost (elektricka konduktivita) mléka;

VMK = obsah volnych mastnych kyselin v mlééném tuku;

VUM = Vyzkumny Gstav mlékarensky s.r.o., Praha.



Vlastni popis metodiky.
1) Uvod - literarni podklady a sou¢asna situace

Obecné informace ke kontrole autenticity a kvality syrového mléka — legislativni
zaklad

Od pocatkti primyslového mlékarstvi existuji urcité zakladni a historické kvalitativni
ukazatele syrového mléka, slouzici ke kontrole kvality mlékatskych zpracovatelskych postupti
a mléénych potravin, jako vystupii. Postupné vzriustd zajem i o rychlejsi az automatizované
metody méfeni kvality mléka, s niz§imi naklady, vyssi frekvenci a tim také efektivitou a presto
s akceptovatelnou vérohodnosti vysledkt, tedy o nepiimé metody stanoveni. Nejinak je tomu
1 v dneSnim mlékarstvi (KUNES et al., 2021).

Sledovani a vyhodnocovani kvality syrového mléka pomaha plnit dileZitou spolecenskou
zakazku (BAUMGARTNER et al., 2000). Bezpecnost a kvalita mlééného potravinového fetézce
jsou dilezitymi aspekty ochrany vefejného zdravi. Proto jsou vysledky kontroly kvality
syrového mléka v CR, stejné jako v dalsich vyspélych mlékaiskych zemich, pravidelné a
relativné podrobné zvetejiilovany pro informovanost odborné komunity, ale i spolecnosti
konzument mlécnych vyrobku v ptipade, ze tato projevi zajem (KOPUNECZ, 2020; BUCEK et
al., 2021; KOPACEK, 2023 a, b, ¢, d, 2024; SLADEK, 2024; SYRUCEK et al., 2024).

Autenticita potravinovych surovin a potravin (syrového mléka a mlécnych produktl) je
celosvétove predmétem zajmu a rozbihajici se kontroly. Tato ¢innost probiha s nejriiznéj$imi
aspekty, aby bylo zabranéno piipadnym rizikovym a neZaddoucim falSovacim praktikam.
FalSovani je obecné rozsifena lidska ¢innost motivovana komerénimi zajmy, vedouci obvykle
k pfisouzeni neadekvatni hodnoty za domnélou kvalitu. Nejinak je tomu v mlékafstvi.
Poskozovana jsou tim tedy zejména kvalitativni hlediska produkce. Pokud se jedné o studium
analytického odhalovani téchto praktik, naSe pracovisté se zabyvalo fadou ohledi jiz dfive
(HANUS et al., 2012, 2015, 2019, 2020, 2021; HANUS, 2019; napt. bodem mrznuti mléka
s ohledem na zvodnéni suroviny atd.), posledné ohledné¢ odhalovani falSovani mléka malych
prezvykavci mlékem kravskym (RYSOVA et al., 2021, 2022 a, b, ¢c; KEJDOVA-RYSOVA et al.,
2024). Pfitom byly pouzity analytické metody NMR a MALDI-TOF. Urcitd zkuSenost
pracovisteé v oboru tedy jiz existuje.

Kvalita syrového mléka (SAMKOVA et al., 2012) v CR byla dlouho (cca 25 let) upravovana
¢lanky ceského standardu CSN 57 0529 (,,Syrové kravské mléko*; autor MVDr. Ivan Kadlec
a kol.), kterd ve své dob¢ do cca roku 2 000 pfispéla vyznamné k ristu kvality (HANUS et al.,
2019 b). Po vstupu do EU byla platnost této kvalitni normy postupné, v toku ¢asu, otupovana
(z komercnich divodii mezindrodniho obchodu, kdy mnohé jiné zahrani¢ni normy
nedosahovaly této naroc¢nosti (napf. v USA s ohledem na PSB)): 1) platnd norma; 2) pozdéji
norma platnd, ale nezdvaznd; 3) nyni norma neplatné. Ptesto, stale nachézi, tato norma, vlivem
odbornych pracovnikli, pamétnikii, v mnohych ohledech svymi ustanovenimi své misto
v soucasn¢ uzaviranych, dodavatelsko-odbératelskych smlouvéch.

Dnes, v dob& absence normy CSN 57 0529, vytvofila PKCR dobrovolny akreditaéni
systém ,,Cechovnich norem®, ktery je vniman jako znacCka kvality a vyrobce potravin se
k plnéni nenucené zavazuje, napi. z komer¢nich divodd. Pro prvovyrobu mléka je tam
standard ,,Syrové kravské mléko* 2016-03-18-0127. Ve véci korektnosti v mlékarstvi diive;si
normy, i tato cechovni norma, obsahuji obvykle obecnou formulaci: ,,.Z mléka nesmi byt pied
oSetienim v mlékdrné nic odebrdano a nic piidano. Znamena to tedy napiiklad zékaz
pouzivani separatord v prvovyrobe.“ OvSem, tato dobrovolnd cechovni norma ma oporu i



v evropské potravinové legislativé: Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)
¢. 1308/2013 ze dne 17. prosince 2013, kterym se stanovi spolecnd organizace trhi se
zemédélskymi produkty:

Cast 11T
MIéko a mlécné vyrobky

1 ,Mlékem* se rozumi vyhradné béina tekutina vylu¢ovana mlécnou Zlazou ziskana
z jednoho nebo vice dojeni bez toho, aby se do ni cokoli piidavalo nebo 7z ni odebiralo.

Vyraz ,,mléko* se v§ak miize pouzit: ....

Vyse uvedené legislativné podporuje feseni projektu MZe NAZV Zemé QK 21010212 s
ohledem na riziko vyskytu ARPSB a potravinové pravo.

Kratky, namadtkovy, historicky, literarni exkurz do falSovani potravin a potravinovych
surovin, jak jej piinadSel Zivot a konecné i ve svétle zakonnosti

S ohledem na potravinafstvi, resp. mlékatstvi, se miizeme napt. docist, z doby rozpadu
Rakousko-Uherské monarchie, ve znamé knize ,,Skoldak Kaja Maiik®, zajimavy ptiklad:
»MIléko pomalu vychlada a Kéja konecné upiji (HAJ, 1930). Ten pan mél pravdu, kdyz tekl,
ze v Praze neni takové, jako u nich, ze je — a K4ja si za nic nemlize vzpomenout, jak to ten
pan tfekl. Ale protoze nerad i v myslenkdch nechaval vétu nedokoncenou, domyslil, Ze je
»habryndané®, jak slychaval maminku hubovat na tetu kovarku, ktera si také brala Prazéky na
letni byt a chlubila se, Ze z litru mléka z hajnovny udéla dva jako nic, a jeSté se Prazaci olizuji.
Maminka ftikala: ,,Je to hfich, takhle ty pany Sidit, nabryndat jim vody!* a proto ptestala ji
mléko prodavat®.

Historicky popis aktu falsovani mléka za Rakousko-Uherska a prvni Ceskoslovenské
republiky zachytili také KADECKA a ROZMAN (2006): ,,Pfi zvySeném obchodu s mlékem a
mléénymi vyrobky se, pochopiteln¢, dostala do poptfedi 1 otazka jejich kvality Mezi
prodavackami — timto obchodem se vesmés zabyvaly Zeny — se jiz dfive objevovaly snahy
prilepsit si na ukor kupujiciho. MnoZstvi mléka se dalo snadno zvysit pfidavkem vody nebo
vody se soli, mnoZstvi masla pfimisenim Skrobu, mouky, bilé fepy, kiidy atd. Toto jednani
nebylo ovSem bez rizika. Kromé ztraty divéry ptichazelo v tivahu tfeba 1 pranyfovani.
Nepoctiva obchodnice stala né€kolik hodin na hanbé pfed zraky celého mésta, pfi zptisnéném

trestu s maslem na hlavé. Odkaz népravného aktu tohoto, ,, .... kdo mas maslo na hlavé,
nechod’ na slunce ...“, je pfipominén dodnes.

O potiebé dohlidky se pise jiz v roce 1859 (asopis Ziva): ,, .... Kdyz se mléko nevysetfuje
a kazda mlikarka sama pro sebe nékde za vraty sedi a mléko dle libosti bryndé, pak neni ovSem
divu, kdyZ se musi $patné mléko za drahé penize kupovat..... “. ReSeni se pak spatiuje ve
vy€lenéni spolecného prostoru mlikaikdm v rohu na trhu mésta, aby pohromadé prodavati
musely: ,, ... by baba davala jiZ jedna na druhou pozor, a tak by se mnohé bryndani predeslo

L Mimochodem, mlékarky vibec byvaly vyznamnymi historickymi  osobami
venkovského zivota, jak dokazuje jeden z nejslavnéjSich baroknich obrazl svéta, Mlékarka,

od Johannese Vermeera (1632 - 1675) Obr. 1.



Obr. 1 Mi¢katka, Johannes Vermeer van Delft (1632 - 1675) - Rijksmuseum,
Amsterdam, The Netherlands (Wikipedie).

Exaktni, sofistikované metody kontroly zvodnéni mléka byly tehdy ovSem v nedohlednu,
staly teprve pred svym vyvojem. A to je jenom mléko! Cozpak teprve pivo! Jiz 1686 pred
nasim letopo¢tem vyznamny mezopotamsky kral a zdkonodarce Chammurapi (Wikipedie),
formulujici své zadkony dle trestni metody zvykového prava — Oko za oko, zub za zub -,
z néhoz pozd¢ji vychazelo i pravo fimské, v potravinové sekci uvadi: ,, ... Kdo bude michat
do piva vodu, bude utopen v sudu, nebo trychtyfem bude lito do n¢j tak dlouho pivo, dokud
nezemie ... a ... Senkyika, ktera si nech4 platit éepované pivo stfibrem, misto aby piijala
jeCmen, bude utopena. Tentyz trest Cekd Senkytku, ktera proddva Spatné pivo ...“.
Chammurapiho zédkonnik je dnes zacatkem vyuky prava na kazdé pravnické fakulté, nebot’ je
povazovan za zaklad zacatku psané¢ho prava z pocatku kultur a civilizaci (jeden z nejstarSich
pravnich zdznama, povinné kodifikované pravo, Obr. 2). Tak takovy byval tedy asi vyznam
aktu falSovani potravin diive a rovnéz uz i1 na zacatku kultury, ve svétle viny a trestu, ve
zkradceném postiehu.



Obr. 2 Chammurapiho kodex, starovékd Mezopotamie, Babylon (dnesni Irdk, dolni tok
Eufratu, lokalita al-Hillah, pod UNESCO od 2019 — nalezeno pti vykopavkach ve
starovéké metropoli Susach, fran, 1901, nyni uloZeno: Paris, Louvre), 1686 pi. n. 1.,
bazaltova stéla, 3 ¢asti, 282 ¢lankt (Wikipedie).

Artificidlni redukce poctu somatickych bunék (ARPSB)

Artificidlni redukce poc¢tu somatickych bun¢k (ARPSB) je jednou z moznych falSovacich
praktik. Spociva v technologickém oSetieni syrového mléka separatorem (centrifugacni
princip) a snizeni PSB, kdy se tak piedstira existence ,,zdravéjsiho* mléka (s mensi mastitidni



zatézi). ARPSB tak miize realizovat moznost zvyseni podilu mastitidniho mléka (subklinicka
mastitida) v dodavce ke zpracovani pro lidskou spotiebu, coz je zdravotné a eticky zcela
nezadouci. K tomu existuji riizna komercni technologicka zafizeni i s moznosti regulace této
separace. Logicky by bylo podezielé snizit PSB na 0. Tak se uplatiuji, podle praktické
potfeby, rtizné intenzity oSetieni.

Je tfeba zminit, ze tato praktika se celosvétové rozsifuje, 1ze odhadovat, ze zejména ve
sttedni Evropé. OvSem, jakékoliv pfesnéjsi informace o rozsifeni jsou postradany. Fakticky
neni zndmo témef nic. Z osobni zkusenosti Ize uvést dvé sporné dodavatelsko-odbératelské
situace v nasem kraji za 10 let. Nicmén¢, fada mlékarenskych odbornika tvrdi, ze jev je
mnohem castéjsi. Nelze ani do budoucna logicky predpokladat, ze by kdy existovala néjaka
ptresnéjsi oficidlni statistika, z principu véci samé. Proto ze strany mlékaren vzrostl zietelné
zajem o zisk néjaké identifikacni metody pro podchyceni ARPSB. Doposud ovSem zadna

spolehlivéjsi metoda neni znama. To je diivodem existence projektu MZe NAZV ZEME QK
21010212.

Ze zdravotniho hlediska je jev nezddouci pro vyssi frekvenci vyskytu patogenti mastitid
v sublinicky mastitidnim mléce, které ARPSB nijak neeliminuje. Tyto jsou pak sice podle
zdkona eliminovdny povinnou pasteraci syrového mléka, ale je zde také riziko vyskytu
zdravotné-dieteticky rizikovych a i termorezistentnich enterotoxini. Ty mohou pochazet od
cetnych druht patogent (Staphylococcus aureus, St. haemolyticus, Streptococcus uberis, Str.
dysgalactiae, Escherichia coli, atd., az 10 hospodaisky vyznamnych a cca 100 moznych
mikrobidlnich druhi).

Hypotézy a okruhy projektu zaméieného na analytickou detekci ARPSB

V projektu existuji, s ohledem na provérované mlékarské analytické metody pro potencial
k identifikaci ARPSB, zakladni experimentalni hypotézy v 5 okruzich (Tab. 1).

Tab. 1 Metodické okruhy analyz vzorki bez (ptivodni mléko a s ARPSB), pro které
jsou nastaveny pokusné hypotézy.

Metodické okruhy analyz mléka bez a s ARPSB s nastavenim pokusné hypotézy pro
potencial k identifikaci ARPSB:

— odhad potencidlu identifikace ARPSB pomoci vysledkli enzymatickych metod
(semikvantitativni testy aktivit - kataldza, esterdza, laktatdehydrogendza — zatim
nepotvrzena vyzkumnd hypotéza) a hodnot laktoferinu v mléce;

— odhad potencidlu identifikace ARPSB pomoci vysledkil pritocné cytometrie (FC)
PSB, hypotéza o vlivu ARPSB na primérnou velikost somatickych bunék a tvar
frekvenéni distribuce PSB;

— odhad potencidlu identifikace ARPSB pomoci vysledki spekter infracervené
spektroskopie (MIR-FT), hypotéza o vlivu ARPSB na spektralni charakteristiky;

— odhad potencialu identifikace ARPSB pomoci vysledkidt metody NMR (hmotnostni
magnetickd rezonance), hypotéza o vlivu ARPSB na charakteristiky NMR;

— odhad potencialu identifikace ARPSB pomoci vysledki metody MALDI-TOF,
hypotéza o vlivu ARPSB na charakteristiky MALDI-TOF.

Hypotéza enzymatickd — a laktoferin

Pro okruh enzymatickych testti byla piedpokladana pro identifikaci ARPSB kombinace
hodnoty aktivity enzymu v mléce s hodnotou PSB (Tab. 2).



Tab. 2 Hypotéza hledani metody identifikace ARPSB — pro enzymatické testy.

Faktory hypotézy hledani metody identifikace ARPSB enzymatickymi testy:

— testy pro: katalaza, esterdza a laktatdehydrogenaza v mléce;

— vyzkumna hypotéza: aktivita enzymi bude vysoka pro vysoké PSB a s ARPSB
pro vyrazny pokles PSB (cca o 50 %) nebude klesat, nebo jen minimalné (o
primou vazbu na neutrofily) — ARPSB bude indikovana ,,vysokou* aktivitou
enzymil (ve vybrané kombinaci) a ,,nizkym* PSB (pod cca 300 tis./ml);

— hypotéza zatim prevdzné nepotvrzena (dosavadni vysledky, dva diivody):

e skutecné nefunguje z podstaty véci;
e funguje slab¢ a semikvantitativni testy jsou nedostatecné citlivé pro dany tcel;

— nahodné, v prubéhu pokust, vysledky ukazaly, ze stejna hypotéza miiZe mit
platnost pro pripad laktoferinu v mléce ve vztahu k PSB (SCS).

Bioaktivni protein v mléce, laktoferin (FT)

Laktoferin (LF) je transportni glykoprotein, ktery vaze Zelezo (Fe®") v iontech do svych
lalokit (N a C). Proto patifi k transferinim. Touto bioaktivni Cinnosti oslabuje ristoveé
schopnosti baktérii (antibakteridlni efekt). Nachazi se nejen v mléce, ale i v mukdznich
sekretech (sliny, slzy, sekret nosni dutiny, Zlu€ aj.) a v sekundarnich granulich neutrofilnich
leukocytil a krevni plazmé (GIANSANTI et al., 2016). Kromé¢ antibakterialniho efektu LF byly
popsdny rovnéz antivirové, antifungdlni, imunomodulac¢ni, antiinflamatorni ¢i
antikarcinogenni uc¢inky (NAVRATILOVA et al., 2022; NEJESCHLEBOVA et al., 2023). Nejvice
je zastoupen v mléce savcu (mléko lidské, kozi, ov¢i, bitvoli, velbloudi, kobyli, osli, mysi,
praseci). Jsou naopak druhy mléka, kde zatim izolovan nebyl: krysi, psi, krali¢i a tuleni. Zralé
kravské mléko obvykle obsahuje od 20 do 500 mg/l LF (CHENG et al., 2008), v kolostru se
nejcastéji nachéazi 1 500 az 5 000 mg/l LF (MCGRATH et al., 2015). Po kolostru mnozstvi LF
prudce klesa, zvySuje se az ke konci laktace, ve starodojném mléce (GALFI et al., 2016; VALK-
WEEBER et al., 2020).

Hladina LF v mléce je ovlivnéna zdravotnim stavem dojnice. LF, ktery se t€astni imunitni
odpovédi mlécné zlazy na mikrobidlni infekcei, je ve zvySeném mnoZstvi produkovan v mléce
dojnic postizenych mastitidou. Reakce mlé¢né zlazy na infekci zvySenim vylucovani LF do
mléka je zfejmé specifickd pro riizné druhy patogenti (CHANETON et al., 2006). HAGIWARA
et al., (2003) uvedli obsah LF u dojnic se subklinickou mastitidou od 300 do 1 300 mg/l
(primér 500 mg/1), pfi¢emz zaroven pozorovali trend vzrastajiciho obsahu LF se zvySujicim
se skore poc¢tu somatickych buné¢k (PSB). Tendenci korelace PSB skére a obsahu LF (r =
0,375) zaznamenali rovnéz CHENG et al. (2008). Podobné CARLSSON et al. (1989) pozorovali
pfi klinické mastitidé zdmérné vyvolané infuzi endotoxinu Salmonella Typhimurium narast
obsahu LF v mléce aZna 1 600 mg/l a PSB v ¥adech az na 108.mI"!. KROL et al., (2010) popsali
vyznamny vliv plemene na obsah LF, jako bohats§i zdroj LF se ukazalo mléko simentalského
skotu a skotu plemene Jersey nez holstynského skotu. Negativné je obsah LF ovlivnén
mnozstvim denniho nadoje (HARMON et al., 1975; CHENG et al., 2008).

Bovinni LF je také schvalen jako bezpe¢na slozka potravin Evropskym ufadem pro
bezpecnost potravin (EFSA 2012) i Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA 2016), napf.
k vyuziti v kosmetice a umélé mlécné kojenecké vyzive, jako doplnek stravy.



2) Cil metodiky vyvoje a validace postupu pro detekci rizika
pouZziti technologie ARPSB v mlékarské praxi

Cilem metodiky je nalézt potencial vysledk (obsah laktoferinu a pocet somatickych bunék
v mléce) vybranych mlékatskych analytickych metod) pro identifikaci podezieni na pouziti
nezadouci techniky artificidlni redukce poctu somatickych bunék (ARPSB) v syrovém
kravském mléce pro zvySeni provozni jistoty a bezpecnosti mlééného potravinového fetézce

3) Vlastni metodika pro posouzeni potencialu hodnot laktoferinu a
PSB v mléce k detekci ARPSB

Material a metody
PouZité vzorky mléka

Pro validaci kalibraéniho modelu nepiimé metody infracervené spektroskopie (DairySpec
FT) LF MIR-FT podle vysledkt referenéni metody LF HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) byly pouzity individualni vzorky mléka z kontroly mlécné uZitkovosti
(n =205). Tyto byly odebirany v letnim i zimnim krmném obdobi (n = 60 a 60), ve Ctyfech
stddech (n = 30 pro jeden odbérovy den, celkem n = 120) od krav plemene Holstyn (H) a
Ceské (CF) strakaté (n = 60 a 60), b&hem 200 dnti laktace, kde byly preferovany ze 2/3 dojnice
se zvySenym poctem somatickych bunék. Dale byly vzorky mléka odebirany ndhodné
v jednom stadé holstynskych dojnic v ¢asné laktaci béhem celého kalendainiho roku (n =91).
Bazénové vzorky mléka ve ¢tyfech staddech (dojnice H a CF) béhem celého kalendainiho roku,
kdy byly odebirany vzorky mléka normalniho i s pfidavkem mléka abnormalniho (se
zvySenym poctem PSB) v poméru 1 : 1 (n = 20). Tyto vzorky mléka byly také pouzity
k derivaci thresholdu LF v mléce podle PSB, resp. skore PSB (SCS).

Pro ARPSB (n = 66 a 71 (56)) byly pouzity bazénové vzorky mléka normalniho a
bazénové vzorky mléka s pfidavkem mléka abnormalniho (individudlni mléko s vySSim
PSB (> 900 10°ml!, subklinickd mastitida) od &tyi stdd dojnic dvou plemen (H a CF
v poméru 1 : 1) béhem celé kalendédini sezony.

Artificialni redukce poctu somatickych bunék (ARPSB)

ARPSB byla provadéna ve dvou sadach vzorki: I. ve vzorcich mléka (n = 66) o ojemu
2 litry, kde po ARPSB byl, oproti plivodnimu mléku, snizen obsah tuku a PSB byl sniZzen o
cca +50 % (v hodnotéch aritmetickych priimeért); II. ve vzorcich mléka (n = 56) o objemu
30 litrti, kde po ARPSB byl, oproti ptivodnimu mlé€ku, jiz zachovan stejny obsah tuku a PSB
byl snizen o cca £50 % (v hodnotach aritmetickych primért).

K modelové centrifugaci PSB (ARPSB), jako simulaci realn¢ho technologického postupu
praxe, byla pouzita klasickd, prtocnd, mald, mlékaiskd odstfedivka (historicky typ
konstrukce Alfa Laval) s talifovym bubnem. Efektivni polomér talife (stfedniho disku,
vzdalenost stiedu odstfed’ovaného materidlu od stfedu rotace) ¢ini 25 mm (primér bubnu,
resp. talife, 100 mm), pocet talifd 12, pocet otacek bubnu 11 000 za minutu. Za téchto
okolnosti byl parametr bezrozmérné relativni centrifugacni sily (RCF, kolikrat je zrychleni
vyvolané rotaci vys$si nez gravitacni zrychleni Zemé¢) pro aplikovany material cca 3 500 x g.
Na maximalnim bubnovém poloméru pak cca 7 000 x g.



Analyzy a analytické postupy pro vzorky mléka

Vzorky mléka byly analyzovany nepfimou metodou na slozkové ukazatele a nekteré
vlastnosti (T, HB, L, KAS, STP, MOC, VMK, KC, LF) na relevantné kalibrovaném
(vmésicnich intervalech) a kontrolovaném (proficiency testing) infraanalyzatoru mléka
metodou MIR-FT (infracervena spektroskopie ve sttedové oblasti infracerveného zaieni
za podminek vyuziti zdznamu spektra Michelsonovym interferometrem a vyhodnoceni
vytéznosti signalu prostfednictvim Fourierovych transformaci) podle operac¢niho
manualu. Pfitom byl vyuzit pfistroj DairySpec FT (Bentley Instruments, Chaska,
Minnesota, USA). Kombinované rozsifené nejistoty vysledki méteni Cinily: 2,77 %
relativné pro tuk (£0,101 pro ptvodni jednotky (%)); 2,59 % relativné¢ pro hrubé
bilkoviny (£0,085 % plv.); £ 2,77 % pro monohydrat laktézy (+ 0,115 % plv.). Pii
kalibra¢ni a kontrolni ¢innosti bylo postupovano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025;
CSN 57 0536; CSN 57 0530; CSN ISO 8196-2 (570536); CSN ISO 8196-1 (570536);
CSN ISO 8196-3 (570536).

Pocet somatickych bunék (PSB) v mléce byl stanoven pomoci metody pritocné
cytometrie (FC) na fluoro-opto-elektronickém ¢itaci ¢astic Somacount 300 (Bentley
Instruments, Chaska, Minnesota, USA). Kombinovand rozsifena nejistota vysledkl
méfeni Cinila: £9,3 % pro PSB < 900 tis./ml. Pii kalibracni a kontrolni ¢innosti bylo
postupovano v ramci norem: CSN EN ISO/IEC 17025; CSN EN ISO 133661 (57 0531);
CSN EN ISO 13366-2 (57 0531).

Stanoveni laktoferinu (LF) v mléce chromatograficky (HPLC, high performance liquid
chromatography, referencni metoda) - vzorky mléka byly odstredény (3000 otacek/15 minut/5 °C)
a z povrchu byl mechanicky odebran tuk. 50 ml takto upraveného vzorku bylo vysrazeno 10%
kyselinou octovou na hodnotu pH 4,6. Po odstfedéni byla syrovatka oddélena od kaseinu a
prefiltrovana pies 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-CS, 2,1 x 75 mm, 5 um (Agilent Technologies, USA).
Bylo pouZito gradientové eluce a priitoku mobilni fize 1,0 ml.min" (voda/acetonitril/kyselina
trifluoroctova), teplota kolony ¢inila 50 °C, objem nastfiku byl 5 pl. Analyty byly detekovany pii
205 nm. Pro sbér a vyhodnocovéni dat a chod kapalinového chromatografu byl pouzit software
Empower 2 (Waters, USA).

Titracni kyselost (SH) mléka (TKM) byla méfena prostfednictvim titrace 100 ml mléka
(Soxhlet-Henkel) za pouziti roztoku NaOH 0,25 M v prostiedi indikatoru (fenolftalein) podle
normy CSN 57 0530 (ve °SH = ml x 2,5 mmolxI").

Aktivni kyselost mléka (AKM = pH) byla méfena pouzitim pH-metru 1100L (VWR
pHenomenal pH, Darmstad, Germany), ktery byl pravideln¢ pred kazdym méfenim sady
vzorkl kalibrovan na roztoky standardnich pufri (pH 4,0 a 7,0) pti 20 °C a poskytl tak
referen¢ni hodnoty pro konstrukci kalibraéniho modelu MIR-FT.

Bod mrznuti mléka (BMM) byl testovan metodou referen¢niho termistorového kryoskopu
(ISO 5764:2002(E), IDF 108:2002(E); STN EN ISO 5764) pomoci CryoStar Automatic
(Funke-Gerber, Berlin, Némecko). Zafizeni bylo pfed kazdym méfenim kalibrovano
referen¢nimi kalibracnimi standardy (Funke-Gerber) s BMM -0,408 °C a -0,557 °C, podle
relevantniho standardniho opera¢niho postupu.

Elektricka konduktivita (vodivost; VOD) mléka byla méfena za pouziti konduktometru
Hanna Instruments (Rumunsko) pii 20 °C. Pfistroj byl kalibrovan pfisluSnym solnym
roztokem (KCI; 10,2 mS x cm™) pro méfeni kazdé sady vzorkii mléka.
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Rezidua inhibi¢nich latek v mléce (RIL; -/+ nebo N/P) byla kontrolovana pomoci testu
TwinSensor (KIT20) pro kontaminaci vzorkd mléka betalaktamy a tetracykliny - doba
inkubace 6 minut. Pro inkubaci byl pouzit tepelny regulator (Heatsensor Duo) APP032 a
k odec¢tu inkubovanych indika¢nich zén prouzkl ¢tecka (Readsensor 2) APP088. Test byl
pouzit podle manualu vyrobce a podle relevantniho standardniho opera¢niho postupu.

Kysaci schopnost (KSM) mléka (jogurtovy test) byla stanovena formou titrac¢ni kyselosti
(Soxhlet-Henkel (°SH)) za pouziti alkalického roztoku NaOH 0,25 N (M) v prostiedi
indikatoru (fenolftalein) podle CSN EN ISO 1211 (ON 57 0534). Test byl proveden
s termofilni jogurtovou kulturou YC-180, 50U (Chr. Hansen, Denmark), Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, navazka 0,24 g, 150 ml pasterované mléko, teplota 43 °C, michani 15 min., 2 ml
do kazdého vzorku o objemu 25 ml, ¢as inkubace 3,5 hodiny pti 43 °C.

Statistické postupy vyhodnoceni

Databaze mlécnych ukazatelli byla hodnocena na parametry zakladni statistky v ptivodnich
hodnotéach (aritmeticky primeér, smérodatna odchylka, varia¢ni koeficient (%), geometricky
primér). Nekteré vybrané ukazatele s pfedpokladem vétsi odchylky (HANUS et al., 2001) od
normalni frekvenéni distribuce dat (PSB, LF) byly logaritmicky transformovany logio (MS
Excel, Microsoft, Redmond, Washington, USA).

Diference mezi priméry byly testovany parovym t-testem s vyjadienim pravdépodobnosti
nulové hypotézy. Korelacni koeficienty byly vypocteny prostfednictvim linearni regrese
s vyjadfenim statistické vyznamnosti na konven¢nich hladindch pravdépodobnosti (MS
Excel, Microsoft, Redmond, Washington, USA).

Zaznamenana spektra MIR-FT vyhodnotil s ohledem na referen¢ni hodnoty laktoferinu
pan Craig Parsons (Bentley Instruments, Chaska, Minnesota, USA) relevantnim software, ve
spolupraci s panem Gavinem Thompsonem (Bentley Czech s.r.o.), ¢imz byly ziskany
predikéni odhady LF metodou MIR-FT za pouZiti statistické metody ¢astecnych nejmensich
¢tverct (PLS).

Pro derivaci thresholdu LF k identifikaci subklinické mastitidy podle SCS (varianta PSB)
podle frekvenéni distribuce dat (Gaussova kiivka) LF HPLC byla pouzita transformacéni
rovnice se zdkladem log> (z PSB na skore PSB (SCS)) a ptislusna tabulka (podle ALl a SHOOK,
1980; SHOOK, 1982; RAUBERTAS a SHOOK, 1982; RENEAU et al., 1983 a 1988; RENEAU, 1986;
WIGGANS a SHOOK, 1987).

Vysledky a diskuse
Pokrok v nepiimé analyze laktoferinu (LF) v mléce

Piivodni kalibrace (ELISA) pouzitého zatizeni MIR-FT byla na databdzi odebranych
vzorkd validovana stanovenim LF dalsi referenéni metodou HPLC. Pavodni kalibrace
(individualni vzorky mléka z kontroly mlécné uzitkovosti) doséhla korela¢niho koeficientu r
(LF, ELISA x MIR-FT, n=120) 0,576 (P < 0,001; NEJESCHLEBOVA et al., 2024). Pfi dalSim
postupu bylo dosazeno lepsi hodnoty 0,767 (P < 0,001) pro LF, HPLC x MIR-FT, n = 205
(Craig Parsons, Bentley Instruments, USA). Uvedené zvySeni korelace (r) je pfislibem a
znamkou praktické pouzitelnosti této analyzy, napf. pii podpote indikacnich a prevenénich
postupil v otazce vyskytu subklinickych mastitid v chovech dojnic.
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Nicméné, pocet metodou PLS zahrnutych faktor do kalibra¢niho modelu (FT HPLC), pro
vysvétleni variability referen¢nich dat, je vyssi (9) pro analytickda méteni k podobnym ucelim,
coz model mirné oslabuje co do efektivity (NEJESCHLEBOVA et al., 2024).

Vztahy laktoferinu k soubéZnym mlécnym ukazateliim

Byly stanoveny korelacni koeficienty LF k ostatnim mléénym ukazateliim v individualnich
vzorcich mléka z kontroly uzitkovosti (Tab. 3; Obr. 3). B¢hem 200 dnt laktace (mimo
mlezivové obdobi) vykazal LF HPLC nejtésnéjsi vztahy (korelace) k ukazatelim souvisejicim
se zdravotnim stavem mlécné zlazy: - k PSB 0,529, 0,577 a 0,578 (P <0,001; Tab. 3, Obr. 3);
- k laktoze -0,451 (P < 0,001; Tab. 3). Je zteyjmé (Obr. 3, log LF), Ze 33,3 % variability LF je
déano variacemi v PSB, resp. naopak. Proto mize byt LF vyznamnym ukazatelem ke zpfesnéni
indikace a nésledn¢ 1 prevence subklinickych mastitid béhem laktace (individualni vzorky v
KU). Zajimava je rovnéz korelace k elektrické konduktivit¢ mléka, r = 0,326 (P < 0,001;
Tab. 3), se stejnym zavérem. Vztahy LF MIR-FT k identickym mléénym ukazatelim jsou
trendové podobné, ovsem, méné tésné.

Tab. 3 Vztah LF k nékterym vybranym mléénym ukazateliim (n = 120).

LF-HPLC &zlhélﬁslf)
Mlécny ukazatel Pearsontv korelacni koeficient
Tuk 0,233* 0,595%**
Hrubé bilkoviny 0,414%** 0,808 ***
Kasein 0,439%** 0,81 2%**
Lakt6za (monohydrat) -0,451%%* -0,265**
Celkova susina 0,215%* 0,677%**
Mocovina -0,316** -0,112
Volné mastné kyseliny 0,480%** 0,816%***
Kyselina citronova -0,262%** -0,383**
PSB 0,5209%** 0,290**
Log PSB 0,578%** 0,326**
Meérna vodivost 0,326** -0,078
Bod mrznuti mléka -0,152 -0,366**

PSB = pocet somatickych bunék; LF HPLC = LF referencni metodou; LF MIR-FT = LF nepfimou metodou; * P
<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. Individualni vzorky mléka z kontroly mlé¢né uzitkovosti.
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Obr. 3 Linearni regrese mezi PSB (log SCC (PSB); tis./ml) a obsahem LF v mléce
prostiednictvim referen¢ni metody HPLC (log LF; mg/1), n=231,r=0,577 (P <0,001).
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Vliv ARPSB na fermentaci mléka jako technologicky ukazatel

Artificialni redukce (ARPSB) poctu somatickych bunék (PSB) syrového mléka mize
ovlivnit jeho vlastnosti z analytického, ale i1 technologického pohledu v mlékarenstvi.

1.) ARPSB byla pokusné provedena centrifugaci u 66 vzorki (2 1 kazdy) plivodniho
normalniho (bazénového, PSB < 400 tis./ml) a abnormalniho (bazénového,
obohaceného PSB > 400 tis./ml) syrového kravského mléka (2021 - 2022). Po
oSetieni byl obsah tuku do urcité miry snizen.

2.) Déle stejna ARPSB byla experimentalné provedena centrifugaci u 56 vzorka (30 1
kazdy) plivodniho normalniho (bazénového, PSB < 400 tis./ml) a abnormélniho
(bazénového, obohacené¢ho PSB > 400 tis./ml) syrového kravského mléka (2023 -
2024). Zde byl ptipadny pokles obsahu tuku koncentra¢né prakticky dorovnan na
stejnou hodnotu pivodniho mléka.

Vysledky sledovani (1.) pro kysaci schopnost mléka (KSM; jogurtovy test) jsou shrnuty
v Tab. 4 a 5. Dalsi sledovani KSM (2.), kdyz bylo zpracovano 56 vzorka bazénového mié¢ka
a mléka bazénového s piidavkem abnormalniho mléka (vyssi PSB = subklinickd mastitida s
negativnim RIL) a 56 jejich ekvivalentii s ARPSB, ukazalo, pfi nastaveni technologie ARPSB
cca na 50 % redukce PSB, nasledujici vysledky:

- PSB v pivodnim mléce 2023 - 2024: 574 + 780 tis./ml (vx 136 %) pii geometrickém
pruméru (xg) 331 tis./ml (n = 56);

— v CR byly PSB v komeréné dodaném mléce v té dobé (SLADEK, 2024): 240 tis,/ml,
2015; 223, 2016; 231, 2017, 226, 2018; 221, 2019; 230, 2020; 227, 2021; 235, 2022;
235 tis./ml, 2023;

— PSB v mléce po ARPSB: 294 + 458 tis./ml (vx 55,7 %) pti xg 153, to je 0 280 + 353
méng, (n = 56);

- zména v PSB -50 % (zamérny, experimentalni posun; P < 0,001), u ostatnich mlécnych
ukazatelii, byla zména pouze (relativné, 100 % = ptivodni mléko): aktivni kyselost pH
1,03 %; elektricka konduktivita mléka -0,43 %; bod mrznuti mléka 0,15 %; obsah tuku
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0,2 %; obsah hrubych bilkovin 0,09 %; obsah kaseinu -0,28 %; obsah monohydratu
laktézy 0,08 %; obsah suSiny tukuprosté¢ 0,12 %; obsah suSiny celkové 0,09 %;
koncentrace mocoviny -3,32 %; obsah volnych mastnych kyselin 0,87 %; koncentrace
kyseliny citronové -0,52 %;

- rozdil u PSB je po ARPSB velmi vyrazny, u ostatnich mlécnych ukazateli je prakticky
zanedbatelny. Sada vzorkli piivodniho a falSovaného mléka (ARPSB) se lisila pouze
v PSB, z hlediska ostatnich mlé¢nych ukazatelli byly sady identické (n = 56);

— oba soubory jsou tak vhodné (srovnani PSB k vysledkim SLADEK, 2024) k provedeni
pokusti pro zisk uc¢inné analytické identifikacni metody pro ARPSB k podpofe zajiSténi
autenticity syrového mléka k mlékarenskému zpracovani;

- priamér KSM piivodniho mléka byl 32,51 + 2,6 °SH, vx 8,0 % (n = 49);
—  priamér KSM po ARPSB mléka byl 33,8 +£2,88 °SH, vx 8,5 % (n = 49);

- rozdil v KSM byl 1,29 + 1,0 °SH, t = 9,07 = P < 0,001, vztah KSM pied a po ARPSB,
n=49,r=0,939 (P <0,001).

Tab. 4 Vysledky (1.) celkem, stanoveni KSM v plivodnim mléce a po ARPSB se
zfetelnym poklesem tuku.

Soubor PSB xa |PSB xg T B L STP TKM KSM
n=66 tis./ml | tis./ml % % % % °SH °SH
I PSB 772+£906| 405 396+0,9 13,59+0,36| 48+0,31 |9,08+0,27| 8,1+1,5| 28,5+4,7
II ARPSB |376+630| 107 |2,78+0,85|3,67+0,38|4,85+0,31{9,16+028| 82+ 1,7 | 3,67+0,38

PSB = pocet somatickych bun¢k (xa = aritmeticky primér, xg = geometricky primér); T = obsah tuku; B = obsah
hrubych bilkovin; L = obsah monohydratu laktézy; STP = obsah suSiny tukuprosté; TKM = titra¢ni kyselost mléka;
KSM = kysaci schopnost mléka.

Vzorkovani probéhlo béhem celého kalenddiniho roku, coz piedstavovalo eliminaci
ptipadného interferen¢niho vlivu sezony na sledovany efekt. KSM se zlepSila (zvysila) po
ARPSB jak vptipadé¢ 1., tak v pfipadé¢ 2. To znamend, Ze pfipadny interferencni vliv
snizen¢ho obsahu tuku na vysledek KSM (1.) nebyl zaznamenan. Piekvapivym vysledkem

vvvvvv

vvvvvv

zahrnovaly mnohem vys$$i pocty vzorkli mléka s vyrazné vy$simi PSB.

Tab. 5 Vysledky (1.), podle hladiny PSB, stanoveni KSM v ptivodnim mléce a po
ARPSB se zietelnym poklesem tuku.

Soubor PSB xa PSB xg KSM
tis./ml tis./ml °SH
la;n=34 172 + 84 151 28,0+£4,3
Ila; n =34 44 + 39 25 30,8 £3,7
Ib; n=32 1 409 + 948 1150 29,1 +£5,2
IIb; n =32 729 £ 762 494 31,2+5,5

PSB = pocet somatickych bun¢k (xa = aritmeticky primeér, xg = geometricky prumeér); KSM = kysaci schopnost
mléka; a = do 400 PSB, b = nad 400 tis./ml PSB. Diference Ia — I1a a Ib — IIb pro PSB a KSM =P < 0,001.

14



Hypotetickym vysvétlenim pro vzrist KSM po ARPSB je moznost vyssi inhibice jogurtové
kultury imunoglobuliny na leukocytech (PSB) a laktoferinem v neutrofilnich leukocytech (na
membranach a v endoplazmatickém reticulu). Po ARPSB byly tyto efekty, u laktoferinu jen
mirné, snizeny. Ackoliv je pouziti ARPSB zcela negativni faktor v potravinovém fetézci
z davodu legislativnich, zdravotnich a etickych, samotné osetieni ARPSB zlepsSuje kysaci
schopnost kazdého konkrétniho mléka.

Vliv ARPSB na obsah laktoferinu v mléce

Pouziti technologie ARPSB na syrové kravské mléko (n = 20) za danych podminek
redukovalo PSB 0 43,8 %, tzn. 0 537 tis./ml (P < 0,001; z 1 226 na 689 tis./ml). To souvisi
se snizenim o 3,3 % LF (0 8,9 mg/l, P <0,05; z 271,5 na 262,6 mg/l) prostiednictvim metody
HPLC. Prostfednictvim metody MIR-FT (n = 20) to bylo zvySeni LF 0 0,67 % (o 1,6 mg/l,
P <0,001; z 240,6 na 242,2 mg/1). V dal$im pokusu s ARPSB (n = 68) bylo zaznamenano
snizeni PSB 0 48,6 %, tzn. o 287 tis./ml (P < 0,001; z 591 na 304 tis./ml). Dale metodou
MIR-FT nésledovalo zvyseni LF 0 0,61 % (0 1,39 mg/l, P <0,001; z 228,38 na 229,77 mg/1).
Vztahy mezi témito vysledky LF pied a po ARPSB mléka obéma metodami jsou zobrazeny
na Obr. 4, 5 a 6. Jsou zde patrné vysoce tésné pozitivni korelace 0,996, 0,999 a 0,999
(vSechny P < 0,001). Lze konstatovat, ze ackoliv jsou rozdily v LF statisticky vysoce
vyznamné, pro jejich stabilitu, jedna se o klasicky ptipad, kdy je lze oznacit za prakticky
zanedbatelné, nebot’ se pohybuji na hodnoté opakovatelnosti méfeni referencni metody. Je
tedy mozné konstatovat, ze ARPSB hladinu LF v mléce prakticky téméf viibec neovlivni,
tato 1 po procesu zistavd zachovana. Pravé modelova situace zachovani piipadné vysoké
hladiny LF po ARPSB pfi vyrazné snizeném PSB, coz neodpovida piirozené situaci, je
zakladem identifika¢niho potencialu tohoto postupu pro ARPSB.

Obr. 4 Linearni regrese mezi obsahem laktoferinu stanoveného metodou HPLC pted
odstfedénim (LF HPLC, pivodni mléko) a po odstiedéni (LF HPLC, po ARPSB),
n=20;1r=0,996 (P <0,001).
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Obr. 5 Linearni regrese mezi obsahem laktoferinu stanoveného metodou MIR-FT pied
odstredénim (LFwmir-rr, piivodni mléko) a po odstiedéni (LFwmir-rr, po ARPSB),
n=20;r=0,999 (P <0,001).
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Obr. 6 Linearni regrese mezi obsahem laktoferinu stanoveného metodou MIR-FT pted
odstiedénim (LFmir-rr, pivodni mléko) a po odstitedéni (LFmir-rr, po ARPSB),
n=068;r=0,999 (P <0,001).
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Odhad thresholdu LF pro subklinickou mastitidu, individudlni mléko

Na realnych individualnich vzorcich mléka krav z KU byl grafickou metodou konstrukce
frekvencni distribuce dat (Obr. 6) LF normélniho (N) a abnorméalniho (A) mléka (podle SCS,
Tab. 6) odvozen threshold LF pro subklinickou mastitidu. Ten byl redlné pro soubor 211
vzorkl 123,7 a pro soubor 231 (211 zahrnuto) vzorka 128,3 mg/l. Je patrné, Ze tento odhad se
blizil dal§im odhadim provedenym na literarnich datech s vhodnou databazi (184,9, 110,2,
113,9a131,8) Tab. 7 a 8.
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Tab. 6 Ztraty dojivosti (%, 1. laktace a ostatni laktace) s PSB (SCC, pocet somatickych
bunék) podle linearniho SCS (LS PSB, skore somatickych bunék, 0 - 9), individualni
mléko z KU (RENEAU et al., 1983 a 1988; * hranice pouzivana k rozliSeni
pravdépodobné infikovanych od pravdépodobné zdravych dojnic).

Linearni bodové PSB 10°>xml! Relativni ztrata dojivosti %
hodnoceni PSB Stired Rozsah L. laktace I1. a dalsi laktace
(SCS)

0 12,5 0-17 0 0

1 25 18- 34 0 0

2 50 35-70 0 1

3 100 71-140 1.5 2,5

4 200 141 -282 33 5,0

5 400 283 -565 * 51 7,4

6 800 566 — 1130 6,6 9,9

7 1600 1131 - 2262 8.4 12,6

8 3200 2263 - 4525 9,9 15,0

9 6400 4526 - 11,7 17,5

Linedrni skore PSB (SCS) a LF v mléce

Transformace dat mléénych ukazatell jsou nékdy nezbytné (zde PSB a LF), logaritmické,
ale 1 jiné, vrcholem je pak Box-Coxova transformace, kterou lze tak ,,ohybat“ vhodnou
modifikaci fidiciho ¢lenu, Ze témet vzdy dosahne normality transformovanych dat. U mléka
jsou transformace dat tfeba zejména pro celkovy pocet mikroorganismii (a ostatni
mikrobiologické ukazatele jako termorezistentni a psychrotrofni baktérie atd. — v bazénovém
mléce), PSB, VMK, ketony (aceton) a tfeba laktoferin (v individudlnich vzorcich mléka
v KU), z diivodu dosazeni normality a regulérnosti dalSiho statistického testovani (HANUS et
al., 2001, 2007, 2009, 2011; JANU et al., 2007). Zde také jsou lepsimi stfednimi ukazateli
soubordi, pii jejich plavodni nenormalité, geometrické priméry (resp. praméry
logaritmovanych hodnot) nebo mediany, pro jejich reprezentaci. Tedy s ohledem na zéklad,
nejCastéji se pouzivaji pfirozené Napierovy logaritmy (zaklad 2,718, Eulerovo cislo), nebo
dekadické. V podstaté zaleZi na souboru dat, jeho charakteristikach (jaké je tam ptvodni
variabilita, zda 10, 30, 100 nebo 300 % ve variacnim koeficientu, jaké jsou tam extrémy atd.),
a lze ménit zéklad k dosaZzeni lepSi normality. Proto byla rozpracovana problematika SCS
(skore PSB) pro PSB. Tato Ali-Shook-Reneau-Raubertas-Wiggansova transformacni rovnice
(LS PSB (SCS) =log> (PSB/100) + 3, kde PSB = v tis./ml) je skutecné tispésné védecké dilo.
Pro ucely transformace dat PSB je velmi vhodnd, Casto se pouziva ve védeckych ¢asopisech,
ale je 1 praktickym zdkladem kontroly mastitid a ztrat mléka pies analyzy KU (ALI a SHOOK,
1980; SHOOK, 1982; RAUBERTAS a SHOOK, 1982; RENEAU et al., 1983 a 1988; RENEAU, 1986;
WIGGANS a SHOOK, 1987). V USA (Minnesota) v KU pracuje tento systém uspesné asi od
roku 1983, jinde podle stath s postupnymi modifikacemi, jako mésicni protokol pro farmare
ohledné rizika a odhadu ztrat mléka z vyskytu subklinickych mastitid, cca jiz 40 rokl. Ve
sveté byly hodnoty SCS za laktaci u prvotelek pouzity i jako vstupni hodnoty pro odhady
plemennych hodnot bykt (otcit) pro zdravi mlééné zlazy u jejich dcer (jejich odolnost vici
mastitid€). Za mastitidné podezielou kravu se povazuje (Tab. 6), bez naroku na jistotu
(pravdépodobné, systém nezohlednuje vysledek bakteriologického vysetfeni, ktery neni
rutinné dostupny), hodnota 283 tis./ml, tedy od 5. tfidy SCS. Dojnice jsou znaceny
v aktualnich sestavach jako mastitidné podezielé. Toto SCS od 0 do 9, coz je vystupem dané
transformacni rovnice, je pouzivano tieba i pro odhad plemennych hodnot otcti pro PSB a
jeho redukci Slechténim, tedy posileni mastitidni rezistence dcer. Prakticky je ale pouZzivano
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predevsim k teoretickému odhadu pravdépodobnych ztrat mléka na kravu podle PSB a laktace
a odhadu finan¢ni ztraty a tato informace je poskytnuta chovatelim. Rovnice ma log zaklad 2
a je obecné platna i po letech, 1 kdyZ byla odvozena od plemene Holstyn, k linearizaci vztahu
PSB a ztrat mléka v % produkce (Tab. 6) z ptivodné nelinearni zavislosti dojivosti na
zdravotnim stavu vemene. Ztrata je podle krav vypoctena farmafi za stddo a urci, kolik
finan¢né ztraci pii daném stavu, a ze by mél tedy investovat do prevence. Kazdy mésic je
vytvoiena zprava za stado. Proto se s SCS (0 — 9, 10 tfid) dobfe pracuje, kdyz rovnéz redukuje
pocet Cislic v pravidelnych pocitatovych sestavach, zpravach, a na pohled i fakticky je
jednoduché pro chovatele.

Odhad thresholdu LF a PSB pro indikaci ARPSB, bazénové mléko

Postupy odvozeni limitu LF v mléce (individudlni vzorky) pro subklinickou mastitidu
(Obr. 7; Tab. 7 a 8) a konfrontace s hodnotami LF (HPLC) ve tfidach SCS (Tab. 6 a 9),
uvahou, umoziuji v metodice navrhnout limit (jako primér vlastnich a literarnich hodnot) pro
tzv. ,,vysoky LF*“ (indika¢ni limit), zaklddajici v bazénovém mléce (vzorku) opravnéné
podezieni z pfitomnosti neopravnéného (podezielého) zastoupeni mastitidniho mliéka
v dodavce ke zpracovani do mlékarny (tzn. z divodu pro aplikaci ARPSB v praxi) pokud PSB
(indikaéni limit) bude soubézné ,,nizky*.

Obr. 7 Schéma odvozeni thresholdu LF pro subklinickou mastitidu podle hodnoty PSB,
resp. SCS.

Hypotetické znazornéni:

e Vlastni data, soubory A (n=120), B(n=91)a C (n=20), celkem 211 (231) vzorkd.
e Rozdéleni dat na zaklad€ obecn€ uznadvaného thresholdu pro PSB < 5 (PSB <283 tis./ml)
v systému kontroly uzitkovosti:
* PSB skore (SCS) < 5, tj. PSB (SCC) < 283 tis./ml = normélni (N) mléko —
ziskano 151 (159) vzorki;

* PSB skore (SCS) > 5, tj. PSB (SCC) > 283 tis./ml = podezieni na abnormalni
(A) mléko — ziskano 60 (72) vzork.
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SCC (PSB) = pocet somatickych bunék; LF mastitis threshold = prahova hodnota laktoferinu pro subklinickou
mastitidu (v realit¢ = 123,7 mg/l pro 211 a 128,32 mg/I pro 231 vzorkd mléka); Healthy mammary gland (zdrava
mlécna zlaza); Risk of subclinical mastitis (riziko subklinické mastitidy); TN = true negative, pravdivé negativni;
TP = true positive pravdiveé pozitivni; F- false negative, faleSné negativni; F+ false positive, falesné pozitivni.
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Tab. 7 Vybrané literarni védecké zdroje informaci ke vztahu LF v mléce k mastitidé.

» Existence rychlé metody stanoveni LF + vztah LF ke zdravi mlécéné zlazy

=> moznost vyuziti informace o obsahu LF ke kontrole zdravi mlécné Zlazy => potieba
ustanovit diskriminacni limit LF pro zdravou mlé¢nou Zlazu:

Publikace Zemé Plemeno | Pocet (nl;g/l) S tai\l/gi}e(:r(liiaLF Drir?agsliio;g}lfa

S ] | 1|1 | b
gé{(fg octal: Cina | Holtyn | 122 | 1154 Se%ivlis‘f’f\Vé limit fj Uit
N || o | | | s
200 o lidlie slfr(;lzzgl 1746 | 129.5 imfi?(iili?éze limit 5(?(? tis./ml

Tab. 8 Odhad metaanalytického charakteru pro threshold LF v mléce pro subklinickou
mastitidu z vhodnych védeckych praci.
LF prah (subklinicka mastitida) v mléce: postup metaanalyzy z literarnich zdroja (4)
rekonstrukei distribuce frekvence hodnot LF podle normalniho vyskytu mléka versus
patogeny nebo SCS (SCC) rozdéleni vzorki do specifickych skupin:

* pro HAGIWARA et al., 2003, Japonsko, patogeny a SCS, n = 111 normalni a 270
abnormalni (patogeny), 184,9 mg/l, vzorky ¢tvrtové, radidlni imunodifiize (RID);

* pro CHENG et al., 2008, Cina, SCS, n = 122 normélni a 76 abnormalni, 110,2 mg/l,
vzorky individualni, ELISA;

» pro CHANETON et al., 2008, Argentina, patogeny, n = 139 normalni a 122 abnormalni
(patogeny), 113,9 mg/l, vzorky individuélni, ELISA;

* pro NIERO et al., 2023, Italie, SCC, n = 1 746 normalni a abnormalni, 131,8 mg/l, vzorky
individudlni, radialni imunodifiize (RID).

Dalsi podpiirny piispevek k odhadu limitu LF pro ARPSB poskytuje soubor n =20 analyzovany
HPLC podél ARPSB. Zde, u vzorkt (n = 11; bazénové mléko) s PSB <400 tis./ml (oficialni limit
kvality mléka evropské legislativy = standardni mléko), byl primér PSB 279 + 135 tis./ml
(vx =48,4 %) a LF referen¢ni metodou HPLC 212,1 £ 145,6 mg/l (vx = 68,6 %). 212,1 mg/l + 1,65
x sigma (145,6 mg/l) pro pokryti celé frekvencni distribuce dat LF normalniho, standardniho mléka
(90 %,; konvencnich 5 % mimo interval spolehlivosti pro jednostranné omezenti) je 452,3 mg/l.

Jiny podptrmy piispévek k odhadu limitu LF pro ARPSB poskytuje soubor n =71 analyzovany
MIR-FT po rekalkulaci na HPLC (adjustace dat relevantni rovnici: y (LF HPLC) = 1,3093x (LF
MIR-FT) — 131,33 (n = 120), NEJESCHLEBOVA et al., 2023, 2024) podél ARPSB. Zde, u vzorkt
(n = 52; bazénové mléko) s PSB <400 tis./ml (oficialni limit kvality mléka evropské legislativy
= standardni mléko), byl primér PSB 226 + 123 tis./ml (vx = 54,4 %) a LF ¢inil metodou MIR-
FT (HPLC adjustace) 151,8 + 32,8 mg/l (vx = 21,6 %). 151,8 mg/l + 1,65 x sigma (32,8 mg/1)
pro pokryti celé frekvenéni distribuce dat LF norméalniho, standardniho mléka (90 %; konvenc¢nich
5 % mimo interval spolehlivosti pro jednostranné omezeni) je 205,9 mg/1.
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Tab.

10 Technologicky popis ramcovych podminek a faktor vybranych,

pravdépodobnych variant pouziti ARPSB v praxi prvovyroby mléka.

Velikost a zdravotni stav stdda| Vykon |Faktorové nastaveni postupu. |Technologicka poznamka.
dojnic. zatizeni
ARPSB.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, Pritocné oSetfeni veSkerého|Principem vzdy, je nesniZit
s vy$8im promotenim SM (nad 30| Vysoky, |mléka s nastavenim ARPSB 30(PSB az na podeziele nizkou
%), napt. PSB bez selekce mléka| v tisicich [az 50 %. uroven pro bazénové mléko,
cca 500 103xml-1. 1 za hodinu. napf. méné nez 100 103xml-1.
PP, KO =7.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, Osetfeni Vetsi casti|Principem vzdy, je nesniZit
s vys$§im promotenim SM (nad 30 selektovaného mléka (cca 50 %)|PSB az na podeziele nizkou
%) napi. PSB bez selekce mléka dtto se SM, nastavenim ARPSB cca|troveil pro bazénové mléko,
cca 500 103xml-1. az 0 65 % a priliti tohoto podilu|napt. méne nez 100 103xml-1.
do neoSetfeného bazénového|PP, KO =4.
mléka.
Dtto Osetieni vetsi ¢asti|PP, KO =1.
Stredni selektovaného mléka (cca 25 %)
k" NS SM, nastavenim ARPSB cca
;/e s‘;i)vd.ac az 0 80 % a ptiliti tohoto podilu
ZaNOCIMU- 140 neogetfeného  bazénového
mléka.
Velké stado, vice nez 300 dojnic, Osetfeni  Casti  selektovaného|Zaiizeni ARPSB s malym
s béznym promorenim SM (do 30 Stredni mléka (cca 12 %) se SM,|vykonem zde nedava smysl.
%), napi. PSB bez selekce mléka ve stovkach ngs‘;el’venlm ARPSB cca 60 % a|PP, KO =2.
cca 300 103xml-1. . |priliti  tohoto  podilu  do
1za hodinu. neosetieného bazénového
mléka.
Stfedni stado, 100 az 300 dojnic, Osetfeni vetsi ¢asti|PP, KO = 3.
s vyS$8im promotenim SM (nad 30 selektovaného mléka (cca 30 %)
%), napt. PSB bez selekce mléka se SM, nastavenim ARPSB cca
cca 500 103xml-1. dto 120 94 a piiliti tohoto podilu do
neosetiené¢ho bazénového
mléka.
Stredni stado, 100 az 300 dojnic, Osetfeni  Casti  selektovaného|PP, KO = 5.
g/ béZnyrfl grg)g%feniml SkM (dcl),IS(O Maly, mlétka (,ccaAILSDS]‘;A)) se; . E/M,
0), napf. ez selekee mléka) =, i ) [nastavenim cca oa
cca 300 103xml-1. . |priliti  tohoto  podilu  do
1za hodinu. neosetieného bazénového
mléka.
Malé stado, do 100 dojnic, Osetieni  Casti  selektovaného|Stredné vykonné zafizeni pro
s vy$§im promotenim SM (nad 30 Mal¢ mléka (cca 40 %) se SM,|ARPSB miZe byt cenové
%), napt. PSB bez selekce mléka 1Y>  Inastavenim ARPSB cca 70 % a|naroéné.
cca 500 103xml-1. v desitkach | Lo ohoto podilu do|PP, KO = 6.
1za hodinu. neosetieného bazénového
mléka.
Malé stado, do 100 dojnic, Osetfeni Casti  selektovaného|PP, KO = 8.
g/ béin}"I{l grsolrgn%fenim] S]o(M (d(l),l?lO Maly, mléka (,ccaAliIS) SEO;/O) SZ . E/M,
0), napft. ez selekce mleka| = ok nast.a}/enlm cca oa
cca 300 103xml-1. . |priliti  tohoto  podilu  do
1za hodinu. neosetieného bazénového
mléka.

ARPSB

artificialni redukce poctu somatickych bunék; KO = kvalifikovany odhad; PP

pravdépodobnosti; PSB = pocet somatickych bunék; SM = subklinicka mastitida.

potadi
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Z uvedeného vyplyvaji pro kombinovany, kvalifikovany odhad thresholdu LF bazénového
mléka pro indikaci ARPSB vahy 11 a 52 pro n = 63. LF 162,3 + 52,5 mg/l (vx = 32,3 %).
162,3 mg/l + 1,65 x sigma (52,5 mg/1) k pokryti celé frekven¢ni distribuce dat LF normalniho,
standardniho mléka (90 %; konvencnich 5 % mimo interval spolehlivosti pro jednostranné
omezeni) je 248,9 mg/l (cca 250 mg/1).

Limit nizkého PSB 1ze prostou ivahou odvozovat od standardniho limitu EU <400 tis./ml,
kdy kazdy ptipadny operator nelegalni ARPSB bude vyvijet snahu ziskat jistotu tlakem na
dosazeni zfetelné rezervy vuci limitu standardnimu, kdy tento ukazatel podléhéa pravidelné
kontrole pti komer¢nich dodavkach syrového mléka (KKM). Proto rozumnou hodnotou pro
PSB muze byt < 350 tis./ml. Tento limit PSB je nize oficidlniho (400 tis./ml) z divodu
ptedpokladu zdmérného zisku komercni rezervy piipadnymi provozovateli technologie
ARPSB, nicméné, stéale je spojen s mozZnosti vyskytu subklinickych mastitid ve stadé cca 15
az 20 % a ztratou produkce mléka stada dojnic 0 3 —4 % (WENDT et al., 1994). Respektované
limity pro subklinickou mastitidu a kvalitu kravského mléka u PSB pak jsou: > 100 tis./ml pro
ctvrtové mléko; > 150 tis./ml pro individudlni mléko; < 400 tis./ml pro bazénové mléko.
Z velmi podobné logiky véci, a prokazané existence negativni korelace mezi PSB a LF, by 1
opacny limit LF mél byt vyse, nez lezi odhadnuty threshold LF pro subklinickou mastitidu u
dojnic v KU (individuélnich vzorki mléka), ktery mtze kolisat (Tab. 8) mezi 110 az 132
(CHENG et al., 2008; CHANETON et al., 2008; NIERO et al., 2023; vlastni vysledky 128) mg/l,
nebo pro ¢tvrtové vzorky mléka 185 mg/l (HAGIWARA et al., 2003).

Po zohlednéni v§ech zminénych faktoru kvalifikovanym odhadem pro dany ucel:
,,vysoky LF“ (indika¢ni limit) miiZe byt > 250 mg/l;
»Nnizky PSB* (indikaéni limit) miZe byt < 350 tis./ml.

Diskuse vybranych aspektit odhadu ARPSB

Pti rozdé€leni hodnot LF HPLC (n = 231, individualni mléko v KU) podle t¥id SCS (0 - 9;
Tab. 6 a 9) je zfejmé, Ze prakticka konstelace pro pfipadné oSetfeni mléka ARPSB nastava u
ttid SCS 5 az 7. Je pravdépodobné, ale ne jisté, Ze mléko z tfid 8 az 9 jiz takto oSetfeno nebude,
nebot’ uZ miize mit i zménény vzhled (vlocky v mléce) atp., v disledku mastitidy. Tyto
zajmové ttidy (5 az 7) zahrnuji mléko, které (Tab. 9) vykazuje primérné hodnoty LF 182,1 az
288,4 mg/l, tedy n¢kde zde by mohl lezet, pro konfrontaci, indikac¢ni limit LF pro ARPSB.

Je znamo, Ze pti PSB 400 tis./ml (limit EU pro standardni mléko) v bazénovém mléce je
predpokladana redukce dojivosti stada krav az o 4 % (WENDT et al., 1994) a v podstaté to
znamena, ze ve staddé muze byt pfitomno stale 20 az 30 % zvifat se subklinickou mastitidou
pii incidenci klinickych mastitid kolem cca 1 % (pravdépodobné do 2 %). U mléka
individuélniho v KU je uz za mastitidné podeziely stav povazovana hodnota PSB nad 150 az
175 tis./ml a u ¢tvrtového 1 nad 100 az 125 tis./ml. Za ptisnéjSiho limitu v EU je pak trend
k aplikaci ARPSB v praxi siln€j$i. Neékteré staty USA operovaly s vyrazné benevolentnéjSim
limitem PSB 600 az 750 tis./ml u komer¢niho, syrového, farmaiského kravského milé¢ka. Pak
predpoklad ztraty dojivosti je az 9 % a incidenci subklinickych mastitid 1ze odhadovat na 35
az 45 % a klinickych pak na 3 % 1 vice (kvalifikovany odhad ze zkuSenosti).
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Tab. 9 Prlimérné hodnoty laktoferinu (LF) v mléce riznymi metodami podle distribuce
poctu somatickych bunék (PSB) v tfidach SCS (skére PSB).

e rsn || LM gt LM T i
SCS n tis./ml mg/l mg/l mg/l
0 24 8 71,3 201,1 92,6
1 27 26 99,9 215,1 110,1
2 42 54 75,3 216,0 95,1
3 28 103 108,2 2184 115,2
4 36 208 138,1 221,6 133,5
5 25 406 204,0 228,7 173,8
6 23 819 288.,4 246,3 2254
7 7 1380 182,1 241,1 160,4
8 14 3424 235,5 248,7 193,1
9 5 7743 478,1 301,4 341,4

Zatimco neobvykla situace zachytu ,,vysokého LF* a ,,nizkého PSB* v individualnim mléce
(KU) mtize znamenat potencialn¢ predikéni hodnotu (zptsobilost) LF pro budouci mastitidu
(hypotéza odvozena z vysledkl prace CARLSSON et al., 1989), podobny nélez v mléce
bazénovém (KKM) s vysokou pravdépodobnosti znaci podezieni na pouziti technologie
ARPSB.

Piiklady uvahy u vybranych variant moZnosti praktické aplikace ARPSB

Autenticita potravinovych surovin a potravin je spolecensky, zdravotné i komercéné
vyznamny faktor a dilezité téma, kdy tato ma byt dle platné potravinové legislativy vzdy plné
zajiSténa kontrolou ptisluSnych kvalitativnich ukazatelli. Pfipadna prakticka aplikace ARPSB,
jako nekalé¢ komer¢ni praktiky, predpoklddda kombinaci fady obchodnich, socialnich,
zdravotnich, chovatelsko-technologickych a technickych faktorti. Pokud jde o konkretizaci
téchto faktord, lze ve vyctu uvést ty zakladni nasledovné: velikost stada dojnic, aktudlni
zdravotni stav stdda (objem vytazovaného mléka z divodi poruch sekrece), mlécna
uzitkovost, typ dojeni krav, pocet a objem uloZnych tankti pro mléko, farméiska cena mléka,
pofizovaci cena zafizeni pro ARPSB, vykon zafizeni ARPSB, kvalifikace a spolehlivost
dojiciho personalu. Konkrétné pouzity postup ARPSB je pak vyslednici kombinace
jmenovanych lokalnich faktord. Jednotny model pouziti proto nemuliZe existovat, spise velka
fada jeho modifikaci a variant. Pravé pro tuto mnohotvarnost je proto pomérné komplikované
navrhnout obecny, studijni, experimentalni design pro zisk relevantnich informaci, jak tento
jev ptipadné identifikovat. V Tab. 10 jsou uvedeny jen vybrané, pravdépodobné varianty
pouziti centrifugacniho oSetfeni, resp. postupu ARPSB v praxi.

Model pro studium potencialnich analytickych metod pro identifikaci ARPSB byl proto
nastaven tak, aby pokryval béZné rozpéti hodnot PSB v bazénovém syrovém kravském mléce,
ale také ve vyraznéjSim zastoupeni zvySené PSB, tzn. na mléce ptivodnim bazénovém a mléce
s ptidavky abnormalniho mléka subklinickych mastitid v poméru cca 50 / 50 %.

Navrzené strukturované pohledy (varianty) mozného vyuziti ARPSB v praxi (Tab. 10),
jsou modelové a nemohou postihnout v celé Sifi vesSkeré skuteCné nastalé praktické

22



mezivarianty. Jako komplikace se také ukazuje, Ze potencidlni identifikacni analytické
metodické postupy, kterych je podle okruhti 5 (az 6 vetné zohlednéni LF), se pohybuji na
hrané faktu, ze pripadna schopnost identifikace ARPSB by platila pfedevsim pro priichod
celého uvazovaného objemu mléka osetfenim ARPSB, coz v praxi nastat sice muze, ale spiSe
ziidka ze skutecnych ptipadi. VétSinou piijde o zminéné mezivarianty piiliti (Tab. 10).

Lze uvést kvalifikovany odhad, ze metoda pftiliti ARPSB v produkci suroviny v praxi miize
byt hlavnim omezujicim faktorem piipadné identifikacni zpisobilosti metody pratocné
cytometrie mléka pfi stanoveni PSB s ohledem na formulaci pokusné hypotézy. Pravé tato
skutecnost, ze obvykle se mlize jednat o kombinaci pfiliti mensiho objemu mléka oSetfené¢ho
ARPSB do vétsiho objemu ptivodniho bazénového mléka (bez piispévku zatéze ARPSB), je
divodem pro potfebu kombinace vysledki vSech prokazanych, identifikacné zptsobilych
metod, pii pokusu o redlnou, vysoce pravdépodobnou detekci rizika pouziti ARPSB v praxi.

Je tedy logicky pfirozené, ze detek¢ni potencial vSech ovéfenych metod pro prikaz ARPSB
bude klesat pfimo umérné s mensicim se podilem mléka osetteného ARPSB a ptidavaného do
mléka ptivodniho v dodédvce do mlékdrny. Na druhé strané, stejné¢ umérné bude klesat i riziko
zavazné piipady vySS§iho podilu tohoto objemu mléka s ARPSB by vSak mély byt
prokazatelné.

4) Zavér metodiky pro odhad rizika ARPSB

Pouziti analytického postupu pro aproximacni odhad rizika artificidlni redukce poctu
somatickych bun¢k (ARPSB) v mléce je vyhrazeno pro bazénové mléko stada dojnic (BVM)
o alespon 8 kravach (tedy s omezenim vlivu ¢asné laktace, ale zejména prodlouzené).

Aplikaci uvedenych typi analyz (poctu somatickych bun€k (PSB) pritocnou cytometrii
(FC) a laktoferinu (LF) v bazénovém mléce metodou HPLC nebo MIR-FT) a vhodnou
kombinaci vysledkil 1ze odhadnout podezieni na praktickou aplikaci ARPSB jako nelegéalni
praktiky. Tato situace nastava u BVM: - pfi zachytu koncentrace LF v syrovém kravském
mléce > 250 mg/l; - pii soubézném zachytu PSB < 350 tis./ml.

Postup metodiky nestaci sdm o sobé zcela pro pevny zavér k identifikaci ARPSB, a bude
muset byt metodicky podepten (doplnén dal§im pravdépodobnostnim postupem) podle
dalsich metodicko-analytickych nalezi feseného projektu MZe NAZV ZEME QK 21010212.
To znamena, Ze bude muset byt v kombinaci pouzito vice postupll pro zvySeni
pravdépodobnosti detekce ptipadné ARPSB s tim, ze i1 tak budou metody schopny, kviili
prokdzané komplikovanosti problému, prokazovat jen ptipady ARPSB hrubsiho charakteru.
Presto vysledky nabizi dil¢i feSeni doposud nefeSencho a 1 témét netesitelného problému.

Metodika je inovativnim rozSifenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich,
laboratornich sluzeb v oboru infracervené spektroskopie mléka, jeho pritocné cytometrie a
identifika¢nich moznosti technologickych nedostatkli v mlékaftstvi.
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Srovnani ,,novosti postuptu* oproti piivodni metodice

vyvinutd metodika byla pfedana pro uzivani v systému kontroly kvality mléka a laboratorni
prace (Svaz vyrobct mléka a. s. Sumperk) v elektronické podob¢

- jednd se o novy validovany postup monitorovaci, pfilezitostné¢ vyzadané kontroly
autenticity syrového kravského mléka za pouziti modernich analytickych metod pro
podporu bezpecnosti mlécného potravinového fetézce. Metodika je inovativnim
roz§ifenim portfolia nabizenych analytickych, rutinnich, laboratornich sluzeb v oboru
infraCervené spektroskopie mléka a prito¢né cytometrie pro podporu veiejného zajmu ze
strany oficialnich autorit. Vysledky jsou jednak uvedenim novych poznatki a také
roz§itenim dosavadnich poznatkii i dale uvedenim zndmych poznatki v novych
souvislostech;

- vyvoj postupu a metody specificky indikované kontroly autenticity (ptfipadného
falsovani) syrového kravského mléka podle kombinace vysledkli mléénych ukazatelt
poctu somatickych bunck a koncentrace laktoferinu je zajiStén vlastnimi konkrétnimi
vysledky ziskanymi pii feSeni projektu a retrospektivni komparaci a analyzou vlastnich
pfedchozich vysledkii pracovist¢ stejné¢ jako védeckych literarnich podklada.
Vyhodnocenim téchto vysledkt a sestavenim navrhii vznikl postup, ktery je metodickym
podkladem pro laboratofe kontroly kvality mléka pro zajisténi autenticity mlécné
suroviny a podporu bezpecnosti mlécného potravinového fetézce;

— uvedené postupy rychlych analyz pro podporu kontroly autenticity mléka a bezpecnosti
mlé&ného potravinového fetézce v indikovanych piipadech zatim nebyly v CR ani jinde
ve svéte v kontrole kvality mléka pouzivany. Jde o navrh nového postupu v oblasti
kontroly doposud analyticky neobsazené.
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Popis uplatnéni metodiky.

— kontrola fyzické existence metodiky jako pracovniho postupu pro moznou podporu
kontroly autenticity syrového mléka (u VUM);

- kontrola implementace a mozné praktick¢é aplikace metodiky je proveditelna
prostfednictvim revize dokladi workshopti ke zlepSovani kvalifikace odborného
laboratorniho personalu (programy, PP-prezentace a jejich pisemné poznamkové verze,
prezenni listiny, persondlni certifikaty o absolvovani) v relevantnich laboratofich
kontroly kvality mléka (napf. Laboratof rozbortt mléka Brno, Ceskomoravska spoleénost
chovatelti a. s. (CMSCH a.s.), nebo pracovnici piijmovych laboratoti mlékaren);

- metodika postupu specifického stanoveni podezieni na poruseni autenticity syrového
kravského mléka pro podporu kvality a bezpecnosti mlécného potravinového fetézce byla
vydana elektronicky a ptfedana na pracovisté¢ Bentley Czech s.r.o. Prostéjov a Moravia
Lacto, a.s. Jihlava. Informace o metodice bude soucasti zpravy za ptislusny vyzkumny
projekt poddna na MZe a také bude vloZena do databaze RIV.

Ekonomické aspekty.

Ekonomicky dopad je soucasti kontroly kvality mléka (KKM) a vyuziti vysledki je v
prevenci hygienicko-technologickych problémti mléénych potravin a tedy podpote
bezpec¢nosti mlééného potravinového tfetézce. Vysledky postupu jsou ve vefejném zajmu a
ekonomicky piinos je v podstaté nemozné odhadnout, nebot’ neni zndmo v jaké mite je
nelegalni ARPSB prakticky realizovana. Vyvinuty postup nabizi analytickou moZnost
postihnout dosud velmi obtizné€ postizitelnou nelegalni praktiku ARPSB. Na bazi preventivni
podpory kvality a hygieny mléénych potravin mize velmi pfibliznym kvalifikovanym
odhadem tvofit podil do 1 % ptinosu z nardstu kvality a bezpecnosti v celém segmentu. Objem
ptipadnych ztrat z ARPSB je ovSem obtizné vy¢islit konkrétnéji. Na Grovni stdtu mize rocné
pfinos z aplikace kontroly Cinit ¢astky v fadu statisici.

Néklady na konkrétni zavedeni a vyuZiti postupu uvedené¢ho v metodice mohou pro
uzivatelské laboratofe kontroly kvality mléka (KKM) ¢init, v zavislosti na technickém
vybaveni, podle kvalifikovaného odhadu celkem nizsi desetitisice K¢ jednordzove (naklady
na implementaci predikénich modeli metody LF MIR-FT, kdy PSB je bézné dostupny).
Pfinos pro uZivatele postupu je tedy obtizné vy¢islitelny, spocivajici v moZnosti kontroly
porusovani autenticity suroviny a podpofe bezpecnosti potravin ve vefejném zajmu.

Metodika se uzivatelskym firmam poskytuje pro technologické ovéteni.
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Predchozi tematicky relevantni metodiky k problematice stanoveni
laktoferinu a nékterych zpusobi detekce falSovani mléka:

NEJESCHLEBOVA H., HANUS O., BARTAKOVA K., SAMKOVA E., KOPECKY J., JEDELSKA R.:
Postup rychlého stanoveni obsahu laktoferinu v mléce rutinni metodou infracervené
spektrometrie. Tato je dolozena statutarné podepsanou smlouvou o aplikaci metodiky mezi
Vyzkumnym tstavem mlékarenskym s.r.o. Praha, Veterinarni univerzitou Brno, Jihoceskou
univerzitou v Ceskych Budgjovicich a Svazem vyrobcti mléka a.s., Sumperk z 25.11.2024 a
15.01.2025. Datum vydani osvédceni 05.12.2024 (¢. SVS/2024/176939-G). ISBN: 978-80-
88390-12-1

https://agronavigator.cz/sites/default/files/users/user446/Postup_rychleho_stanoveni_laktofe
rinu.pdf

RysovA L., CEINAR P., HANUS O., BoziIKk M., LEGAROVA V., NEJESCHLEBOVA H.,
NEMECKOVA 1.: Detekce falSovani koziho a ovciho mléka kravskym mlékem metodou
MALDI-TOF MS. Detection of goat and sheep milk adulteration by cow's milk using the
MALDI-TOF MS method. Datum vydani osvédceni 17.05.2022 b, (osvédéeni c¢islo
SVS/2022/067167-G.) ISBN: 978-80-213-3154-9. https://metodiky.agrobiologie.cz/

RYSOVA L., PACAKOVA Z., HANUS O., LEGAROVA V., HAVLIK J., MASCELLANI BERGO A.,
NEJESCHLEBOVA H., NEMECKOVA L.: Detekce falSovani koziho mléka kravskym mlékem
metodou 1H NMR. Detection of goat milk adulteration by cow's milk by 1H NMR method.
Datum vydani osvédc€eni 06.01.2022 c, (osveédceni ¢islo SVS/2022/003255-G.). ISBN: 978-
80-213-3143-3 https://metodiky.agrobiologie.cz/

Ne vSechny prace ze seznamu literatury (5, 6), jejichZ studium a poznatky byly vyuzity ve
vyvoji metodiky, jsou citovany explicitné v textu vlastni metodiky pro praxi. Jsou vSak pro
uplnost uvedeny v seznamu vyse.

VétSina vlastnich praci, pouzitd pii tvorbé této metodiky, byla pfedtim jiz samostatné
odborné oponovana, jak plyne ze seznamu vyse.

Z.a zhotovitele: Prof. Ing. Oto Hanus, Ph.D.
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