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Laktoferin (LF)

* izolovan 1939 z kravského mléka

* transportni glykoprotein vazajici zelezo
 antibakterialni ucinek

* v 60. letech rozvoj technik pro izolaci

» vyskyt: mukozni sekrety (mléko, sliny,
slzy, sekret nosni dutiny, zluc), plazma

» vyskyt zjistén v mléce lidském, kozim,
ovCim, blvolim, velbloudim, kobylim,
oslim, mysim, prasecim

* absence v mléce krysim, psim, krali¢im,
tulenim



Vyznam LF

» antibakterialni funkce - ochrana proti infekci mlécné zlazy

* UcCinky bovinniho LF: antianemické, protizanétlivé, antimikrobialni, imunomodulacni,
antioxidacni, antikarcinogenni

* podpora rustu probiotickych bakterii (Bifidobacterium a Lactobacillus)

* bovinni LF je schvalen jako bezpecna slozka potravin Evropskym uradem pro bezpecnost
potravin (EFSA 2012) i Uradem pro kontrolu potravin a |éCiv (FDA 2016)

» vyuziti: kosmetika, umeéla mlécna kojenecka vyziva, doplrky stravy



Faktory ovlivnujici obsah LF v mléce

* Druh savce
* P nejvyssi v humannim mléce (v mléce prezvykavcl asi 10x nizsi obsah)

Obsah syrovatkovych bilkovin v kravském, kobylim a ovéim mléce

kravské kobyli ovCi
Whey protein (% protein) 16-20 344 - 14-21%
a-lactalbumin (% whey protein) 15-24© 36-38 © 13-24 ©
B-lactoglobulin (% whey protein) 64-88 & 29-30“ 64-87 ©
Immunoglobulins (% whey protein) __ 80-16% 1517% 4566
| Lactoferrin (% whey protein) ___ 2327% 7092% 6482 |

upraveno dle Blanco-Doval et al. (2024)

Obsah laktoperoxiddzy, lysozymu a LF v lidském, oslim a kravském mléce

Milk Lactoperoxidase  Lysozyme Lactoferrin -I
(mg/L) (g/L) L @y

Human 0.77 0.12 L0342
Donkey 0.11 1.0 0080 |
Bovine 30-100 Trace L0 10

upraveno dle Polidori a Vincenzetti (2013)



Faktory ovlivnujici obsah LF v mléce

e Stadium laktace
e Kravské mléko
e M kolostrum: 1 500-5 000 mg/l, az 10 000 mg/I
e @ vpribéhu 72 hodin od pocéatku produkce kolostra pokles
 zralé mléko: 32-486 mg/I
» starodojné mléko

Obsah LF v lidském a kravském mléce a lidském a kravském mlezivu

LF (mg/1)
Kolostrum 4 600 (600-16 000)
Clovék  Mléko (0,5-6 mésict) 1 500 (300-4 200)
Mléko (nad 6 mésicu) 700 (100-3 500)
Skot Kolostrum 1 500 (200-5 200)
Mléko 100 (70-120)

upraveno dle Navratilova et al. 2012



Faktory ovliviaujici obsah LF v mléce

* Poradi laktace

Vliv poradi laktace na obsah LF v mléce

o

Number Milk LF 22.00
of samples  concentration  Significance 20.00
Normal milk (n = 122) (log) (P) 18.00

Lactoferrin, mg/dL

I|"."|-|=-D-}MI—'
iy |
H H+ H H+ H

ab ab a
. 16.00 ¢ b

Pﬂnt:rr 14.00
63 2.015 + 0.214 =0.537 g 1200

19 1.939 + 0.236 10.00

21 2.042 + 0.231 8.00

8 2007 + 0.128 6.00

1 2077 + 0.297 4.00

3 4 >5

upraveno dle Cheng et al. 2008 1 2

Parity

upraveno dle Niero et al. 2023



Faktory ovlivnujici obsah LF v mléce

e Zdravotni stav
* Pmastitida (klinicka i subklinicka)

271 a a

0< SCCO< 18,000

25T b ab [ 18.000< SCC 1< 36,000

531 36,000 < SCC2 < 71,000

®_ | [ [ 71,000 < SCC 3 < 142,000

S 21f 142,000 < SCC 4 < 283,000
= 19t [ 283,000 < SCC5< 566,000
566,000 < SCC 6< 1,132,000
L7t 1,132,000 < SCC 7 < 2,263,000
15 . 2,263,000 < SCC 8 < 4,536,000

0 3 4 5 6 4,536,000 < SCC9
SCS
Figure 4. Relationship between the SCS and milk lactoferrin (LF) concentration (log) in 198 milk samples. **Different letters indicate
a significant difference.

upraveno dle Cheng et al. 2008



Faktory ovlivnujici obsah LF v mléce

e Zdravotni stav

* Mmastitida (klinicka i subklinickd)

Table 2.  Lactoferrin (Lf) concentrations in quarter milk from cows with subclinical mastitis

Subclinical mastitis

Number of samples ~ Milk Lf concentration in logarithmic form
mean = standard deviation

Total 270 270+ 0.39
SA 84 2.83+£0.27¥
Bacteria species SAG 8 2.90 +0.22%
oS 61 2.78 £ 0.39¥
CNS 02 2.58 £ .38
CB 25 2.37 £ 0.56%
SCCO 8 2.43 + (.53
SCC 1 11 2.53+£0.37%
SCC2 29 2.41+0.53¥
Somatic cell count score SCC3 33 2.62 +0.29%
SCC4 26 273 £0.35%
SCC5 10 2.90 £ 0.18Y
SCCe 6 2.51 £0.76™
SCC7 3 3.13 +£0.22:

upraveno dle Hagiwara et al. 2003

0<
18,000 <
36,000 <
71,000 <
142,000 <

283,000 =
566,000 <
1,132,000 <
2,263,000 =
4,536,000 <

SCC0 < 18,000
SCC 1 < 36,000
SCC 2 < 71,000
SCC 3 < 142,000
SCC 4 < 283,000

SCC5< 566,000
SCC 6< 1,132,000
SCC 7T < 2,263,000
SCC 8 < 4,536,000
SCC9



Faktory ovlivnujici obsah LF v mléce

* Plemeno

Table 1. Effect of breed on antimicrobial protein content in bovine milk.

Breed
Specification Polish Holstein- Polish Holstein- , .-
Friesian Black-White ~Friesian Red-White simentad ey
n = 154 n = 108 n= n =
i Lactoferrin X 88.42* 89.56* 116.74" 103.484" i
! (mg/) SD 14.72 15.26 16.54 15.68 ]
Lysozyme X 8.224 8.114 9.84A8 13.02"
(ng/) SD 0.99 1.69 1.88 2.21
Immunoglobulins G X 423.6% 459.7A8 579.9¢ 508.65¢
(mg/l) SD 18.4 20.2 16.5 29.1

A, B, C — differences significant at P < 0.01

* Vyziva

* rozporuplné udaje (vliv pastvy na obsah laktoferinu?)

* Genetika

* heritabilita 0,22 (Arnould et al. 2009)

upraveno dle Krdl et al. 2010



Metody stanoveni LF

Radialni
imunodifuze

ELISA

Vysoceucinna
kapalinova
chromatografie
(HPLC)

Infracervena
spektroskopie
ve stredni
oblasti s
Fourierovou
transformaci
(MIR-FT)



Studie: stanoveni LF metodou MIR-FT a potencial k predikci
mastitid

Soubor A Soubor B

e 120 individualnich vzorkd mléka ze 4 rtznych * 91 individualnich vzorkt mléka z 1 chovu
chovll * eliminace sezénnich vliva

* eliminace sezénnich vlivl e plemeno: Holstyn

 plemeno: Hol$tyn a Ceské strakaté v poméru 1:1 e PSB: nahodny vybér

 PSB: 1/3 vzorkl od krav s PSB do 300 tis./ml, 2/3
od krav s PSB nad 300 tis./ml

Analyzy:
e obsah LF metodou HPLC (referencni metoda) a MIR-FT (neprfima metoda), stanoveni
vybranych mlécnych ukazatelt

Statistika:
e korela€ni a regresni analyza:
e LF referencni metodou vs. LF nepfimou metodou, LF vs. mlécné ukazatele



Vztah LF k mléénym ukazatellm, soubor A (n = 120)

LF HPLC LF MIR-FT
Mastitida:
MIlécny ukazatel Pearsonuv korelacni koeficient M LF
Tuk 0.233* 0.595%** ¥ Laktosa
Hrubé bilkoviny 0.414%*** 0.808*** J, Moéovina
Kasein 0.439*** 0.812*** A Volné tné kvseli
Laktosa (monohydrat) -0.457*** -0.265** oin€é masthe Kyseliny
Celkova susina 0.215%* 0.677*** J, Kyselina citronova
Mocovi -0.316** -0.112
OC?VIna 2 H %k %k %k %k %k %k ’P PSB
Volné mastné kyseliny 0.480 0.816
Kyselina citronova -0.262** -0.383** M Mérna vodivost
%k %k %k %k %k
PSB 0.529 0.290 4 Bod mrznuti
Log PSB 0.578*** 0.326**
Mérna vodivost 0.326** -0.078
Bod mrznuti -0.152 -0.366**

PSB = pocet somatickych bunék; LF HPLC = LF referen¢ni metodou;

LF MIR-FT = LF nepfimou metodou; * P <0,05; ** P<0,01; *** P <0,001.



Soubor A (n =120)

LF (mg/|) referencni vs. nepfimou metodou

600

y =0,2537x + 185,72 e
R?=10,3321

LF hpLc

Korelacni koeficient r = 0,576 **

Soubor B (n =91)

400 +

200

LF MIR-FT

y =0,141x + 202,5
Rz2=0,0818 o

400 600
LF vipic

800

Korela¢ni koeficient r = 0,286**




LF (mg/l) referen¢ni vs. nepfimou metodou, n = 205
(novy kalibracni model)

1 Elements: 205
650 1 siope: 0.6115814
so0 | Offset 49.013424 ®
1 Correlabon 0. 7672936
550 4 R2(Pearson): 0.5887394
{ R-Square: 0.8321301
&500 { RMSECV 67.162865
1 SECV: 67.327271
E 450 1 Bias 0.0198643
£ 400 4
E ]
S 350 -
g ]
=300 -
& 250 |
- 4
o 200 4
T ]
& 150 -
o '
100
50 4
0 4
=50 4 -

100 200 300 400 500 600 700 800
Reference % {Ref_Lactoferrin, Factor-9)

Craig Parsons, Bentley Instruments Inc. (2024)
Korelacni koeficient r = 0,767



* Existence rychlé metody stanoveni LF + vztah LF ke zdravi mlécné zlazy

=> moznost vyuziti informace o obsahu LF ke kontrole zdravi mlécné zlazy => potreba ustanovit
diskriminacni limit LF pro zdravou mlécnou zlazu

Literatura uvadi rizné hodnoty LF pro zdravou mlécnou Zlazu:

Publikace Zemé

Hagiwara et al. 2003  Japonsko

Cheng et al. 2008 Cina

Chaneton et al. 2008 Argentina

Niero et al. 2023 Italie

Plemeno

Holstyn

HolStyn

Holstyn,
Simentdl

Pocet LF (mg/l)

111 169,8
122 115,4
139 121
1746 1295

(celkem)

Diagnostika

Metoda stanoveni LF ..
mastitidy

mikrobiologické
vysetreni
PSB (limit 141
tis./ml)
mikrobiologické
vysetreni
PSB (limit 200
tis./ml)

radialni imunodifuze

sandwich ELISA

kompetitivni ELISA

radialni imunodifuze



Odvozeni LF thresholdu pro zdravou mlécnou Zlazu

Obecné:

Cetnost

Threshold

Vysledek testu

Upraveno dle https://castello.me/rule-in-rule-out



https://castello.me/rule-in-rule-out/

Odvozeni LF thresholdu pro zdravou mlé¢nou Zlazu

* Vlastni data, soubory A (n =120) a B (n = 91), celkem 211 vzorkd

* Rozdéleni dat na zakladé obecné uzndvaného thresholdu pro PSB < 5 (PSB < 283 tis./ml) v
systému kontroly uzitkovosti

* PSB skore < 5, tj. PSB < 283 tis./ml = normalni mléko — ziskano 151 vzorkd
* PSB skore 2 5, tj. PSB > 283 tis./ml = podezieni na abnormalni mléko — ziskdno 60 vzork(

008

002+

0.00

0.06

004 -

g, o
Healthy B N Risk of ‘
mammary gland, / subclinical mastitis, |
SCC <283000 | R : SCC > 283 000

f TN 1 \ / TP ( ;
}/1(‘1 \\'
/ /l‘ .l"\
}/ f/.'
'y
// ,t/' . F+ \\
o 2 1 - ”/‘f . v. i i i \‘ﬁ“ i " e o A ;
90 00 | mastitis | 10 120 : 130 ;
threshold Lactoferrin (mgxI™")

threshold LF: 123,7 mg/|



Vyuziti LF k v€asné predikci subklinické mastitidy v systému
kontroly uZitkovosti

e Co mame v planu?

Vyhodnoceni korelaci: LF a PSB v aktualnim meésici

Vyhodnoceni korelaci: LF a PSB v aktualnim meésici, po 1 mésici, po 2 mésicich

Vybér pripadl v aktudlnim mésici = LF vyssi (prekrocen threshold) a PSB nizsi (pod thresholdem),
porovnani primeérd PSB mezi aktualnim mésicem a dalSim mésicem pdrovym t-testem

Statistické parametry pro hodnoceni diagnostického testu:
 Specificita = podil zdravych jedincu, které test urci jako negativni

pocet spravné negativnich

pocet spravné negativnich a faleSné pozitivnich

» Sensitivita = podil nemocnych jedinc, které test urci jako pozitivni
pocet skutecné pozitivnich
pocet skutecné pozitivnich a faleSné negativnich




® Dekujeme za
pozornost

www.vumlekarensky.cz
hana.nejeschlebova@seznam.cz
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