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Abstrakt

V préci byl testovan riist neZadoucich a podminéné pato-
gennich mikroorganismt (Escherichia coli CNTC 6859,
Staphylococcus aureus CCM 8851, Bacillus cereus 2007,
Enterobacter spp. X1, Listeria inocua LNO3) v kravském
a kozim mlezivu v porovnani s mlékem. U jednotlivych
vzorktl kravského mleziva bylo zjiSténo potlaceni rastu
mikroorganismt E. coli, Enterobacter spp. a S. aureus.
Agarova difuzni metoda potvrdila stimulaci ristu vsech
testovanych mikroorganismti ziejmé v dusledku difuze
nizkomolekularnich latek do agaru. U smésnych vzorku
kravského mleziva byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi mlezivem a mlékem pouze pro S. aureus (niZsi narist
v mlezivu). VSechny vzorky koziho mleziva vykazovaly
statisticky vyznamné potlaceni riistu nezadoucich mikroor-
ganismu v porovnani s kravskym mlékem.

Kliéova slova: kravské kolostrum, kozi kolostrum,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria inocua

Antimicrobial effect of cow and goat
colostrum against undesirable microorganisms

Abstrakt

The growth of undesirable and potential pathogenic
microorganisms (Escherichia coli CNTC 6859, Staphylo-

coccus aureus CCM 8851, Bacillus cereus 2007, Entero-
bacter spp. X1, Listeria inocua LNO3 in cow and goat
colostrum compared with milk was tested in this work.
Individual samples of cow colostrum inhibited the growth
of E. coli, Enterobacter spp. and S. aureus. The agar diffu-
sion method confirmed the growth stimulation of tested
microorganisms presumably due to low molecular weight
substances. For mixed samples of cow colostrum statisti-
cally significant difference between the growth in
colostrum and milk was confirmed only for S. aureus
(lower concentration in colostrum). All samples of goat
colostrum showed statistically significant suppression of
growth of undesirable microorganisms in comparison with
cow milk.

Key words: cow colostrum, goat colostrum, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
inocua

Uvod

Samotné mléko je zdrojem celé fady nutri¢né vyznam-
nych latek a jeho konzumace je navic doporucovana radou
odbornikl i z hlediska pfitomnosti mnoha biologicky
aktivnich sloucenin (bioaktivni peptidy, oligosacharidy,
vapnik, antimikrobidlni latky apod.) (Mills a kol., 2011).
Pozornost védct se zaméfuje rovnéZ na vyzkum sloZeni
a ucinkt riznych druhd mleziva (kolostra), které se
v poslednich letech ve vétsi mife objevuje na nasem trhu
v podobé nejraznéjsich dopliiki stravy.

Mlezivo je prvni mléko produkované mlécnou Zlazou
savcu priblizné 24 - 72 h po porodu, které ma zasadni vyz-
nam pro prvotni vyzZivu a imunologickou ochranu mladat
(Hernandez-Castellano a kol., 2015). Kromé zakladnich
nutrientd obsahuje slozky ovliviiujici imunitni systém
(imunoglobuliny, laktoferin, laktoperoxidasa, lysozym)
a tzv. rustové faktory (IGF-1, IGF-2, TGF-B, apod.),
u kterych bylo prokazano, ze stimuluji rast a déleni sav¢ich
bunék (Pakkanen a Aalto, 1997). Jako hlavni antimikro-
bialni latky mleziva se uplatiuji laktoferin a jeho S$t€pné
produkty a laktoperoxidasa. U laktoferinu byly popsany
dva zpusoby bakteriostatické a baktericidni aktivity.
Prvnim je silnd schopnost laktoferinu vazat Zelezo, které
potfebuji mikroorganismy ke svému metabolismu. Tento
piimy bakteriostaticky efekt laktoferinu byl prokazan
v mnoha in vitro studiich. Laktoferin ale vykazuje
1 antimikrobidlni aktivitu nezavislou na vazani Zeleza, kdy
se zfejmé pfimo vaze na mikrobidlni membranu a ovliviiu-
je jeji permeabilitu. Stejné dobfe je popsan i ucinek lak-
toperoxidasového systému, ktery kromé laktoperoxidasy
zahrnuje H»>O, a ionty SCN, proti celé fadé mikroorganis-
ma i virt. Koncentrace lysozymu v kravském kolostru je
pravdépodobné pfili§ nizka, aby vyznamné prispival
k antibakteridlni aktivité (Hooijdonk a kol., 2000; Tomita
a kol., 1991). Dalsi antimikrobiélni G¢inek kolostra muze
spocivat v blokaci adheze nezadoucich mikroorganismu,
jak bylo prokazano v in vitro studii (Maldonado-Gomez
a kol., 2015).
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I kdyZ doposud nebylo schvaleno zadné zdravotni tvrzeni
tykajici se kravského kolostra v lidské vyzivé (EFSA
Journal, 2011), je vyuziti kravského a koziho mleziva
a jeho vliv jako funk¢ni potraviny ¢i dopliku stravy inten-
zivné studovan. Nejcastéji jsou provadény vyzkumy tyka-
jici se regenerace organismu a podpory rastu svalové
hmoty u sportovcli, protiprijmovych ucinkt, at uz
u prijmi zpusobenych bakteriemi nebo viry, ¢i ovlivnéni
imunity u pacientti s HIV (Xu a kol., 2006; Flore a kol.,
2006; Kelly G. S., 2003).

Kromé dopliikt stravy (susené ¢i lyofilizované mlezivo)
se o mlezivu uvazuje také jako o pfidavku do raznych
funk¢nich potravin. Cilem této prace bylo zjistit, zda mtze,
v porovnani s mlékem, kravské nebo kozi kolostrum
zabranit rastu nezadoucich a podminéné patogennich
mikroorganismtl.

Material a metody

PouZité mikroorganismy

Escherichia coli CNCTC 6859, Statni zdravotni ustav
Praha, Bacillus cereus 2007, Enterobacter spp. X1, sbirka
mikroorgnismit Ustav mléka, tuk@l a kosmetiky, VSCHT
Praha; Staphylococcus aureus CCM 8851, Masarykova
univerzita Brno; Listeria inocua 1.n03, Ustav biochemie
a mikrobiologie, VSCHT Praha.

Kultivace mikroorganismui

Vsechny pouZzité mikroorganismy byly kultivovany
v BHI bujonu (Oxoid, Velka Britanie), pH 7,0 pti 37 °C
(E. coli, S. aureus, L. inocua) nebo 30 °C (B. cereus) po
dobu 18 h, aerobné. Po pfislusném natfedéni fyziologickym
roztokem byly jednotlivé druhy mikroorganismi
naockovany do vzorkli obnoveného kravského nebo koziho
mleziva a zaroven do obnoveného mléka o susiné 20 % hm.
Podle toho, zda se pracovalo s odtu¢nénym ¢i tu¢nym
mlezivem, bylo rovnéz pouzito odtuénéné ¢i tucné (5 % tvs
&i 26 % tvs) mléko (Bohemilk, a.s., Opocno, CR). Vzorky
kravského mleziva byly dodany firmou Ingredia, s.r.o.,
Frydek-Mistek; vzorky koziho mleziva byly ziskdny od
firmy Betula-Pendula, s.r.o., Troubsko.

Stanoveni poctu mikroorganismui

Po kultivaci (6 h, 24 h) byl pocet jednotlivych druht
mikroorganismi zjiStovan na selektivnich pudach: E. coli,
Enterobacter spp. - VCZL (Violet Red Bille Agar, Oxoid,
Velka Britanie), 37 °C, 24 h; B. cereus - PCA (Oxoid, VB),
30 °C, 48 h; S. aureus - Bird-Parker agar (Oxoid, VB), 37 °C,
24 h; L. inocua - Palcam agar (HiMedia, Indie), 37 °C, 24 h.

Agarovd difuzni metoda

Agarova difuzni metoda byla vyuzita pro stanoveni
inhibi¢nich z6n u testovaného mleziva. Do BHI soft agaru
(pH 7,0) byly zaockovany jednotlivé mikroorganismy
v koncentraci cca 10° KTJ/ml, po utuhnuti agaru byly nane-
seny vzorky testovaného mleziva - 10 pl pfimo na agarovou
pidu nebo 100 ul po vytvofeni otvoru sterilnim

korkovrtem. Po kultivaci (24 h) pak byly vyhodnocovany
inhibi¢ni zony.

Statistické zpracovani bylo provedeno Studentovym
testem (Excel, Microsoft).

Vysledky a diskuse

V prvni fazi testovani byly pouZity rozmrazené jed-
notlivé vzorky kravského mleziva. Pro posouzeni
antimikrobidlni dcinnosti byly, stejné jako obnovené
mléko, zaockovany vybranymi nezadoucimi mikroorganis-
my v pocatecni koncentraci cca 10s KTJ/ml. Po kultivaci
byl zjistén pocet mikroorganismi na jednotlivych selek-
tivnich puadach (Tab. 1). Statistickym zpracovanim
vysledkl - porovnanim s riistem v obnoveném mléce - tzv.
t-testem (Excel), ktery predstavuje pravdépodobnost
nulové hypotézy o shodé primérii obou soubord, byly
zjistény statisticky vyznamné odchylky nartistu mikroor-
ganismil pro E. coli CNTC 6859 a Enterobacter spp. X1
a pro S. aureus CCM 885T statisticky velmi vyznamna
odchylka mezi ristem v samotném mléce a v mlezivu.
Rozdily v hodnotich poctu mikroorganismi Cinily asi
1 fad. Naproti tomu u mikroorganismu B. cereus 2007
nebyl zjistén rozdil.

Tab. 1 Nardst neZadoucich mikroorganismd v jednotlivych
vzorcich kravského mleziva v porovnani s ndriistem
v obnoveném mléce (KTJ/ml)

E. coli Enterobacter S. aureus B. cereus

6859 X1 8851 2007
doba kultivace 24 h 48 h 48 h 48 h
obnovené miéko | 1,0x 10° 6,0 x 10° 2,9x10° 1,2x10°
mlezivo 170 5,2x108 48x10° 41x10° 2,9x10°
mlezivo 185 3,5x10° 2,6 x 10 1,9x10° | 3,1x10°
mlezivo 187 51 x 10 1,4x10° 6,2x 107 1,3 x10°
mlezivo 188 1,2x10° 5,1 x 107 2,0x10° | 4,8x10°
mlezivo 189 49x10° 3,7x10° 3,8x10° | 50x10°
mlezivo 191 59 x10° 2,8 x10° 2,6x10° | 1,3x10°
p 0,01 0,02 0,00012 0,29
statisticky vyznamné vyznamné velmi | nevyznamné

vyznamné

Vzorky mleziva byly pro zjiSténi moZné inhibice také
vySetfovany agarovou difuzni metodou. Pfi aplikaci 10 pl
mleziva nebyly nalezeny Zadné inhibi¢ni z6ny, proto bylo
k tomuto tcelu pouZito vice vzorku, tj. 100 pl mleziva, pro
zvySeni koncentrace pifipadnych inhibic¢nich latek. Touto
metodou byla potvrzena pouze slaba inhibice druhti E. coli
a S. aureus, kdy na agaru narostly drobnéjsi kolonie v okoli
vpichu mleziva. Naopak byl prokdzan stimulujici tcinek
pro B. cereus. Pro ovéfeni této metody byly takto testovany
dalsi jednotlivé vzorky kravského mleziva a jeden vzorek
mleziva koziho. Jak je patrné z obrazku ¢. 1, byla zjiSténa
vyraznd inhibi¢ni zéna u vzorku €. 95 (kravské mlezivo,
10 ul) pro mikroorganismus S. aureus a E. coli. Z obrazku
je ale také videt, Ze urcité latky, které difundovaly déle do
agaru, naopak stimuluji rist mikroorganismti. U druha
E. coli, Enterobacter spp. a B. cereus byl zaznamenan
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Rovnéz byly analyzovany vzorky jiZ po
6 h kultivace pro zjiSténi, zda je
v prvnich hodindch po zaockovani
inhibiéni aktivita jina neZ pfi 24 h kul-
tivaci. Dle pouzitého mleziva byly
vysledky porovnavany bud s obno-
venym plnotuénym (20 % hm. sus.)
nebo odstredénym mlékem. Vysledky
jsou uvedeny v Tab. 2. Vzhledem
k tomu, Ze Enterobacter spp. patii
stejné jako E. coli mezi koliformni
mikroorganismy, nebyl tento mikro-
organismus jiz do dalSich pokust
zarazen.

Pro porovnani rozdilu v ristu mezi
mlezivem a mlékem byl vypocten
rozdil v logaritmickém poctu mikroor-
ganismui mezi 0. a 6. h kultivace a mezi
0. a 24. h kultivace a Studentovym
testem zjiSténa pravdépodobnost
shody. Rozdil mezi priméry obou
soubori (mléko a mlezivo) je statis-
ticky vyznamny, pokud hodnota p je
mensi nez 0,05 a statisticky vysoce
vyznamny, pokud je hodnota p mensi
nez 0,01. Vypocitané hodnoty jsou
uvedeny v tabulce ¢. 3. U smésnych
vzorkt byl zjistén statisticky vyznam-
ny rozdil mezi ristem v mléce a v mle-
zivu pouze u mikroorganismu S. aureus
CCM 8851 pri 24 h kultivaci.

Stejné analyzy jako pro kravské

IS aureu:

Obr. 1 Agarova difuzni metoda pro zjisténi inhibice neZadoucich mikroorganismu
(1= kravské mlezivo 95, 2 = kravské mlezivo 102, 3 = kravské mlezivo
117, 4 = kravské mlezivo 124, 5 = kozi mlezivo 1036)

vyraznéjsi nartist v prstenci o priméru cca 2 cm kolem
vpichu mleziva.

V dalsi casti prace byl sledovdn rtst nezddoucich
mikroorganismii v porovnani s mlékem ve smésnych vzor-
cich mleziva, které jsou urceny pro komercni vyuziti. Tyto
vzorky byly dodany v suseném stavu a byly obnoveny na
20 % hm. susiny. Aby byla zajiSténa variabilita vzorka
a inokula, bylo pouZito jak odtu¢néné tak plnotu¢né mlezivo
s po¢atecni koncentraci mikroorganismii 10* - 10" KTJ/ml.

mlezivo byly provedeny u mleziva koziho (vzorky I - 2 =
jednotliva mleziva, vzorky 3 - 5 smésnad mleziva). Vzorky
byly dodany v lyofilizovaném stavu a pred analyzou
obnoveny na 20 % hm. suSiny. Kromé jiz vyse pouzitych
mikroorganismti, byla do souboru zatazena i Listeria
inocua, nebot listerie mohou byt velmi vyznamnym
a nebezpecnym kontaminantem syrového mléka. Jak je
patrné z tabulky ¢. 4, kozi mlezivo v porovnéani s mlékem
statisticky vyznamné potladovalo rast vSech testovanych

Tab. 2 Nardst neZadoucich mikroorganismi ve vzorcich smésného kravského mleziva v porovnani s nérdstem v obnoveném
miéce (KTJ/ml)

E. coli 6859

B. cereus 2007
24 h 0h (]

S. aureus 8851

Oh 6h 24h Oh 6h 24 h

Plnotuéné miéko, 20 % hm 73x10° | 48x10° | 45x10° | 6,6x10° | 26x107 | 2,0x10° | 9,1x10° | 6,4x107 | 7,0x10°
(1) Tuéné mlezivo 02 02 2014 65x10° | 45x107 | 72x107 | 7,0x10° | 1,8x107 | 4,0x107 | 9,4x10° | 8,0x107 | 42x10°
Odtuénéné miéko, 20 % hm. 80x10° | 7,2x10° | 24x10° | 39x10° | 36x107 | 56x10° | 2,1x107 | 40x10° | 81x10°
(2) Odtu¢. mlezivo MF 30 06 2011 9,8x10° | 50x10° | 29x10° | 2,6x10° | 45x107 | 1,4x10° | 1,9x10° | 35x10° | 1,1x10°
Odtucnéné miéko, 20 % hm. 84x10° | 36x10° | 14x10° | 1,6x10° | 1,3x107 | 4,8x107 | 24x10" | 2,6x10° | 1,0x10°
(3) Odtuc. mlezivo MF 27 06 2014 85x10° | 1,8x10° | 54x10° | 1,8x10° | 47x10° | 1,3x10" | 1,9x107 | 33x10° | 7,3x10°
Odtuénéné migko, 20 % hm. 29x10° | 63x107 | 1,1x10° | 1,1x10° | 82x10" | 4,6x10° | 29x10° | 7,8x107 | 82x10°
(4) Odtug. mlezivo MF26062014 23x10° | 1,2x10° | 17x10° | 82x10° | 1,8x107 | 1,1x107 | 2,0x10° | 59x107 | 47x10°
(5) Odtué. mlezivo 30 05 2014 24x10° | 31x107 | 44x10° | 1,1x10° | 41x107 | 29x10° | 1,9x10° | 1,1x10° | 7,3x10°
Plnotuéné miko, 20 % hm. 1,3x10° | 1,4x10° | 81x10° | 3,0x10° | 6,9x10" | 33x10° | 23x10° | 34x10" | 1,3x10°
(6) Tucné mlezivo 12 02 2014 1,3x10° | 88x107 | 7,3x10° | 2,0x10° | 40x10" | 32x107 | 1,8x10° | 2,0x107 | 1,2x10°
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Tab. 3 Rozdil v logaritmickém poctu mikroorganismi mezi 0. a 6. h a mezi 0. a 24. h kultivace v mléce a v testovanych
vzorcich mleziva (vzorky oznaceny v tab. 2)

E. coli 6859 S. aureus 8851 B. cereus 2007
0-6h 0-24h 0-6h 0-24h 0-6h 0-24h
mléko mlezivo mléko mlezivo mléko mlezivo mléko mlezivo mléko mlezivo mléko  mlezivo
1 1,82 0,84 1,79 1,04 0,60 0,40 1,48 0,75 0,85 0,93 1,89 1,65
2 1,95 1,71 2,48 1,47 0,97 1,24 2,16 1,73 1,28 1,27 1,59 1,76
3 1,63 1,33 2,22 1,80 0,91 0,42 1,48 0,86 1,03 1,24 0,62 1,58
4 2,34 2,72 2,58 2,87 1,87 1,34 2,62 1,13 2,43 2,47 3,45 3,37
5 2,34 2,11 2,58 3,26 1,87 1,57 2,62 2,42 2,43 2,76 3,45 3,58
6 3,03 2,83 3,79 3,75 3,36 3,30 4,04 3,20 3,17 3,05 4,75 4,82
p 0,10 0,23 0,15 0,02 0,12 0,18
nevyznamné nevyznamne nevyznamng vyznamné nevyznamng nevyznamng

Tab. 4 Nardst neZadoucich mikroorganismd ve vzorcich koziho mleziva v porovnani' s nardstem v obnoveném miéce (KTJ/ml)

E. coli 6859

S. aureus 8851 B. cereus 2007
Oh 24 h 0h 24 h 0Oh

L. inocua LN 03
24 h Oh 24 h

Odtuénéné mléko 50x10° | 29x10° | 52x10* | 52x10" | 1,8x10* | 1,0x10° | 1,7x10* | 2,0x10°
vzorek 1 1,4x10* | 29x10° | 2,0x10° | 40x10" | 1,4x10* | 58x10° | 1,2x10* | 57x10
vzorek 2 14x10* | 1,4x10° | 20x10° | 3,0x10° | 1,4x10* | 41x10° | 1,2x10* | 3,8x10°
vzorek 3 1,4x10* | 48x10° | 20x10° | 36x10" | 1,4x10* | 41x10° | 1,2x10* | 1,1x10°
vzorek 4 1.4x10° | 29x10° | 2,0x10° | 1,2x10° | 14x10* | 42x10° | 12x10° | 23x10°
vzorek 5 1,4x10° | 1,8x10° | 2,0x10° | 54x10° | 1,4x10* | 35x10° | 1,2x10* | 6,5x10°
p 0,000042 0,014 0,00097 0,019
statisticky velmi vyznamng vyznamné velmi vyznamné vyznamné

mikroorganismii. Aktivita inhibi¢nich latek je v tomto pfi-
padé vyssi nez u kravského mleziva, coZz muze byt zpu-
sobeno i faktem, Ze vzorky koziho mleziva nejsou pred
zpracovanim nijak tepelné upravovany.

Ze ziskanych vysledka vyplyva, Ze pro potladeni rastu
testovanych nezadoucich mikroorganismi je ucinnéjsi
mlezivo kozi. Kravské mlezivo vyznamnéji inhibovalo riist
pouze druhu S. aureus. Byly potvrzeny rozdily v G¢innosti
jednotlivych vzorki mleziva (jednotlivé, smésné). Bylo by
tedy vhodné v budoucnu analyzovat pouzité vzorky na pfi-
tomnost antimikrobidlnich latek a zjistit korelaci mezi
jejich koncentraci a inhibi¢ni schopnosti mleziva.

Podekovdni

Tato prace byla podpofena z programu Ministerstva
zemédélstvi CR - KUS 2012 - 2018, z grantu QJ1210376
"Kolostrum jako zdroj novych primarnich produkti
v potravindch a doplicich stravy vyznacujicich se
zlepSenymi dietetickymi vlastnostmi a vysokym obsahem
ptirozenych biologicky aktivnich latek".
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