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v mléce. Dal§imi zijmy je ovéfit vhodnost krmnych
dopliiki na bazi sladkovodnich fas na kvalitu mléka
malych prezvykavct a jejich vlivu na obsah omega-3
a omega-6 mastnych kyselin. Kone¢nym cilem bude
navrzeni vhodnych technologickych postupt ke zlepSeni
dietetickych vlastnosti mléénych produkti z koziho
a ov¢iho mléka, analyzovat vybrané parametry chovného
prostfedi, které mohou mit na kvalitu produktd vliv.
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Immunomodulatory effects of hovine
colostrum to human mononuclear cells

Abstrakt

Kolostrum je bohatym zdrojem esencidlnich, bioak-
tivnich a imunomodulac¢nich latek pro vyzivu a rist mladat,
ale také pro rozvoj jejich pasivni imunity. Kravské
kolostrum je v soucasné dobé pouzivano v doplicich
stravy, proto bylo cilem této prace rozsifit znalosti
o imunomodulaénim efektu kravského kolostra.
Imunomodulac¢ni efekt kravského kolostra byl porovnavan
na zdkladé produkce vybranych cytokini lidskymi
mononukledrnimi butikami (hPBMCs) po tfidenni stimu-
laci obnovenym neodtucnénym a odtu¢nénym kravskym
kolostrem, které byly stanoveny pomoci multiplexové
analyzy. Pfi stanoveni imunomodula¢niho efektu doslo po
stimulaci lidskych mononuklearnich buné¢k odtuénénym
kravskym kolostrem ke zvySené produkci Th2 cytokini
IL-10, IL-4 a IL-5 v porovnani s kravskym mlékem.
Zvysena produkce IL-10 a IL-4 vede k inhibici produkce
Th1 cytokint.

Klicova slova: kravské kolostrum, cytokiny, mononuk-
learni bunky

Abstract

Colostrum is a rich source of essential, bioactive and
immunomodulatory compounds important for a growth and
a nutrition of newborns, and also for developing their pas-
sive immunity. In recent year, bovine colostrum is used in
dietary supplements, therefore we decided to extend
knowledges about the immunomodulatory effect of bovine
colostrum to human health. The immunomodulatory effects
of bovine defatted or fatted colostrum were compared on
the basis of secretion of cytokines by human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) after the 3-day stimuta-
tion in vitro. Luminex multiplex analysis was used to ana-
lyze the production of cytokines.Our results has shown that
bovine defatted colostrum stimulate the secretion of Th2
cytokines IL-10, IL-4 and IL-5 in compared with bovine
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milk. Increased production of IL-4 and IL-10 leads to
inhibite the production of Thl cytokines.

Keywords: Bovine colostrum, cytokine, mononuclear
cells

uvoDp

V poslednich nékolika letech vzrostl zadjem o potraviny
s pozitivnim vlivem na lidské zdravi. Kolostrum je defi-
novano jako prvni mléko se specifickym sloZzenim pro-
dukované savci po porodu. Kromé esencidlnich Zivin
obsahuje kolostrum celou fadu bioaktivnich latek
dalezitych pro vyzivu, ochranu a rist mladat (Godhia
a Patel, 2013). Mezi bioaktivni latky kolostra patfi rastové
faktory (TGF-o. a B, IGF, EGF), imunoglobuliny, lakto-
peroxidasa, laktoferin, lysozym, vitaminy (A, E a B12),
imunomodulacni peptidy a oligosacharidy. V soucasné
dobé na trhu nalezneme prevazné dopliky stravy, které
obsahuji odtu¢néné nebo neodtu¢néné kravské kolostrum
nebo jeho bioaktivni latky jako imunoglobuliny a lak-
toferin. Hlavnimi vyhodami kravského kolostra jsou jeho
celorocni dostupnost a mnozstvi, které lze ziskat
v porovnani se sezonnim kozim kolostrem.

Cilem predkladané prace bylo rozSifeni znalosti
o imunomodulaénim efektu obnoveného odtu¢néného nebo
neodtu¢néného kravského kolostra, které je pouzivano do
doplnku stravy. Imunomodulacni efekt byl posuzovan na
zakladé produkce vybranych cytokini mononuklearnimi
burikami izolovanymi z periferni krve zdravych darci.

MATERIAL A METODY

Kolostrum a suSené mléko

K testovani bylo pouzito lyofilizované odtu¢néné a tuéné
kravské kolostrum od firmy Ingredia (CR) a suSené
kravského mléko (Gemermilk RS s.r.o., Rimavska Sobota;
susina 95,6 %).

Izolace mononukledrnich bunék

Mononukleédrni buiiky pouZité v této praci byly ziskany
centrifugaci krve od osmi zdravych pacientti ve véku 25-35
let (Krevni transfuzni stanice, VSeobecna Fakultni
Nemocnice, Praha) na Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich,

Svycarsko) gradientovou centrifugaci (Obr. 1). Mono-
nuklearni bunky byly po separaci dvakrat promyty 50 ml
média X-vivo (Cambrex, USA), poprvé pii 400 g po dobu
10 minut, po druhé pii 200 g také po dobu 10 minut. Po
druhém promyti byly ziskané mononuklearni buiiky resus-
pendovany v 5 ml média X-vivo. Pocet mononuklearnich
bunék byl stanoven mikroskopicky s vyuZitim Biirkerovy
komitrky. Zbytek suspenze byl poté nafedén médiem
X-vivo tak, aby findlni koncentrace mononukledrnich
bunék byla 10"/ml.

Stimulace

Izolované mononuk-
learni bunky byly sti-
mulovany riznymi va-
riantami kravského
kolostra po dobu tfech
dnti podle nasledujiciho
schématu uvadéného na
obrazku 2. Po stimulaci
byly supernatanty ode-
brany a zamraZeny pri
- 20 °C do stanoveni cy-
tokini  multiplexovou
metodou.
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Obr. 2 [zolace mononukledr-
nich bunék

Stanoveni cytokinii multiplexovou metodou

Pro stanoveni vybranych cytokint (IL-17, IL-4, IL-5,
IL-6, TNF-oo a INF-y) byl pouzit kit Fluorokine MAP
Human Base Kit A (R&D Systems, USA). Prvnim krokem
laboratorniho postupu bylo navlhéeni membran v jamkach
desticky promyvacim roztokem (100 pl do kazdé jamky)
a nasledné odsati obsahu vakuovou pumpou. Poté byly
pridany nafedéné a promichané mikropartikule (50 pl) do
kazdé jamky a béhem 15 minut bylo napipetovano 50 pl
standardu a vzorku. Desticka byla prekryta folii a inkubova-
na pii laboratorni teploté 3 hodiny na horizontalni orbitalni
ttepacce pii S00 rpm. Po inkubaci byla odsata tekutina za
pomoci vakuové pumpy a jamky destiCky tfikrat promyty
100 pl promyvaciho roztoku. V dal§im kroku do kazdé
jamky bylo pfidano 50 ul pfipraveného biotin - antibody
mixu. Desticka byla poté prekryta folii a po dobu jedné
hodiny probihala inkubace na horizontalni

() withdraw blood
and place in tube

® Centrifuge

http://www.medical-labs.net/wp-content/uploads/2014/02/Blood-Plasma-and-Buffy-Coat.jpg

orbitilni tfepacce pfi 500 rpm. Po inkubaci
byly opét jamky tfikrat promyty 100 pl promy-
vaciho roztoku. Po dikladném promyti bylo
pridano 50 ul pripraveného streptavidinu - PE
a prekryto folii. Inkubace probihala po dobu 30
min na horizontdlni orbitalni tfepacce.
Nésleduje opét troji promyti 100 ul promy-
vactho roztoku. Poté byly mikropartikule
S navazanymi cytokiny resuspendovany ve
100 pl promyvaciho roztoku a inkubovany
2 min na tfepacce a do 90 minut analyzovany
piistrojem LUMINEX® 200 TM analyzer

Obr. 1 Izolace mononukledrnich bunék

(Luminex Corporation, USA).
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Vysledky a diskuze
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Kolostrum je dulezitym zdrojem pro-
tektivnich a imunomodulacnich latek
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specifitu, senzitivitu a reprodukovatel-
nost v porovnani s biotesty. Mezi
tspésné metody k Siroké detekci pro-
teind se fadi proteomika a antibody-based protein arrays
metod. Hlavnimi vyhodami zminénych antibody-based
protein arrays je moznost stanoveni Sirokého spektra pro-
teind a potfeba malého objemu vzorku (Kverka a kol.,
2007; Joos a kol., 2002). Ke stanoveni vybranych cytokini
v této praci byla pouzita multiplexové reakce na
mikrokulickach (bead arrays), kterd je kombinaci pra-
tokové cytometrie a imunoanalytického stanoveni. Tato
metoda poskytuje skutecné kvantitativni uréeni koncen-
trace proteinu na rozdil od proteinovych cipll (protein
array), kde jsou vysledky casto pouze kvalitativni nebo
semikvantitativni. Kverka a kol. (2007) ve své praci
zjiStovali profil cytokind v lidském kolostru a mléce
pomoci stejné metody. Kromé jiz dfiv stanovenych pop-
sanych latek jako jsou interleukin IL-8, growth factors
(EGF), angiogenin a dalSich, také stanovili 32 dosud
nepopsanych cytokind. Dale také poukazuji na variabilni
slozeni spektra cytokind u jednotlivych vzorki lidského
kolostra a mléka. Vyssi koncentrace cytokina (IL-1[3, IL-6,
TNF-o, INF-y) obsazend v kravském a kozim kolostru mize
ovliviiovat imunitni odpovéd stejné jako v lidském kolostru
(Hagiwara a kol., 2000; Wan a kol., 2010). Kravské
kolostrum obsahuje i dal$i imunomodula¢ni l4tky jako lak-
toferin a insulin growth factors (IGF)-1), které mohou mit
schopnost regulovat sekreci cytokinti (Ginjala a Pakkanen,
1998; Stelwagen a kol., 2009). Imunomodulacni vlastnosti
kolostra byly popsany v nékolika studiich (Biswas a kol.
2007; Davis a kol., 2007; Playford 2000), Imunomodulaéni
efekt odtuénéného kravského kolostra na lidské mononuk-
learni buriky byl zkouman v praci Biswas a kol. (2007), kdy
mononuklearni buriky izolované také z krve zdravych darca
jako v této studii byly stimulovany dvéma odliSnymi
koncentracemi kolostra (0,1 al0,1 pg/mL) po dobu 18
a 24 hodin. Po stimulaci byly sledovany hladiny IL-12
a IFN-y. Vysledky popsané praci Biswas a kol. (2007)
poukazovaly na schopnost kravského kolostra podporovat
produkci Thl cytokind. Toto zjiSténi miZe byt uzitecné
v prevenci a 1é¢bé nékterych mikrobidlnich infekci.

Obr. 1 Porovnani produkce IL-17, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-c; a INF-y mononuklearnimi
burikami po stimulaci kravskym kolostrem a mlékem

V predlozené studii byl imunomodulacni efekt
odtu¢néného a neodtucnéného kravského kolostra nebo
mléka porovnavan na zdkladé produkce interferonu-v,
interleukina 10, 17, 5, 6 a 4 a TNF-o. mononuklearnimi
bunkami izolovanych z periferni krve osmi zdravych darcu.
Po stimulaci lidskych mononuklearnich bunék kravskym
odtu¢nénym kolostrem doSlo ke zvySené produkci Th2
cytokint IL-10, IL-4 a IL-5 v porovnani s kontrolou, které
podporuji protizdnétlivou imunitni reakci a inhibuji pro-
dukci Thl cytokintl (Obr. 3). V dalSich studiich Wan a kol.
(2010) and Yoshiaka a kol. (2005) testovali vliv podavani
kravského kolostra myS$ich in vivo and in vitro. Jejich
vysledky ukazuji, Ze imunomodula¢ni efekt kravského
kolostra je pleiotropni a miZze napomahat udrZet rovnovahu
mezi Th1/Th2 imunitni odpovédi.

Na zavér je nutné fici, Ze v ramci této studie byl sledovan
vybrany soubor cytokint, ale kravské kolostrum muze
ovlivnit sekreci i dalSich cytokint a chemokint, které maji
vliv na imunomodulaci. Proto pro presnéjsi pochopeni
mechanismu ovliviiovani sekrece cytokinii po stimulaci
kravskym kolostrem nebo jeho kombinaci se synbiotiky je
nutné provést dalSi studii na dalSich specifickych
bunéénych populacich.
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Application of rapid tests in screening
of residues of inhibitory substances
in raw milk

Souhrn

Kontrola pfitomnosti rezidui inhibi¢nich latek v mléce je
vyznamnym hygienickym ukazatelem jakosti syrového
mléka podle soucasné legislativy EU. Dilezitou soucasti
systému kontroly RIL v mléce jsou rychlé specifické testy,
nachdzejici uplatnéni v mlékarenském primyslu. Text
¢lanku uvadi prehled vybranych rychlych testl vyuZiva-
nych v Ceské republice, jejich princip, vyhody a nevyhody
pouziti.

Klicova slova: rezidua inhibi¢nich latek, rychlé testy,
vyuziti, princip

Summary

Control of the presence of residues of inhibitory substan-
ces in milk is one of significant sign of quality of raw milk
according EU legislation. Rapid specific tests are important
part of system of control residues of inhibitory substances,
which are used mainly in the dairy industry. Article
describes overall summary of some rapid tests used in
Czech Republic, their principle, advantages and disadvan-
tages during their usage.

Key words: residues of inhibitory substances, rapid test,
use, principle

Uvod

Jednim z dileZitych znakl jakosti syrového mléka je
kontrola pritomnosti rezidui inhibi¢nich latek (RIL).
Pfitomnost RIL v syrovém mléce je kontrolovana v souladu
se soucasnou legislativou z divodu zajisténi bezpecnosti
mléka a mléénych vyrobku pro spotiebitele. Nejvyznam-
néjsi skupinu inhibi¢nich latek tvofi veterindrni 1éCivé
pripravky, predevsim latky s antimikrobidlnim déinkem -
antibiotika a chemoterapeutika.

Detekce rezidui inhibi¢nich latek (RIL) ma nejen hygie-
nicky vyznam (ochrana zdravi spotiebitele), ale je i stre-
dem zdjmu zpracovateld mléka, protoze zejména
antimikrobidlni latky puasobi problémy pifi vyrobé
mlécnych vyrobkd, v jejichZ technologickém procesu vyro-
by se vyuzivaji Cisté mlékarské kultury.

Podle soucasné legislativy, kterd stanovuje zavazné znaky
jakosti syrového kravského mléka a jinych druhti mlék
(Narizeni Komise (EU) 1662/2006), musi provozovatelé
potravinarskych podnikd zavést postupy s cilem zajistit, Ze
syrové mléko nebude uvedeno na trh, pokud obsahuje rezi-
dua antibiotik v mnoZstvi, které pro jakoukoli z latek uve-
denych v priloze Natizeni Komise (EU) ¢.37/2010,
prekracuje hodnoty povolené timto nafizenim - maximalni
rezidudlni limity (MRL). Z tohoto pohledu zodpovédnost za
jakost mléka nese dodavatel mléka a nasledné i zpracovatel,
ktery mléko pfijimd a zpracovavd na mlécné produkty
(pokud se mléko nezpracovava pifimo na farme¢). V mlé-
karenském primyslu proto musi byt veSkeré pfijimané
mléko pred zpracovanim kontrolovdno na pritomnost RIL.
V piijmovych laboratofich mlékarenského pramyslu i v la-
boratofich pro kontrolu jakosti mléka je dulezité zvolit
vhodné screeningové metody pro detekci RIL.

Mikrobiologické inhibi¢ni metody jsou vyuzivany jako
screeningové metody. Jejich nevyhodou je naro¢na pfipra-
va, schopnost detekovat pouze antimikrobika a pomérné
dlouha inkubacni doba. Proto byly a jsou stile vyvijeny
nové specifické testy, k jejichz prednostem patii rychlé
provedeni, jednoduchost a citlivost. Tyto testy nachazeji
uplatnéni zejména v mlékarenské praxi a v prvovyrobé
mléka.
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