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Antibacterial effect of honey
on Staphylococcus aureus strains

Abstrakt

Byl testovan antimikrobidlni ucinek ¢tyt druhd ceskych
medu na vybrané kmeny Staphylococcus aureus: kvétovy
med s obsahem konopného pylu (K), kvétovy med bez
konopného pylu (BK), kvétovy fepkovy med (S) a med
medovicovy lesni (M). Bakteridlni kmeny pochazely
z prvovyroby mléka (n = 6; 4 kmeny od dojnic, 1 od kozy
a 1 od chovatele koz). Mléko bylo odebirano od zvirat
s podezfenim na mastitidni onemocnéni. Med byl
testovan o koncentraci 5 az 40 %. Vyrazna inhibice
(az 98 %) byla u medu M jiz pfi 15 % koncentraci
medu, zatimco podobny efekt (95 %) byl u medu BK az
pri jeho koncentraci 30 %. U medu K byla inhibice 90 %
az pfi jeho koncentraci 35 %. U medu S byl inhibi¢ni
ucinek v pfipadé 40 % medu jen max. 37 %. Z vysledkt
se med jevi jako vhodna surovina pro vyrobu ekologicky
Setrnych pripravkl, vyuzitelnych jako alternativni 1écba
v pripadé zanéti mlécné zlazy a ochrany pred Sifenim
patogennich a rezistentnich mikroorganismti v prvovy-
robé mléka.

Klicova slova: med; mléko; krava; koza; clovék;
S. aureus; antimikrobialni aktivita

Abstract

The antimicrobial effect of four types of Czech honey
was tested on selected Staphylococcus aureus strains:
blossom honey containing pollen from hemp (K), blossom
honey without pollen from hemp (BK), blossom honey
from oilseed rape (S) and honeydew (M). The bacterial
strains originated from primary milk production (n = 6;
4 strains from cows, 1 strain from goat and 1 from a bree-
der of goats). Milk was collected from animals with
suspicion of mastitis disease. Honey was tested at a con-
centration of 5-40%. The significant inhibition (98%) was
in the M honey already at 15% concentration of honey,
while a similar effect (95%) was for honey BK only after
having its concentration of 30%. The inhibition of 90% for
honey K was reached at its concentration of 35%. The
inhibitory effect in case of honey S was only max. 37% at
its concentration of 40%. From the results it is evident that
honey appears to be a suitable raw material for production
of organic sustainable products usable as an alternative
therapy in the case of mastitis, and for protection against
spreading of pathogenic and resistant microorganisms in
dairy production.

Keywords: honey; milk; cow; goat; person; S. aureus;
antimicrobial activity

Uvod

Bakteridlni infekce mlécné Zlazy (mastitida) je casté
a ndkladné onemocnéni (Kvapilik a kol., 2015) nejen
u mlécénych krav, ale i malych prezvykavci (ovce, kozy).
Staphylococcus aureus predstavuje jednoho z nejvyznam-
né&jSich patogend, jako dalsi jsou uvadény Streptococcus
uberis, koaguldza-negativni stafylokoky (CoNS), Coryne-
bacterium bovis, Streptococcus agalactiae a Escherichia
coli (Bradley, 2002; Pitkila a kol., 2004; Kalmus a kol.,
2011; Vyletelova-Klimesova a kol., 2014; Bogdanovicova
a kol., 2016). V poslednich letech je celosvétové zazna-
menavan nepiiznivy trend zvySujici se prevalence methi-
cilin-rezistentnich kmenu S. aureus MRSA (Witte a kol.,
1997; Le Blanc a kol., 2007; Golding a kol., 2010; Riva
a kol., 2015). Rozsifeni MRSA kment u skotu je popsano
i v Ceské republice na farmach s chovem mlé&nych i mas-
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nych zvirat (Stastkova a kol., 2009; Vyletélova a kol., 2011;
Manga a Vyletélova, 2013). Tyto kmeny (Livestock asso-
ciated - LA) pak predstavuji nebezpeci v piipadé prenosu
nejen mezi zviraty, ale i zvifaty a oSetiujicim personalem
(Juhasz-Kaszanyitzky a kol., 2007; Weese, 2010).
Vzhledem k nartstajicimu poctu rezistentnich kmenu
v huméanni, ale i veterindrni medicing€, je pozornost
vyzkumnych pracovi$t zamétrena na studium vyuZziti alter-
nativnich (neantibiotickych) zplsobti 1écby. Jednou
z moznosti prevence mlééné Zlazy pred pronikanim bakte-
rii z prostredi je vyuZiti antimikrobidlnich d¢inkd produktd
zivo¢isného ptvodu obsahujicich latky z rostlin, jako je
med. Nékteré druhy medd se vyznacuji antimikrobidlni
(AML) aktivitou. Taormina a kol. (2001) popsali inhibi¢ni
efekt k priblizné¢ 60 bakteridlnim druhtim, zahrnujicim
aerobni i anaerobni a grampozitivni a gramnegativni bak-
térie. Lusby a kol. (2005) popisuji rovnéz antimikrobidlni
ucinek riznych druhtt medu u 12 bakterialnich druht, s vy-
jimkou Serratia marcesces a kvasinky Candida albicans.
Prace je zaméfena na ovéfeni a srovnani antimikrobiilniho
ucinku riznych druhtt medt, pochézejicich ze Severni Mora-
vy, na vybrané kmeny Staphylococcus aureus animalniho
a humanniho ptivodu izolované z prostredi prvovyroby mléka.

Material a metody

Priivod vzorkii pro izolaci S. aureus

Vzorky byly odebirany od zvifat (dojnice - farmy A a B;
kozy - farma C) s podezienim na mastitidni onemocnéni do
sterilnich vzorkovnic. Od oSetfujiciho persondlu z kozi
farmy byly vzorky odebirdny vytérovou ty¢inkou (Amies
s aktivnim uhlim, Dispolab, CZ) z nosni sliznice a z krku.
Béhem transportu byly vzorky uchoviny v termoboxu pfi
teploté 5 = 1 °C a po pfevozu do laboratore ihned analy-
zovany. Prehled vzorkd a vybranych kment S. aureus je
uveden v Tabulce 1.

Mikrobiologické analyzy

Vzorek mléka (0,05 ml) byl bakteriologickou klickou
prenesen na krevni agar (HiMedia, Indie) a rozetfen.
Vzorek na vytérové ty€ince byl rovnéz rozetfen na povrch
krevniho agaru. Kultivace probéhla pti 37 °C/24 hodin.
Suspektni pigmentované kolonie s jasnou B-hemolytickou
reakci byly déle preockovany na krevni agar a inkubovany
pri teploté 37 °C/24 hodin. Izolované kolonie byly nasled-
né konfirmovany koaguldzovou reakci a identifikovany
pomoci STAPHYtestu a identifikaéniho programu TNW
Pro 7.0 (Pliva-Lachema, Brno). U vSech kmena S. aureus
byla provedena pomoci metody PCR identifikace speci-
fického fragmentu pro S. aureus SA442 (Martineau a kol.,
1998) a identifikace mecA genu pro potvrzeni MRSA
(Bosgelmez-Tinaz a kol., 2006).

Priprava testovanych kmenii S. aureus

Vybrané kmeny byly naockovany na krevni agar s obsa-
hem 7 % berani defibrinované krve (Blood Agar Base,
Oxoid) a inkubovany pfi 36 + 1 °C po dobu 18 - 24 hodin.

Tab. 1 Pdvod a specifikace vzorku a izolatt
Staphylococcus aureus

¢. databaze farma specifikace vzorku MRSA
51 A krdva
52 krdva
428 B krdva +
431 krdva +
670 C chovatel +
707 koza +

A, B = farma skotu; C = kozi farma; MRSA = methicilin rezistentni S. aureus

Poté byla pfipravena koncentrace jednotlivych bakterial-
nich druht tak, aby se vysledny pocet kolonii pohyboval od
1 az 3 x 10* KTJ/ml. Pro fedéni byl pouzit sterilni 0,9 %
fyziologicky roztok. Seznam kontrolovanych kment
S. aureus je uveden v Tabulce 1.

Metoda stanoveni poctu kolonii

Byl pripraven krevni agar (bez pfidani krve, dile KA)
s obsahem medu tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 5 az
40 %. Med byl homogenizovan ve sterilni destilované vodé
a pridaval se do agaru aZ po jeho vychlazeni na 45 + 1 °C.
Suspenze bakterii byla inokulovdna na povrch agaru a po
jejim zaschnuti byly Petriho misky vlozeny do termostatu pti
36 + 1 °C. Vysledky byly odecitany po 24 az 48 hodinach.

Jako kontrola inhibiéniho téinku byl pripraven agar KA
s obsahem cukru ve stejné koncentraci (5 az 40 %) vztazené
na obsah cukru v medu (tj. 78,1 %): fruktéza (38,2 %),
sachardza (1,3 %), maltéza (7,3 %) a glukéza (31,3 %) podle
Belitz a Grosch (1992). Cukr se do agaru pridaval rovnéz az
po jeho vychlazeni na 45 + 1 °C. Jako ristova kontrola byl
pak pouzit agar KA bez pridani medu nebo cukru.

Charakteristika medu

Inhibi¢ni dcinek byl sledovan a srovnan u medu kvé-
tového a medovicového. Kvétovy med je ziskavan zpra-
covanim nektaru produkovaného kvetoucimi rostlinami.
Jedna se o koncentrat nektaru z kvéta rostlin s vy$S§im obsa-
hem ovocného a hroznového cukru a bilkovin rostlinného
pivodu. U medovicového medu vcely sbiraji cukerné
vymeésky producentit medovice (mSice, cervcei apod.), které
zpracovavaji na med. Med pak obsahuje nekteré latky
propolisové povahy, vys$si podil dialezitych mineralii
a méné rostlinnych bilkovin. Pro analyzu byly vybrany
celkem ctyfi druhy medu:

1) med K - kvétovy med s obsahem konopného pylu.
Vcelstvo bylo umisténo na pozemku v Olomouci -
Holici v blizkosti pole s konopim setym (Cannabis
sativa L.), v doletové vzdalenosti cca 5 m od porosta.
Konopi predstavovalo smés riznych odruad - Tygra, Fi-
nola, Santhica, Bialobrezskie, Carmagnola a Uniko-B.
Med se vytacel v srpnu 2015.

2) med BK - kvétovy med bez obsahu konopného pylu.
Klasicky 1l s vcelstvem ve stejné sile jako bylo
umisténo u konopného pole, byl umistén v ovocném
sadu v Kreloveé. V doletové vzdalenosti vcel nebylo
péstovano konopi. Med se vytacel v ¢ervenci 2015.
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Tab. 2 Vysledky antimikrobidini U¢inku medd (v %)

Med - 5 %
¢. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%) 6. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) |BK (%) | S (%) | M (%)
51 159 0 0 0 0 0 51 196 5 18 19 1 100
52 173 0 0 0 0 0 52 143 0 5 10 11 100
428 149 0 0 0 0 0 428 146 0 7 0 0 100
431 129 0 0 0 0 0 431 143 0 18 11 16 100
670 215 0 0 0 0 0 670 166 0 0 0 0 100
707 163 0 0 0 0 0 707 169 0 0 0 0 99
 we-n0w e - 30 %
€. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%) €. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%)
51 124 0 14 2 8 7 51 177 10 24 95 11 100
52 100 0 0 0 0 12 52 224 0 19 79 21 100
428 80 0 0 0 0 16 428 161 0 10 27 0 100
431 123 0 0 0 0 g 431 103 0 33 1 23 100
670 179 0 0 0 0 4 670 176 0 0 43 0 100
707 132 0 0 0 0 11 707 183 0 0 25 2 100
15w
€. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%) €. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%)
51 178 0 15 11 10 98 51 247 21 20 99 15 100
52 160 0 0 0 0 88 52 210 0 76 83 35 100
428 107 0 0 0 0 18 428 203 2 19 85 23 100
431 139 0 0 6 0 76 431 107 0 77 89 23 100
670 119 0 0 0 0 54 670 156 0 63 90 0 100
707 175 0 0 0 0 34 707 228 2 67 91 4 100
Med - 20 % Med - 40 %
€. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%) €. S. aureus | KA (KTJ/ml) | cukr (%)| K (%) [BK (%)| S (%) | M (%)
51 175 5 15 14 10 99 51 155 23 92 99 32 100
52 76 0 0 0 0 97 52 162 0 93 94 37 100
428 150 0 0 0 0 84 428 103 3 85 89 23 100
431 160 0 12 11 16 99 431 88 0 86 98 24 100
670 148 0 0 0 0 99 670 142 0 90 98 1 100
707 192 0 0 0 0 99 707 150 3 92 99 17 100

KTJ/ml = kolonie tvorici jednotky v 1 ml; KA = kontrolni riist; K = med s obsahem konopného pylu; BK = med bez obsahu konopného pylu;

S = fepkovy med; M = medovicovy lesni med

3)med S - fepkovy med byl ziskdn ze stanovisté
v Kfelové. Vytoceni medu bylo provedeno po obdobi
kveteni porostu fepky. Pole s fepkou bylo v doletové
vzdalenosti do 50 m od stanovisté vcéel. Med se
vytacel koncem cervna 2015.

4) med M - medovicovy lesni med. Vcelstvo umisténo
v blizkosti lesa obce Zarova (smrk, borovice, modfin,
dub, javor), v dosahu i dalsi stromy lipa a jirovec vse
v doletové vzdalenosti 10 az 20 m. Med se vytacel na
pocatku Cervna 2015.

Vysledky a diskuse

Vysledky inhibicniho vcinku medii

Vysledky inhibi¢niho d¢inku medt jsou vyjadieny v pro-
centech a uvedeny v Tabulce 2 a Obrazku 1. Z vysledku je
ziejmé, ze 5 % med nevykazoval zadné inhibicni G¢inky.
Prvni inhibi¢ni efekt byl zaznamenan u vSech medd jiz pri
koncentraci 10 %, a to u kmenu €. 51 (2 - 14 %). Inhibi¢ni
ucinek ke vSem kmentim S. aureus byl potvrzen pii této
koncentraci (10 %) u medovicového medu M a pohyboval
se od 4 do 16 %. Vyrazny vliv na rlst S. aureus mél med M

jiz od 15 % koncentrace a pri koncentraci 25 % vykazoval
100 % inhibici. Vyznamny antimikrobidlni i¢inek byl pak
potvrzen u medu BK az pfi jeho 30 % koncentraci (95 %
u kmenu €. 51). U medu K dosédhl inhibi¢ni u¢inek 90 %
u stejného kmene &. 51 aZ pii 35 % koncentraci. Repkovy
med S vykazoval u¢inek maximaln€ 37 % inhibice u kmene
¢. 52, a to pri nejvyssi zkouSené koncentraci medu 40 %.
Citlivost S. aureus na cukerny roztok byla negativni,
s vyjimkou kmene ¢&. 51. Podobné vysledky popisuji
Vorlova a kol. (2005), ktefi testovali nékolik druht meda
(kvétovy, medovicovy a smiSeny) a zjistili rovnéz nejvyssi
aktivitu u medovicového medu jiz pfi jeho 10 % koncen-
traci.

Srovndni vybranych kmenu S. aureus

Na Obrazku 2 jsou uvedena procenta inhibi¢niho u¢inku
na sledované kmeny S. aureus. Nejcitlivéji ve srovnani
s ostatnimi kmeny reagoval kmen ¢. 51, ktery jako jediny
byl citlivy i k roztoku cukrti. Nejméné citlivy byl pak kmen
¢. 428, 670 a 707. Mezi kmenem 670 (chovatel) a 707
(koza) nebyl zaznamenén zZadny vyrazny rozdil (Tabulka 2;
Obrazek 2). Zajimavy je rozdil v citlivosti mezi kmeny
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tentnimi kmeny MRSA. Pro alternativni 1é¢bu
zanétt mastitid se med jevi jako vhodna surovina
pro vyrobu pripadnych masti nebo jinych ekolo-
gicky Setrnych pripravkl pouzitelnych v prvovy-
robé mléka. Pouziti pfipravkl mize mit vliv i na
zamezeni Sifeni patogennich a rezistentnich
mikroorganismui v prvovyrobé mléka.
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Somatic cell count in milk from individual
dairy cows and selected indicators

Abstrakt

V piispévku jsou vedle technické a technologické charak-
teristiky 14 experimentdlnich stdji za roky 2012 az 2015
strué¢né hodnoceny ukazatele zjiSténé kontrolou uZitkovosti

dojenych krav. Jedna se o pocet somatickych bunék v mléce
(PSB), produkci mléka na kravu v den KU a obsah tuku
a bilkovin v mléce. PSB byl u dojnic chovanych v niZinné
oblasti o 25 tis./ml a 9 % vyssi nez v oblasti podhorské
a horské, pri pastvé (ve dvou ze 14 chovi) o 38 tis./ml
a 13 % nizsi nez v mléce krav bez pastvy, v mléce holStyn-
skych o 65 tis./ml a 28 % vySsi nez v mléce krav Ceskych
strakatych apod. Mezi roky 2012 a 2015 se v priiméru vSech
staji signifikantné sniZily PSB o 10 % a zvySily se produkce
mléka na kravu a den o 4 % a obsah tuku a bilkovin o 0,03
a 0,06 %. Z vyvoje PSB mezi roky 2012 a 2015 je odhad-
nuto zvyseni priplatki za mléko s PSB do 100 tis./ml
a snizeni srazek za mléko s PSB nad 400 tis./ml v priméru
na 225 K¢ na kravu a rok (0,025 K¢ na kg prodaného
mléka). Pomérné vysoka variabilita ukazatelt poukazuje na
moznosti snizeni PSB, zvySeni jakosti syrového mléka
a zlepsSeni ekonomickych vysledki jeho vyroby.

Klicova slova: dojnice; kontrola uZitkovosti; mléko;
somatické buriky; obsah tuku a bilkovin; vyvoj

Abstract

The paper evaluates briefly the indicators identified by
milk recording (MR) of dairy cows along technical and
technological characteristics of the 14 experimental stables
for the years 2012-2015. These are the: - somatic cell count
in milk (PSB); - milk production per cow and day in MR
day; - fat and protein content in milk. In dairy cows the
PSB was: - by 25 thousands/ml (ths./ml) and 9% higher in
the lowland area than in the foothills and mountains; - at
grazing (two out of 14 herds) lower by 38 ths./ml and 13%
than in milk cow with no grazing; - in Holstein milk higher
by 65 ths./ml and 28% than in Czech Fleckvieh milk. In
average, between 2012 and 2015, the PSBs of all stables
were significantly reduced by 10% along increased milk
production per cow and day by 4% and fat and protein con-
tent by 0.03 and 0.06%. From PSB development between
2012 and 2015 there is estimated an increasing of the milk
premiums for milk with PSB up to 100 ths./ml and a reduc-
tion in milk penalties for milk with PSB over 400 ths./ml
on average CZK 225 per cow and year (CZK 0.025 per kg
of sold milk). Relatively high variability of milk indicators
points to the possibility of PSB reducing, the increase of
raw milk quality and improvement of the economic results
of primary milk production.

Keywords: dairy cow; milk recording; milk; somatic cell
count; fat and protein content; development

Vysledky vyroby mléka jsou ovliviiovany fadou faktord,
mezi které patfi i mastitidy, resp. zdravotni stav mlécné
zlazy dojenych krav. Na vyskyt a "vytrvalost" mastitid ve
stadech dojnic vyjadril nazor Brause (2001) postiehem, Ze
"krava bud doji, nebo je zdrava", Hamann (2006) konsta-
tovanim, Ze "mastitidy existuji stejné dlouho jako kravy"
a Engels (2012) poznamkou, Ze "mastitida je nemoc
z povolani krav". Z kazdodenni chovatelské praxe,
z odborné literatury i z uvedenych aforismil je ziejmé, Ze
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