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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo stanovit antimikrobni ptisobeni rtiznych medi na

vybrané gramnegativni bakterie.

Teoretickd cast se zaméfuje na vlastnosti a slozky medu souvisejici s jeho
antimikrobni a antioxidacni kapacitou, dale obsahuje kapitolu zabyvajici se mikrobiologii
medu a jeho potencionalnim vyuzitim v medicing, posledni kapitola se vénuje dalsim véelim

produktiim a jejich vyuziti.

V samotné praktické ¢asti byl zkouman antimikrobni uc¢inek nékolika vzorkli meda
na Sest gramnegativnich bakterii, jenz byl stanoven pomoci mikrodilu¢ni metody a vyjadien
minimalni inhibi¢ni koncentraci. U v§ech vzorkt medl byla potvrzena antimikrobni aktivita.
Nejucinngjsi byly u vétSiny vzorki koncentrace 500 pg/ml, medové vzorky o koncentracich
15,6 — 125 pg/ml naopak rast bakterii podpoftily. Bylo zjisténo, Ze nejcitlivéjsi bakterie na

aplikované medové vzorky byla Pseudomononas fluorescens CCM 2798.

Kli¢ova slova: med, antimikrobni u¢inek, gramnegativni bakterie, fenolické slouceniny
ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to determine the antimicrobial effect of various

honeys on selected gram-negative bacteria.

The theoretical part focuses on the properties and components of honey related to its
antimicrobial and antioxidant capacity, thesis also contains a chapter dealing with the
microbiology of honey and its potential use in medicine, the last chapter deals with other bee

products and their use.

In the experimental part, the antimicrobial effect of several samples of honey on six
gram-negative bacteria was investigated, which was determined by the microdilution
method and expressed by the minimum inhibitory concentration. Antimicrobial activity was
confirmed in all honey samples. Concentrations of 500 pg/ml were most effective in most
samples, while honey samples with concentrations of 15.6 - 125 pg/ml supported the growth
of bacteria. It was found that the most sensitive bacteria to the applied honey samples was

Pseudomononas fluorescens CCM 2798.

Keywords: honey, antimicrobial effect, gram-negative bacteria, phenolic compounds



Timto bych rada pod€kovala doc. RNDr. Leon¢ Buiikové, Ph.D. za odborné vedeni, ochotu
a poskytnuti cennych rad pii zpracovani této diplomové prace. Touto cestou bych také chtéla
podékovat laborantkam Ing. Veronice Kubacové a Ing. Olze VIckové za pomoc a praktické

rady v laboratofi.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronickd nahrand do IS/STAG

jsou totozné.



1.1

1.2 NEKTAR A MEDOVICE ...ttt ee e e e ee e e e et e e e eeeae e e eaeeeeeaaaaeeae

1.2 DRUHY MEDU ....cettttiieeee ettt e e eteeeeeeee e e e e teeaaeeeeeseeesetaaanaaeseeeeereaanaaesees

1.2 VZNIK MEDU .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeneeeeeaans

2
2.1

CHEMICKO-FYZIKALNI VLASTNOSTI MEDU .....cooueeeeveeeeeeseesesessesessesessssenes

CHEMICKE SLOZENT MEDU ... etettieeeee e eeeeeeeeeeee e e e eee e aeaeeeeeeeveeeaaaaeeeeeeeeeenenaaas

2,11 SACKATIAY ..ieuiiieiiieiie et
2.1.2  DUuSIKate TAtKY....coouiiiiieiieee e
2.1.3  Organické kyseliny, vitaminy a mineralni 1atky ............ccoccooviniiiiniinnnen.

2.2 FYZIKALNT VLASTNOSTI MEDU ..vvtteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseaeeeeeeereeeneaaaeseeeeeeeennnnns

3.1

221 BAIVA it
2.2.2 HUSEOTA oo e
223 VISKOZITA .ttt
2.2.4  HygrOSKOPICIEA ..coveeiiieiiieiieiie ettt et et
2.2.5  KIYStAlIZACE ....cutiieiiiieiie ettt ettt etee et e e e e
22,6 OPLCKA TOLACE ...ovieuieriiiiieieeieeie ettt sttt ettt et s

SLOZKY MEDU SOUVISEJICI S JEHO ANTIMIKROBNI A
ANTIOXIDACNT KAPACITOU a.eeeeeeeeeeeeeeeesssesesesessssssssessssnssssssssnsssnsssssssensassens

NIZKA AKTIVITA VODY ..ottt ee e ettt eeeeeeeeeeeeeneeaeseeeeereeannnaeseesesreennnaaeeseeeeranes

3.2 VYSOKY OBSAH SACHARIDU ...vvieeeee ettt ee e e et eeaeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeeeeeanaaaaeeaeas

3.3

Y S E L OST ettt e et e e et e e e e e e e et e e e e eaeeeeeaaaes

34 PEROXID VODIKU ..ttt ee et e e e e e e e e e eeeee e e e e e eeeasaaaeeeeeeeeeeneaaas

3.5 B EN SIN-L Lttt e e e e e ettt e e e e e e e e e eeeaaaeeseeeeeraaaaaaeneeas

3.6 METHYLGYLOXAL . eetteeeeteeettteeeeeeeeeeettaaaeeeeeeseeetesaaaeesesesesssssanasesssseesssananeseees

3.7 FENOLOVE SLOUCENINY ...eteeetettteeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeaeaeeeeeeereeennaaaeeeeeeeeennnnnans

6.1

POTENCIONALNI VYUZITI MEDU V MEDICINE....voveueeeeeeveeereeeeeeeesesessesesens
MIKROBIOLOGIE MEDU. .....oeouieeveeeseeseesssesesssssssssssessssssssssssssassssssssssssssssssssaens
DALSI VCELI PRODUKTY A JEJICH VYUZITT cuvuvereererereresesesesesesesssssssssens

VCELI VOSK .ottt e e e e e e et e e e e e e e e e e aaee e e e e e e neaaaaeneeas

6.2 PROPOLIS ..ottt e e e e ettt ee e e s e e e e e taa e eeseeeeesanaaneseeas

6.3

6.4 P L e et e ettt e et et ——————

6.5



PRAKTICKA CAST aeeeeeeeeeeeevesessssesesesessssssssssessassssssssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssns 34

T CIL PRACE ouueeeeceeenrensnssessensssssssssesssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
8  POUZITA ZARIZENI A MATERIAL ....cvvueerrernsrensesernsasssesssssssssssssssssssssessssses 36
8.1  PRISTRIJE A POMUCKY ....oruieiieuiiniieteetenieenteentesttesieentesitenteestesstesaeenseseeenseensesneenees 36
8.2 CHEMIKALIE. ...ccuutiittiitieitie et eite et et e et et e st e eaee et e e bt e eabe e bt e eabeesbeesabeenbeeenneeneeas 36
8.3 ZIVNAMEDIA ....oovmrvieceeeeeeeeeeeeeeeeee s ses s s s e ssas e 36
8.4  BAKTERIALNI KIMENY ...eoititiuitiitieiieentieaiteenttesteesiteeteesitesateesseeenbeesstesnseesaeeenneesneas 37
8.5 VZORKY MEDU ....ecutitiiuiiriieiietesitente et sttt et sttt et e bt estesbtenbesaeesieenbeeneesneenees 37
9  METODIKA PRO STANOVENi ANTIMIKROBNiCH UCINKU MEDU.......38
9.1  PRIPRAVA MEDOVYCH VZORKU.....ceiutriiriieniiaieniienieeieeitesieeneesieesieesesinesseensesnee e 38
9.2  PRIPRAVA ZIVNEHO MEDIA A FYZIOLOGICKEHO ROZTOKU ......ceevuvieiienieeeieennnennn. 38
9.3  RESUSCITACE MIKROORGANISMU A PRIPRAVA BAKTERIALN{ SUSPENZE .............. 38
9.4 MIKRODILUCNI METODA ....ccttiiuiiaiiesiteetiesiteenieesteesseeseseesseesnseesseesnseesnnesseesnneenne 39
10 VYSLEDKY acecveeereneesnessessesssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 40
10.1  ANTIMIKROBN{ UCINEK MEDU NA RUST BAKTERII ......ccocuieiiiiiieiieeiiesiie e 40
10.2 VLIV VZORKU MEDU NA RUST ESCHERICHIA COLICCM 3954 .........ccovvvvvreirennnnn. 40
10.3 VLIV VZORKU MEDU NA RUST ENTEROBACTER AEROGENES CCM 2531 ........cc........ 41
10.4 VLIV VZORKU MEDU NA RUST SERRATIA MARCESCENS CCM 303 ......ccevvvreirennnnne. 43
10.5 VLIV VZORKU MEDU NA RUST SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA
SEROVAT TYPHIMURIUM CCM 793 ...ttt 44
10.6 VLIV VZORKU MEDU NA RUST PROTEUS MIRABILIS CCM 7188 ....cceevviiiiieiiane. 45
10.7 VLIV VZORLU MEDU NA RUST PSEUDOMONAS FLUORESCENS CCM 2798................ 47
11 DISKUZE ..ouuuueiiiinericcscnnnicssssssiosssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssases 49
ZAVER accuevrersersssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 54
SEZNAM POUZITE LITERATURY ....cvverrruenrssrssssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssesssasses 55
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....cuevunerensressrssssssssssssssssssssssssssses 63
SEZNAM OBRAZKU ....cuovuerrerennsressrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 64

SEZNAM TABULEK ....cuiiiiiiiintensnenssnensnnsssesssessssesssnssssesssasssssssssssssssssasssssssssssssssssasssss 65




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

UvVOD

Lécivé ucinky medu jsou dolozeny v nejstarSich I¢katskych publikacich a od
starovéku je znamo, ze ma antimikrobidlni vlastnosti a schopnost hojeni ran. S pfichodem
antibiotik bylo v moderni zapadni mediciné upusténo od klinické aplikace medu, prestoze
se v mnoha kulturach stale pouziva. Silnd antimikrobni aktivita medu proti bakteriim

rezistentnim na antibiotika vede k opétovnému z4jmu o jeho aplikaci.

Tyto ucinky jsou zpusobeny predevsim fyzikalnimi vlastnostmi, jako je nizka
aktivita vody, vysoky osmoticky tlak, vysoka viskozita, kyselost, nizké pH a nizky obsah
bilkovin, které zabrafuji riistu mikroorganismt. Krom¢ téchto fyzikalnich vlastnosti je
antimikrobidlni aktivita medu zpusobena také glukézooxidazou, peroxidem vodiku
anékterymi fenolovymi slouc¢eninami. Tyto vlastnosti pfimo souvisi s botanickym

a geografickym pivodem medi.

Bylo zjisténo, ze predevsim manukovy med pochazejici z rostliny Leptospermum
scoparium, ma vyznamn¢ antibakterialni u¢inky, diky kterym se pouziva ve farmaceutickém

primyslu. Vyzkumy prokazaly jeho G¢innost proti né€kolika lidskym patogentim.

Cilem této diplomové prace bylo tyto antimikrobni u¢inky prozkoumat za vyuziti
nékolika vzorkli medd pochézejicich predevsim ze Slovenské republiky na vybrané druhy

gramnegativnich bakterii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MED

1.1 Definice medu

Med je husta sladkd a lepkava kapalina, vytvarena véelami sbérem a zahustovanim
sladkych stéav. Medem se dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro
pfirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smeési kakaa s cukrem, Cokoladu
a ¢cokoladové bonbony, rozumi potravina ptirodniho sacharidového charakteru, slozena
ptevazné z glukozy, fruktozy, organickych kyselin, enzymt a pevnych ¢astic zachycenych
pfi sbéru sladkych §tav kvéth rostlin (nektar), vyméskdi hmyzu na povrchu rostlin
(medovice), nebo na zivych ¢astech rostlin v€elami (4pis mellifera), které sbiraji, ptetvare;ji,
kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladiiuji a nechavaji dehydratovat a zrat

v plastech. (Vyhlagka & 76/2003)

Existuji ijiné druhy vcel rodu Apis nez véela medonosna (Apis mellifera), takové medy
ale maji odlisné vlastnosti. Konzumuji se ptedevs$im v orientalnich oblastech nebo oblastech

Stiedni a Jizni Ameriky. (Ptidal, 2003)

1.2 Nektar a medovice

Nektar a medovice jsou sladké §t'avy, ze kterych véela medonosna vytvaii med. Jejich
sloZeni neni totoZzné, a proto medy z nich vzniklé maji také odliSné slozeni a vlastnosti.

(Pfidal, 2003)

V kvétech je seskupeni specidlnich bunék nazyvané nektéria, které umoziuji produkci
nektaru. Nektar produkuje rostlina samovolné a je produkovan jen po ¢ast dne, této dobé€ se

tika, Ze rostliny meduji. (Ptidal, 2003; Dupal et al., 2015)

Obsah vody v nektaru pomérné dost kolisa a pohybuje se v rozmezi 15-95 %. Z cukra
se vyskytuji nejvice sacharoza, glukoza a fruktéza vrlizném pomeéru, ktery je
charakteristicky pro jednotlivé rostliny, primérny obsah je asi 40% sacharidii. Zcela témér
vném chybi dusikaté latky, dale obsahuji malé mnoZstvi minerdlnich latek, kyselin,

aromatickych latek a barviv, pH se pohybuje v rozpéti 2,7 — 6,4. (Ptidal, 2003)

Naopak medovice se na rostlinu dostane prostfednictvim dalSich druhd hmyzu. Tuto
hustou kapalinu vyskytujici se na listech a jehli¢i stromtl, kterd vytvafi na rostlinach kapky,
vylucuji tzv. producenti medovice pomoci svych ustnich organti a je jim stejnokiidly hmyz,

nejcastéji msice. Zdrojem medovice je rostlinnd Stava, jenz proudi sitkovicemi rostlin,


https://cs.wikipedia.org/wiki/Kapalina
https://cs.wikipedia.org/wiki/V%C4%8Dela
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a kterou stejnokiidli vysavaji. Stava prochazi jejich zaZivacim ustrojim, kde probihaji
biochemické procesy a poté ji vylucuji z vykalového vaku na rostliny, odkud je v¢ely sbiraji.
az 50 % vody, podstatnou cast tvoii sacharidy jako sacharoza, glukoéza, fruktoza, také
maltdza, melecitoza, rafindza a polysacharidy. Déle obsahuji také aminokyseliny, z nichz
1ze jmenovat naptiklad alanin, arginin, histidin leucin aj., v neposledni fad¢ mineralni latky,

vitaminy a barviva, pH se pohybuje kolem 3,9-4,9. (Ptidal, 2003; Titéra, 2013)

1.3 Druhy medu

Med lze ¢lenit do skupin podle n€kolika hledisek. Jak jiz bylo naznaceno v piedchozi
podkapitole, jednim z d¢€leni je podle tzv. snisky neboli piivodu na kvétové a medovicové.
Zdrojem medu je tedy bud’ nektar, medovice nebo kombinace obojiho. (Hrab¢ et al., 2005;

Dupal et al., 2015)

Nejrozsitengjsimi medy v nasi geografické oblasti je med ftepkovy, akatovy,
pampeliskovy, slune¢nicovy a medovicovy (lesni). Celosvétoveé velmi znamy je napiiklad
manukovy med pochézejici z rostliny balmin metlaty (Leptospermum scoparium) ptivodem
z Austrélie a Nového Zélandu. Pro mnoZstvi druhli medu je rozhodujici nabidka rostlin, které
vcela mize opylovat a klimatické podminky. VEely vétSinou 1étaji na rizné druhy rostlin,
¢imz vznikaji medy smiSené. Pokud se v nékteré oblasti vyskytuje urcitd rostlina ¢astéji, je

mozné ziskat 1 jednodruhové medy. (Frank, 2010)

Déle mizeme med rozdélit podle zplisobu zpracovani nebo obchodni Upravy. VéEtsina
medu se ziskava vytacenim, coz je med ziskany odstfed’ovanim odvickovanych plasti v tzv.
medometech. Dal§im je plasteCkovy med zavickovany a uloZeny v€elami do bezplodovych
plastl, jenZ je prodavany v uzavienych celych plastech nebo dilech takovych plasth. Tzv.
lisovany med se ziskava lisovanim bezplodovych pléastl za pouziti mirného ohievu do 45 °C
nebo bez pouziti tepla. V neposledni fadé mtize byt med vykapany, tedy ziskany vykapanim
odvickovanych bezplodovych plasti. Vyhlaska ¢. 76/2003 Sb. dale rozeznava med
s plastecky obsahujici jeden nebo vice kust plasteckového medu, filtrovany med, ktery byl
upraven odstranénim cizich anorganickych nebo organickych latek takovym zplisobem, ze
dochazi k vyznamnému odstranéni pylu, dale pastovy med upraven po ziskéni do pastovité
konzistence. Ve vyhlasce je zaveden i pojem med pekaisky, ktery nelze povaZovat za med
urceny k piimé spotiebé, ale je ur¢en vyhradné pro primyslové pouziti nebo jako slozka do

jinych potravin. (Vyhlaska ¢. 76/2003; Hrab¢ et al., 2005)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Dle konzistence 1ze medy rozdélit na tekuté, krystalické a rosolovité. (Hrabé et al., 2005)

1.4 Vznik medu

Vcela medonosna je nékdy oznaCovana jako sbérackou medu, coz je mylné oznaceni,
jelikoz vcela med vyrabi. Pii prelétani z kvétu na kvét nasava sosakem cukrovou $tévu,
kterou rostliny produkuji. V¢ela zanese do ulu pfi jednom letu az 60 mg sladké stavy. Na
prenaseni sladkych roztoki ma vcela v téle tzv. medny vacek, jenz je rozsitenou ¢asti jicnu
a je oddé€leny od zaludku Ceslem. PienaSeny nektar ¢i medovici v medném vacku, muze
vcela po ptiletu do ulu vyvrhnout do buiiky v plastu nebo tuto sladkou tekutinu preda dalsi

vcele, ktera se pak postard o dalsi zpracovani. (Knoller, 1996; Frank, 2010; Titéra, 2013)

Sladké $tavy nejsou v podobé&, ve které ji vcela donese do ulu, trvanlivé a béhem
nékolika dni by zkvasily. JiZ pfi sbéru, tedy nasdvani roztoku, se do nektaru nebo medovice
dostavaji sekrety zlaz s obsahem enzymi. Tyto enzymy katalyzuji biochemické reakce
a podileji se rozhodujicim zplisobem na zrani medu. Jednim z téchto enzymu je invertaza

Stépici sachardzu na jednoduché cukry. (Frank, 2010; Titéra, 2013)

Dal$im krokem je zahusStovani sladiny. Diky aktivni vyméné vzduchu, Gpravé teploty v
ulu a predavani si sladkého roztoku mezi v€elami, se voda odpatuje a Stava se zahusti.
Jakmile obsah vody klesne pod 20 %, vcely buniku uzaviou voskovymi vicky a zrani

pokracuje. (Frank, 2010; Titéra, 2013)

Med se ze vcelstva odebird v plastech. Piivodné se vylamovaly, rozmackaly do nadob
a obsah se precedil, plasty se tedy v€eldm nevracely zpét. Dnes se jiz med ziskava za pomoci
odstredivé sily. Vcelat odebere plasty, odstrani vicka a pomoci medometu se med vytoci.

(Frank, 2010; Titéra, 2013)
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2 CHEMICKO-FYZIKALNI VLASTNOSTI MEDU

Med je dilezitym zdrojem makro- a mikronutrientti, obsahuje okolo 180 riiznych
sloucenin jako je voda, cukry, volné aminokyseliny, peptidy, enzymy, pigmenty, mineralni
latky a vitaminy. Med také obsahuje celou fadu fenolovych sloucenin pochézejicich
z rostlin, kterym bude veénovdna pozornost v ndsledujici kapitole. Primérné mnozstvi
sacharidii v medech neptesahuje 82 %, voda tvoii 17 — 18 % a jeji obsah je limitujici pro
skladovéni, pokud nepiekro¢i 18 %, lze jej bez rizika zkvaSeni skladovat 1 nckolik let.
Slozeni medu, jeho chut’ a barva izce souvisi s jeho botanickym ptivodem a se zpracovanim,
dale zavisi na geografickém tzemi, klimatu a také na druhu vcel, diky kterym dochézi k

produkci medu. (Piidal, 2003; Escuredo et al., 2013)
2.1 Chemické sloZeni medu

2.1.1 Sacharidy

Sacharidy pfispivaji hlavné k energetické hodnoté a fyzikalnim vlastnostem jako
hygroskopi¢nost a viskozita. Az témer 90 % celkového obsahu cukru v medu mohou
predstavovat dva jednoduché cukry, fruktéza a glukoza. Mezi dal$i zastoupené sacharidy
v menSim mnozstvi patii napiiklad maltoza, sachardza, turandza, izomaltéza, celobidza
a jiné. Jejich koncentrace a vztah mezi nimi je jednim z hlavnich klasifikacnich parametra u
jednodruhovych medd. Mnozstvi a podily jednotlivych cukr@i se lisi v zavislosti na

botanickém a zemépisném ptivodu. (Manyi-Loh et al., 2011)

Disacharidy a trisacharidy pfitomné v medu se hydrolyzuji na monosacharidy diky
pfitomnym enzymuim, pfedev§im invertaze a a-glukosidaze. Tyto cukry byvaji podrobeny
chemickym zméndm b&hem dlouhého nebo nespravného skladovani medu, coZ vede k
tvorbé nezddoucich slouCenin odvozenych od pentéoz (furfural) a hexdéz (5-
hydroxymethylfurfural). Tyto produkty obvykle pochdzeji z Maillardovych reakci
a vyuzivaji se k testovani kvality medu, jejich pfitomnost naznacuje mozné vystaveni
vysokym teplotam nebo delsi dobu skladovani. (Fallico et al., 2008; Alvarez-Suares et al.,
2010)

2.1.2 Dusikaté latky

Bilkoviny jsou pfitomné v malém mnoZstvi a to zejména ve forme¢ enzymi a volnych

aminokyselin. Nejvice zastoupenou aminokyselinou v medu je prolin, ktery pochazi
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primarné ze slinnych sekretl véel (4pis melliefera L.). Dal§imi aminokyselinami jsou lyzin,
alanin, fenylalanin, tyrozin, kyselina glutamova, izoleucin a leucin. Hlavnimi enzymy jsou
diastaza, gluk6zooxidaza a invertdza. Diastdzy, ptivodem pievazné ze sekretu hltanovych
zlaz veel, jsou amylolytické enzymy, které stejné jako a-amylazy hydrolyzuji fetézce Skrobu.
Jeho funkce vSak neni pfesné¢ znamad, jelikoz med Skrob neobsahuje, diky jeho tepelné
odolnosti se v§ak vyuziva jako indikator Cerstvosti. Glukézooxidaza pteménuje glukozu na
o-glukonolakton, ktery se hydrolyzuje na kyselinu glukonovou, coz je hlavni kyselina v
medu a na peroxid vodiku, ktery je odpovédny za antimikrobidlni aktivitu medu. (Bogdanov

et al., 2008; Machado De-Melo et al., 2018)

2.1.3 Organické kyseliny, vitaminy a mineralni latky

VSechny druhy medu maji urcitou kyselost diky obsahu organickych kyselin, tyto
kyseliny pfispivaji jak k medové ptichuti, tak k jeji antimikrobialni aktivité a také ke stabilite
produktu. Nejdulezitéjsi je kyselina glukonova, nésledovana kyselinou asparagovou,
citrbnovou, octovou, mravenci, fumarovou, galakturonovou, malonovou, mravenci,

acetoglutarovou, maselnou, glutarovou a dalsi. (Cianciosi et al., 2018)

V medu se také vyskytuji mineralni latky, jejichz mnozstvi se li§i podle botanického
puvodu, prostiedi a zpracovani. Mezi nejvice zastoupenymi mineralnimi latkami lze nalézt
draslik, vapnik, méd’, Zelezo, hoi¢ik, mangan, fosfor, sodik, zinek a selen. Dale obsahuje
také malé mnozstvi vitamint, jako jsou kyselina askorbova, thiamin, riboflavin, niacin,
kyselina pantothenova a pyridoxin. VSechny vitaminy komplexu B pochazeji hlavné z pylu.

(Ciulu et al., 2011)
2.2 Fyzikalni vlastnosti medu

2.2.1 Barva

Barva medu zavisi na ptitomnosti rostlinnych pigmenta jako karotenti, xantofyla,
antokyanit, flavonoidt, polyfenold, jakoz i aminokyselin a mineralnich soli. Barva se odviji
také od jeho plvodu, stafi a podminek skladovéani. Pfitomnost pylovych zrn zpiisobuji
napiiklad jeho opalescenci. Pfirozena barva medu ma mnoho odstind, od svétle zluté po
jantarovou az po témét Cerny odstin. Napiiklad akatovy med je velmi svétle zluty, zatimco
medovicovy med je Cernohnédy. Pfi¢inou tmavnuti medu mize byt i zpracovani a skladovani

zpiisobené Maillardovymi reakcemi, karamelizaci cukrii a oxidaci polyfenoli. (Ptidal, 2003;

Terrab et al., 2004)
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2.2.2 Hustota

V zasad¢ je hustota latky vyjadfena jako pomér mezi hmotnosti a objemem pii
konstantni teploté. Hustota medu se pohybuje mezi 1,39 a 1,44 kg/l pii 20 ° C, to znamena,
ze litr medu vazi zhruba od 1390 do 1440 g a méni se pfedevsim v zavislosti na obsahu vody

v medu. (Baglio, 2018)

2.2.3 Viskozita

Viskozita je vnitini odpor kapalin proti vnéjsi sile. Med ma diky vysoké koncentraci
cukru vysoké hodnoty viskozity, jednim z hlavnich faktori je obsah vody a teplota. Jedna se
o dulezity technologicky parametr pfi zpracovani medu, ovliviiuje tok béhem medobrani,
Cerpani, filtraci, smichavani medd, plnéni do oball aj. Nejjednodussi je Gprava viskozity
zvySenim teploty béhem zpracovani, nicméné je dilezité, aby takové zahtati bylo Setrné

a nedoslo tak ke znehodnoceni medu. (Pfidal 2003; Baglio, 2018)

2.2.4 Hygroskopicita

Diky vysokému obsahu cukru je med velmi hygroskopicky, coz znamena, Ze snadno
pfijima vlhkost a s vlhkosti také pachy, naptiklad pii nedokonalém uzavieni skladovacich
nadob, proto je dllezité, aby byly pii skladovani co nejlépe hermeticky uzavieny. (Ptidal

2003)

2.2.5 Krystalizace

Nekteti konzumenti se domnivaji, ze zkrystalizovany med je nekvalitni a byl do n¢j
pfidan fepny cukr. Med vSak zcela pfirozené krystalizuje a neztraci tim na kvalité. Doba
krystalizace zavisi na druhu medu, nejrychleji zpravidla krystalizuji kvétové medy

a nejpomaleji medy medovicové. (Dupal, 2015)

Med je ptesyceny roztok, jenz obsahuje vice rozpusSténé latky, nez odpovida
rozpustnosti. Postupem casu tedy dochazi k vytésnéni nerozpustitelné ¢asti cukrli, coz byva

nejcastéji glukoza. (Ptidal, 2003)

Krystalizace probiha ve dvou fazich. Prvni faze je tzv. nukleace, kdy dochazi
k tvorbé krystalizacnich center. Jako krystaliza¢ni jadra mohou slouZit nejen krystalky

medu, ale také pylova zrna nebo neéistoty. (Piidal, 2003; Cermakova, 2010)

Druhou fazi je samotna krystalizace a med krystalizuje v celém svém objemu, coz je

viditelné pouhym okem. Krystalizace zavisi na celé fad¢ faktorti, zejména na viskozité,
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obsahu vody a teploté. Zchlazenim Ize krystalizaci medu zpomalit nebo ji upln¢ zabrénit,
jelikoz dojde ke zpomaleni pohybu molekul ke krystalizacnim centrim. Nejrychleji probiha
krystalizace pfi teploté¢ 14 °C. Medy s vysSim obsahem glukdzy a melecitozy také urychli
krystalizaci, naopak fruktoza a maltoza ji zpomaluji. (Pfidal, 2003; Cerméakova, 2010)

2.2.6 Opticka rotace

Diky obsahu sacharidi m4 med schopnost stacet rovinu polarizované¢ho svétla.
Kvétové medy jsou zpravidla levotoCivé, jelikoz obsahuji vice fruktozy. Naopak medy
medovicové maji v pfevaze pravotocivé sacharidy, jako je gluk6za nebo melecitoza. Opticka
otacivost je tedy zavisld na poméru sacharidii a medy smisené proto mohou mit riiznou

riznou polarizaci. (Ptidal, 2003)
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3 SLOZKY MEDU SOUVISEJICI S JEHO ANTIMIKROBNI A
ANTIOXIDACNI KAPACITOU

Jak jiz bylo pojednédno v ptedchozi kapitole, v§echny druhy medu se skladaji prevazné
z cukri, které tvoii asi 80 % jeho hmotnosti, necelych 20 % pak tvofi voda. Kromé toho
obsahuje vitaminy, aminokyseliny, enzymy, mineralni latky a v neposledni fad¢ fenolové

slouceniny. (Tonks et al., 2003; Swellam et al., 2003)

-----

zpusobeny hlavné fyzikdlnimi vlastnostmi, jako je nizk4 aktivita vody, vysoky osmoticky
tlak, vysoka viskozita, kyselost, nizké pH a nizky obsah bilkovin, které zabranuji ristu
mikroorganizmi. Kromé téchto fyzikédlnich vlastnosti je antimikrobidlni aktivita medu
zpusobena také glukozooxidazou, peroxidem vodiku a nékterymi fenolovymi slouc¢eninami.

(Cianciosi et al., 2018)

Faktory ovlivilujici antimikrobni a antioxidac¢ni aktivitu zévisi na botanickém
a geografickém ptiivodu medu, zdravi a druhu vcely a zptisobu zpracovani. Bylo zjisténo, ze
predevsim manukovy med ma vyznamné antibakterialni uc¢inky, diky kterym se pouziva ve
farmaceutickém primyslu. Manukovy med pochéazi z Nového Zélandu a Australie, kde jej
vyrabé&ji véely medonosné, které sbiraji nektar z rostliny Leptospermum scoparium neboli

balmin metlaty, domorodym nédzvem manuka. (Cokcetin et al., 2016)

3.1 Nizka aktivita vody

MnozZstvi vody dostupné pro mikroorganizmy v potraving se oznacuje jako aktivita
vody (aw). Aktivita vody v medu se pohybuje od 0,562 do 0,62, coz je koncentrace
dostate¢n¢ nizka, aby zabranila ristu bakterii nebo jinych mikroorganizmi. Minimalni ay

pro bakterie je 0,90-0,91, pro kvasinky 0,87-0,94 a pro plisné 0,70-0,80. (Molan, 2015)

3.2 Vysoky obsah sacharidi

Cisty, nefedény med zpomaluje riist bakterii diky vysokému obsahu cukru, ktery vyviji
osmoticky tlak na buniky a zptsobuje, Ze bakteridlnich buiiky vypousti vodu do svého okoli
a smrst'uji se, tento jev se nazyva osmoéza. Vysledkem je, Ze zmenSujici se buniky v disledku
dehydratace nemohou ptezit v hypertonickém roztoku cukru. Takovy antibakterialni
potencial bude nizsi, kdyz se med smisi s t€lnimi tekutinami v mistech infekce. (Molan,

2015)
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3.3 Kyselost

Optimalni rast vétSiny mikroorganizmil nastava pti neutralnim pH, které se pohybuje
od 6,5 do 7,5. Med ma pH mezi 3,2 a 4,5, jedna se tedy o velmi vyraznou charakteristiku
ptispivajici k jeho antibakteridlni u¢innosti. Tato kyselost je zplisobena ptitomnosti urcitych
kyselin, zejména kyseliny glukonové, zjisténé v koncentraci 0,5 % (obj.). Kyselina
glykogenova se vytvaii oxidaci glukézy endogennim enzymem glukézooxidazy a je
mimofadné i¢innym antibakteridlnim Cinidlem. V nefedéném cCistém medu mize nizké pH
pfispivat k jeho antimikrobnim vlastnostem, avSak samotné pH neni dostate¢né k inhibici

rustu mnoha druht bakterii, zvlast pokud je nafedén. (Molan, 2015)

3.4 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H202) je dezinfekeni prostredek a silné oxidacni Cinidlo. Poskytuje
medu antibakteridlni uCinek a vyrdbi se enzymaticky pomoci glukézooxidazou.
Glukézooxidaza je pfirozené se vyskytujici enzym v medu metabolizujici glukdzu za vzniku
peroxidu vodiku (H202) a kyseliny glukonové. Predpokladanou funkei H2O: je prevence
zkazeni nezralého medu, kdyz koncentrace cukru jest¢ nedosahla irovné schopné zabranit
mikrobiadlnimu riistu. Béhem zrani medu je glukdzooxidaza inaktivovana, ale znovu ziskava
aktivitu pfi fedéni medu. Ve skutec¢nosti lze maximalni hladiny peroxidu vodiku dosdhnout

ziedénim medu o0 30 % - 50 %, a to na 5 az 100 pg H2Oz na gram medu. (Brudzynski, 2006)

3.5 Defensin-1

Peptid defensin-1 (Def-1) izolovany z vel a matefi kaSicky vykazuje silnou
antibakterialni aktivitu. Jedna se o peptid sloZzeny z 51 aminokyselin vylucovany
z hltanovych Zzlaz vcel, ktery jim slouzi pro ochranu proti mikroorganizmim. Studie
s rekombinantnim Def-1 odhalily jeho uc¢innost proti pfedev§im proti grampozitivnim
anckterym gramnegativnim bakteriim, véetné¢ Pseudomonas aeruginosa a Salmonella
enterica sé€rotyp Choleraesuis, dale je UCinny proti plivodci choroby vcelich larev

Paenibacillus larvae. (Tseng et al., 2011)

3.6 Methylglyoxal

Methylglyoxal (MGO) obsahuje pfedevsim manukovy med, jelikoz se vyskytuje ve
vysokych koncentracich v nektaru rostliny Leptospermum scoparium. MGO je obsazen

v riznych potravinach vrozmezi 3-47 mg/kg, nicméné¢ manukovy med obsahuje az
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1541 mg/kg. MGO je ptitomen také v medech jiného botanického plvodu, ale jeho
koncentrace ze 106 vzorkii medu neptfesdhla 24 mg/kg. Byl prokdzan velmi dobry

antibakterialni uc¢inek MGO proti Staphylococcus aureus. (Kwakman a Zaat, 2012)

3.7 Fenolové slouceniny

Polyfenoly jsou heterogenni skupinou chemickych sloucenin, které lze rozdélit na
flavonoidy (flavonoly, flavony, flavanoly, flavanony, antokyanidiny, chalkony a isoflavony)
a neflavoinoidy (fenolové kyseliny). Tyto slouceniny jsou Casto produktem sekundarniho
metabolizmu rostlin a jsou charakterizovany ptitomnosti nékolika fenolovych skupin, které
jsou spojeny s vice ¢i méné slozitymi strukturami. Sekundarni metabolity se 1isi od
primérnich, jako jsou napiiklad chlorofyl, aminokyseliny nebo sacharidy tim, Ze se
nezapojuji v procesech asimilace, dychéni, transportu a diferenciace rostlin. Fenolové
slozeni v medu zavisi hlavné na jeho botanickém ptivodu a mohou byt vyuzity jako nastroj
pro klasifikaci a autentizaci, a to zejména v ptipad¢€ jednodruhovych medu. (Cianciosi et al.,

2018).

Tyto biologické slouCeniny se piendseji z nektaru na med a nachazeji se v medu ve
vysokych koncentracich, ¢imz pfispivaji k jeho antibakteridlni aktivité. Antibakterialni
ucinnost kyseliny fenolové 1 flavonoida byla dokumentovana od pocatku 90. let. (Gunes et

al., 2017).

Fenolové slouceniny jsou také zndmé pro své antioxidacni pusobeni, které je spojeno
hlavné se schopnosti zachytavat volné radikaly prostfednictvim tvorby stabiln¢jSich a méné
toxickych molekul. Volné radikéaly a reaktivni formy kysliku jsou hlavnimi oxida¢nimi
¢inidly v bunéénych systémech a podileji se na starnuti a na vzniku mnoha druhti nemoci.
Tyto antioxidanty jsou rostlinami produkovéany, aby je ochrénily pfed biotickymi
aabiotickymi vlivy. Sekunddrn€ mohou ovlivilovat zdravi lidi, kteti je konzumuji, tedy 1
konzumace vcelich produkti produkovanych vcelami z kvétového nektaru. Rostlinné
antioxidanty jsou vysoce bioaktivni a ptedstavuji velkou molekularni rozmanitost, nicméné
fenolické latky jsou v rostlinach nejhojnéji pfitomny a maji nejvyssi antioxida¢ni kapacitu.

(Martinello a Mutinelli, 2021)

Nejbézngjsi fenolové kyseliny v medu jsou kyselina kavova, vanilova, gallova,
chlorogenova, p-kumarova, syringova a 4-dimethylbenzoova. Mezi flavonoidy se necastéji
vyskytuji apigenin, genistein, pinocembrin, luteolin, chrysin, galangin a quercetin. V tabulce

1 je mozné porovnat fenolové slouceniny identifikované v rtiznych druzich medu.
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Tabulka 1: Fenolové slouceniny identifikované v riznych druzich medu (pfevzato z

Cianciosi et al., 2018)

Flavonoidy

Apigenin akatovy med, tualangovy med,

Katechin tualangovy med, borovicovy med

Chrysin akatovy med, tualangovy med, manukovy med, tymianovy
med, rozmarynovy med, med viesovy

Galangin manukovy med, akatovy med, tymidnovy med

Genistein akatovy med

Luteolin akatovy med, tualangovy med, manukovy med, tymidnovy
med, rozmarynovy med

Pinocembrin manukovy med, akatovy med, rozmarynovy med

Quercetin manukovy med, akatovy med, jetelovy med, tymianovy

med

Fenolové kyseliny

Kyselina kavova

manukovy med, akatovy med, tymianovy med, tualangovy

med

Kyselina chlorogenova

akatovy med, tymianovy med, med viesovy

Kyselina skoficova

tualangovy med, jetelovy med, med viesovy, tymidnovy

med

Kyselina ellagova

med viesovy

Kyselina gallova

manukovy med, akatovy med, tualangovy med, med

viesovy, tymidnovy med, borovicovy med

Kyselina p-kumarova

manukovy med, akatovy med, tualangovy med, med
viesovy, tymidnovy med, borovicovy med, rozmarynovy

med

Kyselina p-

hydroxybenzoova

jetelovy med, med viesovy

Kyselina sinapova

med viesovy

Kyselina syringova

manukovy med, akdtovy med, tualangovy med, med

viesovy, tymidnovy med

Kyselina vanilova

akatovy med, med viesovy
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Mnozstvi kyseliny fenolové v medu je ovlivnéno geografickou polohou
a botanickym ptiivodem. Kromé toho také ro¢ni obdobi vyznamné ovlivituje celkovy obsah
kyseliny fenolové. Lachman et al. ve své studii z roku 2010 stanovovali celkovy obsah
polyfenoli v riznych odriidach medu ziskaného mezi kvétnem a srpnem 2006 a zjistili, ze
vzorky s nejvys$$imi hladinami polyfenoli byly odebrany pocatkem cervna, primérné

obsahovaly 170,21 mg/kg flavonoidii a fenolovych kyselin. (Lachman et al., 2010)

Jak jiz bylo feceno, také druh medu ovliviiuje obsah fenolovych sloucenin.
Manukovy med mé obsah kyseliny fenolové 430 az 2 706 mg/kg, kanukovy med neboli med
z bilého Cajovniku (Kunzea ericoides) obsahuje 424 az 1 575 mg/kg této kyseliny, oba
vzorky byly odebrané ze stejné geografické oblasti ve stejnou dobu. (Stephens et al., 2010)
Jiné druhy medu, jako med z hadince obecného (Echium vulgare) nebo viesovy med, maji
mnohem niz$i obsah kyseliny fenolové, pohybujici se mezi 132,17 a 727,77 mg/kg. (Ferreira

et al., 2009; Biesaga and Pyrzynska, 2009)

Ve studii z roku 2020 byly porovnany antioxida¢ni a antimikrobidlni vlastnosti
manukového medu a vybranych polskych medt. Ziskané vysledky prokézaly, ze manukové
medy maji ve srovnani s ostatnimi polskymi medy relativné vysokou antioxidaéni kapacitu.
Pouze medovicovy med dosahl srovnatelnych antioxidac¢nich vlastnosti jako manukové
medy, nejniz§i hodnota byla ziskdna pro kvétovy vicedruhovy med. Analyza celkového
mnozstvi polyfenolickych slou€enin odhalila, Ze manukové medy mély celkové mnoZstvi
téchto sloucenin podobné jako polské tmavé medy (pohankovy a medovicovy). Zatimco
svétlé medy (kvétové a lipové) obsahovaly statisticky vyznamné niz$i celkovy obsah
polyfenolii. Manukové medy vykazovaly antimikrobialni uc¢inek na vSechny testované
antimikrobidlni aktivitu proti kmenlim grampozitivnich bakterii, jako Staphylococcus
aureus a Enterococcus faecalis nez proti gramnegativnim, jako Pseudomonas aeruginosa.

(Goslinski et al., 2020)

Jind studie se zaméfila na potencialni antimikrobialni aktivitu medovych fenolickych
extraktli ziskanych z medl proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. Cilem této
studie bylo poskytnout lepsi pochopeni vztahu mezi medovymi fenolickymi slouceninami
a antimikrobialni aktivitou. Za timto ucelem byly izolovany fenolické slouceniny z 33
iranskych medi razného botanického a geografického piivodu. Z medt bylo identifikovano
asi 50 riznych sloucenin, které byly klasifikovany do péti chemickych skupin — fenolové

kyseliny, flavonoidy, organické kyseliny, terpenoidy a ostatni slouceniny. Z fenolovych
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kyselin byla izolovana piedevsim kyselina benzoové a kyselina skoficova a jejich derivaty,
z flavonoidii pak hlavné pinobanksin, dale luteolin, chrysin, acacetin, galangin a jiné. Pro
stanoveni jejich antimikrobidlnich U¢inki byla pouzita minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) a inhibi¢ni zona medovych fenolickych extraktt. Vysledky ukazaly, Ze nejcitlivéjsi
bakterii byla Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa naopak nejodolnéj$i kmen,
nasledovany Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. Kromé toho pét fenolickych
extrakt vykazovalo nizsi hodnoty MIC nez cely med, coz poukazuje na to, ze fenolicka
frakce medu miize sama o sob¢ vyvijet antimikrobialni aktivitu a byt zdrojem bioaktivnich

sloucenin pro vyvoj funk¢nich slozek. (Leyva-Jimenez et al., 2019)
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4 POTENCIONALNI VYUZITIi MEDU V MEDICINE

Lécivé ucinky medu jsou dolozeny v nejstarSich 1ékatskych literaturach a od starovéku
je znamo, Ze ma antimikrobidlni vlastnosti a schopnost hojeni ran. Léciva vlastnost medu je
zpusobena skutecnosti, Ze obsahuje slouceniny s antimikrobidlni aktivitou, udrzuje vlhky
stav rdny a jeho vysokd viskozita pomahd vytvaret ochrannou bariéru, aby se zabranilo
infekci. Med si ziskava uznani jako prostfedek k 1écbé viedu, prolezenin a jinych koznich
infekci zplisobenych popéleninami a ranami. Aplikace medu mtize podporovat hojeni
infikovanych ran, které nereaguji na konven¢ni terapii, tj. antibiotika a antiseptika. Vyzkumy
prokazaly ucinnost manukového medu proti nékolika lidskym patogenim, vcetné
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium a Staphylococcus
aureus. Laboratorni studie odhalily, Ze med je ucinny proti methicilin rezistentnimu
S. aureus (MRSA), B-hemolytickym streptokoktim a vankomycin rezistentnim enterokokiim

(VRE). (Mandal, 2011)

S prichodem antibiotik bylo v moderni zapadni medicin€ upusténo od klinické aplikace
medu, prestoze se v mnoha kulturdch stale pouziva. U vSech tfid antibiotik se celosvétove
zvysuje rezistence a jeSté vice alarmujici je, Ze se vyviji velmi malo novych antibiotik. Silna
antimikrobni aktivita medu proti bakteriim rezistentnim na antibiotika vede k opétovnému

z4jmu o jeho aplikaci. (Kwakman a Zaat, 2012)

Byl zaznamenan pfipad, kdy se u imunosuprimovaného pacienta vyvinul hydroxyureou
indukovany bércovy vied se subklinickou infekci methicilin rezistentniho Staphylococcus
aureus (MRSA). Pacient byl nasledn¢ 1écen lokéalnimi obklady z manukového medu, MRSA
byl z viedu odstranén a bylo uspésné dosazeno rychlého hojeni, aniz by prestala byt
podavana hydroxyurea, ktera mize az u 10 % pacientll vyvolavat pfi dlouhodobé 1écbé

chronickych onemocnéni nezddouci kozni zmény. (Natarajan et al., 2009)

Studie z roku 2002 zkoumala antibakterialni uc¢inek medu proti patogenni Escherichia
coli. V kapalné kultuie inkubované 48 hodin pti 37 ° C se rychlost rastu bakterialnich bun¢k
snizila za pfitomnosti medu (9,6x10° CFU/ml) ve srovnani se sacharézou
(2,87x10% CFU/ml). Potkani krmeni medem a ordln& inokulovani E. coli vyludovali
vyznamné méné bakteridlnich bun¢k ve stolici ve srovnani s potkany, ktetfi nebyli krmeni
medem. Konzumace medu také zvysila koncentraci mastnych kyselin s kratkym fetézcem

ve stfeveé potkanl ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky ukazuji, ze med vykazoval
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vyznamnou antibakterialni aktivitu proti E. coli za podminek in vitro a in vivo, a ukazuji

potencidlni pfinos pravidelné konzumace medu. (Shamala et al., 2002)

Jind studie zroku 2020 se zabyva zdravotnimi piinosy medu pii 1é€bé prijmu
zpusobenych bakterii Shigella sonnei. Cilem studie bylo zjistit, zda med odoléd lidskym
gastrointestindlnim podminkdm a zabrani tak rustu této bakterie. V simulovanych
zalude¢nich a stfevnich podminkach bylo hodnoceno pteziti Shigella sonnei a poté byla za
téchto simulovanych podminek stanovena citlivost bakterie na manukovy a akatovy med.
Bakterie nebyla schopna piezit v kyselém prostiedi zaludku bez zivin a piezila pouze po
naockovani potravinovym zdrojem. V intestindlnich podminkach piezila bakterie s
potravinovou matrici i bez ni. Rast Shigella sonnei nebyl pozorovan v simulovanych
zalude¢nich podminkéach v pfitomnosti ani jednoho medu v rtiznych koncentracich bez
zdroje potravy. V ptfitomnosti zdroje potravy v simulovanych zalude¢nich podminkéach
inhiboval manukovy med rist Shigella sonnei pii 10 % (obj.) a akatovy med pii 20 % (obj.).
V simulovanych intestinalnich podminkach bez i se zdrojem potravy inhiboval manukovy
med rlst bakterie pfi 15% a 20 % (obj.) a akatovy med pii 20 % a 25 % (obj.). Kyselé pH a
pepsin nemély degradujici U€inky na antibakteridlni schopnost medu, zlu¢ vSak snizila

antibakterialni aktivitu medu ve stfevnim prostiedi. (Al-Masaudi et al., 2020)

Vceli med ma také velky potencial byt pouzivan jako doplnék k parodontalni 1€cbé a ke
kontrole oralnich infekeci. Nékolik studii se vénovalo u¢inkiim medu u periodontalnich
onemocnéni, které se shoduji, ze existuje pozitivni antimikrobialni u¢inek na vybrané
parodontopatogenni bakterie. Tento ucinek se tykal zejména Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis,  Streptococcus  gordonii,

Campylobacter sp. a Eubacterium nodatum. (Schmidlin et al., 2014; Hbibi et al., 2020)
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5 MIKROBIOLOGIE MEDU

Med je povazovan za relativné bezpeCnou potravinu, navzdory nepifiznivym
podminkam jako je nizkad aktivita vody, vysoky osmoticky tlak, nizky obsah proteint,
pfitomnost peroxidu vodiku, fenolovych sloucenin a dalSich faktorti vSak maji nckteré
mikroorganizmy schopnost piezit v prostfedi jako je med. Tyto mikroorganizmy pochazeji

z primarnich nebo sekundérnich zdroji kontaminace. (Grabowski a Klein, 2015)

Primarn¢ se do medu mohou dostavat mikroorganizmy pies travici trakt vcel nebo
z povrchu jejich tél, na kterém mohou nést pyl, prach ¢i jiné necistoty. Mikroorganizmy
Bacillus, Micrococcus a Saccharomyces lze izolovat z plastécku a dospélych vcel. Z vykali

vcelich larev byla izolovana fada mikrobidlnich druht. (Olaitan et al., 2007)

Bylo zjiSténo, ze travici trakt vel obsahuje asi 1 % kvasinek, 27 % grampozitivnich
bakterii véetn€¢ Bacillus, Bacteridium, Streptococcus a Clostridium spp, 70 %
gramnegativnich nebo gram-variabilnich bakterii vcetné¢ Achromobacter, Citrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Escherichia coli, Flavobacterium, Klebsiella, Proteus a

Pseudomonas. (Olaitan et al., 2007)

Sekundarnimi zdroji mikrobialni kontaminace v medu muze byt ¢loveék, zatizeni pro
vyta€eni medu, naddoby a jiné kontaminované zafizeni, jenZ mize zavést mikroorganizmy

do cistého medu. (Olaitan et al., 2007)

V medu byly identifikované riizné druhy bakterii, kvasinek i plisni, vétSina z nich v8ak
v medu nemuize rust ani se mnozit. Vzhledem k pfitomnosti antibakterialnich slozek se
v medu maji schopnost udrzet pouze bakterie schopné sporulace, zatimco plisné a kvasinky

dokazi prezit i ve vegetativni formé. (Silva et al., 2017)

Ve vyzkumu provadéném se vzorky medu rizného botanického ptivodu byly izolovany
rizné druhy plisni produkujici mykotoxiny, napiiklad rodu Aspergillus, Alternaria,
Penicillum a Cladosporium. Ptitomnost plisni vSak neznamend pfitomnost mykotoxinu,
podminky pro riist plisni nejsou vZdy nezbytnymi podminkami pro produkci mykotoxint.
Jako ptiklad lze uvést patulin produkovany rody Penicillium, Aspergillus a Byssochlamys,
jejichz optimalni teplota pro produkci mykotoxini je 23-25 © C s minimalni aktivitou vody

0,82-0,83. (Silva et al., 2017)
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Narozdil od plisni pfedstavuji kvasinky pro medovy primysl zasadni problém. Zejména
ty, které jsou tolerantni k cukru, jsou schopné kvasit med. Jakmile ptfevladnou piiznivé
podminky, cukry se pfeméni na oxid uhli¢ity a alkohol, které 1ze reakci s okolnim kyslikem

syntetizovat na kyselinu octovou. Saccharomyces spp. jsou nejrozsifenéjsi kvasinky v medu.

(Grabowski a Klein, 2015)

Klasickym bakteridlnim patogenem spojenym s medem je Clostridium botulinum
odpovédny za rozvoj botulismu u lidi, zejména u déti nebo lidi s oslabenym imunitnim
systémem, jenz muze vést ke smrti. Toxiny typu A a B (produkované C. botulinum typu I)
jsou nejvyznamnéjsi toxiny, které zpusobuji détsky botulismus. Spory kli¢i, mnozi se
a mohou se vyvijet a zah4jit toxikogenezi u kojencti kvili jejich Spatné vyvinuté stievni
fléte. Toxiny pak vstupuji do krevniho ftecist€¢ a piipojuji se k neuromuskuldrnim

zakoncenim, pfi¢emz toxin A k nim vykazuje nejvétsi afinitu. (Grabowski a Klein, 2015)
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6 DALSI VCELI PRODUKTY A JEJICH VYUZITI

6.1 Vceli vosk

Vosk je tvotfen véelami ve voskotvornych zlazkach umisténych na sternitu zadecku
d€lnic, na tzv. voskovych zrcatkach. Vylouceny sekret rychle tuhne do tvaru Supinky, véela
si je pak zadnima nohama posune ke kusadlim, kde ji rozmélituje na vlacnou a plastickou

hmotu vhodnou ke stavbé plasti. (Ptidal, 2003)

Veeli vosk se sklada ze smési uhlovodik, esterti, vyssich mastnych kyselin s vyS$§imi
alkoholy, volnych mastnych kyselin, steroldi, barviv a aromatickych latek. Hlavnimi
sloZzkami jsou alkylestery mastnych kyselin, pfedev§im myricylester kyseliny palmitové,
hlavnimi kyselinami jsou kyselina ceritovd a neoceritovd, hlavnimi alkoholy pak
myricylalkohol a cerylakohol. Aromatické latky jsou obsazeny jen v nepatrném mnoZzstvi.

(Pridal, 2003; Titéra, 2006)

Barva vosku je ddna druhem vcel a botanickym ptivodem. Panensky plast je bily az
mirné zluty, ¢asem vsak tmavne diky chryzinu, ktery se do vosku dostava se zrnky pylu.
Vosk je pfi pokojoveé teploté plasticky a pti nizkych teplotach kiehne a ldme se. (Demeter,

2017)

Véeli vosk se vyuziva zejména na vyrobu mezistén do uld, v kosmetice, ve farmacii,
k impregnaci a lesténi dieva a koZené obuvi, k vyrobé svicek aj. Je oznacen jako nezavadny
forma plasteckového medu, kdy se vosk zZvyka. Pouziva se jako soucést lestidel pti vyrobé
cokoladovych figurek, do Zvykacek, bonbont, drazé, v kosmetice k vyrobé emulzi, balzamd,
geli, ptipravkl pro péci o vlasy, do mydel a krémi zabezpecujici nasi pokozce ochranu a
pruznost, pouziva se také do znadmé zinkové masti. V mediciné se vosk vyuZziva jako
vehikulum do nékterych injekénich aplikaci, na obalovani kapsli a pilulek. (Titéra, 2006;

Demeter, 2017)
V lidovém lécitelstvi se teplé obklady z plath doporucuji pii chronickych stavech
revmatického plvodu, pfi artroze, bolestech kloubil a zad, také jsou vhodné na zvySeni

lokalniho prokrveni. (Demeter, 2017)
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6.2 Propolis

Propolis je pryskyfi¢na zlutd az tmave hnéda latka voskovitého vzhledu, kterou véely
sbiraji zeyjména z kvétnich a listovych pupeni, jenz rostliny chrani pied poSkozenim. Vcely
pomoci kusadel odkusuji lepkavou hmotu a ptidavaji do ni vymésky zlaz, poté si propolis
pomoci sttednich nohou nalepi do pylového sacku. V ulu se dale smicha s voskem, kde

slouzi k jeho opravé. (Pfidal, 2003; Demeter, 2017)

Tento produkt je také v€elami uzivan k mumifikaci usmrcenych vettelct, kteti vnikli
do ulu a nemohou byt vzhledem k jejich hmotnosti odneseni z ulu ven. Zabrani se tak jejich
rozkladu a $iteni chorob. Uginky propolisu jsou totiz antibakterialni a v&ely si jim dezinfikuji

ul, ¢imz se inspiroval 1 ¢lovek k 1é¢eni hnisavych ran. (Pfidal, 2003; Demeter, 2017)

Propolis je komplexni smés rtiznych molekul a jeho chemickd analyza je obtizna.
Navic je jeho slozeni velmi proménlivé v zavislosti na dostupné fléie a na druhu véel, proto
zatim nebylo mozné, aby byl zafazen do seznamu povolenych 1é¢iv jako naptiklad mateti

kasicka. (Ptidal, 2003, Santos et al., 2019)

Obecné se propolis sklada z 30 % vosku, 50 % pryskyfice a rostlinného balzdmu,
10 % esencialnich a aromatickych olej, 5 % pylu a dalSich latek jako mineralni latky a
vitaminy. Celkové jiz bylo izolovano a/nebo identifikovano ptes 300 molekul. Z t&chto 300
sloZek byla identifikovana pfitomnost mastnych a fenolovych kyselin, esterti, fenolovych
estert, flavonoidi, terpent, B-steroidl, aromatickych aldehydut a alkoholt, seskviterpenti a
naftalenu. Hlavnimi sloZkami patfici k latkdm pryskyficnaté povahy jsou flavonoidy a
fenolové kyseliny a jejich estery, které jsou odpovédné za antibakterialni Gc¢inky. Jako
piiklad 1ze uvést chrysin, galangin, kempferol, luteolin, pinocembrin, kyselina kumarova,
kyselina ferulova, kyselina kdvova, eugenol a jiné. Tato skupina komponentil je opravdu
rozmanita, nejvice latek a nejvyssi obsah flavonoidli obsahuje brazilsky propolis. Kromé
toho obsahuje také dualezité¢ vitaminy, jako jsou vitaminy Bi, B2, Bs, C a E a uzitecné
mineralni latky, jako hot¢ik, vapnik, draslik, sodik, méd’, zinek, mangan a zelezo. Nékolik
enzymd, jako sukcinatdehydrogenaza, glukoza-6-fosfataza, adenosin trifosfatdza a fosfataza

jsou také pritomny. (Pfidal, 2003; Santos et al., 2019; Khalil, 2006)

Antimikrobidlni aktivita propolisu byla popsana v n¢kolika védeckych studiich a je
charakterizovéana jeho bakteriostatickymi a baktericidnimi u¢inky u riznych druht bakterii.
Bakteriostatické a nékdy az baktericidni G€¢inky byly naptiklad pozorovany proti bakteriim

Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. bovis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
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aeruginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli a jiné. Potencionalné¢ by mohl byt propolis
vyuzit pti 1é¢bé salmoneldzy. Propolis je povazovan za U¢innéjSi proti grampozitivnim

bakteriim nez gramnegativnim. (Santos et al. 2019, Marcucci 1995)

Antivirové uCinky byly prokazany naptiklad u viru chiipky nebo herpes viru.
Antifungaln¢ ptisobi naptiklad proti Candida albicans, Trichopthyton verrucosum,
protinadorovy ucinek. V lidovém IéCitelstvi se pouziva proti chiipce, prochladnuti, pfi
zanétech v krku, zédnétu plic, k 16¢b¢€ popalenin a pii lokdlnim tlumeni bolesti, dale pii 1écbé
koznich chorob jako akné a ekzémy. Je tieba vSak pocitat s tim, Ze u citlivéjsich jedinci
muze propolis vyvolat alergickou reakci a to predevs§im diky pfitomnosti pylu nebo esterti

kyseliny kavové (Ptidal, 2003; Marcucci, 1995; Demeter, 2017; Sforcin, 2016)

6.3 Materi kaSicka

Mateti kasicka je jednou z nejatraktivnéjSich funkénich potravin, kterd je v mnoha
zemich jiz komerénim produktem. Jedna se o husty smetanoveé zbarveny sekret z hltanovych
zlaz mladych vcel délnic a pouziva se ke krmeni larev a kralovny. Schopnost tvofit matefi
kaSicku maji Sest az Ctrnact dni staré vcely tzv. mladusky. Zakladem produkce matefi

kaSicky je pyl a nektar. (Demeter, 2017)

Bylo provedeno mnoho studii biologické aktivity a chemického sloZeni mateti
kasicky. Vzhledem k vyjime¢nym biologickym vlastnostem, které ji jsou pfisuzovany, ma
matefi kaSicka znacnou komer¢ni pfitazlivost a dnes se pouziva v mnoha odvétvich, od

farmaceutického a potravinaiského primyslu po kosmeticky primysl. (Sabatini et al., 2009)

Chemicky obsahuje mateti kaSicka predevsim vodu (50-70 %), proteiny (9-18 %),
sacharidy (7-18 %), tuky (3—8 %), mineralni latky a vitaminy (cca 1,5 %) a malé¢ mnozstvi
polyfenoli. Jednotlivé komponenty jsou kvalitativné vysoce konstantni, z kvantitativniho
hlediska existuje zna¢na variabilita. Stejn€ jako v medu jsou hlavnimi cukry monosacharidy
fruktoza a glukéza. Sacharéza je vzdy pfitomna, ale Casto ve velmi proménlivych
koncentracich. V malych koncentracich je také moZné najit oligosacharidy, jako je trehaléza,

maltdza, isomaltoza, rafindza, erloza a melezitoza. (Sabatini et al., 2009; Ptidal, 2003)
Bylo zjisténo, ze mateti kaSicka obsahuje proteiny spadajici do jedné proteinové

»~rodiny* ozna¢ené jako MRJP (Major Royal Jelly Proteins), sklada se z péti hlavnich slozek
- MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRIJP5. MRIJP tvoii 82 az 90% z celkového mnozstvi
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bilkovin a obsahuji relativné vysoké mnozstvi esencidlnich aminokyselin. V matefi kaSicce
byly identifikovany vSechny esencidlni aminokyseliny, s nejvétsim procentualnim
zastoupenim prolinu, lyzinu, kyseliny glutamové, [-alaninu, fenylalaninu, kyseliny
asparagov¢ a serinu. Antimikrobidlni aktivitu zajistuji peptidy, tzv. jelleine, jejichz G¢inky
byly prokdzany proti kvasinkdm a nékterym bakteriim jako naptiklad Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella enterica a Pseudomonas aeriginosa. Bylo identifikovano 1 velké spektrum
enzymu, hlavné glukézooxidaza, fostdza a cholinesteraza, jenz katalyzuje hydrolyzu
neurotransmiteru acetylcholinu. Pomérné nedavno byla objevena jedna z hlavnich bilkovin
apalbumin, kterého se vyuziva zejména v kosmetickém priimyslu, jevi se jako zlatozluty gel
zajistujici zjemnéni pleti. (Sabatini et al., 2008, Ptidal, 2003; Schmitzové a kol., 1998;
Fontana, 2004)

Tukova frakce sestdva piedev§im z volnych mastnych kyselin. Nejvyznamnéjsi
mastnou kyselinou je kyselina 10-hydroxy-2-decenova, odpovédna za antibiotické ucinky, a
10-hydroxydecenova, obé tyto kyseliny maji feromonalni funkci ve veelstvu. (Ptidal, 2003;

Sabatini et al., 2008)

Hlavnimi mineralnimi prvky jsou v sestupném poftadi: draslik, vapnik, sodik, zinek,
zelezo, méd’, hlinik a mangan. Mateii kaSicka obsahuje pfedev§im vitaminy rozpustné ve
vodé, zvlasté bohatd je na vitaminy skupiny B. Ve stopové koncentraci se vyskytuji
nukleotidy ve form¢ volnych bazi purinli a pyrimidinf, fosfaty adenosinmonofosfat,
adenosindifosfat a adenosintrifosfat. Hlavni flavonoidy pfitomné v mateti kaSicce zahrnuji
flavonoly (napft. kvercetin, kaempherol, galangin a fisetin), flavanony (napf. pinocembrin,
naringin a hesperidin) a flavony (napf. apigenin, acacetin, chrysin a luteolin), které jsou

dobte znamé pro své antioxidacni G€inky. (Ramadan, 2012; Sabatini et al., 2008)

Mateti kaSicka se vyuziva k 1é€bé bronchidlniho astmatu, nespavosti, anémii, proti
depresim, na léCeni viedd, pii 1écbé akné, pro snizeni hladiny cholesterolu, pfi
klimakterickych potiZich, pti nechutenstvi a mnoho dal§iho. Podporuje rlist bunék, bohuZzel
1 rakovinnych, proto se pfi onkologickych onemocnénich nepodava. Nékteré ucinky jsou
védecky ovéetené, nékteré nikoli. Prokazany jsou jeji antimikrobialni, antivirdlni a
protizanétlivé uinky. Mateti kaSicka se pfidava do kosmetickych ptipravki pro podporu

rustu a regeneraci koznich tkani. (Demeter, 2017; Ptidal, 2003)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

6.4 Pyl

Pyl se fadi mezi vCeli produkty, jedna se vSak o produkt rostlin. Pylova zrna jsou sam¢i
pohlavni bunky tvofici se v prasnicich vysSich rostlin. Pro vcely je zdrojem proteintl,
mineralnich latek a vitaminti. Pyl je krom& medu druhou hlavni slozkou vyzivy véel. Viely
posbirany pyl zpracovavaji vymésky celistnich zlaz, vytvéii tzv. pylové rousky a na nohéch
takto upraveny pyl nosi do lu, kde ho ukladaji do plasta a zalévaji medem a voskem, kde

fermentuje. (Ptidal, 2003; Titéra, 2006)

Pokrocilé analytické techniky umoznili identifikaci piiblizn¢ 200 chemickych
sloucenin véeliho pylu, slozeni je ptimo zavislé na botanické pivodu. Mezi hlavni slozky
patii bilkoviny (5-60 %), esencidlni aminokyseliny, redukujici cukry (13-55 %), lipidy (4—
7 %), nukleové kyseliny (zejména RNA) a vlaknina (0,3-20 %). Podstatnymi sloZkami jsou
mineralni prvky jako Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, K a Na, vitaminy jako provitamin A (B-karoten),
tokoferol, niacin, thiamin, biotin a kyselina listova. Obsahuje fytosteroly jako naptiklad -
sitosterol, P-sitosterol a terpeny. Kromé toho je relevantni obsah polyfenold, zejména
flavonoidy (3—8 % suSiny), z nichZ nejcastéjSimi jsou katechiny, kaempferol, kvercetin a
1sorhamnetin. V¢eli pyl je také bohaty na organické karotenoidové pigmenty (napft. lykopen,
zeaxanthin). Vzhledem k nutri¢nim sloZeni se doporucuje jako cenny doplnék stravy.

(Denisow, 2016)

Pyl mé fadu terapeutickych vlastnosti. Plsobi pozitivné pfi nechutenstvi, tnavé,
depresi, podporuje plodnost, potenci, riist vlasii a nehtd. Mirni zanéty mocCovych cest a
problémy spojené s hyperplazii prostaty. Doporucuje se pii rekonvalescenci po operacich a
snizuje nebezpeci infarktu. Nékterym jedincim je vSak kvili alergii uZivani pylu

znemoznéno. (Pridal, 2003; Demeter, 2015)

6.5 Vdeli jed

Veéeli jed je vymé&Skem Zlazy samic véely medonosné a je skladovan v jedovém vacku,
odkud je pti obran¢ pomoci zZihadlového aparatu vpraven do téla jinych zivocichli. V malych
davkach miize byt Iékem, ve velkém mnozstvi vSak piisobi toxicky. Pouziti v¢eliho jedu do
konkrétnich bodu je Siroce pouZzivana jako doplnkova a alternativni terapie po 3000 let.

(Zhang et al., 2018)

Jedna se o velmi sloZitou smés piirodnich produktii extrahovanych z véely medonosné,

ktera obsahuje rtizné farmakologicky ucinné latky, jako jsou peptidy, enzymy, biologicky
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aktivni aminy a nepeptidové slozky. Asi 60 % susiny jedu tvoii bilkoviny, z nichz ma
nejvetsi zastoupeni melittin, sloZzeny z 26 aminokyselin, ktery ma cytotoxicky a hemolyticky
efekt, z poskozenym bunc¢k pak uvoliiuje histamin a serotonin. Jinym vyznamnym
polypeptidem je apamin obsahujici cystin, jenz mize ve velkém mnozstvi zplsobit az
nekroézy mozkové tkané. Dale obsahuje toxické enzymy fosfolipazy A a B a hyaluronidazu,
jenz maji hemolyticky efekt. Ze sacharidii obsahuje glukézu a fruktézu, z lipidd hlavné
fosfolipidy podobajici se lecitinu. Ve vcelim jedu byly identifikovany 1 neurotransmitery

noradrenalin a dopamin. (Ptidal, 2003)

Pro c¢lovéka je veeli jed zejména neurotoxicky. Primérna smrtelnd davka LDso pro
dosp€lého je asi 2,8 mg, tedy pro cloveka vaziciho 70 kg je 50 % smrtelné riziko pii bodnuti
zhruba 700 zihadly. To vSak plati pro zdravé jedince, ktefi nejsou alergicti. (Ptidal, 2003;
Titéra, 2006)

Nejprve byl veeli jed Siroce vyuzivan k 1€¢bé zanétlivych a bolestivych onemocnéni v
orientdlni tradicni medicin€. Rostouci mnozstvi dikazi prokazalo ptredev§im jeho
ucinky pii 1écbé neurologickych onemocnéni, jako je amyotroficka laterdlni sklerdza a
Parkinsonova choroba, pii epilepsii a také nemocich ob&hového systému. (Zhang et al.,

2018)

Studie na zvitatech prokéazaly, Ze melittin a apamin zvysuji hladiny kortizolu v krevni

plazmé. Kortizol a jeho derivaty se ve farmakologii pouzivaji piedev§im lokalné jako

rrrrrr
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit antimikrobni uc¢inky nékolika vzorki meda
na Sest vybranych druhii gramnegativnich bakterii. Tyto vlastnosti byly hodnoceny u deviti
vzorkli meda ziskanych od malych vcelait ze Slovenské republiky a jednoho komer¢niho

medu.
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8 POUZITA ZARIZENI A MATERIAL

8.1 Pristroje a pomicky

8.2

8.3

Laboratorni sklo a bézn¢ pouzivané laboratorni pomicky (Petriho misky, kadinky,
zkumavky, odmérné vélce, plastova injekeni stiikacka, 1zice, Spicky pro automatické

pipety, stojan na zkumavky)

Mikrotitra¢ni desticky

Biohazard box Bio II Advance Telstar

Automatické mikropipety

Laboratorni vahy Adventurer Pro 500

Filtr stiikackovy AHLSTROM ReliaPrep™ CA 0.20 um
Bakteriologické klicky

Ttepacka Vortex Mixer VX-200

Spektrofotometr destickovy TECAN Infinite 200 Pro
Autoklav Systec 2540 EL

Densi-la-meter

Biologicky termostat Memmert INE 600

Plynovy kahan

Chemikalie
Demineralizovana voda
Etanol 70 %

NaCl
Zivna média

Kultiva¢ni médium Mueller-Hinton Broth (MH) se slozenim - hovézi masova infuze

300 g/l, enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5 g/l a Skrob 1,5 g/
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8.4 Bakterialni kmeny

Pro potieby této diplomové prace bylo pouzito Sest kmenli gramnegativnich bakterii

ziskanych z Ceské sbirky mikroorganismé (CCM).
e FEscherichia coli CCM 3954
e Enterobacter aerogenes CCM 2531

e Serratia marcescens CCM 303

e Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933

e Proteus mirabilis CCM 7188

e  Pseudomonas fluorescens CCM 2798

8.5 Vzorky medi

Pro stanoveni antimikrobnich u€inkl na gramnegativni bakterie bylo celkem pouzito

10 vzorkli medi. Jedna se o medy kvétové, medovicové nebo smisSené. Devét vzorkt bylo

ziskano od vcelaii ze Slovenské republiky a jeden vzorek tvoii komeréné dostupny med

zakoupeny v obchodni siti ptivodem z Recka. Kazdy vzorek pochazi z jiného tlu a jejich

lokalizace s pfifazenym ¢islem vzorku je zobrazena v Tabulce 2.

Tabulka 2 Lokalizace tlu

Cislo vzorku Lokalizace ulu
1. Horna Poruba (SR)
2. Zubak (SR)
3. Salas, Nimnica (SR)
4. Zubak (SR)
5. Zubak (SR)
6. Salas, Nimnica (SR)
7. Podhorie (SR)
8. Belusa (SR)
9. Lysa pod Makytou (SR)
10. Recko *

*komercéni vzorek



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

9 METODIKA PRO STANOVENI ANTIMIKROBNICH UCINKU
MEDU

9.1 Priprava medovych roztoki

Medové roztoky byly ptipraveny rozpusténim a dikladnym promichénim 4 g vzorku
medu v 8 ml sterilniho kultivaéniho média Mueller-Hinton (MH), tedy tak aby byl roztok
v koncentraci 50 % (w/v). Pro zajiSténi sterility medového roztoku, byl takto pfipraveny
vzorek vzdy prefiltrovan pies stiikackovy filtr o velikosti pora 0.20 um do sterilni plastové
zkumavky. Nasledné byly medové roztoky fedény geometrickou fadou na niz§i koncentrace

s kultivaénim médiem MH. Roztoky byly pfed kazdou analyzou Cerstveé pfipraveny.

9.2 Priprava Zivného média a fyziologického roztoku

Zivné médium Mueller-Hinton Broth bylo p¥ipraveno rozpusténim 21,0 g této pady v
1 1 destilované vody. Nasledné bylo médium sterilovano v autoklavu pfi teploté 121 °C po

dobu 15 minut.

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichanim 8,5 g NaCl a 1 | demineralizované vody.

Takto ptipraveny roztok byl autoklavovan pfi teploté 121 °C po dobu 20 min.

9.3 Resuscitace mikroorganismi a priprava bakterialni suspenze

Bakterialni kmeny jsou uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -80 °C. Pro jejich
resuscitaci byly mrazené kultury pfeoCkovany kiizovym roztérem na pevnou agarovou pidu
a nasledné kultivovany v termostatu pti teploté 37 °C (30 °C pro Pseudomonas fluorescens)

po dobu 24 hodin.

K vlastnimu experimentu byly vyuZity bakteridlni suspenze, jenz byly pfipraveny
zockovanim kolonie pfisluSné bakterie z Petrtho misky do zkumavek s 5,0 ml sterilniho
bujéonu MH. Poté byla suspenze kultivovana v termostatu pti teplot¢ 37 °C (30 °C pro

Pseudomonas fluorescens) po dobu 24 hodin.

Po kultivaci byla suspenze v jiné sterilni zkumavce nafedéna fyziologickym roztokem

na hodnotu zakalu 1,0 dle stupnice McFarlanda.
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9.4 Mikrodiluéni metoda

V této diplomové praci byla pouzita tzv. mikrodiluéni metoda, kterd se fadi mezi
kvantitativni metody a pouzivd se ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

antimikrobni latky.

Antimikrobni G¢inek medovych vzorki byl sledovan pomoci fotometru TECAN Sunrise
TW/TC. Byla méfena opticka denzita suspenze bunék v 96 jamkovych mikrotira¢nich
destickach pii teploté 30 °C a vinové délce 600 nm po dobu 24 hodin v 30ti minutovych

intervalech.

Rist bakterii byl sledovan v n¢kolika koncentracich medovych roztokd — 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 ng/ml, 31,25 pg/ml a 15,63 pg/ml. Jedna mikrotitracni desticka
vzdy slouzila pro jeden vzorek medu a Sest mikroorganismi. Prvni fddek mikrotitraéni

desticky slouzil pro kontrolu sterility roztoku a aseptické prace bez ptidani mikroorganizmd.

Do dal$ich radkt desticky bylo postupné napipetovano 200 pl medového roztoku
ptislusné koncentrace a do kazdé¢ jamky 10 pl pfislusné bakteridlni suspenze, kazdy
mikroorganizmus byl vzdy napipetovan do dvou sloupct desticky. Posledni fadek slouzil
pro kontrolu rastu bakterii bez pfidaného medového roztoku. Schéma zaockovani

mikrotitraéni desticky je znazornéno v Tabulce

Tabulka 3 Schéma zaockovani mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| KS | KS | KS|KS | KS|KS | KS|KS | KS|KS | KS | KS
B | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
C | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
D | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
E | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5
F
G
H
m

31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3
15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6
KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR
ikroorganizmus ve 2 sloupcich, 1 vzorek medu v dilu¢nim v rozpéti 500 — 15,6 pg/ml

1
KS — kontrola sterility média, roztoku a aseptické prace bez pfidani mikroorganizmii

KR — kontrola ristu mikroorganizmi bez pfidani medového roztoku
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10 VYSLEDKY

10.1 Antimikrobni u¢inek medu na ruast bakterii

Rist bakterii byl sledovan po dobu 24 hodin pomoci fotometru TECAN Sunrise
TW/TC meéfici optickou denzitu suspenze buné¢k v case. VSechny medové vzorky byly
pouzity v koncentracich 15,63 pg/ml az 500 ug/ml. Antimikrobni u€inky byly hodnoceny u
Sesti gramnegativnich bakterii - Escherichia coli CCM 3954, Enterobacter aerogenes CCM
2531, Serratia marcescens CCM 303, Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium CCM 7933, Proteus mirabilis CCM 7188 a Pseudomonas fluorescens CCM
2798. Z namétenych dat byly vytvofeny grafy znazornujici rastové kiivky.

10.2 Vliv vzorki medu na rust Escherichia coli CCM 3954

Jak je patrné z Obrazku 1, nejlepsi inhibi¢ni Gc€inek vykazovaly medy pfi nejvyssi
koncentraci, tedy 500 pg/ml. Medovy vzorek ¢. 7 Podhorie (SK) zcela neinhiboval rist
Escherichia coli CCM 3954 ani pti koncentraci 500 ug/ml, kde je patrny mirny nartst
optické denzity. Medové roztoky o koncentraci 250 pg/ml pouze prodlouzily dobu lag faze
a koncentrace 15,6 — 125 pg/ml naopak riist bakterie jesté podpotily. Jedinou vyjimkou je
vzorek medu €. 4 Zubdk (SR), ktery byl shledan jako med s nejsilnéj$im antimikrobnim

ucinkem, jelikoz riist bakterie byl inhibovan i pti koncentraci 250 pg/ml.

— ta

Vzorek medu ¢&. | Horna Poruba (SR) Vzorek medu ¢&. 2 Zubdk (SR)
0.9 0.9
8 0.8
N 07
6 Zo06
5 205
. =3
: =04
3 203
2 //’_’—’—r,‘ So2
0.1 0.1
0 0
3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 o 2 3 4 5 6 7 B 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]
—0 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml =0 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml
—062,5 pg/ml —3125 pg/ml  =——1563 pg/ml —62,5 pg/ml ——31.25 pg/ml —15 63 pg/ml
Vzorek medu ¢. 3 Salas, Nimnica (SR) Vzorek medu ¢. 4 Zubak (SR)
09 09
08 08
— 07 —0
206 206
Eos Eos
3 B
= 04 =204 —
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=t

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]

—0 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pgml —0 pg/ml 500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml

—62,5 pg/ml ——3125 pg/ml =—1563 pg/ml —62,5 pg/ml ——3125 pg/ml —1563 pg/ml
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Vzorek medu & 5 Zubak (SR) Vzorek medu ¢. 6 Sala$, Nimnica (SR)

I
0
001 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 1 23 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]
—0pg/ml  ——500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml —0pg/ml =500 pg/ml 250 pg/ml 125 pgml
—62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml 15,63 pg/ml —62,5 ug/ml ——31,25 pg/ml —15,63 ng/ml
Vzorek medu ¢. 7 Podhorie (SR) Vzorek medu €. 8 Belusa (SR)
09 0.9
08
0, 2 —
0.1 = 0,1
0 0
01 2 3 4 5 6 7T 8 & 1011 12 13 M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 1 2 3 4 5 6 7T 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23
Cas [h] Cas [h]
—0 pg/ml —3500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml —0 pg/ml —3500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml
—62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml 15,63 ug/ml —62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml 15,63 pg/ml
Vzorek medu ¢. 9 Lysa pod Makytou (SR) Vzorek medu & 10 Recko

e

001 23 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 19 20 21 22 23 001 23 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14151617 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]
—0pgml  ——300 pg/ml 250 pg/ml 125 ug/ml —0pgiml  ——500 pg/ml 250 g/l 125 ug/ml
62,5 ng/ml ——31,25 pg/ml 15,63 pe/ml —62,5 ug/ml ——31,25 pg/ml=——15,63 pg/ml

Obrazek 1 Vliv vzorkd medu na rast Escherichia coli CCM 3954

10.3 Vliv vzorki medi na rist Enterobacter aerogenes CCM 2531

Dale byl sledovan inhibi¢ni t€¢inek medd na kmen Enterobacter aerogenes CCM

2531. Bylo zjisténo, ze nejveétsi inhibicni ucinek mély medové vzorky pii koncentraci 500

ug/ml, koncentrace 15,6 — 125 pg/ml rist bakterie podpoftily. Vzorky medu ¢. 7 Podhorie
(SK), &. 8 Belusa (SR), ¢. 9 Lysa pod Makytou (SR) a &. 10 (Recko) zcela neomezily riist

bakterie ani pii nejvyssi koncentraci a tyto vzorky zaroven vykazovaly nejvySs$i nartist

v

optické denzity ve vSech koncentracich. NejnizS§i narist optické denzity ve vSech

koncentracich Ize pozorovat u vzorku medu €. 1 Horna Poruba (SK), ¢. 2 Zubak (SK) a ¢. 3

Salas, Nimnica (SK).
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Obrazek 2 Vliv vzorkd medl na rust Enterobacter aerogenes CCM 2531
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10.4 Vliv vzorku medu na rust Serratia marcescens CCM 303

Dal8im sledovanym mikroorganizmem byla Serratia marcescens CCM 303. Vysledky
byly podobné jako u pfedchoziho sledovaného mikroorganizmu. NejvéEtsi inhibiéni a€inek
mély medové vzorky pfi koncentraci 500 pg/ml a koncentrace 15,6 — 125 pg/ml naopak rist
bakterie podpoftily. Vzorky medi ¢. 7 Podhorie (SK), ¢. 8 Belusa (SR), ¢. 9 Lysa pod
Makytou (SR) a &. 10 (Recko) zcela neomezily rist bakterie ani p¥i nejvyssi koncentraci.
Medové roztoky o koncentraci 250 pg/ml pouze prodlouzily dobu lag faze. Nejnizsi nartst

optické denzity ve vSech koncentracich lze pozorovat u vzorku medu ¢. 1 Horna Poruba (SK)

Vzorek medu & 1 Hornd Poruba (SR) Vzorek medu ¢. 2 Zubak (SR)
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Vzorek medu ¢. 5 Zubak (SR) Vzorek medu & 6 Salad, Nimnica (SR)
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Cas [h] Cas [h]
—0 pg/ml =300 pg/ml ——250 pg/ml 125 pg/ml —0 pg/ml 500 pg/ml - ——250 pg/ml 125 pg/ml
—62,5 pg/ml 31,25 pg/ml——15,63 pg/ml —625 pg/ml =——3125 pg/ml =——15,63 pg/ml
Vzorek medu ¢. 7 Podhorie (SR) Vzorek medu ¢&. 8 Belusa (SR)
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0.8

01 2 3 4 5 6 7 8 9 101 1213 14151617 18 19 20 21 22 23 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9101 1213 141516 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]
—0 pg/ml ——500 pg/ml  ——250 pg/ml 125 pg/ml —0 pg/ml ——500 pg/ml  ——250 pgml 125 pg/ml
62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml ——15.63 pg/ml 62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml ——15.63 pg/ml
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Vzorek medu ¢. 9 Lysa pod Makytou (SR) Vzorek medu ¢. 10 Recko

" y 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0o 1 2 3 4 3 6 7 & 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h] Cas [h]
—0 pg/ml ——500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml =0 ng/ml =500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml
62,5 ng/ml ——31.25 pg/ml —15,63 pg/ml —625 pgfml —3125 pg/ml—15.63 pgfml

Obrazek 3: Vliv vzorku medu na rust Serratia marcescens CCM 303

10.5 Vliv vzorki medu na rist Salmonella enterica subsp. enterica

sérovar Typhimurium CCM 793

U bakterie Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 793 bylo
pozorovano, ze nejveétsi inhibicéni G¢inek mély medové vzorky pii koncentraci 500 pg/ml.
Vzorek medu €. 4 Zubak (SR) inhiboval rast 1 pti koncentraci 250 pg/ml, zatimco u ostatnich
medové roztoky o koncentraci 250 pg/ml pouze prodlouzily dobu lag faze. Vzorky medu €.
7 Podhorie (SR) a &. 10 Recko se jevi jako medy s nejniz§im antimikrobnim aéinkem, jelikoz
ani koncentrace 500 pg/ml nebyla u téchto vzorkl inhibi¢ni. U vzorku ¢. 1 Hornd Poruba
(SK) byla oproti ostatnich mediim znac¢né prodlouzena lag faze, bakterie se zaaly mnozit

po uplynuti zhruba 5 hodin.

Vzorek medu ¢. 1| Horna Poruba (SR) Vzorek medu ¢. 2 Zubak (SR)
0,9 0.9
0.8
0.7
50’ 5 .3
£ 03 3 R
= 203
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0 — - 0,1
001 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 e
Cas [h] 0 1 2 3 4 5 6 7T & 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h]
—0 pg/ml —500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml =0 pg/ml —500 pg/ml 250 pg/ml
25 —625 —31.25
—62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml =——15,63 pg/ml i;:éﬁ?ﬂm 62.5 wg/ml 3123 ng/ml
Vzorek medu ¢. 3 Salas, Nimnica (SR) Vzorek medu ¢ 4 Zubak (SR)
0.9 0.9
08 0.8
0,7 0,7
= 0.6 EU,(\
Zos Tos
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= 04 g 04
Z S
£03 203
~0a /_’_,—-—", Q 0
0.1 0.1
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01 2 3 4 5 6 7 8§ 9 1011 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 001 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516 17 18 19 20 21 2 23
Cas [h] .

Cas [h]
—0 pg/ml —3500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml —0 pg/ml ——500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml

—62,5 pg/ml —31,25 pg/ml—15,63 pg/ml

62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml

15,63 pg/ml
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Vzorek medu ¢. 6 Sala$, Nimnica (SR)

/—~

001 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h]
—0 pg/ml ——300 pg/ml 250 pg/ml
125 pa/ml —62,5 pz/ml =—31,25 pg/ml
— 15,63 pg/ml
Vzorek medu ¢. 8 Belusa (SR)
/-
01 45 6 § 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 3
Cas [h]
—500 pg/ml
—62,5 ug/ml
Vzorek medu & 10 Recko
B —

01 2 3 4 5 6 7 8B 9 1011 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [h]
—0 pg/ml ——500 pg/ml 250 pe/ml
125 ug/ml —62,5 pg/ml —31.25 pg/ml

—1563 ku_z ‘ml

Obrazek 4 Vliv vzorkd medu na rist Salmonella enterica subsp. enterica sérovar
Typhimurium CCM 793

10.6 Vliv vzorku medu na rust Proteus mirabilis CCM 7188

Stejné jako u predeslych mikroorganizmi byla u Proteus mirabilis CCM 7188 nejnizsi

inhibi¢ni koncentrace 500 pg/ml. Obdobné jako u predeslé bakterie bylo pozorovano, ze

vzorek medu ¢. 4 Zubdk (SR) inhiboval riist i pfi koncentraci 250 pg/ml, mirny nartst byl u

tohoto vzorku pfi zminéné koncentraci pozorovan az po uplynuti zhruba 21 hodin. U

ostatnich medovych roztokii o koncentraci 250 pg/ml pouze prodlouzily dobu lag faze.

Vzorky medu &. 7 Podhorie (SR) a & 10 Recko se opét jevi jako medy s nejnizsim

antimikrobnim ¢inkem, jelikoz ani koncentrace 500 pg/ml nebyla u téchto vzorki medu

inhibi¢ni.
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Obrazek 5 Vliv vzorkd medu na rast Proteus mirabilis CCM 7188
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10.7 Vliv vzorki medi na rist Pseudomonas fluorescens CCM 2798

Poslednim pozorovanym mikroorganizmem byl Pseudomonas fluorescens CCM
2798. Z Obrazku 6 je zjevné, ze bakterie rodu Pseudomonas je nejcitlivéjsi na aplikované
medové vzorky. Nejucinnéjsi byly u vétSiny vzorkli medu opét koncentrace 500 pg/ml,
pouze u vzorku €. 7 Podhorie, stejné¢ jako u jinych sledovanych mikroorganizmt, je tato
koncentrace jako inhibi¢ni nedostacujici. U vzorku medu ¢. 1 Horna Poruba (SR), ¢. 4 Zubak
(SR), €. 6 Salas, Nimnica (SR) doslo k inhibici i pfi koncentraci 250 pg/ml. U vétSiny vzorka
medu také 1ze pozorovat vyrazné prodlouzeni lag faze. Vzorek medu ¢. 1 Horna Poruba
(SR), jako jediny ze vzorkt také vykazuje inhibi¢ni Gc¢inek i pfi koncentraci medového
roztoku 125 pg/ml, zhruba po 17 hodinach vSak kiivka zacina riist. Medové vzorky o

koncentracich 15,6 — 125 pg/ml naopak rist bakterie podpotily.

Vzorek medu ¢. | Horna Poruba (SR) Vzorek medu ¢. 2 Zubak (SR)
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62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml—15,63 pg/ml 62,5 ng/ml 31,25 pg/ml=—=15,63 pg/ml
Vzorek medu €. 5 Zubak (SR) Vzorek medu ¢. 6 Sala§, Nimnica (SR)

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Cas b
—0 pgml —5‘03;‘“[17!‘]1“1 250 pg/ml —0 pg/ml ——500 pg/ml 250 pg/ml 125 pgiml
125 pg/ml =—62,5 pg/ml =—31,25 pg/ml —62,5 pg/ml ——31.25 pg/ml —15.63 pg/ml
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Cas [h) Cas [h]

—0 pg/ml 500 pg/ml  ——250 pgml 125 pg/ml —0pg/ml =500 pg/ml ——250 pg/ml 125 pg/ml

—62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml —15,63 ng/ml —62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml ——15,63 pg/ml

Vzorek medu €. 9 Lysa pod Makytou (SR) Vzorek medu & 10 Recko
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203 04 5 6 7T 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Cas [1] Cas [h]

—0 pg/ml =300 pg/ml ——250 pg/ml 125 pg/ml —0 pg/ml =300 pg/ml  ——250 pg/ml 125 pg/ml

—62.5 pg/ml ——31.25 pg/ml ——15,63 pg/ml —62,5 pg/ml ——31,25 pg/ml ——15,63 pg/ml

Obrazek 6 Vliv vzorkd medl na rust Pseudomonas fluorescens CCM 2798
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11 DISKUZE

Med je v lidovém lécitelstvi uzivan od nepaméti, v moderni zdpadni medicin€ vSak bylo
upusteno od jeho klinické aplikace. Nicmén¢ jeho antimikrobni aktivita proti bakteriim vede

k opétovnému z4jmu o jeho aplikaci. (Kwakman a Zaat, 2011; Demeter, 2015)

Med je ptirodni produkt, ktery ma diky obsahu bioaktivnich sloucenin znacné
terapeutické ucinky. Znamy je pro svoje antibakterialni, antioxidacni a protizdnétlivé ucinky.
Tyto ucinky jsou zptisobeny hlavné fyzikalnimi vlastnostmi, jako je nizka aktivita vody,
vysoky osmoticky tlak, vysoka viskozita, kyselost, nizké pH a nizky obsah bilkovin, které
zabranuji ristu mikroorganismi. Kromé téchto fyzikalnich vlastnosti je antimikrobidlni
aktivita medu zplsobena také gluk6zooxidazou, peroxidem vodiku a nékterymi fenolovymi
slouc¢eninami. Déle tyto ucinky zavisi na druhu medu, jeho ptivodu, sezén¢ a podminkach
sklizné, zpracovani a skladovani. Soucasné studie ukazuji, ze tmavé medy jsou zdravéjsi nez
svétlé medy, respektive obsahuji vice bioaktivnich latek. (Cianciosi et al., 2018; Goslinski

et al., 2020)

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo stanoveni antimikrobni kapacity
na vybrané gramnegativni bakterie pomoci mikrodilu¢ni metody a stanoveni minimalni

inhibi¢ni koncentrace.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly zkoumany G¢inky medu na bakterie
jako Escherichia coli a Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium.

Antimikrobnim uc¢inkiim medu na tyto bakterie je vénovana pozornost v n¢kolika studiich.

Escherichia coli je béznym komenzalem tlustého a tenkého stieva, nicméné zUstava
jednou z nejcastéjSich pticin nékolika béZnych bakteridlnich infekei u lidi a zvifat. E. coli je
hlavni pfic¢inou enteritidy, infekce mocovych cest, septikémie a dalSich klinickych infekei,
jako je neonatalni meningitida. E. coli je také prominentné spojena s prijmem u domdcich a
hospodaiskych zvitat. Terapeutickd 1écba infekci touto bakterii je ohroZena vznikem
antimikrobidlni rezistence, a proto je v evropskych zemich rostoucim problémem vetejného

zdravi. (Allocati et al., 2013)

Salmonella enterica je dulezitym alimentarnim patogenem ve vSech oblastech svéta,
pficemz Salmonella Typhimurium je jeden z nejCastéjSich sérovarti zpusobujicich
onemocnéni prenasené potravinami a je Castou pfic¢inou akutniho priijmu. (Herrero-Fresno,

2018)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Utinky medu na E. coli a Salmonella Typhimurium jsou demonstrovany v mnoha
publikacich. Napftiklad v jedné ze studii byly zkoumany terapeutické a antibakterialni ucinky
ruznych vzorkti medt (skladovanych po rtiznou dobu) na Escherichia coli O157: H7 a
Salmonella Typhimurium. U¢inky byly zkoumany in vivo s pomoci experimentalné
infikovanych mysi a in vitro za pouziti izolati odebranych ze vzorki stolice a vytért z fekalii
telat a déti v Egypté. Bylo zjiSténo, ze ¢im delsi je doba skladovani, tim vétsi je pokles
antimikrobialni aktivity proti bakteriim. U nejdéle skladovaného medu byla minimalni
inhibi¢ni koncentrace 100 mg/ml pro ob¢ bakterie, zatimco u medu, ktery byl skladovan
nejkrat§i dobu byla minimalni inhibi¢ni koncentrace pro E. coli O157: H7 1,5 mg/ml a pro
S. Typhimurium 3,1mg/ml, coz potvrzuje, ze dlouhé skladovani a zvySené teploty snizuji
antibakteridlni aktivitu medu. Nicméné zavérem lze konstatovat, ze v této studii byl
antibakterialni G¢inek medu vyrazngj$i na E. coli O157: H7 nez na S. Typhimurium a

zaroven byla pozorovéana niz$i mortalita u mysi lécenych medem. (Badawy et al., 2004)

Jind studie zroku 2002 zkoumala antibakteridlni uc¢inek medu proti patogenni
Escherichia coli na potkanech, jenz byly oraln¢ inokulovani E. coli. Bylo zjisténo, Ze potkani
krmeni medem vylucovali vyznamné mén¢ bakteridlnich bun€k ve stolici ve srovnani
s potkany, kteti nebyli krmeni medem, ¢imz se potvrdila antibakteridlni aktivita proti E. coli

a potencionalni pfinos konzumace medu. (Shamala et al., 2002)

V roce 2020 byla publikovana studie, ve které¢ byly sledovany antioxidacni a
antibakterialni vlastnosti manukového medu v porovnani s n€kolika polskymi medy na
vybrané gramnegativni 1 grampozitivni bakterie. Vysledky ukézaly, Ze pouze manukoveé
medy a jeden polsky medovicovy med vykazovaly antimikrobni aktivitu. Bylo zjiSténo, Ze
antimikrobni t¢inek byl mirn€ vyssi vii¢i grampozitivnim nez gramnegativnim bakteriim,
coz potvrdily i jiné publikace. Analyzované medy vykazovaly nejvyssi antibiotickou aktivitu
vuci kmentim Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis. Naopak nejodolnéjsi byl
shledan kmen Pseudomonas aeruginosa. Pro kmeny Escherichia coli a Salmonella
Typhimurium byly pro inhibici zapotfebi koncentrace mezi 20 — 25%, (Goslinski et al.,

2020)

V nasem experimentu byl kmen Escherichia coli CCM 3954 inhibovan vétSinou
vzorkl testovanych medi pii nejvyssi koncentraci, tedy 500 pg/ml. Vyjimkou byl vzorek
medu €. 4 Zubak, ktery inhiboval rist bakterie 1 pfi koncentraci 250 pg/ml. Jeden

z medovych vzorkl (¢. 7 Podhorie) nevykazoval inhibi¢ni uc¢inek ani pti 500 pg/ml.
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U kmenu Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 793 byl
sledovan inhibi¢ni ucinek pti nejvyssi koncentraci 500 pg/ml. Stejné€ jako u E. coli inhiboval
rust bakterie vzorek medu €. 4 Zubak pii koncentraci 250 ug/ml. U dvou medovych vzorkl

(¢. 7 Podhorie (SR) a &. 10 Recko) nebyl riist bunék inhibovan ani pfi nevyssi koncentraci.

Dalsimi sledovanymi mikroorganismy v naSem experimentu byly kmeny
Enterobacter aerogenes CCM 2531, Serratia marcescens CCM303, Proteus mirabilis CCM
7188 a Pseudomonas fluorescens CCM 2798. Nebylo nalezeno piili§ publikaci, které by se

vénovaly inhibi¢nim G¢inkiim medu na tyto bakterie.

Je znamo, Ze vice druhli rodu Enterobacter puisobi jako oportunistické patogeny véetné
E. aerogenes. Patogenni Enterobacter mize zpusobit riiznd onemocnéni, véetné o€nich a
koznich infekci, meningitidy, bakteriémie, pneumonie a infekce mocovych cest. V mnoha
pfipadech je onemocnéni zpusobené E. cloacae nebo E. aerogenes spojeno s expozici v

nozokomialnich podminkach, jako jsou nemocnice nebo pecovatelské domy. (Rogers, 2020)

Serratia marcescens se bézn¢ vyskytuje ve vode, pude, zviratech, hmyzu a rostlinach.
Piestoze S. marcescens vykazuje relativné nizkou virulenci, zpiisobuje nozokomidlni
infekce u pacientll s nizkou imunitou, zejména v prostiedi, jako jsou jednotky intenzivni
péce, zejména novorozenecké jednotky. Tento mikroorganismus mize vyvolat Sirokou Skalu
klinickych projevi jako infekce mocovych cest, zapal plic, sepse a infekce krevniho fecisté.
NejcastéjSim mistem infekce je krevni obéh, nasledovany dychacim aparatem a

gastrointestinalnim traktem. Casto také byvaji rezistentni proti antibiotikéim. (Khanna, 2013)

V jedné studii byly testovany rizné grampozitivni a gramnegativni mikroorganismy
veetné E. aerogenes a S. marcescens. Bylo zjiSténo, ze S. marcescens nebyla inhibovana ani
pii nejvyssi pouzité koncentraci 20 % (obj.). Inhibicni aktivita proti E. aerogenes byla
pozorovana piedevs§im u manukového medu, nicméné byla niz$i nez naptiklad u E. coli., ani

u jednoho mikroorganismu vSak nedoslo k upln¢ inhibici. (Lusby et al., 2005)

V naSem experimentu byly vysledky u Enterobacter aerogenes CCM 2531 a Serratia
marcescens CCM 303 podobné. Ctyti medové vzorky (&. 7 Podhorie, ¢. 8 Belusa, &. 9 Lysa

pod Makytou a &. 10 Recko) zcela neomezily riist ani pfi nejvyssi koncentraci.

Rod Proteus je velmi rozsifen v prostfedi a nachéazi se také v gastrointestinalnim traktu
Cloveka. Proteus mirabilis je nejCastéji patogenem mocovych cest, zejména u pacientll
podstupujicich dlouhodobou katetrizaci. Jeho schopnost zplisobovat takové infekce vétSinou

souvisi s tvorbou biofilmu. (Schaffer a Pearson, 2015)
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Majtan et al. se ve své studii zabyvali u€¢inky medu proti tvorbé biofilmu u bakterii
Proteus mirabilis a Enterobacter cloacae. Zadny z testovanych medii nezptisobil statisticky
vyznamnou redukci biofilmu E. cloacae. Akatové medy spiSe podporovaly produkci
biomasy z biofilmu. Oproti tomu vSechny medy pii koncentraci 50 % (hm.) zpisobily
vyznamnou redukci biofilmu P. mirabilis. Z testovanych medd mél manukovy med
nejsilngj$i  anti-biofilmové  vlastnosti. Methylglyoxal, antibakteridlni sloucenina
manukového medu, byla schopna difundovat do matrice biofilmu P. mirabilis a usmrtit
bakterialni buiiky. Tato vlastnost podporuje potencionalni rozsifeni vyuziti medu. (Majtan

etal., 2014)

Inhibice kmenu Proteus mirabilis CCM 7188 byla v této diplomové praci pozorovana
pouze pii nejvyssi koncentraci medovych roztokl, kromé vzorki ¢. 7 Podhorie a €. 10

Recko, kdy koncentrace 500 pg/ml zcela neinhibovaly rist.

Poslednim sledovanym mikroorganismem byl kmen Pseudomonas fluorescens CCM
2798. Bohuzel nebyly nalezeny zadné studie, které by se vénovaly G¢inkiim medu na tuto
bakterii. Tato bakterie je clenem skupiny fluorescencnich pseudomonad a na rozdil od P.

aeruginosa, obecn¢ neni povazovana za patogenni. (Scales et al., 2014)

V naSem experimentu byl Pseudomonas fluorescens shledan jako nejcitlivéjsi na
aplikované medové vzorky. U vSech vzorkl byla oproti ostatnim testovanym bakteriim
znaén¢ prodlouzena lag faze a nartst optické denzity nebyl tak vyrazny. Nicméné, stejné
jako u ostatnich sledovanych bakterii, medové vzorky o koncentracich 15,6 — 125 pg/ml

naopak rust jeste podpofily.

Klinické studie naznacuji, Ze aplikace medu na infikované kozni rany je schopna
odstranit infekci z rany a zlepSit hojeni, doba hojeni po oSetfeni ran medem je ve srovnani s
konvencni 1écbou zkracena. Zna¢nd pozornost je vénovana predev§sim manukovému medu
pochézejici z rostliny Leptospermum scoparium, ktery ma vyznamné antibakteridlni ti¢inky,
které¢ jsou dany predevSim obsahem methylglyoxalu a riznych polyfoneli. Vyzkumy
prokazaly jeho ucinnost proti nékolika lidskym patogenim. Studie odhalily, ze med je
ucinny proti nékolika mikroorganismiim rezistentnich na antibiotika, jako naptiklad
methicilin rezistentni S. aureus (MRSA) a vankomycin rezistentni enterokok (VRE). Med
1ze tedy vnimat jako produkt s velkym potenciondlem pii vyuziti v mediciné nebo jako
konzervacni prostiedek pro potraviny a népoje. Nicméné mnoho studii odkazuje na fakt, ze
ne vSechny medy maji stejny antimikrobni ucinek. Jejich aktivita proti mikroorganismim

zavisi na mnoha faktorech, a proto je tfeba pokraovat ve vyzkumu antioxidacnich a
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antimikrobialnich vlastnosti medu. (Visavadia et al., 2008; Mandal, 2011; Kwakman a Zaat,

2012; Cokcetin et al., 2016; Goslinski et al., 2020)
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ZAVER

Tato diplomova prace se v teoretické Casti zabyva antioxida¢nimi a antimikrobnimi

vlastnostmi medu. V praktické Casti byla sledovana antimikrobni aktivita deviti vzorkt

medi od vcelaii ze Slovenské republiky a jednoho komeréniho vzorku na vybrané

gramnegativni bakterie. Na zékladé¢ ziskanych vysledkt Ize konstatovat, Ze:

u vSech vzorkli medii byla potvrzena antimikrobni aktivita,

nejodolnéjsimi mikroorganismy proti u€¢inkiim medi byly shledany Enterobacter
aerogenes CCM 2531 a Serratia marcescens CCM 303, u kterych Ctyti vzorky medt

zcela neomezily riist ani pii nejvysSich koncentracich,

nejcitlivejsi bakterie na aplikované medové vzorky byla Pseudomononas fluorescens
CCM 2798, jelikoz u tiech vzorki medt doSlo k inhibici 1 pfi koncentraci 250 pg/ml
a u vetSiny vzorkl aplikovanych medi také 1ze pozorovat vyrazné prodlouzeni lag

faze,
medové vzorky o koncentracich 15,6 — 125 pg/ml naopak riist bakterii podpofily,

vzorek medu ¢. 4 Zubadk (SK) prokdzal inhibi¢ni Uc€inek u ctyfech ze Sesti
testovanych gramnegativnich mikroorganismu 1 pfi koncentraci 250 pg/ml, a proto

byl vyhodnocen jako med s nejsiln€j$i antimikrobni aktivitou.
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aw aktivita vody

MGO methylglyoxal

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA methilcilin rezistentni Staphylococcus aureus

MH Mueller-Hinton Broth
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