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Vplyv rastlinných olejov s obsahom mastných kyselín so 

stredným reťazcom na pôvodcov mastitid 

 
 

Súhrn 

 

Moja bakalárská práca sa zaoberá zisťovaním antibakteriálnych účinkov rastlinných olejov, 

ktoré obsahujú mastné kyseliny o strednej dĺžke reťazca (MCFA). Konkrétne sme testovali  

palmový (Elaeis guineesis), kokosový (Cocos nucifera) a tucuma (Astrocaryum vulgare) olej.  

 Snažili sme sa zistiť antibakteriálnu aktivitu týchto olejov voči dvom baktériám a to 

Staphyloccocus aureus a Streptococcus uberis. MIC sme stanovili pomocou mikrodilučného 

testu v 96-jamkovej mikrotitračnej doštičke. Kvôli tomu aby sme aktivovali antibakteriálne 

účinky olejov museli sme použiť štiepenie lipázou z Mucor javanicus na kmeňe spôsobujúce 

bovinnú mastitídu (nami vybrané bakteriálne kmeňe Staphyloccocus aureus a Streptococcus 

uberis). Naše testované oleje vykazovali antibakteriálnu aktivitu voči uvedeným kmeňom 

v rozsahu 128 – 8129 µl/mL. Výsledky tejto štúdie dokazujú, že palmové oleje bohaté na 

MCFA môžu slúžiť ako prevencia voči vzniku bovinnej mastitidy u kráv, ale sú potrebné 

ďalšie štúdie, ktoré zistia všetky možné aplikácie týchto olejov v praxi.  
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The efect of plant oils rich in medium-chain fatty acids on 

mastitis-related pathogens 

 
 

Summary 

 

My bachelor thesis deals with the detection of antibacterial effects of vegetable oils 

containing medium chain fatty acids (MCFA). Specifically, we tested palm (Elaeis guineesis), 

coconut (Cocos nucifera) and tucuma (Astrocaryum vulgare) oil. 

 We tried to detect the antibacterial activity of these oils against two bacteria, namely 

Staphyloccocus aureus and Streptococcus uberis. The MIC was determined by a 

microdilution assay in a 96-well microtiter plate. In order to activate the antibacterial effects 

of the oils, we had to use the cleavage of Mucor javanicus lipase on the bovine mastitis strain 

(the bacterial Staphyloccocus aureus and Streptococcus uberis strains selected by us). Our test 

oils showed antibacterial activity against these strains in the range of 128 - 8129 µl / mL. The 

results of this study show that MCFA-rich palm oils can serve to prevent bovine mastitis in 

cows, but further studies are needed to find all possible applications of these oils in practice. 
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Vliv rostlinných olejů s obsahem mastných kyselin se 

středním řetěžcem na původce mastitid 

 
 

Souhrn 

 

Předložená bakalářská práce se zabývá stanovením antibakteriálních účinků rostlinných olejů, 

které obsahují mastné kyseliny o střední délce řetězce (MCFA). Konkrétně jsme testovali 

palmový (Elaeis guineesis), kokosový (Cocos nucifera) a Tucuma (Astrocaryum vulgare) 

olej. Snažili jsme se zjistit antibakteriální aktivitu těchto olejů vůči dvěma bakteriím a to 

Staphylococcus aureus a Streptococcus uberis. MIC jsme stanovili pomocí mikrodilučních 

testů v 96-jamkové mikrotitrační destičce. Kvůli tomu abychom aktivovali antibakteriální 

účinky olejů museli jsme použít štěpení lipázou z Mucor javanicus na kmeny způsobující 

bovinní mastitidu (námi vybrané bakteriální kmeny Staphylococcus aureus a Streptococcus 

uberis). Naše testované oleje vykazovaly antibakteriální aktivitu vůči uvedeným kmenům v 

rozsahu 128 - 8129 μl/mL. Výsledky této studie dokazují, že palmové oleje bohaté na MCFA 

mohou sloužit jako prevence proti vzniku bovinní mastitidy u krav, ale jsou nutné další studie, 

které zjistí všechny možné aplikace těchto olejů v praxi. 
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Úvod 

Bovinná mastitída ovplivňuje mliekarenský priemysel na celom svete (Erskine et al. 2004). Je 

nutné ako prevenciu používať antimikrobiálne látky, ktorých ročná spotreba sa odhaduje na  

45 mg na 1 kg zvieraťa (Van Boeckel 2015).  Ak sa už bovinná mastitída preukáže klasicky 

sa začne liečba antibiotikami, ale táto liečba má mnohé vedľajšie účinky ako napríklad nízka 

miera vyliečenia z dôsledku rezistencie baktérií a prítomnosť reziduí antibiotik v mlieku 

samozrejme sú stanovené prísne ochranné lehoty na to aby bolo mlieko bez reziduí. (Gomes a 

Henriques 2016).  Intramamárna liečba antibiotikami je bežnou praxou pri liečbe alebo 

prevencií mastitídy, medzi používané liečivá patria betalaktámy, makrolidy a linkozamidy 

(Barkema et al. 2006).  Antimikrobionálna rezistencia na antibiotiká sa objavuje v izolátoch z 

infikovaných kráv, iných zvierat rovnakého stáda a dokonca aj v potravinových produktoch, 

ktoré pochádzajú z infikovaných ale aj vyliečených zvierat (Silva et al. 2018). Medzi 

modernejšie spôsoby prevencie proti mastitíde patria nesteroidné protizápalové lieky ( Breen 

2017) a intramamárne liečivá na struky dojnic (Krömker et al. 2014). Avšak antibiotická 

rezistencia je stále vysoká a naďalej je potrebné hľadať alternatívne spôsoby liečby. Mastné 

kyseliny sa javia ako sľubná alternatíva voči antibiotikám vďaka ich antimikrobionálnej 

aktivite (Polycarpo et al. 2017). A okrem spomínaného sa nerozvetvené nasýtené mastné 

kyseliny so stredne dlhým reťazcom uhlíkov menovite kaproická (C6: 0), kaprylová (C8: 0), 

kaprínová (C10: 0) a kyselina laurová (C12: 0) sa prirodzene vyskytujú, ale len v 

minimálnych koncentráciach aj v kravskom mlieku (Legrand 2008). Menované mastné 

kyseliny vykazujú antimikrobionálne vlastnosti proti širokému spektru patogénov vrátane 

grampozitívnych baktérií (Hovorkova et al. 2018).  Významným zdrojom mastných kyselín 

so stredne dlhým reťazcom (MCFA) sú oleje, ktoré pochádzajú z paliem z tropických a 

subtropických oblastí, narozdiel od kravského mlieka, kde sú obsiahnuté len v malých 

koncentráciach, v olejoch sú (MCFA) zastúpené podstatne viac (Van der Vossen et al. 2001). 

Vo výskume (Hovorkova et al. 2018) zistili, že antibakteriálny účinok palmových olejov 

bohatých na MCFA ako je napríklad  kokosový olej (Cocos nucifera), palmojádrový olej 

(Elaeis guineensis) a tucuma olej (Astrocaryum vulgare) sa vyvíjajú až po naštiepení, teda po 

ich uvoľnení z triglyceridov a najčastejším detegovaným MCFA je kyselina laurová,ako bolo 

zistené plynovou chromatografiou (Hovorkova et al. 2018). Antibakteriálne vlastnosti 

voľných MCFA a ich monoestery proti rôznym patogénom (Bunkova et al. 2011) vrátane 

stafylokokov (Batovska et al. 2009) a streptokokov (Schlievert a Peterson 2012) sú veľmi 

dobre známe. Doposiaľ nie sú žiadne štúdie o inhibičnej aktivite voči bovinnej mastitíde, kde 
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by aplikovali palmové oleje bohaté na MCFA. Tento výskum sa zameral na možnú aplikáciu 

palmových olejov bohatých na MCFA s cieľom znížiť bakteriálnu kolonizáciu, vyskytujúcu 

sa u dojníc mliečneho aj masného typu kráv, ktorá postihuje vemená najmä pred, počas a po 

dojení. 
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Cieľ práce 

Cieľom tejto bakalárskej práce bolo stanoviť minimálnú inhibičnú koncentráciu olejov 

s obsahom mastných kyselín o strednej dĺžke reťazca pre vybrané baktérie. Túto aktivitu sme 

sa snažili stanoviť s alebo bez predchadzajúceho štiepenia triacylglycerolov pomocou in vitro 

inkubácie daného oleja s pankreatickou lipázou. 
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Literárné rešerše 

1.1 Bovinna mastitida 

Bovinná mastitida je zápal mliečných žliaz u dojníc spôsobený inváziou a rozpadom tkanív 

produkujúcich mlieko patogénnymi mikroorganizmami (Schroeder 2012). Toto zápalové 

ochorenie spôsobuje finančné straty mliekarenskému odvetviu kvôli zníženiu 

produkcie  mlieka, rovnako tak zníženej kvalite mlieka, zvýšené riziko utrácania zvierat a 

vysoké náklady na liečbu zvierat (Russell 2003). Ročné ekonomické straty spôsobené 

bovinnou mastitídou  sa na celom svete  odhadujú na 1,1 miliardy dolárov (Mir et al. 2014). 

Mastitída sa pokladá za najčastejšiu příčinu úhynu dospelých dojníc (Esselmont a Kossaibati 

1997). 

1.1.1 Pôvodcovia bovinnej mastitídy 

Je dokázané, že približne 137 druhov mikroorganizmov vrátane baktérií, kvasiniek a rias 

spôsobuje mastitídu (Watts a Bradley 2002). Najvýznamnejšie baktérie, ktoré sú zodpovedné 

za vznik mastitíd zahŕňajú grampozitívne aj gramnegatívne baktérie, ako sú stafylokoky, 

streptokoky, Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae (Contreras a Rodríguez 2011). 

Koagulázovo negatívne stafylokoky (CNS) sú oportunistické patogeny, ktoré sa tiež ukázali 

ako patogény pre mastitídu (Taponem et al. 2016). Patogény mastitídy môžu byť 

klasifikované ako nákazlivé alebo enviromentálne (Blowey a Edmondson 1995). Patogény sú 

schopné vytvoriť subklinické infekcie, ktoré sa zvyčajne prejavujú zvýšeným počtom 

somatických buniek (leukocyty a epiteliálne bunky) zvyčajne sa šíria z kravy na kravu a 

najčastejšie v čase alebo okolo dojenia (Radostits et al. 1994). A okrem iného sa ukázalo, že 

klinická aj subklinická mastitída môže nepriaznivo ovplyvniť aj plodnosť kráv (Schrick et al. 

2001). 

 

1.1.2 Rezistencia baktérií na antibiotika 

Bovinnú mastitídu sa snažia liečiť hlavne antibiotikami, avšak sú veľké problémy 

s rezistenciou baktérií voči antibiotikám. Prevalencia patogénov mastitídy a ich 

antimikrobiálnému účinku boli preskúmané v mnohých štúdiach po celom svete. Napríklad 

štúdia z Etiópie a Estónska dokázali vysokú prevalenciu kmeňov S. aureus a CNS 

rezistentných na penicilín (Beyene et al. 2017; Kalmus et al. 2011). Rovnako aj v Západnom 

Bengálsku v Indií zistili, že gramnegatívne baktérie sú rezistentné voči antibiotikám ako sú  
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β–laktámy a tertacyklíny (Das et al. 2017). V strednom Mexiku zistili antimikrobiálnym 

vyšetrením, že izolované patogény mastitídy boli rezistentné na penicilín, klindamycín a 

cefotaxim (León-Galván 2015). Antimikrobiálne štúdie z Kanady tiež ukázali, že subklinické 

izoláty dvoch hlavných patogénov mastitídy, Streptococcus uberis a Streptococcus 

dysgalactiae nesú v sebe gény, ktoré majú antimikrobiálnu rezistenciu (Vélez et al. 2017). 

Rezistencia na antibiotiká môže mať aj dopad na ľudské zdravie, kvôli riziku vzniku 

spomínaných baktérií odolných voči antibiotikám a tieto sa môžu dostať do potravinového 

reťazca (White a McDermott 2001). 

 

1.1.3 Alternatívne zdroje liečby 

V mnohých prípadoch alternatívu je potrebné hľadať v prírodných produktoch ako sú napr. 

rastliny, ktoré rastú v extrémnych podmienkach (púšte, dažďové pralesy, horúce pramene…) 

(Gohel et al. 2006).  Prírodné produkty majú aj dnes významné miesto v medicíne a slúžia 

ako primárny zdroj v procesoch pri objavovaní liekov (Newman a Cragg 2012; Harvey  

2008). Ukazálo sa, že prírodné produkty sú zdrojom antibakteriálného účinku. Približne 66 % 

schválených liekov s obsahom antibakteriálnych látok sú prírodné produkty alebo deriváty 

prírodných produktov  (Brown et al. 2014).  

 

1.2 Charakteristika a vlastnosti mastných kyselín 

1.2.1 Mastné kyseliny charakteristika 

Mastné kyseliny (FA) sú všadeprítomné molekuly, ktoré sú viazané na iné zlúčeniny, ako sú 

glycerol, cukry alebo hlavné skupiny fosfátov, čím vytvárajú lipidy. Lipidy sú súčasťou 

bunkových štruktúr, napr. membrány, ktoré sú tvorené fosfolipidmi a zásoby energie, ktoré sú 

zložené najmä z triglyceridov (Desbois a Smith 2010). K vstrebávaniu lipidov dochádza 

v tenkom čreve pankreatickou a črevnou lipázou. Lipidy teda tuky sú štiepené na 

monoacylglyceroly a neesterifikované mastné kyseliny. V dutine čriev sa vytvoria z tuku 

útvary, ktoré sa nazývajú micely zložené z žlčových kyselín, 2-monoacylglycerolov, 

fosfolipidov, cholesterolu a mastných kyselín. Micely sú tvorené hydrofóbnym centrom a 

hydrofilnou perifériou. Tieto micely sa dostávajú medzi riasinkové lemy čreva a lipidické 

látky sa z nich uvoľňujú. Látky rozpustné v tukoch sa ľahko dostávajú cez membránu 

črevných buniek. Mastné kyseliny s dlhším reťazcom sú viazané na špecifický protein a 

transportované do enterocytov (Reece 1998).  Mastné kyseliny sa uvoľňujú z lipidov, 
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pomocou enzýmu, aby sa stali voľnými mastnými kyselinami (FFA)-ktoré majú rôznorodú a 

účinnú biologickú aktivitu (Desbois a Smith 2010).  

 

1.2.2 Štruktúra mastných kyselín so stredne dlhým reťazcom 

Mastné kyseliny (MK) sú zložené z reťazca z 4 až 28 uhlíkov, sú monokarboxylové, väčšinou 

nerozvetvené a v párnom počte (McNaught 1997). Podľa dĺžky reťazca rozdeľujeme mastné 

kyseliny na MK s krátkou dĺžkou reťazca do 6 uhlíkov, MK so strednou dĺžkou reťazca 

s počtom 6 až 12 uhlíkov, MK s dlhým reťazcom  s počtom uhlíkov od 13 do 21 a MK 

s veľmi dlhým reťazcom, kde sa nachádza viac ako 22 uhlíkov (Olson et al. 2014). V našej 

práci sa zamierame na MK so stredne dlhým reťazcom. Mastné kyseliny so stredne dlhým 

reťazcom sú radené medzi nasýtené mastné kyseliny. Medzi tieto kyseliny patria (viď tabulka 

č. 1) kyselina kapronová (C6:0), kyselina kaprylová (C8:0), kyselina kaprinová (C10:0) a 

často radená aj  kyselina laurová (C12:0) (Marten et al. 2006).  

 

 

Tabuľka č. 1: mastné kyseliny o strednej dĺžke reťazca (MCFA) 
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1.2.3 Antibakteriálne účinky mastných kyselín 

Antibakteriálne účinky FFA majú široké spektrum účinnosti porovnateľné s prirodzenými 

antimikrobiálnymi peptidmi (AMP) in vitro (Georgel et al. 2005). Okrem bakteriostatických a 

bakteriocídnych účinkov  FFA tiež vytvárajú nepriaznivé podmienky pre rast určitých baktérií 

na povrchu kože udržiavaním kyslého pH (Fluhr et al. 2001; Takigawa et al. 2005). FFA 

môžu ďalej ovplyvniť bakteriálnu virulenciu, ktorá je nevyhnutná pri vzniku infekcie, 

pravdepodobne narušením signalizácie od bunky k bunke. Takto nasýtené alebo nenasýtené 

FFA môžu zabrániť počiatočnej adhézií baktérií a následnej tvorbe biofilmu (Kurihara et al. 

1999; Osawa et al. 2001; Kankaanpää et al. 2004; Won et al. 2007; Stenz et al. 2008; Davies 

a Marques 2009). Medzi procesy, ktoré môžu vyvolať inhibíciu alebo smrť baktérií je lýza 

buniek, inhibícia enzýmovej aktivity, zhoršenie príjmu živín s tvorbou toxickej peroxidácie a 

autooxidácie. FFA môžu zabiť baktériu úplne (baktericídny účinok) alebo inhibovat jej rast 

(bakteriostatický účinok) čo je reverzibilné a znamená to, že baktéria zostáva životaschopná, 

ale nemôže sa ďalej deliť, ak sú prítomné FFA (Kodicek a Worden 1945). Najefektívnejšie 

nasýtené, mononenasýtené a polynenasýtené mastné kyseliny sú tie, ktoré majú dĺžku reťazca 

C12, C16:1 a C18:2 (Kabara 1980). Vo všeobecnosti sa inhibičné vlastnosti mastných kyselín 

vyskytujú výraznejšie u dlhších a nenasýtených formách (Nieman 1954). 
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1.3 Rastlinné oleje s obsahom mastných kyselín o strednej dĺžke reťazca 

1.3.1 Kokosový olej 

Kokosový olej sa získava z kokosového orecha (Cocos nucifera) (Manisha DebMandal a 

Shyamapada Mandal 2011). Je to tropický olej a presnejšie sa extrahuje z kopry (sušených 

vnútorných častí orecha). Tento olej pochádza z palmy z rodu arekotvárnej (Arecaceae) 

(Eyres et al. 2016). Olej sa využíva k tepelnej úprave hlavne v krajinách Indie a Asie 

(Srivastava et al. 2010). Výroba kokosového oleja každým rokom stúpa. Hlavným 

producentom sú Filipíny potom Indonésia a nakoniec India (Eyres et al. 2016). Kokosový olej 

obsahuje prevažne TAG a MCFA s celkovým zastúpením 86,5% tvorí SFA, 5,8 % MUFA a 

1,8% PUFA (Eyres et al. 2016). Najvyššie zastúpená mastná kyselina v kokosovom oleji je 

kyselina laurová (C12:0) tvorí až 50% obsahu MK, je dokázané, že deriváty (napríklad MG) 

priaznivo pôsobia na elimináciu rôznych baktérií ako sú napríklad Escherichia coli, 

Staphyloccocues aureus, Candida albicans ( Daftary et al. 2008). Kokosový olej má veľkú 

výhodu a tou je jeho odolnosť voči oxidácií a polymerácií vďaka čomu je stabilný pre tepelnú 

prípravu (Eyres et al. 2016).  

 

 

 

 

Obrázok č. 1: Palma kokosová (cocos nucifera) a jej plod- kokosový orech 

Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/Coconut 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Coconut
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1.3.2 Palmový olej 

Olej z palmových jadier (PKO) sa získava spracovaním jadra z palmy rodu Elaies guineensis. 

Palmový olej je kvapalina, ktorá nie je rozpustná vo vode, ale je rozpustná v tukoch. Čistý 

palmový olej má oranžovo-červenú farbu, ktorá závisí od množstva karotenoidov 

(Obahiagbon 2012). Ovocie tejto palmy je kôstkovica s tučným, mäsitým mezokarpom 

obklopujúci tvrdý endokarp, ktorý obsahuje veľké semeno tvorené endospermom a malým 

embryom (Dussert et al. 2013). Hlavnou zložkou tohoto oleja sú triglyceridy, tvoria až 90% 

oleja. Mastné kyseliny tvoria až 95% triglyceridov. Najviac zastúpenými mastnými 

kyselinami sú kyselina palmitová (32-47%), kyselina olejová (40-52%), kyselina linoleová (5-

7%) a kyselina myristová (1-6%). Ďalej palmový olej obsahuje vitamíny a ďalšie látky avšak 

presné zloženie záleží od toho na akej pôde sa palma pestuje a rovnako aj na spôsobe 

spracovania (Obahiagbon 2012). 

 

 

 

 

Obrázok č. 2: Palma olejná (Elaeis guineensis) a jej plod 

Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Palma_olejn%C3%A1 

 

 

 

 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Palma_olejn%C3%A1
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1.3.3 Tucuma olej 

Palmy z ktorých tucuma olej pochádza nájdeme v tropických oblastiach Južnej a Strednej 

Ameriky, kde sú plody obľúbenou pochúťkou (Shanley 2011). Tucuma olej pochádza 

z plodov a to z palmy Astrocaryum vulgare a Astrocaryum aculeatum (čeľaď Arecaceae) 

(Pesce 1985). Ovocie z ktorého sa olej vyrába je veľmi obľúbené a konzumované 

amazonskou populáciou a pripravujú z tohto ovocia v prírodnej forme sendviče, dezerty a 

zmrzlinu. Indovia dokonca extrahovaný olej z dužiny plodu alebo z drene ovocia alebo 

semien používajú na telo a vlasy (Maia et al. 2014). Tucuma má hladkú kôru je oválneho 

alebo guľovitého tvaru, jeho sfarbenie môže byť žlté až tmavo oranžové a červené alebo 

belavé. Konzistencia plodu je slizovitá a mastná, s charakteristickou sladkou chuťou (Maia et 

al. 2014). Najviac zastúpená kyselina obsiahnutá v oleji z tucama plodu je kyselina laurová 

(Mambrim a Barrera-Arellano 1997). Čo sa týka nutričního zloženia, tucuma olej vyniká 

vysokým obsahom vlákniny (Ferreira et al. 2008). 

 

 

 

 

Obrázok č. 3: Palma Tucuma (Astrocaryum aculeatum) a jej plod  

Zdroj: https://www.freepng.es/png-j6f6c3/ 

 
 
 
 

https://www.freepng.es/png-j6f6c3/
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1.4 Charakteristika gramnegatívnych baktérií 

1.4.1 Staphylococcus  aureus 

Staphyloccocus aureus je známy svojou schopnosťou stať sa rezistetný voči antibiotikam 

(Chambers a DeLeo 2009). Primárny spôsob prenosu baktérie je prostredníctvom priameho 

kontaktu s pokožkou nakazeného jedinca alebo s kontaminovaným predmetom či povrchom 

(Lowy 1998). Je fakultatívne anaeróbny. Tvorí nemotilné kokové škvrny, ktoré sú pozitívne 

na gramovo sfarbenie, tvoria páry a klastre. Jeho rast podporuje médium obsahujúce 10% 

NaCl, už menej pri 15% NaCl (Bergey 2009). Jeho priemer je od 0,5-1,0 mm. Môžu tvoriť 

kolónie o veľkosti až 5mm. Kolónie sú hladké, lesklé a priesvitné. Môžu produkovať kapsuly. 

Enkapsulové kmene zvyčajne produkujú menšie a konvexnejšie kolónie. Ukazálo sa, že tieto 

enkapsulárne kmene obsahujú kyselinu N-acetyl-d-amino-galakturónovú, N-acetyl-d-

fukozamín a taurín. Ich membrány obsahujú glykolipidy, mono- a diglukosyldiglycerid a 

fosfolipidy, lyzylfosfatidylglycerol a kardiolipín. Niektoré kmene produkujú epidermolytický 

toxín a enterotoxíny. Môžu spôsobiť napríklad toxický šok a infekcie (Bergey 2009). 

Staphylococcus aureus je zrejme najnebezpečnejší z baktérií, čo sa týka baktérií, ktoré 

vyvolávajú mastitídu. Vyvolaná mastitida touto baktériou bola lokalizovaná v najhlbších 

častiach tkaniva mliečnej žľazy. Samozrejme sa takáto infekcia len veľmi ťažko lieči (Kováč 

et al. 2001). 

1.4.2 Streptoccocus uberis 

Bunky tejto baktérie tvoria kokoidné útvary, vyskytujú sa ako páry v dlhých reťazcoch. 

K rastu dochádza v 4% roztoku NaCl. Avšak 6,5% roztoku NaCl rast nepodoporuje a rovnako 

ani pH 9,6. Rast baktérie je medzi teplotou 10°C až 45°C. Baktéria neprežije zahrievanie na 

65°C po dobu viac ako 30 minút (Bergey 2009). Streptoccocus uberis sa považuje za 

enviromentálny patogén (Radostis et al. 1994).  
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Metodika 

1.5 Praktická časť 

Pri výskume bol použitý kokosový olej (C. nucifera), palmojádrový olej (E. guineensis), ktoré 

boli zakúpené od spoločnosti (Sigma- Aldrich Praha,CZ) a olej z tucumy (A. vulgare), ktorý 

bol získaný z Natural Sweet Botanicals (Panama City, Fl. USA). Oleje sme rozpustili 

v dimetysulfoxide (DMSO) a emulgovali Tween 80 (Sigma-Aldrich, Praha CZ), aby bola 

zabezpečená dostatočná disperzia do emulzie s konečnou koncentráciou 819200 µg/ml. 

Konečná koncentrácia rozpúšťadiel v kg testovanej vzorky neprekročili 1%, preto nemohli 

ovplyvniť životaschopnosť baktérií. Aby  sme dosiahli požadovaný objem, nakoľko emulzia 

má 100x vyššiu koncentráciu, tak sme ju zriedili v tryptickom sójovom bujóne (TSB, Oxoid, 

Brno, CZ) alebo s TSB obohatenú o kvasnicový extrakt (Oxoid, Brno, CZ), aby sa dosiahla 

konečná koncentrácia 8192 µg/ml. Táto emulzia bola ďalej doplnená lipázou z Mucor 

javanicus (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) vo výške 2,73 mg/mL kultivačného média. Táto 

emulzia, ktorá vznikla z testovaného oleja, vhodného kultivačného média, ktoré bolo vybrané 

podľa testovaného kmeňa a z lipázy z M. javanicus sa pretrepávala vo vodnom kúpeli, 

zahrievala sa na 37°C celú hodinu, aby sme dosiahli uvoľnenie MCFA z triacylglycerolov a 

uľahčil sa ich antibakteriálny účinok. Penicilín G (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) bol použitý ako 

kontrola kvôli čistote a rastu baktérií. 

 

 

 

1.6  Spôsob zistenia antibakteriálného potenciálu použitých olejov 

Prvý a posledný stĺpec jamiek na mikrotitračnej doštičke bol naplnený len TSB (ako kontrola 

čistoty) a jeden celý stĺpec jamiek bol naplnený s baktériou v TSB bez  oleja (ako kontrola 

rastu baktérie).  Ostatné jamky boli naplnené s baktériou v TSB a s prisluchajúcim olejom 

(viď obrázok č. 4), aby sme mohli vyhodnotiť antibakteriálny potenciál vyššie uvedených 

palmových olejov bohatých na MCFA, ktoré majú pôsobiť na baktérie mastitíd hovädzieho 

dobytka, 5 kmeňov baktérií (viď tabuľka č. 2), ktoré boli preukázané, že spôsobujú zápal 

mastitíd. 
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          Obrázok č. 4: Dizajn mikrotitračnej doštičky použitej v experimente 

 

Modrá: kontrola čistoty- jamky sú naplnené len TSB 

Zelená: kontrola rastu baktérie- jamky sú naplnené baktériou v TSB bez oleja 

Biela: jamky sú naplnené TSB s olejom a naočkované baktériou 

 

 

      

 

                  Obrázok č. 5: Mikrotitračná doštička po experimente 
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Tabuľka č. 2: Bakteriálne kmene a ich špecifikácia 

Baktérie Kmeň Špecifikácia Iné označenie 

Staphylococcus aureus subsp. 

aureus Rosenbach 1884
AL

 
CCM 4442 

Izolát bovinnej mastitídy 

(CZ); produkcia ß-

hemolyzínu; atypický 

kmeň: dochádza k 

fosfatáze 

P. Benda M 27/92 

 CCM 6188 

Izolat z mliečnej žľazy 

postihnutej bovinnou 

mastitídou; strata 

produkcie hemolyzínov 

B. Skalka K 126 

 DSM 6732 

Izolát hovädzieho 

vemena; mureínu: 

A11.3; žiadne gény 

toxínov (PCR) 

ATCC 25178 

Streptococcus uberis Diernhofer 

1932
AL 

 

CCM 4617 

Izolát bovinnej mastitídy 

(CZ); kontrolný kmeň 

pre STREPTOtest a 

HIPPURATEtest 

P. Benda 1268 

 DSM 20569 Typ kmeňa 

ATCC 19436 

CCUG 17930 

JCM 5709 

NCDO 2038 

NCTC 3858 

 

 

1.6.1 Zloženie média v ktorom sa kultivovali baktérie (TSB) 

TSB- tryptose soya broth (tryptose sojový bujón) je médium zakúpené z firmy Oxoid (Brno, 

Cz). Toto médium podporuje rast širokej škály baktérií, kvasiniek a plesní pri inkubácií a za 

vhodných podmienok (dodržaná správna teplota atď). Jeho konečné pH dosahuje hodnoty 7,3 

0,2  pri 25°C. 

Tabuľka č. 3: zloženie TSB 
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1.6.2 Uchovanie bakteriálnych kmeňov 

Kmene použité v priebehu experimentu sú uvedené v tabuľke č. 2. Tieto kmene boli zakúpené 

z Českej kolekcie mikroorganizmov (CCM; Czech Collection of Microorganisms) a 

z Nemeckej zierky mikroorganizmov a buněčných kultúr (DSMZ; Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen). Alikvoty bakteriálnych kultúr boli do doby testovania 

skladované v TSB alebo v TSB s kvasnicovým extraktom a 20% glycerole pri 80°C. Pracovné 

kultúry mikroorganizmov sa následne kultivovali v príslušnom živnom médiu pri teplote 

37°C počas 24 hodín pred testovaním. 

 

4.2 Stanovenie minimálnej inhibičnej koncentrácie 

 
Minimálna inhibičná koncentrácia (MIC) sa stanovila s použitím pokynov Clinical and 

Laboratory Standards Institute (2013), aby sa vyhodnotil antibakteriálny účinok kokosového 

oleja, palmojadrového oleja a oleja z tukumy proti grampozitívnej bovinnej mastitíde, ktorú 

spôsobujú bakteriálne kmene. Na testovanie antimikrobiálnej citlivosti palmových olejov 

bohatých na MCFA sa použila mikrodilučná metóda in vitro na mikrotitračných platniach 

s 96 jamkami. Počiatočná koncentrácia na testovanie citlivosti palmových olejov bola 

uvedená vyššie ako 8129 µg/mL. Doštičky boli naočkované bakteriálnou suspenziou 

s konečnou hustotou 5·10
5
 CFU/ml , ktorá bola kontrolovaná pomocou MCFarland 

Densitometer Biosan DEN-1 (BioTech, Praha, CZ) a celá doštička bola inkubovaná pri 37°C 

počas 24 hodín. Bakteriálny rast pred a po inkubácií bol vyhodnotený pomocou čítačky 

mikrotitračných doštičiek Tecan Infinite
®
 200 PRO (Tecan Group Ltd., Männedorf, 

Švajčiarsko) pri vlnovej dĺžke 405 nm. Hodnoty MIC boli vyjadrené ako najnižšie 

koncentrácie palmových olejov, kotré viedli k 80% zníženiu rastu v porovnaní s kontrolou 

rastu bez obsahu oleja. Navyše citlivosť testovaných kmeňov na penicilín G sa uskutočňovala 

aj stanovením MIC ako v prípade palmových olejov. Všetky kombinácie olejov alebo 

penicilína  boli testované v troch individuálnych experimentoch, každý z nich sme urobili 

trojmo. Konečná MIC bola určená ako mód všetkých hodnôt. V súlade s hodnotami zákalu 

meranými v jamkách mikrotitračných doštičiek pred a po inkubácií zásobného roztoku troch 

testovaných olejov a piatich bakteriálnych kmeňov boli vypočítané hodnoty MIC pre vybrané 

oleje a baktérie. Meraním MIC bola tiež stanovená citlivosť všetkých baktérií na penicilin G. 

Žiadna antimikrobiálna aktivita palmových olejov nebola pozorovaná bez predchádzajúceho 

štiepenia lipázou, preto výsledky uvedené nižšie platia len pre oleje po štiepení lipázou 

z Mucor javanicus. 
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Výsledky 

Podľa experimentu, ktorý je vyššie popísaný sme získali údaje o zložení a koncentrácií 

MCFA našich vybraných olejov a rovnako MIC jednotlivých olejov na nami vybrané kmene 

baktérií, pomocou mikrodilučnej metódy v tekutom médiu. 

 

1.7 MIC vybraných rastlinných olejov 

Tabuľka č. 4: Minimálna inhibičná koncentrácia vybraných rastlinných olejov (µg/mL)
1  

 

kmeň 

modus MIC [µg/mL] 
priemerná 

MIC z 

olejov 

priemerná 

MIC z 

penicillin 

G 

Kokosový 

olej 

Palmový 

olej 

Tucuma 

olej 
penicillin G 

S. aureus 
CCM 

4442 
2048 2048 2048 0.001953 

4324 0.00138  
CCM 

6188 
8192 4096 4096 0.001953 

 
DSM 

6732 
8192 4096 4096 0.000244 

Str. uberis 
CCM 

4617 
2048 1024 2048 0.000488 

1045 0.00061 

 
DSM 

20569 
512 128 512 0.000977 

Celkový priemer MIC 4173 2278 2560 0.0001123  

 
Z uvedenej tabuľky č. 4 merania MIC vyplíva: S. aureus sme namerali hodnotu MIC od 2048-

4096 µg/mL, u Str. uberis bol citlivejší a hodnoty ktoré nám vyšli sú od 128-2048 µg/mL.  
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Diskusia 

Mastné kyseliny o strednej dĺžke reťazca, niekoľkokrát spomínané v tejto práci (kyselina 

kaprylová, kyselina kaprinová a laurová kyselina) majú uznaný tzv. GRAS status ako 

viacúčelové potravinárske aditívum v ľudskej potrave, uznal ich americký urád na kontrolu 

potravin a liečiv (FDA 2015). 

 

Zvyšovanie rezistencie u mnohých baktérií dospelo do zákazu používania látok, ktoré 

podporovali používanie antibiotik v chove hospodárskych zvierat medzi štátmi EÚ 

(nariadenie Europského parlamentu a rady Es č. 1831/2003 z 22. septembra 2003 o 

doplnkových látkach určených na používanie vo výžive zvierat). Je zrejmé, že širenie génov 

rezistencie na antibiotiká je aj medzi bakteriálnymi kmeňmi, ktoré spôsobujú mastitídy u 

hovädzieho dobytka, preto je potrebné hľadať skôr prírodné antimikrobionálne zlúčeniny, 

ktoré pôsobia priamo na pôvodcov spôsobujúcich mastitídy.  

 

Kyselina laurová je jednou z najčestejšie označovanou kyselinou MCFA, ktorá vykazuje 

veľmi silné antibakteriálne účinky (Galbraith et al. 1971; Sun et al. 2003). Naše testované 

oleje kokosový, palmojádrový a tucuma olej obsahujú viac ako 50% kyseliny laurovej, takže  

vďaka tomu dokážu tieto oleje inhibovať baktérie Staphyloccocus aureus. MIC spomínaných 

rastlinných olejov voči tejto baktérií sa pohybuje v rozmedzí 2048-4096 µg/mL výsledok, 

ktorý nám vyšiel v meraní.  

 

Palmové oleje, ktoré sú rastlinného pôvodu obsahujúce lipidy so stredne dlhým reťazcom, 

možno nájsť aj v prírodných produktoch ako je napríklad mlieko, tieto lipidy sú netoxické a 

šetrné k sliznici aj keď dokážu inhibovať širokú škálu ľudských a živočíšnych patogénov 

(Churchward et al. 2018). Dokonca všetky MCFA sú uznané ako bezpečné na používanie vo 

výžive ľudí (FDA 2019). A je dobre známe, že MCFA vykazujú antibakteriálne vlastnosti 

voči rôznym patogénom, ale podľa našich zistení neexistuje žiadna štúdia o antibakteriálnych 

vlastnostiach palmových olejov bohatých na MCFA proti bovinnej mastitíde, ktorú spôsobujú 

najmä stafylokoky a streptokoky. Batovska (2009) sa zaoberá antibakteriálnou aktivitou voči 

S. aureus 209, S. aureus 146 MR a S. aureus ATCC 33862 USA pomocou agarovej jamkovej 

difúznej metódy a zistili, že kyselina kaprínová inhibuje všetky tri bakteriálne kmene pri 

koncentrácií 250-500 ug/ml a že kyselina laurová inhibuje S. aureus 209 pri koncentrácií 125 

ug/ml. Tieto koncentrácie inhibujúce stafylokokový rast sú asi 10x nižšie ako v prípade 
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testovaných palmových olejov v tejto štúdií ( 2048-8129 ug / ml). Okrem iného (Schlievert a 

Peterson 2012) hodnotia inhibičnú aktivitu kyseliny laurovej vo forme glycerolmonolaurátu 

proti 54 rôznym kmeňom S. aureus a stanovujú ich MIC pri 300 ug/ml. Nakoľko palmové 

oleje sú rôznou kombináciou mastných kyselín, nielen MCFA, ale tiež napríklad tokoferolov, 

polyfenolov, fytosterolov a fenolových kyselín (Srivastava et al. 2016), môžeme 

predpokladať, že tieto zlúčeniny interagujú v dôsledku svojich mechanizmov pôsobenia a tým 

znižujú antibakteriálnu aktivitu samotných olejov. Predpoklad vysokého stupňa rezistencie 

bakteriálného kmeňa S. aureus je spôsobený jeho kapsulou tvorenou exopolysacharidmi a 

produkciou slizu, ktorá sa preukázala aj pri kmeňoch, ktoré spôsobujú mastitídy (Baselga et 

al. 1994).  

 

Nakoľko je dokázané, že  mastitída je z veľkej miery zapríčinená nedostatočnou hygienou 

(Schreiner a Ruegg 2003), zaužívalo sa do praxe ako prevencia, používanie rôznych 

dezinfekčných postupov pred a po dojení. Najčastejšie dezinfekčné postupy hlavne po dojení 

sú dezinfekcie v podobe jódu (jódofory) a chlórhexidín, avšak na oba druhy dezinfekcie 

existujú baktérie, ktoré sú rezistentné (Behiry et al. 2012).  

 

Antibakteriálne vlastnosti rastlinných olejov bohatých na MCFA proti patogénom 

spôsobujúcim mastitídy sú veľmi potrebné. Medzi ďalšie výhody rastlinných olejov bohatých 

na MCFA je aj ich pozitívny vpliv na pokožku (Oyedeji a Okeke 2010). Pre tieto výhody 

olejov, ktoré obsahujú MCFA by mohli byť užitočné v prevencií a mohli by ich začať 

používať v praxi a to aplikáciou na struky kravám pred a po dojení.     
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Záver 

Nakoľko hrozí potencionálne riziko prenosu živočíšnych patogénnych kmeňov do mlieka a 

mliečnych výrobkov, je stále väčšia potreba zisťovať ako sa voči tomu brániť. A jedna z 

alternatívnych metód je demonštrovaná v tejto bakalárskej práci. Pozorovali sme, že 

sledované oleje menovite kokosový olej, palmojadrový olej a tucuma olej, ktoré sú bohaté na 

MCFA, majú antibakteriálny účinok po štiepení lipázy z Mucor javanicus proti piatim 

patogénom spôsobujúcim bovinnú mastitídu in vitro. Jednou z možností aplikácie  olejov by 

mohla byť aplikácia priamo na struky hovädziemu dobytku. Oleje bohaté na MCFA ponúkajú 

alternatívnu prevenciu proti bovinnej mastitíde. Ich ďalšou výhodou je, že nedráždia pokožku 

a sliznice ako rôzne preparáty na dezinfekciu používané niekoľkokrát denne pred, počas a po 

dojení kráv. 
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Zoznam použitých skratiek a symbolov 

 

CCM- česká zbierka organizmov 

CNF- koagulázovo negatívne stafylokoky 

DMSO- dimetysulfoxid 

FA- mastné kyseliny 

FFA-voľné mastné kyseliny 

MCFA- stredná dĺžka reťazca 

MIC- minimálna inhibičná koncentrácia 

MUFA-  mononenasýtené mastné kyseliny 

NaCl- chlorid sodný (kuchynská soľ) 

pH- kyslosť alebo acidita 

PKO- olej z palmových jadier 

PUFA- polynenasýtené mastné kyseliny 

SFA- nasýtené mastné kyseliny 

TAG- triacylglyceroly 

TSB- médium v ktorom sa kultivovali baktérie (tryptose soya brot) 

 

 


