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Vplyv rastlinnych olejov s obsahom mastnych Kyselin so
strednym ret’azcom na povodcov mastitid

Suhrn

Moja bakalarska praca sa zaobera zistovanim antibakterialnych ucinkov rastlinnych olejov,
ktoré obsahuju mastné kyseliny o strednej dizke retazca (MCFA). Konkrétne sme testovali
palmovy (Elaeis guineesis), kokosovy (Cocos nucifera) a tucuma (Astrocaryum vulgare) olej.
Snazili sme sa zistit' antibakteridlnu aktivitu tychto olejov vo¢i dvom baktériam a to
Staphyloccocus aureus a Streptococcus uberis. MIC sme stanovili pomocou mikrodilu¢ného
testu v 96-jamkovej mikrotitracnej dosticke. Kvoli tomu aby sme aktivovali antibakteridlne
uc¢inky olejov museli sme pouzit’ Stiepenie lipazou z Mucor javanicus na kmene spdsobujuce
bovinni mastitidu (nami vybrané bakterialne kmene Staphyloccocus aureus a Streptococcus
uberis). NaSe testované oleje vykazovali antibakterialnu aktivitu vo¢i uvedenym kmeniom
v rozsahu 128 — 8129 ul/mL. Vysledky tejto studie dokazujt, Ze palmové oleje bohaté na
MCFA moézu slazit' ako prevencia voci vzniku bovinnej mastitidy u krav, ale su potrebné

d’alsie studie, ktoré zistia vSetky mozné aplikacie tychto olejov v praxi.

KPacové slova: baktérie, mastné kyseliny, antibakteridlné oleje, Stiepenie, inhibicia



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 ul / 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.

Keywords: bacteria, fatty acids, antibacterial oils, cleavage, inhibition



Vliv rostlinnych oleji s obsahem mastnych kyselin se
stfednim FetéZcem na puvodce mastitid

Souhrn

Predlozena bakalarska prace se zabyva stanovenim antibakterialnich ucinki rostlinnych oleji,
které¢ obsahuji mastné kyseliny o stfedni délce fetézce (MCFA). Konkrétné jsme testovali
palmovy (Elaeis guineesis), kokosovy (Cocos nucifera) a Tucuma (Astrocaryum vulgare)
olej. Snazili jsme se zjistit antibakterialni aktivitu téchto oleju vici dvéma bakteriim a to
Staphylococcus aureus a Streptococcus uberis. MIC jsme stanovili pomoci mikrodiluénich
testl v 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce. Kvili tomu abychom aktivovali antibakterialni
ucinky oleji museli jsme pouzit Stépeni lipazou z Mucor javanicus na kmeny zpisobujici
bovinni mastitidu (nami vybrané bakterialni kmeny Staphylococcus aureus a Streptococcus
uberis). Nase testované oleje vykazovaly antibakterialni aktivitu vaéi uvedenym kmendm v
rozsahu 128 - 8129 ul/mL. Vysledky této studie dokazuji, ze palmové oleje bohaté na MCFA
mohou slouzit jako prevence proti vzniku bovinni mastitidy u krav, ale jsou nutné dalsi studie,

které zjisti vSechny mozné aplikace téchto oleji v praxi.

Klic¢ova slova: bakterie, mastné kyseliny, antibakterialni oleje, Stépent, inhibice
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Uvod

Bovinna mastitida ovpliviiuje mliekarensky priemysel na celom svete (Erskine et al. 2004). Je
nutné ako prevenciu pouzivat’ antimikrobidlne latky, ktorych ro¢né spotreba sa odhaduje na
45 mg na 1 kg zvierata (Van Boeckel 2015). Ak sa uz bovinna mastitida preukaze klasicky
sa zacne lieCba antibiotikami, ale tato lieCba ma mnohé vedl'ajSie ucinky ako napriklad nizka
miera vylieCenia z dosledku rezistencie baktérii a pritomnost’ rezidui antibiotik v mlieku
samozrejme su stanovené prisne ochranné lehoty na to aby bolo mlieko bez rezidui. (Gomes a
Henriques 2016). Intramamarna liecba antibiotikami je beznou praxou pri lieCbe alebo
prevencii mastitidy, medzi pouzivané lieCiva patria betalaktamy, makrolidy a linkozamidy
(Barkema et al. 2006). Antimikrobionalna rezistencia na antibiotika sa objavuje v izolatoch z
infikovanych krav, inych zvierat rovnakého stada a dokonca aj v potravinovych produktoch,
ktoré pochadzaju z infikovanych ale aj vylieCenych zvierat (Silva et al. 2018). Medzi
modernejsie spdsoby prevencie proti mastitide patria nesteroidné protizapalové lieky ( Breen
2017) a intramamarne lie¢iva na struky dojnic (Kromker et al. 2014). Avsak antibioticka
rezistencia je stale vysoka a nad’alej je potrebné hl'adat’ alternativne sposoby liecby. Mastné
kyseliny sa javia ako sl'ubnd alternativa voci antibiotikdm vd’aka ich antimikrobionélnej
aktivite (Polycarpo et al. 2017). A okrem spominaného sa nerozvetvené nasytené mastné
kyseliny so stredne dlhym retazcom uhlikov menovite kaproicka (C6: 0), kaprylova (C8: 0),
kaprinova (C10: 0) a kyselina laurovd (C12: 0) sa prirodzene vyskytuju, ale len v
minimalnych koncentraciach aj v kravskom mlieku (Legrand 2008). Menované mastné
kyseliny vykazuji antimikrobiondlne vlastnosti proti Sirokému spektru patogénov vratane
grampozitivnych baktérii (Hovorkova et al. 2018). Vyznamnym zdrojom mastnych kyselin
so stredne dlhym retazcom (MCFA) st oleje, ktoré pochadzaju z paliem z tropickych a
subtropickych oblasti, narozdiel od kravského mlieka, kde st obsiahnuté¢ len v malych
koncentraciach, v olejoch st (MCFA) zastupené podstatne viac (Van der VVossen et al. 2001).
Vo vyskume (Hovorkova et al. 2018) zistili, ze antibakterialny u¢inok palmovych olejov
bohatych na MCFA ako je napriklad kokosovy olej (Cocos nucifera), palmojadrovy olej
(Elaeis guineensis) a tucuma olej (Astrocaryum vulgare) sa vyvijaju aZ po nastiepeni, teda po
ich uvol'neni z triglyceridov a najcastejSim detegovanym MCFA je kyselina laurové,ako bolo
zistené plynovou chromatografiou (Hovorkova et al. 2018). Antibakterialne vlastnosti
vol'nych MCFA a ich monoestery proti réznym patogénom (Bunkova et al. 2011) vratane
stafylokokov (Batovska et al. 2009) a streptokokov (Schlievert a Peterson 2012) st vel'mi

dobre zndme. Doposial’ nie st Ziadne Stadie o inhibi¢nej aktivite voc¢i bovinnej mastitide, kde



by aplikovali palmové oleje bohaté na MCFA. Tento vyskum sa zameral na moznu aplikéciu
palmovych olejov bohatych na MCFA s cielom znizit’ bakteridlnu kolonizéciu, vyskytujucu
sa u dojnic mlie¢neho aj masného typu krav, ktora postihuje vemena najmé pred, pocas a po

dojeni.
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Ciel’ prace

Cielom tejto bakalarskej prace bolo stanovit minimélni inhibi¢ni koncentraciu olejov
s obsahom mastnych kyselin o strednej diZke retazca pre vybrané baktérie. Tuto aktivitu sme
sa snazili stanovit’ s alebo bez predchadzajuceho Stiepenia triacylglycerolov pomocou in vitro

inkubacie daného oleja s pankreatickou lipazou.
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Literarné reSerse

1.1 Bovinna mastitida

Bovinna mastitida je zapal mlieCnych zliaz u dojnic sposobeny invaziou a rozpadom tkaniv
produkujucich mlicko patogénnymi mikroorganizmami (Schroeder 2012). Toto zapalové
ochorenie  spdsobuje finanéné¢ straty mliekarenskému odvetviu kvoli  znizeniu
produkcie mlieka, rovnako tak znizenej kvalite mlieka, zvySené riziko utracania zvierat a
vysoké naklady na lie¢bu zvierat (Russell 2003). Ro¢né ekonomické straty spdsobené
bovinnou mastitidou sa na celom svete odhaduja na 1,1 miliardy dolarov (Mir et al. 2014).
Mastitida sa poklada za najcastejSiu pric¢inu thynu dospelych dojnic (Esselmont a Kossaibati
1997).

1.1.1 Poévodcovia bovinnej mastitidy

Je dokdzané, ze priblizne 137 druhov mikroorganizmov vratane baktérii, kvasiniek a rias
sposobuje mastitidu (Watts a Bradley 2002). Najvyznamnejsie baktérie, ktoré st zodpovedné
za vznik mastitid zahfiiaji grampozitivne aj gramnegativne baktérie, ako su stafylokoky,
streptokoky, Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae (Contreras a Rodriguez 2011).
Koagulazovo negativne stafylokoky (CNS) s oportunistické patogeny, ktoré sa tiez ukazali
ako patogény pre mastitidu (Taponem et al. 2016). Patogény mastitidy moézu byt
klasifikované ako nakazlivé alebo enviromentalne (Blowey a Edmondson 1995). Patogény su
schopné vytvorit’ subklinické infekcie, ktoré sa zvy€ajne prejavuju zvySenym poctom
somatickych buniek (leukocyty a epitelidlne bunky) zvycajne sa Siria z kravy na kravu a
najCastejSie v Case alebo okolo dojenia (Radostits et al. 1994). A okrem iného sa ukazalo, Ze
klinicka aj subklinicka mastitida moze nepriaznivo ovplyvnit’ aj plodnost’ krav (Schrick et al.
2001).

1.1.2 Rezistencia baktérii na antibiotika

Bovinni mastitidu sa snazia lie¢it hlavne antibiotikami, av$ak st velké problémy
s rezistenciou baktérii voc¢i antibiotikdm. Prevalencia patogénov mastitidy a ich
antimikrobidlnému uc¢inku boli preskimané v mnohych Stadiach po celom svete. Napriklad
studia z Etiopie a Estonska dokdzali vysoku prevalenciu kmenov S. aureus a CNS
rezistentnych na penicilin (Beyene et al. 2017; Kalmus et al. 2011). Rovnako aj v Zapadnom

Bengalsku v Indii zistili, ze gramnegativne baktérie s rezistentné voci antibiotikdim ako st
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B—laktamy a tertacykliny (Das et al. 2017). V strednom Mexiku zistili antimikrobidlnym
vysetrenim, Ze izolované patogény mastitidy boli rezistentné na penicilin, klindamycin a
cefotaxim (Le6n-Galvan 2015). Antimikrobialne $tadie z Kanady tiez ukazali, Ze subklinické
izolaty dvoch hlavnych patogénov mastitidy, Streptococcus uberis a Streptococcus
dysgalactiae nest v sebe gény, ktoré maju antimikrobialnu rezistenciu (Vélez et al. 2017).
Rezistencia na antibiotikd méze mat aj dopad na l'udské zdravie, kvoli riziku vzniku
spominanych baktérii odolnych voci antibiotikdm a tieto sa mo6zu dostat’” do potravinového

retazca (White a McDermott 2001).

1.1.3 Alternativne zdroje liecby

V mnohych pripadoch alternativu je potrebné hl'adat’ v prirodnych produktoch ako st napr.
rastliny, ktoré rast v extrémnych podmienkach (puste, dazd’'ové pralesy, horiice pramene...)
(Gohel et al. 2006). Prirodné produkty maju aj dnes vyznamné miesto v medicine a slazia
ako primarny zdroj v procesoch pri objavovani liekov (Newman a Cragg 2012; Harvey
2008). Ukazalo sa, ze prirodné produkty su zdrojom antibakterialného G¢inku. Priblizne 66 %
schvalenych liekov s obsahom antibakterialnych latok st prirodné produkty alebo derivaty
prirodnych produktov (Brown et al. 2014).

1.2 Charakteristika a vlastnosti mastnych kyselin

1.2.1 Mastné kyseliny charakteristika

Mastné kyseliny (FA) st vSadepritomné molekuly, ktoré su viazané na iné zlaceniny, ako st
glycerol, cukry alebo hlavné skupiny fosfatov, ¢im vytvaraja lipidy. Lipidy st stcastou
bunkovych Struktur, napr. membrany, ktoré s tvorené fosfolipidmi a zasoby energie, ktoré st
zlozené najmi z triglyceridov (Desbois a Smith 2010). K vstrebavaniu lipidov dochadza
v tenkom ¢reve pankreatickou a c¢revnou lipazou. Lipidy teda tuky s Stiepené na
monoacylglyceroly a neesterifikované mastné kyseliny. V dutine Criev sa vytvoria z tuku
utvary, ktoré sa nazyvaju micely zlozené z zl¢ovych kyselin, 2-monoacylglycerolov,
fosfolipidov, cholesterolu a mastnych kyselin. Micely su tvorené hydrofobnym centrom a
hydrofilnou perifériou. Tieto micely sa dostdvaji medzi riasinkové lemy Creva a lipidické
latky sa znich uvolfiuji. Latky rozpustné v tukoch sa l'ahko dostdvaju cez membranu
¢revnych buniek. Mastné kyseliny s dlh§im retazcom s viazané na Specificky protein a

transportované do enterocytov (Reece 1998). Mastné kyseliny sa uvolnuju z lipidov,
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pomocou enzymu, aby sa stali vol'nymi mastnymi kyselinami (FFA)-ktoré maji réznorodu a

ucinnu biologicku aktivitu (Desbois a Smith 2010).

1.2.2  Struktiira mastnych Kyselin so stredne dlhym ret’azcom

Mastné kyseliny (MK) st zlozZené z ret'azca z 4 az 28 uhlikov, st monokarboxylové, va¢sinou
nerozvetvené a v parnom poéte (McNaught 1997). Podl’a dizky retazca rozdelujeme mastné
kyseliny na MK s kratkou diZkou retazca do 6 uhlikov, MK so strednou diZkou retazca
s poctom 6 az 12 uhlikov, MK s dlhym retazcom s poc¢tom uhlikov od 13 do 21 a MK
s vel'mi dlhym retazcom, kde sa nachadza viac ako 22 uhlikov (Olson et al. 2014). V nasej
praci sa zamierame na MK so stredne dlhym retazcom. Mastné kyseliny so stredne dlhym
retazcom su radené medzi nasytené mastné kyseliny. Medzi tieto kyseliny patria (vid’ tabulka
¢. 1) kyselina kapronova (C6:0), kyselina kaprylova (C8:0), kyselina kaprinova (C10:0) a
Casto radend aj kyselina laurova (C12:0) (Marten et al. 2006).

Tabulka & 1: mastné Kyseliny o strednej diZzke retazca (MCFA)

systematicky trivialny sumarny Struktarny
nazov (MCFA) nazov (MCFA) vzorec vzorec
kyslehnal kyselina ’ CeH1202 /\/\)J\
hexanova kapronova OH
. . -
kys:ehng kysehna/ CsH1602 P |
oktanova kaprylova OH
kyselina kyselina o
dekanova kaprinova Groktas 02 OH
kyselina kyselina o
’ ; " H — -
dodekanova laurova Selatdz S o
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1.2.3 Antibakterialne G¢inky mastnych kyselin

Antibakterialne U¢inky FFA maju Siroké spektrum ucinnosti porovnatelné s prirodzenymi
antimikrobialnymi peptidmi (AMP) in vitro (Georgel et al. 2005). Okrem bakteriostatickych a
bakteriocidnych uc¢inkov FFA tiez vytvaraju nepriaznivé podmienky pre rast urcitych baktérii
na povrchu koze udrziavanim kyslého pH (Fluhr et al. 2001; Takigawa et al. 2005). FFA
mozu d’alej ovplyvnit' bakterialnu virulenciu, ktora je nevyhnutna pri vzniku infekcie,
pravdepodobne narusenim signalizacie od bunky k bunke. Takto nasytené alebo nenasytené
FFA mozu zabranit’ pociatocnej adhézii baktérii a naslednej tvorbe biofilmu (Kurihara et al.
1999; Osawa et al. 2001; Kankaanpéa et al. 2004; Won et al. 2007; Stenz et al. 2008; Davies
a Marques 2009). Medzi procesy, ktoré mézu vyvolat’ inhibiciu alebo smrt’ baktérii je 1yza
buniek, inhibicia enzymovej aktivity, zhorSenie prijmu zivin s tvorbou toxickej peroxidacie a
autooxidacie. FFA mdzu zabit' baktériu uplne (baktericidny uc¢inok) alebo inhibovat jej rast
(bakteriostaticky u¢inok) ¢o je reverzibilné a znamena to, Ze baktéria zostava zivotaschopna,
ale nemodze sa d’alej delit, ak su pritomné FFA (Kodicek a Worden 1945). Najefektivnejsie
nasytené, mononenasytené a polynenasytené mastné kyseliny su tie, ktoré maju dizku retazca
C12, C16:1 a C18:2 (Kabara 1980). Vo vseobecnosti sa inhibi¢né vlastnosti mastnych kyselin
vyskytuju vyraznejsie u dlhsich a nenasytenych formach (Nieman 1954).
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1.3 Rastlinné oleje s obsahom mastnych kyselin o strednej diZke retazca

1.3.1 Kokosovy olej

Kokosovy olej sa ziskava z kokosového orecha (Cocos nucifera) (Manisha DebMandal a
Shyamapada Mandal 2011). Je to tropicky olej a presnejSie sa extrahuje z kopry (suSenych
vnutornych Casti orecha). Tento olej pochddza z palmy zrodu arekotvarnej (Arecaceae)
(Eyres et al. 2016). Olej sa vyuziva k tepelnej tprave hlavne v krajinach Indie a Asie
(Srivastava et al. 2010). Vyroba kokosového oleja kazdym rokom stapa. Hlavnym
producentom st Filipiny potom Indonésia a nakoniec India (Eyres et al. 2016). Kokosovy olej
obsahuje prevazne TAG a MCFA s celkovym zastipenim 86,5% tvori SFA, 5,8 % MUFA a
1,8% PUFA (Eyres et al. 2016). Najvyssie zastipena mastna kyselina v kokosovom oleji je
kyselina laurova (C12:0) tvori az 50% obsahu MK, je dokézané, ze derivaty (napriklad MG)
priaznivo podsobia na eliminaciu réznych baktérii ako su napriklad Escherichia coli,
Staphyloccocues aureus, Candida albicans ( Daftary et al. 2008). Kokosovy olej ma vel'ka
vyhodu a tou je jeho odolnost’ voéi oxidacii a polymeracii vd’aka comu je stabilny pre tepelnt

pripravu (Eyres et al. 2016).

Obrazok ¢. 1: Palma kokosova (cocos nucifera) a jej plod- kokosovy orech
Zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/Coconut
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1.3.2 Palmovy olej

Olej z palmovych jadier (PKO) sa ziskava spracovanim jadra z palmy rodu Elaies guineensis.
Palmovy olej je kvapalina, ktora nie je rozpustnd vo vode, ale je rozpustna v tukoch. Cisty
palmovy olej ma oranzovo-Cerveni farbu, ktora zavisi od mnozstva karotenoidov
(Obahiagbon 2012). Ovocie tejto palmy je kostkovica stucnym, mésitym mezokarpom
obklopujuci tvrdy endokarp, ktory obsahuje vel'ké semeno tvorené endospermom a malym
embryom (Dussert et al. 2013). Hlavnou zlozkou tohoto oleja st triglyceridy, tvoria az 90%
oleja. Mastné kyseliny tvoria az 95% triglyceridov. Najviac zastGpenymi mastnymi
kyselinami st kyselina palmitova (32-47%), kyselina olejova (40-52%), kyselina linoleova (5-
7%) a kyselina myristova (1-6%). Dalej palmovy olej obsahuje vitaminy a dal$ie latky avsak
presné zloZenie zaleZi od toho na akej pdde sa palma pestuje a rovnako aj na sposobe

spracovania (Obahiagbon 2012).

Obrazok ¢. 2: Palma olejna (Elaeis guineensis) a jej plod
Zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Palma_olejn%C3%Al

17


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

1.3.3 Tucuma olej

Palmy z ktorych tucuma olej pochadza najdeme v tropickych oblastiach Juznej a Strednej
Ameriky, kde st plody obl'ibenou pochutkou (Shanley 2011). Tucuma olej pochadza
z plodov a to z palmy Astrocaryum vulgare a Astrocaryum aculeatum (¢elad’ Arecaceae)
(Pesce 1985). Ovocie z ktorého sa olej vyraba je velmi oblibené a konzumované
amazonskou populaciou a pripravuji z tohto ovocia v prirodnej forme sendvice, dezerty a
zmrzlinu. Indovia dokonca extrahovany olej z duziny plodu alebo z drene ovocia alebo
semien pouzivaju na telo a vlasy (Maia et al. 2014). Tucuma ma hladka koru je ovalneho
alebo gulovitého tvaru, jeho sfarbenie moéze byt zIté az tmavo oranzové a Cervené alebo
belavé. Konzistencia plodu je slizovitd a mastna, s charakteristickou sladkou chutou (Maia et
al. 2014). Najviac zastupena Kyselina obsiahnuta v oleji z tucama plodu je kyselina laurova
(Mambrim a Barrera-Arellano 1997). Co sa tyka nutri¢niho zloZenia, tucuma olej vynikéa

vysokym obsahom vlakniny (Ferreira et al. 2008).

Obrazok ¢. 3: Palma Tucuma (Astrocaryum aculeatum) a jej plod

Zdroj: https://www.freepng.es/png-j6f6c3/
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1.4 Charakteristika gramnegativnych baktérii

1.4.1 Staphylococcus aureus

Staphyloccocus aureus je znamy svojou schopnostou stat’ sa rezistetny voci antibiotikam
(Chambers a DelLeo 2009). Primarny spdsob prenosu baktérie je prostrednictvom priameho
kontaktu s pokozkou nakazeného jedinca alebo s kontaminovanym predmetom ¢i povrchom
(Lowy 1998). Je fakultativne anaerobny. Tvori nemotilné kokové Skvrny, ktoré st pozitivne
na gramovo sfarbenie, tvoria pary a klastre. Jeho rast podporuje médium obsahujuce 10%
NaCl, uz menej pri 15% NaCl (Bergey 2009). Jeho priemer je od 0,5-1,0 mm. Mézu tvorit
kolonie o velkosti az Smm. Kolonie st hladké, lesklé a priesvitné. M6zu produkovat’ kapsuly.
Enkapsulové kmene zvycajne produkuju mensie a konvexnejsie kolonie. Ukazélo sa, ze tieto
enkapsularne kmene obsahuju kyselinu N-acetyl-d-amino-galakturénova, N-acetyl-d-
fukozamin a taurin. Ich membrany obsahuju glykolipidy, mono- a diglukosyldiglycerid a
fosfolipidy, lyzylfosfatidylglycerol a kardiolipin. Niektoré kmene produkuju epidermolyticky
toxin a enterotoxiny. Mo6zu spdsobit’ napriklad toxicky Sok a infekcie (Bergey 2009).
Staphylococcus aureus je zrejme najnebezpecnejsi z baktérii, ¢o sa tyka baktérii, ktoré
vyvolavaji mastitidu. Vyvoland mastitida touto baktériou bola lokalizovand v najhlbsich
Castiach tkaniva mliecnej zl'azy. Samozrejme sa takato infekcia len vel'mi t'azko lie¢i (Kovac

et al. 2001).

1.4.2 Streptoccocus uberis

Bunky tejto baktérie tvoria kokoidné utvary, vyskytuji sa ako pary v dlhych ret'azcoch.
K rastu dochadza v 4% roztoku NaCl. Avsak 6,5% roztoku NaCl rast nepodoporuje a rovnako
ani pH 9,6. Rast baktérie je medzi teplotou 10°C az 45°C. Baktéria nepreZije zahrievanie na
65°C po dobu viac ako 30 minut (Bergey 2009). Streptoccocus uberis sa povazuje za

enviromentalny patogén (Radostis et al. 1994).
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Metodika

1.5 Prakticka ¢ast’

Pri vyskume bol pouzity kokosovy olej (C. nucifera), palmojadrovy olej (E. guineensis), ktoré
boli zaktipené od spolo¢nosti (Sigma- Aldrich Praha,CZ) a olej z tucumy (A. vulgare), ktory
bol ziskany z Natural Sweet Botanicals (Panama City, FI. USA). Oleje sme rozpustili
v dimetysulfoxide (DMSQO) a emulgovali Tween 80 (Sigma-Aldrich, Praha CZ), aby bola
zabezpecend dostatocna disperzia do emulzie s konenou koncentraciou 819200 pg/ml.
Kone¢na koncentracia rozpustadiel v kg testovanej vzorky neprekroéili 1%, preto nemohli
ovplyvnit’ Zivotaschopnost’ baktérii. Aby sme dosiahli pozadovany objem, nakol’ko emulzia
ma 100x vySsiu koncentraciu, tak sme ju zriedili v tryptickom s6jovom bujone (TSB, Oxoid,
Brno, CZ) alebo s TSB obohatenu o kvasnicovy extrakt (Oxoid, Brno, CZ), aby sa dosiahla
konecnd koncentracia 8192 pg/ml. Tato emulzia bola d’alej doplnenad lipazou z Mucor
javanicus (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) vo vyske 2,73 mg/mL kultivaéného média. Tato
emulzia, ktord vznikla z testovaného oleja, vhodného kultivaéného média, ktoré bolo vybrané
podla testovaného kmena a zlipazy z M. javanicus sa pretrepavala vo vodnom kupeli,
zahrievala sa na 37°C celt hodinu, aby sme dosiahli uvol'nenie MCFA z triacylglycerolov a
ul'ah¢il sa ich antibakteridlny Gc¢inok. Penicilin G (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) bol pouZity ako

kontrola kvoli ¢istote a rastu baktérii.

1.6 Sposob zistenia antibakterialného potencialu pouzitych olejov

Prvy a posledny stipec jamiek na mikrotitra¢énej dosticke bol naplneny len TSB (ako kontrola
Sistoty) a jeden cely stipec jamiek bol naplneny s baktériou v TSB bez oleja (ako kontrola
rastu baktérie). Ostatné jamky boli naplnené s baktériou v TSB a s prisluchajiucim olejom
(vid’ obrazok ¢. 4), aby sme mohli vyhodnotit' antibakteridlny potencial vyssie uvedenych
palmovych olejov bohatych na MCFA, ktoré maji pdsobit’ na baktérie mastitid hoviddzieho
dobytka, 5 kmenov baktérii (vid’ tabul'ka ¢. 2), ktoré boli preukazané, ze spOsobuju zapal

mastitid.
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Obrazok ¢. 4: Dizajn mikrotitra¢nej dosti¢ky pouZitej v experimente

000

I & m m O O

B kontrola cistoty- jamky su naplnené len TSB
Zelend: kontrola rastu baktérie- jamky st naplnené baktériou v TSB bez oleja

Biela: jamky st naplnené TSB s olejom a naockované baktériou

Obrazok ¢. 5: Mikrotitraéna dosticka po experimente
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Tabul’ka €. 2: Bakterialne kmene a ich Specifikacia

Baktérie Kmeii Specifikicia Iné oznacenie
Izolat bovinnej mastitidy
(CZ); produkcia §3-
Staphylococcus aureus subsp. CCM 4442 hemolyzinu; atypicky P. Benda M 27/92
aureus Rosenbach 1884 z. .
kmen: dochédza k
fosfataze
Izolat z mlie¢nej zl'azy
CCM 6188 postihnutej bovinnou B. Skalka K 126
mastitidou; strata
produkcie hemolyzinov
Izolat hovadzieho
DSM 6732 vemend, mureint: ATCC 25178
A11.3; ziadne gény
toxinov (PCR)
Streptococcus ubeArLis Diernhofer Ii%?fig;?gﬂ?ﬁgzgy
1932 CCM 4617 pre STREPTOtest a P. Benda 1268
HIPPURATEtest
ATCC 19436
CCUG 17930
DSM 20569 Typ kmeia JCM 5709
NCDO 2038
NCTC 3858

1.6.1 ZloZenie média v ktorom sa kultivovali baktérie (TSB)
TSB- tryptose soya broth (tryptose sojovy bujon) je médium zakupené z firmy Oxoid (Brno,
Cz). Toto médium podporuje rast Sirokej skaly baktérii, kvasiniek a plesni pri inkubacii a za
vhodnych podmienok (dodrzana sprévna teplota atd’). Jeho kone¢né pH dosahuje hodnoty 7,3
10,2 pri 25°C.

Tabul’ka €. 3: zloZenie TSB

pancreatic digest of casein 170
(pankreatické stiepenie kazeinu) ?
papaic digest of soybean meal 30
(papainové stiepenie séjového Srotu) ’
sodium chloride 50
(chlorid sodny) 2
di-potassium hydrogen phosphate 55
(dihidrogenfosfore¢nan draselny) '
glucose
(glukéza) 28
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1.6.2 Uchovanie bakterialnych kmenov

Kmene pouzité v priebehu experimentu st uvedené Vv tabul’ke €. 2. Tieto kmene boli zakipené
z Ceskej kolekcie mikroorganizmov (CCM; Czech Collection of Microorganisms) a
z Nemeckej zierky mikroorganizmov a bunéénych kultar (DSMZ; Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen). Alikvoty bakteridlnych kultir boli do doby testovania
skladované v TSB alebo v TSB s kvasnicovym extraktom a 20% glycerole pri 80°C. Pracovné
kultary mikroorganizmov sa nasledne Kkultivovali v prisluSnom zivnom médiu pri teplote

37°C pocas 24 hodin pred testovanim.

4.2  Stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie

Minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) sa stanovila s pouzitim pokynov Clinical and
Laboratory Standards Institute (2013), aby sa vyhodnotil antibakterialny uc¢inok kokosového
oleja, palmojadrového oleja a oleja z tukumy proti grampozitivnej bovinnej mastitide, ktort
sposobuju bakteridlne kmene. Na testovanie antimikrobidlnej citlivosti palmovych olejov
bohatych na MCFA sa pouzila mikrodiluéna metdda in vitro na mikrotitra¢nych platniach
$96 jamkami. Pociatoéna koncentracia na testovanie citlivosti palmovych olejov bola
uvedena vysSie ako 8129 pg/mL. Dosticky boli naofkované bakterialnou suspenziou
s kone¢nou hustotou 5-10° CFU/ml , ktora bola kontrolovand pomocou MCFarland
Densitometer Biosan DEN-1 (BioTech, Praha, CZ) a cela dosticka bola inkubovana pri 37°C
pocas 24 hodin. Bakteridlny rast pred a po inkubécii bol vyhodnoteny pomocou ¢&itacky
mikrotitranych dosti¢iek Tecan Infinite” 200 PRO (Tecan Group Ltd., Ménnedorf,
Svajgiarsko) pri vlnovej dizke 405 nm. Hodnoty MIC boli vyjadrené ako najnizsie
koncentracie palmovych olejov, kotré viedli k 80% znizeniu rastu v porovnani s kontrolou
rastu bez obsahu oleja. Navyse citlivost’ testovanych kmeiiov na penicilin G sa uskuto¢iiovala
aj stanovenim MIC ako v pripade palmovych olejov. VSetky kombinacie olejov alebo
penicilina boli testované v troch individualnych experimentoch, kazdy z nich sme urobili
trojmo. Konecnd MIC bola urcena ako mod vSetkych hodnét. V sulade s hodnotami zdkalu
meranymi v jamkach mikrotitracnych dosti¢iek pred a po inkubacii zasobného roztoku troch
testovanych olejov a piatich bakteridlnych kmetiov boli vypocitané hodnoty MIC pre vybrané
oleje a baktérie. Meranim MIC bola tiez stanovena citlivost’ vSetkych baktérii na penicilin G.
Ziadna antimikrobidlna aktivita palmovych olejov nebola pozorovana bez predchadzajuceho
Stiepenia lipazou, preto vysledky uvedené nizSie platia len pre oleje po Stiepeni lipazou

z Mucor javanicus.
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Vysledky

Podl'a experimentu, ktory je vysSie popisany sme ziskali udaje o zlozeni a koncentracii
MCFA nasich vybranych olejov a rovnako MIC jednotlivych olejov na nami vybrané kmene

baktérii, pomocou mikrodilu¢nej metddy v tekutom médiu.

1.7 MIC vybranych rastlinnych olejov

Tabulka €. 4. Minimalna inhibi¢na koncentracia vybranych rastlinnych olejov (ug/mL)1

modus MIC [pg/mL] riemerna priemerna
kmefi Kokosovy | Palmovy Tucuma icilli ’ MIC z peMniIg“Zin
olej olej olej | PenicillinG | olejov o
CCM
S. aureus 4442 2048 2048 2048 0.001953
gj(L:SI\él 8192 4096 4096 0.001953 4324 0.00138
DSM
6732 8192 4096 4096 0.000244
Str. uberis | 20 1024 2048 | 0.000488
DSM 1045 0.00061
20569 512 128 512 0.000977
Celkovy priemer MIC 4173 2278 2560 0.0001123

Z uvedenej tabul’ky ¢. 4 merania MIC vypliva: S. aureus sme namerali hodnotu MIC od 2048-

4096 pug/mL, u Str. uberis bol citlivejsi a hodnoty ktoré nam vysli st od 128-2048 pug/mL.
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Diskusia

Mastné kyseliny o strednej dizke retazca, nieckolkokrat spominané v tejto praci (kyselina
kaprylova, kyselina kaprinovd a laurovd kyselina) maji uznany tzv. GRAS status ako
viacucelové potravinarske aditivum v l'udskej potrave, uznal ich americky urdd na kontrolu

potravin a lieciv (FDA 2015).

ZvySovanie rezistencie u mnohych baktérii dospelo do zdkazu pouzivania latok, ktoré
podporovali pouZivanie antibiotik v chove hospodarskych zvierat medzi $tatmi EU
(nariadenie Europského parlamentu a rady Es ¢. 1831/2003 z 22. septembra 2003 o
doplnkovych latkach uréenych na pouzivanie vo vyzive zvierat). Je zrejmé, ze Sirenie génov
rezistencie na antibiotikd je aj medzi bakterialnymi kmenmi, ktoré sposobuju mastitidy u
hovidzieho dobytka, preto je potrebné hl'adat’ skor prirodné antimikrobiondlne zluceniny,

ktoré posobia priamo na povodcov sposobujicich mastitidy.

Kyselina laurova je jednou z najcestejSie oznacovanou kyselinou MCFA, ktora vykazuje
vel'mi silné antibakterialne u¢inky (Galbraith et al. 1971; Sun et al. 2003). Nase testované
oleje kokosovy, palmojadrovy a tucuma olej obsahujui viac ako 50% kyseliny laurovej, takze
vd’aka tomu dokazu tieto oleje inhibovat’ baktérie Staphyloccocus aureus. MIC spominanych
rastlinnych olejov voci tejto baktérii sa pohybuje v rozmedzi 2048-4096 pg/mL vysledok,

ktory ndm vysiel v merani.

Palmové oleje, ktoré su rastlinného poévodu obsahujice lipidy so stredne dlhym ret'azcom,
mozno najst’ aj v prirodnych produktoch ako je napriklad mlieko, tieto lipidy st netoxické a
Setrné k sliznici aj ked’ dokdzu inhibovat’ Siroku Skalu l'udskych a zivoc¢iSnych patogénov
(Churchward et al. 2018). Dokonca vSetky MCFA st uznané ako bezpeéné na pouzivanie vo
vyzive T'udi (FDA 2019). A je dobre zname, Ze MCFA vykazuju antibakteridlne vlastnosti
voci rdznym patogénom, ale podl'a nasich zisteni neexistuje Ziadna §tidia o antibakteridlnych
vlastnostiach palmovych olejov bohatych na MCFA proti bovinnej mastitide, ktora sposobuju
najma stafylokoky a streptokoky. Batovska (2009) sa zaobera antibakterialnou aktivitou voci
S. aureus 209, S. aureus 146 MR a S. aureus ATCC 33862 USA pomocou agarovej jamkovej
difiznej metoddy a zistili, Ze kyselina kaprinova inhibuje vSetky tri bakterialne kmene pri
koncentracii 250-500 ug/ml a ze kyselina laurova inhibuje S. aureus 209 pri koncentracii 125

ug/ml. Tieto koncentracie inhibujice stafylokokovy rast su asi 10x niz§ie ako v pripade
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testovanych palmovych olejov v tejto studii ( 2048-8129 ug / ml). Okrem iného (Schlievert a
Peterson 2012) hodnotia inhibi¢nt aktivitu kyseliny laurovej vo forme glycerolmonolauratu
proti 54 roznym kmenom S. aureus a stanovuju ich MIC pri 300 ug/ml. Nakolko palmové
oleje st r6znou kombinaciou mastnych kyselin, nielen MCFA, ale tiez napriklad tokoferolov,
polyfenolov, fytosterolov a fenolovych kyselin (Srivastava et al. 2016), mozeme
predpokladat’, Ze tieto zli¢eniny interaguju v dosledku svojich mechanizmov pdsobenia a tym
zniZzuju antibakterialnu aktivitu samotnych olejov. Predpoklad vysokého stupna rezistencie
bakterialného kmena S. aureus je sposobeny jeho kapsulou tvorenou exopolysacharidmi a
produkciou slizu, ktord sa preukdzala aj pri kmenoch, ktoré sposobujii mastitidy (Baselga et

al. 1994).

Nakolko je dokazané, ze mastitida je z velkej miery zapri¢inena nedostatoénou hygienou
(Schreiner a Ruegg 2003), zauzivalo sa do praxe ako prevencia, pouzivanie rdéznych
dezinfekénych postupov pred a po dojeni. Najcastejsie dezinfekéné postupy hlavne po dojeni
su dezinfekcie v podobe jodu (jodofory) a chlorhexidin, avSak na oba druhy dezinfekcie

existuju baktérie, ktoré su rezistentné (Behiry et al. 2012).

Antibakteridlne vlastnosti rastlinnych olejov bohatych na MCFA proti patogénom
spdsobujucim mastitidy su vel'mi potrebné. Medzi d’alSie vyhody rastlinnych olejov bohatych
na MCFA je aj ich pozitivny vpliv na pokoZzku (Oyedeji a Okeke 2010). Pre tieto vyhody
olejov, ktoré obsahujit MCFA by mohli byt uzitocné v prevencii a mohli by ich zacat

pouzivat’ v praxi a to aplikaciou na struky kravam pred a po dojeni.
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Zaver

Nakol'ko hrozi potenciondlne riziko prenosu zivoc¢isnych patogénnych kmenov do mlieka a
mlieCnych vyrobkov, je stale vécSia potreba zistovat ako sa vocéi tomu branit. A jedna z
alternativnych metod je demonStrovana v tejto bakaléarskej préaci. Pozorovali sme, ze
sledované oleje menovite kokosovy olej, palmojadrovy olej a tucuma olej, ktoré su bohaté na
MCFA, maju antibakteridlny ucinok po Stiepeni lipazy z Mucor javanicus proti piatim
patogénom spdsobujliicim bovinni mastitidu in vitro. Jednou z moznosti aplikacie olejov by
mohla byt’ aplikécia priamo na struky hoviddziemu dobytku. Oleje bohaté na MCFA ponukaju
alternativnu prevenciu proti bovinnej mastitide. Ich d’alSou vyhodou je, ze nedrazdia pokozku
a sliznice ako rézne preparaty na dezinfekciu pouzivané niekol’kokrat denne pred, pocas a po

dojeni krav.
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Zoznam pouzitych skratiek a symbolov

CCM- Ceska zbierka organizmov

CNF- koagulazovo negativne stafylokoky
DMSO- dimetysulfoxid

FA- mastné kyseliny

FFA-vol'né mastné kyseliny

MCFA- stredna dizka retazca

MIC- minimalna inhibi¢né koncentracia
MUFA- mononenasytené mastné kyseliny
NaCl- chlorid sodny (kuchynska sol’)

pH- kyslost” alebo acidita

PKO- olej z palmovych jadier

PUFA- polynenasytené mastné kyseliny
SFA- nasytené mastné kyseliny

TAG- triacylglyceroly

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