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Vliv ztekucovani a vysouSeni medi na jejich antimikrobialni aktivitu

u bakterie Staphylococcus aureus

Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva vlivem vysouSeni a ztekucovani medt na jejich
antimikrobialni aktivitu u bakterie Staphylococcus aureus, tato bakterie byla zvolena
jakozto modelovy organismus G+ bakterii. Teoretickd ¢ast se zabyva vznikem medu
a jeho ziskavani zalu. Také se zde popisuji fyzikalni vlastnosti, chemické slozeni
a antimikrobialni aktivita medt. Dale se teoreticka ¢ast zaméfuje na bakterii S. aureus,
jeji morfologii a predevSim diagnostiku. Prakticka ¢ast zahrnuje porovnani testované
antimikrobidlni aktivity u nativnich medi a jejich tepelné upravenych alternativ. Dale se
také stanovovala vlhkost a konduktometrie medu. Prace prokazala viditelnou snizenou
antimikrobialni aktivitu u zahfivanych medl, a to pfedevS§im u medi zahtivanych
Vv mikrovlnné troubé. Nejlepsi zplsob ztekucovani medu, aniz by doSlo ke ztraté

antimikrobidlni aktivity, je zahfivani ve vodni lazni pti 50 °C.

Kli¢ova slova
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Impact of liquefaction and moisture reduction of honeys on their
antimicrobial activity against bacterie Staphylococcus aureus

Abstract

This work focuses on the effect of drying and liquefaction of honeys on their
antimicrobial activity in Staphylococcus aureus, which was chosen as a model organism
for G+ bacteria. The theoretical part focuses on the origin of honey and its extraction from
the hive. It also describes the physical properties, chemical composition and antimicrobial
activity of honeys. Next, the theoretical part focuses on the bacterium S. aureus, its
morphology and especially its diagnosis. The practical part includes a comparison of the
tested antimicrobial activity of native honeys and their heat-treated alternatives. Also, the
moisture content and conductometry of the honey were determined. The work showed
visibly reduced antimicrobial activity in heated honeys, especially in microwave heated
honeys. The best way to liquefy honey without losing antimicrobial activity is heating in
a water bath at 50 °C.
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Uvod

Vceli med je nejznaméj$im a zaroven nejdilezitéjsim vcelim produktem. Je to
piirodni potravina vytvotfena spolecenstvim vcel ze sesbiranych rostlinnych $tav, k nimz
ptidavaji vymeésky svych vnittnich zlaz. Med je jiz od stiedoveéku znam také diky svym
1é¢ivym vlastnostem. Med vsak neni jednotvarnym produktem, a to diky piisobeni mnoha
faktorti a diky odliSnosti prvotni suroviny (nektar, medovice). Vhledem ke svému slozeni
je med mikrobialn¢ velice staly, pfesto se v ném mohou vyskytovat rizné druhy
mikroorganismt. Kontaminace medu muize nastat béhem jeho vzniku v ulu, pfi jeho
zpracovani vcelami nebo také pii jeho stdceni. Za normalnich podminek nemohou
mikroorganismy v medu rast. Kazdy med ma jedinecné slozeni a na stejné
mikroorganismy muze reagovat jinym zpusobem. Manipulace s medy mize ovlivnit
antimikrobidlni aktivitu medu.

Potencialné negativni vliv manipulace bude ovéfen pomoci testovani inhibice na
patogenni bakterii Staphylococcus aureus, ktera je modelovym organismem pro
G+ bakterie.

S. aureus je jedna z nejrozsifenéjSich G+ bakteriich po celém svété. V soucasné
dobé je tento mikroorganismus jednou z hlavnich pficin infekci spojenych s nemocnic¢ni
péci (nozokomidlni infekce). Tyto infekce jsou velmi ndkladné jak na Cas spojeny
s lé€bou, tak 1 na financni prostfedky k tomu pouZité, jelikoZz se ¢im dal castéji vyskytuji
kmeny prokazujici antibiotickou rezistenci. K tomu pfispiva také to, Ze se tento druh

vyskytuje na klizi a sliznicich ¢lovéka.



1 Literarni prehled

1.1 Med

Podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. §7 je med definovan jako potravina prirodniho
sacharidového charakteru, sloZzend prevazné z glukozy, fruktozy, organickych kyselin,
enzymit a pevnych castic zachycenych pri sbéru sladkych stav kvetii rostlin (nektar),
vymésku hmyzu na povrchu rostlin (medovice), nebo na Zivych castech rostlin véelami
(Apis mellifera), které sbiraji, pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi latkami,

uskladnuji a nechavaji dehydratovat a zrat v plastech. (Vyhlaska ¢. 76/2003 Sb. §7)

1.1.1 Typy a druhy medu

Vzhledem k pivodu se med déli na tii typy: kvétovy, medovicovy (lesni) a smiseny.
Kvétoveé medy se dle rostlinného pivodu d€li na medy: ze sadl, akatové, fepkové, lipové,
pohankové, viesové a vicekvété (med z vice druhti kvéti). Medovicové (lesni) medy se
rozdéluji na dva druhy, a to medy z jehli¢natych a z listnatych stromt. SmiSené medy
jsou medy, se zastoupenim medt kvétovych i medovicovych, a to v rizném poméru.

(Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022)

1.1.2 Vznik

Zakladni surovinou pro vyrobu kvétového medu je nektar, ktery kvetouci rostliny
produkuji jako atraktant pro opylujici hmyz vyménou za opyleni (Cramp, 2014). Obsah
cukrl v nektaru miZe dosahovat az 50 %. Jedna se o smés sachardzy, glukdzy a fruktozy
(Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022). Kdyz véela nasaje nektar, tak ho ulozi do medného
vacku (tuhy kozovity utvar pred zaludkem vcely). V tlu véely obsah vacku vyvrhnou pies
sosak ven. Pti ukladani do bunky je med polozraly (obsahuje asi 50 % vody). V dalSich
dnech se med v bunkach zahustuje, dokud nedosahne obsahu vody okolo 18 % (Cramp,
2014). Po ukonceni tohoto procesu véeli d€lnice uzaviou buiiky plastve voskovym
vickem (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022). Kvétové medy vynikaji lehkou stravitelnosti
a diky zastoupeni vyssiho obsahu zrnek pylu mohou omezovat vznik pylovych alergii.
Vznikaji pfevazné v jarnich sntizkach (Svamberk, 2000).

Medovice je rostlinnd stava vyluCovana polokiidlym hmyzem, hlavné tedy
msicemi a ¢ervci. Obsah cukrti v medovici mize dosahovat az 90 % (Holderna-Kedzia a

Kedzia, 2022). Z medovice vznika husty, tmavy med (Cramp, 2014). Medovicové medy
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vynikaji vy$§im obsahem mineralnich latek a antimikrobialnich latek. Vznikaji pfevazné
v letnich snizkach (Svamberk, 2000).

Med v¢elam slouzi jako zdroj energie. Véely jej konzumuji v Glu a také pii sbirani
nektaru, medovice, kvétového pylu ¢i propolisu mimo Ul. Slouzi také k vyrobé mateti

kasicky (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).

1.1.3 Ziskdavani medu

Med se ziskava zplastvi, jez véely uz zcasti uzaviely. Vicka se odstranuji
odvic¢kovaci vidlickou nebo studenym ¢i vyhfivanym vcelafskym noZem. Strojni
odvickovaci zafizeni se pouzivaji ve stfednich a velkych provozech. Ru¢nim
odvi¢kovanim se vyprodukuje mensi mnozstvi smési z vicek a medu nez pii strojnim
odvickovani. Pfi ru¢nim odvickovani se zpravidla necha med z vicek vykapat. (Jirus$ et
al., 2022)

Plastve se odstfedi v medometu a med se pieléva do naddob pres sita, kterd zachyti
vEtsi necistoty. Drobné kousky vosku a vzduchové bubliny se z medu odstranuji pii
vyceteni. Med se piesune do staCecich nadob, kde pii pokojové teploté (okolo 20 °C)
se vzduchovymi bublinami vyplavou na povrch medu. Tento proces 1ze urychlit ohfatim
staeni nadoby. Po odebrani vrchni vrstvy se med rozlije do jednotlivych sklenic nebo

soudku. (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022)

1.1.4 Skladovani

Na kvalitu medu ma vliv prosttedi skladovani (nadoby, teplota, doba). Med by m¢l
byt skladovany pfti nizsSich teplotach (pro dlouhodobé skladovani se doporucuje 10 °C)
(Jiru$ et al., 2022). Pti skladovani mtze med krystalizovat. Tento proces nastupuje
rychleji u medi s vét§im obsahem glukozy. Rychlost tohoto procesu zavisi také na obsahu
vody a teploté skladovani. Rychleji krystalizuji medy, které obsahuji méné nez 18 % vody
a také medy skladované pfti teploté 3-7 °C nebo 13-17 °C. Pfi teploté nad 25 °C med
pomalu kapalni. V medech, které obsahuji vic nez 20 % vody a jsou skladované v teploté
vys$8i nez 11 °C muze dojit k ristu mikroorganismu a fermentaci produktu. (Holderna-
Kedzia a Kedzia, 2022)
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V idealnim ptipadé by se mé¢l med skladovat na chladném a tmavém misté. Lze jej
vSak 1 skladovat pfi teplotdch pod bodem mrazu, aby se zachovala jeho tekutd forma.
Takto uchovany med nezmrzne, jelikoZ ve zralém medu je nizka vlhkost (Conrad, 2015).

Za vhodnych podminek, tedy pfii teploté kolem 10 °C a vlhkosti vzduchu kolem 60 %
muze byt med uskladnény po dobu 3 let bez ztraty svym vlastnosti. (Holderna-Kedzia a
Kedzia, 2022)

1.1.5 Ztekucovaini

Vétsina druhit meda casem krystalizuje, pokud je vSak potfeba medy ztekutit,
museji se Setrné zahtat. K ohtati se vyuziva tepelny zdroj, nebo je mozné ohiev zajistit
tak, ze se nadoba s medem umisti do prostiedi s vyssi teplotou (bézné se vyuziva voda

nebo vzduch) (Jirus et al., 2022). Ztekucovani se provadi ohfatim na 50 °C (Vesely, 2003).

1.1.6 Plnéni do spotiebitelského baleni

Med se plni do sklenic s riiznym objemem, které by mély byt Cisté a suché (Jirus et
al., 2022). Pti baleni do spotiebitelského baleni se musi vzdy zachovat kvalita medu. Na
etiketé musi byt uveden ptivod medu nebo vyrobce, hmotnost obsahu a minimalni

trvanlivost (Vesely, 2003).

1.1.7 Fyzikalni vlastnosti medu

Jednotlivé druhy medu se mezi sebou lisi barvou, chuti, viini, konzistenci, kyselosti,
hustotou a rychlosti krystalizace (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).

Kvétové medy jsou vétSinou svétle zluté, obCas maji tmaveé zluté, hnédé nebo
zlatohnédé zbarveni. Medovicové medy jsou obvykle tmavsi nebo dokonce cerné
(Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022). Barvu je potieba hodnotit u tekutych medu, jelikoz u
zkrystalizovanych medu se barva zesvétli (Vesely, 2003).

Chut’ medu taktéz zavisi na jeho druhu. MizZe byt ostry (napf. lipovy, pohankovy)
nebo jemny, az mdly (napf. akatovy, pampeliskovy). Jeho viné zavisi na tom, z jakého
druhu rostlin pochazi nektar nebo medovice. Obecné plati, ze Cerstvé medy maji

intenzivnéjsi vani. (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022)
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Krystalizace medu zalezi na chemickém slozeni. Rychle krystalizuji medy, které
obsahuji vice glukodzy nez fruktozy (napr. fepkovy), méné pak medy s vysokym obsahem
fruktézy (napfi. akatovy) (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).

Zraly med ma hustotu v rozmezi 1,38-1,45 g/ml, coz znamena, ze 1 1 medu vazi
1380-1450 g (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022). Viskozita medu je zavisla na obsahu
vody, teploté a chemickém sloZeni — ¢im vysSi je obsah vody a teplota, tim je tekuté;si
(Vesely, 2003). Med je vyrazné kyselé povahy, jeho pH se pohybuje mezi
3,2-4,5 (Solayman et. al., 2016).

Elektricka vodivost medu je velmi nizka a 1isi se Vv zavislosti na jeho ptvodu
(kvétovy, medovicovy) (Pascual-Maté et al., 2018). Tato odlisnost je zpusobena vys$im
obsahem mineralnich latek a dalSich iontd v medovicovych medech. Pro obchodni
klasifikaci se jako hranice mezi kvétovymi a medovicovymi medy pouziva hodnota
80 mS/m, pokud je elektricka vodivost vyssi, jedna se o med medovicovy, pokud nizsi

jedna se o med kvétovy (Vesely, 2003).
1.1.8 Chemické sloZeni medu

Chemické slozeni medu je rizné a zalezi na rodu a druhu rostliny, z niz véely sbiraji
nektar nebo medovici (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).

1.1.8.1 Obsah vody

Vétsinou se obsah vody v medu pohybuje mezi 15-20 %. Nevyzralé medy mohou
obsahovat vice vody, ¢imZ jsou vice nachylné ke kvaSeni. Obsah vody je zasadnim
kritériem kvality medu. Evropska i Cesk4 norma pozaduje maximalné 20 % vody, coZ je

pro kvalitu medu optimalni. (Vesely, 2003).

1.1.8.2 Sacharidy

V medu je nejvic sacharidi (v pruméru 77 %), pficemz v ném pievazuji
jednoduché cukry. Priimérny obsah glukozy je 30 %, fruktozy 38 % a sacharozy 1,3 %
(Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).
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1.1.8.3 Organické kyseliny

Dalsi dulezitou skupinou sloucenin v medu jsou organické kyseliny, aminokyseliny
a inhibiny (jednd se o latky rostlinného ptivodu s antimikrobidlnimi u¢inky). Starnutim
medu, pfedevSim poruSovanim teplem a svétlem antiseptické ucinky medu slabnou
(Svamberk, 2000). Tato skupina organickych slougenin je zastoupena v praméru 0,6 %
a ma zasadni vliv na chut’ medu. V medu byva nejvice zastoupena kyselina glukonova,

jable¢na a citronova. (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022)

1.1.8.4 Bilkoviny

Obsah bilkovin v medu je v pruméru 0,3 %. Vétsinou se jedna o jednoduché
bilkoviny (albuminy, globuliny). Dtlezitou skupinou bilkovin jsou enzymy, které se
(§tépici sacharézu (Svamberk, 2000)), amylaza (5tépi slozit&jsi cukry (Svamberk, 2000)),
glukozooxidaza a peptid lysozym (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022).

1.1.8.5 Polyfenolové slouceniny

Med obsahuje také mensi mnozstvi polyfenolickych sloucenin (v praméru
120 pg/g), hlavné flavonoidy (rostlinna barviva s antibakterialnimi téinky (Svamberk,
2000)) a fenolové kyseliny, které pochazeji z kvétového pylu (Holderna-Kedzia a Kedzia,
2022).

1.1.8.6 Vitaminy a minerdlni latky

V medu je také pfitomna fada vitamini (pfiblizné 30 pg/g) ze skupiny A,
B komplex, C, D, H, K, E a P. Dale karoteny, melaniny a dal$i barviva a mineralni latky
(Svamberk, 2000). Mezi mineralni latky, které jsou v medu nejvice zastoupeny patii:
sodik, draslik, fosfor, hoi¢ik, vapnik, sira a chlor. Mezi stopové prvky se fadi: Zelezo, jod,

ktemik, méd’, fludr, zinek, mangan a mnoho dal$ich (Solayman et. al., 2016).
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Slozeni Primérny obsah
Sacharidy: 77 %

e Glukéza 30 %

e Fruktdza 38 %

e Sacharéza 1,3%
Organické kyseliny 0,6 %
Bilkoviny (enzymy) 0,3%
Polyfenoly 120 pg/g
Vitaminy 30 ug/g
Minerélni latky 0,3%

Tabulka 1 Slozeni medu (Holderna-Kedzia a Kedzia, 2022)

1.1.9 Antimikrobidlni vlastnosti medu

Studie uvadi, Ze med ma inhibi¢ni Géinek na piiblizné 60 druhti bakterii v¢etné
aerobtl a anaerobll, grampozitivnich i gramnegativnich bakteriich. Antimykoticky u¢inek
byl pozorovan také vici nékterym kvasinkam a u druhti rodu Aspergillus a Penicillium.
Bylo zjisténo, ze med vykazuje antibakterialni u¢inky i Vv situacich kdy klasicka
antibiotika nebyla u¢inna (Aurongzeb a Azim, 2011).

Hojivé vlastnosti medu spocivaji v jeho antibakterialnich ucincich, med také
udrzuje ranu vlhkou a jeho vysoka viskozita poméha vytvaret ochrannou bariéru, ktera
zabranuje infekci (Mandal a Mandal, 2011). Antimikrobialni aktivita vétSiny medu je
zpusobena enzymatickou produkci peroxidu vodiku, ktery je produkovan
glukézooxidazou. Ta pochédzi ze zlaz v€el medonosnych. V medu se vyskytuje také
katalaza, kterd pochazi z pylu. Hladina peroxidu vodiku v daném medu je urcena
relativnimi hladinami glukézooxidazy a katalazy. Cim vyssi je hladina glukézooxidazy,
Rozdily v antimikrobialni aktivité mezi medy z rtiznych kvétinovych zdroji mohou byt
¢asten¢ odrazem téchto rozdilti (Taormina et al., 2001).

Jiny druh medu, tzv. neperoxidovy med (napf. manuka med), vSak vykazuje
vyznamné antibakterialni ucinky, i1 kdyz je aktivita peroxidu vodiku blokovana. Jeho
mechanismus muze souviset s nizkou hladinou pH medu a vysokym obsahem cukru
(vysoka osmolarita), ktery dostate¢né brani rustu mikrobti (Mandal a Mandal, 2011).

Pritomnosti bakteriostatickych a baktericidnich faktorti (peroxid vodiku, antioxidanty,
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lysozym, polyfenoly, methylglyoxal, véeli peptidy) a zvySeni uvoliiovani cytokint patii
ucinnych latek tak miiZze poskytnout cenné informace o kvalité a moZzném terapeutickém

potencidlu medii (Mandal a Mandal, 2011).

1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus R. (zlaty stafylokok) je vyznamny a ¢asty oportunni patogen
medicin¢ (Peton a Le Loir, 2014). ktery muize zpusobovat celou fadu infekei. K poskozeni
makroorganismu dochazi bud’ pfimym pusobenim bakterie (Vv misté infekce) nebo
prostiednictvim toxinli. Velkym problémem je rezistence nékterych kment (meticilin
nebo vankomycin rezistentni S. aureus — MRS A nebo VRSA) a jejich rozsiteni predevsim
ve zdravotnickych zafizenich. S. aureus je vSak casto soucasti lidské bakterialni

mikrobioty. (Hurych a Sticha, 2020)

1.2.1 Morfologie

S. aureus je kulovitd grampozitivni bakterie (kok), ktera se pii mikroskopickém
vySetfeni vyskytuje v parech, kratkych fetizcich nebo shlucich pfipominajicich hrozen.
Nékteré kmeny jsou schopny produkovat vysoce tepelné€ stabilni proteinovy toxin, ktery
je schopen vyvolat onemocnéni u ¢loveéka (Idrees et al., 2021). Jedna se o fakultativné
anaerobni, katalaza pozitivni a oxidaza negativni bakterii (Votava, 2010). Jedna se o
nesporujici, nepohyblivou bakterii, ktera vétsinou netvoii pouzdro (Greenwood et al,
1999). Na rozdil od vétsiny patogenti mohou rist i za ptitomnosti 10 % NaCl, nevadi jim
vyschnuti, dokazi odolavat desinfekénim prostfedkiim s obsahem fenolu a sloucenin
tézkych kovi. Koncentrovany etanol je nedokaze ucinné znicit, spiSe konzervovat

(Votava, 2010).

1.2.2 Antigenni stavba

Bunécna sténa stafylokokli je tvorena peptidoglykanem, ktery je dulezity
V patogenezi onemocnéni (Horacek et al, 2000). Peptidoglykan (nebo také murein)
podporuje uvoliovani cytokini z makrofagl, coz vede k aktivaci komplementu a

shlukovéni krevnich desticek (Votava, 2003). Déle je bunécna sténa tvoiena kyselinou
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teichoovou, ktera svym pusobenim navozuje tvorbu protilatek, a proteinem A, ktery je
schopny se vazat na Fc fragment IgG (Horacek et al, 2000).
Ditlezitou slozkou bunécéné stény jsou adheziny (Horacek et al, 2000). Ty se

uplatiiuji pii praniku stafylokokti do poskozené tkané (Bednar et al, 1996).

1.2.3 Patogenita

S. aureus se bézné vyskytuje na kizi i v nosni dutiné velké ¢asti populace. Infekci
muze zpusobit v piipadé, ze dojde k poSkozeni kiize ¢i sliznice (Greenwood et al, 2012).
pooperacni infekce, abscesy, endokarditidy a toxické syndromy u zvitat i lidi (Chang et
al, 2013).

Toxiny produkuji béhem mnozeni a mohou vyvolat celou fadu onemocnéni az
septicky Sok. Kromé¢ toxini mohou produkovat superantigeny, které vedou az k toxickym

otravam alimentarni cestou (z potravin) (Gordon a Lowy, 2008).

1.2.4 Faktory virulence

Virulence se definuje jako mira patogenity, patogenita je schopnost bakterie
zpusobit infekci (Schindler, 2014). Bakterie S. aureus ma mnoho faktord virulence,
nékteré znich se uplatiiuji naptiklad pii prekondvani obranyschopnosti jedince, ¢i
napadeni a kolonizovani tkan¢ (Greenwood et al, 2012). Tyto faktory se déli do dvou

skupin: povrchové a extracelularni (enzymy a toxiny) (Votava, 2003).

1.2.4.1 Povrchové faktory

Mezi povrchové faktory virulence patii peptidoglykan, kyselina teichoova, protein
A a vazana koagulaza, ktera se vyuziva pii diagnostice (clumping faktor) (Horacek et al,
2000). Dale se na povrchu bunék vyskytuji rizné proteiny, které mohou vazat napf.
kolagen, elastin a jiné adhezivni molekuly, coZ umoziuje stafylokoklim ptilnout na rizné

druhy tkani (Benes, 2009).
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1.2.4.2 Extracelularni faktory

Do extracelularnich faktorti patii enzymy a toxiny. Mezi enzymy se fadi katalaza,
nukledzy, proteazy, lipazy, hyaluronidazy, kolagenazy, penicilindzy a dal§i enzymy
(Votava, 2003). Pravé diky enzymu penicilinazy (beta-laktamaza) mize vznikat
rezistence na antibiotika (Milijkovic-Selimovic et al, 2015).

S. aureus muze produkovat také celou fadu extracelularnich toxinti, jako jsou
cytolyziny (hemolyziny, Pantondv-Valentiniv leukocidin), enterotoxiny, toxiny

exfoliativni (ETA, ETB) a toxin syndromu toxického Soku (Votava, 2003).

1.2.5 Diagnostika

Laboratorni diagnostika je zalozena na mikroskopii a kultivaci. Podrobna
identifikace je mozna za pomoci biochemickych testi nebo hmotnostni spektrometrii.
Nezbytnym krokem je stanoveni citlivosti na antibiotika. Citlivost k protistafylokokovym
antibiotikiim se testuje pomoci diskové difizni metody, popt. se stanovenim MIC. Pti
podezieni, ze se na vzniku onemocnéni podilel toxin, je vhodné bakteridlni kmen
dovysettit testy na produkci toxinu (napi. aglutinace) nebo molekularné biologickymi

metodami na p¥itomnost genu kodujiciho piislusny toxin. (Hurych a Sticha, 2020)

1.2.5.1 Mikroskopie

Zakladnim materidlem pro mikroskopické zobrazeni je hnis, poptipadé likvor ¢i
kloubni tekutina. V mikroskopickém obrazu se S. aureus diagnostikuje na zakladé
barveni preparatu dle Gramma (Votava, 2010). Jsou zde viditelné grampozitivni koky ve
shlucich a ¢etné leukocyty. Pokud se potvrdi mikroskopicky nalez stafylokokd, je nutné
tuto informaci sdélit zadavajicimu 1ékati telefonicky, jelikoZz se jedna o velmi cenny nalez.
Avsak pouhd mikroskopie stafylokokti neni pfili§ spolehliva, jelikoz nelze Gplné odlisit

stafylokoky od ostatnich G+ koki (Votava, 2003).

1.2.5.2 Kultivace

Pro kultivaci se asto vyuziva krevni agar, poptipadé Mueller-Hinton agar (Thakare
etal., 2017). K cilenému prukazu je vhodny krevni agar s 10% NaCl, ktery funguje jako
selektivni piida pro zachyt stafylokokd s potlacenim doprovodné G- floéry ve vzorku

(Greenwood et al., 1999). Stafylokoky rostou obvykle v aerobnim prostiedni pfi teploté
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37 °C do 24 hodin (neselektivni pudy) nebo 48-72 hodin (selektivni pudy). Na
neselektivnich ptidach roste S. aureus Vv koloniich o velikosti 1-3 mm, jsou neprihledné,

hladké, krémové konzistence ¢i se zlatozlutym pigmentem (Votava, 2010).

1.2.5.3 Fenotypové metody identifikace

Fenotypova analyza sleduje predev§im morfologii mikrobidlnich kolonii (napf.
velikost, barva, tvar), bun€k (koky nebo tyCinky, barvitelnost dle Grama) a jejich
metabolismus (Melter a Malmgren, 2014).

Biochemicka identifikace je zaloZena na sérii biochemickych testli a srovnani jejich
vysledkt s vysledky znamych druhti. Princip je zalozen na skuteCnosti, ze kazdy
bakterialni druh produkuje jin¢ enzymy (napt. oxidaza, katalaza, plazmakoagulaza). Tyto
testy se provadi ve zkumavkach nebo v plastovych nddobach o objemu né¢kolika
mikrolitrGl (mikrotest). Jako vysledek se povazuje zména nebo tvorba urcitého zbarveni
pudy s pfidanym barevnym indikatorem (Schindler, 2014).

Screeningové testy se pouzivaji k predbézné identifikaci. Pro rozliSeni stafylokoki
a streptokokli se vyuziva tzv. katalazovy test. Stafylokoky jsou kataldza-pozitivni,
streptokoky jsou katalaza-negativni. Kataldza je enzym, ktery rozklada peroxid vodiku
na vodu a kyslik. Za pozitivni reakci se povazuje uvolnéni bublinek kysliku po pfidani
peroxidu vodiku k testovanému mikroorganismu (Melter a Malmgren, 2014).

Dalsim moznym testem pro odliseni stafylokokt od jinych G+ kokd je test na
ptitomnost koagulazy, jelikoz S. aureus je koagulaza-pozitivni patogen (Hurych a Sticha,
2020). Koagulaza je ptitomna na povrchu buriky a vaze na sebe fibrinogen, ktery se méni
na fibrin, ¢imz dochazi ke shlukovani bun¢k (Horacek et al, 2000).

Pro rychlou a snadnou identifikaci S. aurea slouzi také latexova aglutinace. Test
detekuje soucasné clumping faktor a protein A. Jeji princip je zaloZen podobné¢ jako test

na piitomnost koagulazy a doporucuje se je provadét soucasné (Essers a Radebold, 1980).
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2 Cile prace

1) Zjistit, jaky vliv ma manipulace a zpracovani medu na jejich antimikrobialni
aktivitu u bakterie Staphylococcus aureus.

2) Stanovit MIC a MBC u vybranych medua v zavislosti na typu manipulace
S nimi.

Hypotéza

e Manipulace a zpracovani medu snizuje antimikrobidlni aktivitu medu vici
G™ bakterii S. aureus.
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3 Metodika

V metodické casti budou popsany jednotlivé tikony pro porovnani testované

antimikrobialni aktivity u nativnich medu (N) a jejich tepelné upravenych alternativach.

Byly srovnany nasledujici metody: vysuseni (V), zahtati ve vodni lazni pii 50 °C (Z) a

zahfati v mikrovinné troubé (M). Celkem se pracovalo s 6 vzorky, pficemz se

porovnavaly hodnoty nativnich medt s hodnotami jejich tepelné upravenych alternativ.

Dale se stanovila vlhkost a konduktometrie medu.

1-6 Oznaceni pouzity vzorkli medii
N Nativni med
\Y VysuSeny med
Z Med zahtaty pii 50 °C ve vodni lazni
M Med zahtaty v mikrovinné troubé

Tabulka 2 Popis pouzitych meda

3.1  Porovndni testované antimikrobialni aktivity u nativnich a vysuSenych medii

3.1.1 Vybaveni a pomiicky

Mikrozkumavky
Mueller-Hinton agar (MHA)
Mueller-Hinton bujon (MHB)
Staphylococcus aureus CCM 4516 (Czech Collection of Microorganisms,
Brno)
Petriho misky
Sterilni bakteriologicka klicka
Hermeticky uzaviratelné plastikové sacky
Zkumavky na 20 ml (pro ptipravu bakterialniho inokula)
Vortex
Denzitometr
Analytické vahy
Mikrotitrac¢ni desticka (12x8)
Pipety
Multichannel pipeta
20



e Spektofotometr
e Lihovy fix
e Destilovana voda

e  Vzorky medt

3.1.2 Bakterialni inokulum

Inokulum bylo piipraveno z piedpfipravené narostlé kultury S. aureus. Sterilni
klickou bylo odebrano malé mnozstvi kultury, které bylo pfidano do zkumavky se sterilni
destilovanou vodou. Roztok byl zméfen v denzitometru do vysledné hodnoty
0,5 McFarland.

3.1.3 P¥iprava vzorki

Na analytickych vahach byl navazen 1 g vybranych medu s odchylkou +0,001 do
pfipravenych mikrozkumavek s objemem 2 ml. Poté bylo ve flowboxu doplnéno do
2,0ml tekut¢ médium (MHB). Po zvortexovani nasledovalo pipetovani do

mikrotitra¢nich desti¢ek a stanoveni MIC.

3.1.4 Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je nejniz8i koncentrace antibakteridlni
latky vyjadiené v mg/l (ug/ml), ktera za ptisné kontrolovanych podminek zcela zabrani
viditelnému rdstu testovaného kmene mikroorganismu a také ukazuje miru rezistence na
antimikrobidlni latky. Nejcastéj$i metoda stanoveni MIC je fedici metoda (Kowalska-
Krochmal a Dudek-Wicher, 2021). Ke stanoveni hodnot MIC se u vSech kvantitativnich
metod pouzivalo Mueller-Hintonovo (MH) médium bud’ ve formé agaru (MHA), nebo
bujonu (MHB).

Mikrotitra¢ni desticka je rozdélena na 12 sloupcu a 8 fadkd (popsanych A-H). Do
fady A bylo napipetovano 200 pl pfipraveného 50 % roztoku medu (w/v) v MHB po tiech
opakovani (tzn. 4 vzorky medt na desti¢cku). Do vSech nasledujicich fad (B-H) bylo
napipetovano 100 ul MHB. Nasledovalo rozifed'ovani. Multikanalovou pipetou bylo
odebrano 100 ul vzorku z fady A, které bylo piidano do fady B. Z fady B se odebralo
100 pl, které byly ptidany do fady C. Takto se pokracovalo az po fadu F, fady G a H byly

vynechény kviili pozitivni (G) a negativni (H) kontrole. Dale bylo do vSech jamek krom
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fady H napipetovano 10 pl pfedem ptipraveného inokula S. aurea. Takto zhotovené

desticky byly spektrofotometricky zméfeny a po 24 hodindch znovu piemcéieny.

Z namé&fenych hodnot bylo vypocitano inhibi¢ni procento.

Obrazek 1 Zhotovené mikrotitracni destiCky pro stanoveni MIC

3.1.5 Minimalni baktericidni koncentrace (MBC)

Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) je definovana jako nejnizsi koncentrace
antimikrobidlni latky, kterd je potfebna k usmrceni mikroorganismu (Parvekar et al.,
2020).

Minimalni baktericidni koncentrace byla stanovena po 24 hodindch od prvniho
meéfteni. Sterilni inokulaéni klickou se odebralo 10 pl testovaného vzorku a ptiblizné 1 pl
se umistil na Mueller-Hinton agar (MHA) v Petriho misce tak, aby se zachovalo poradi

vzorki jako na desti¢ce, kazdy vzorek po tfech opakovani.
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Obrazek 2 Stanoveni MBC na Petriho miskach

3.2 Porovndni testované antimikrobialni aktivity u nativnich medit a medii

zahidtych ve vodni lazni na 50 °C
3.2.1 Vybaveni a pomiicky

e Mikrozkumavky

e Mueller-Hinton agar (MHA)

e Mueller-Hinton bujon (MHB)

e Staphylococcus aureus CCM 4516 (Czech Collection of Microorganisms,
Brno)

e Petriho misky

e Sterilni bakteriologicka klicka

e Hermeticky uzaviratelné plastikové sacky

e Zkumavky na 20 ml (pro pfipravu bakteridlniho inokula)

e Vortex

o Denzitometr

e Analytické vahy

e Mikrotitra¢ni desti¢ka (12x8)
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e Pipety

e Multichannel pipeta
e Spektofotometr

e Lihovy fix

e Destilovana voda

e  Vzorky medi

o Vodni lazen nastavena na 50 °C

3.2.2  Priprava vzorki

Na analytickych vahach byl navazil 1 g vybranych medi s odchylkou +0,001 do
pfipravenych mikrozkumavek. Timto zplsobem byl navaZen pouze sto¢eny med (1),
pficemz od kazdého medu dva vzorky. Polovina vzork, tj. jedem vzorek od kazdého
medu, byla vloZena do vodni lazné a zahtivana do ztekuceni pii 50 °C. Poté bylo ve
flowboxu doplnéno do 2,0 ml tekuté médium (MHB). Po zvortexovani nasledovalo

pipetovani do mikrotitracnich desti¢ek a stanoveni MIC (stejné jako u minulého méfent).

3.3 Porovndni testované antimikrobialni aktivity u nativnich medit a medii

zahidatych v mikrovinné troubé
3.3.1 Vybaveni a pomiicky

e Mikrozkumavky

e Mueller-Hinton agar (MHA)

e Mueller-Hinton bujon (MHB)

e Staphylococcus aureus CCM 4516 (Czech Collection of Microorganisms,
Brno)

e Petriho misky

e Sterilni bakteriologicka klicka

e Hermeticky uzaviratelné plastikové sacky

e Zkumavky na 20 ml (pro pfipravu bakteridlniho inokula)

e \Vortex

e Denzitometr

e Analytické vahy
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e Mikrotitracni desticka (12x8)
e Pipety

e Multichannel pipeta

e Spektofotometr

e Lihovy fix

e Destilovana voda

e  Vzorky medu

e  Mikrovlnna trouba

3.3.2 Priprava medi

Na analytickych vahach byl navazil 1 g vybranych medt s odchylkou +0,001 do
pfipravenych mikrozkumavek. Timto zplsobem byl navaZen pouze sto¢eny med (1),
pficemz od kazdého medu dva vzorky. Polovina vzorkd, tj. jedem vzorek od kazdého
medu, byla vlozena do mikrovinné trouby a zahtivana do ztekuceni. Poté bylo ve
flowboxu doplnéno do 2,0 ml tekut¢é médium (MHB). Po zvortexovani nasledovalo

pipetovani do mikrotitracnich desti¢ek a stanoveni MIC (stejné jako u minulych méfent).

3.4 Stanoveni vihkosti medn
3.4.1 Vybaveni a pomiicky

e Mikrozkumavky

e Termostat s nastavenou teplotou na 50 °C
e Sklenéna tycCinka

e Refraktometr

e Lihovy fix

e Destilovana voda

e Vzorky medi
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3.4.2 Princip

Ke stanoveni vlhkosti medu se vyuZziva refraktometrie, tedy méfeni indexu lomu
svétla a nasledné odecteni hodnot z tabulky standardd. S obsahem suSiny se zvysuje
hodnota indexu lomu. Tabulka standarda byla odvozena z grafu logaritmu indexu lomu,
od kterého byla odectena hodnota odpovidajici obsahu vody. Pro stanoveni vlhkosti bylo

pouzito 12 vzorkti medu, 6 nativnich medt (N) a 6 vysuSenych medi (V).

3.4.3 Postup

1) Od kazdého medu bylo za pomoci sklenéné tyCinky odebrano piiméiené
mnozstvi medu do mikrozkumavek, které byly dikladné popsany.

2) Jednotlivé vzorky medu byly vloZeny do termostatu, ktery byl nastaven na
50 °C, kde byly nechany do ztekuceni.

3) Od kazdého vzorku medu byla sklenénou ty¢inkou nanesena trocha medu
na refraktometrické sklicko, které bylo pfed tim ocisténo destilovanou
vodou a nasledné dukladné vysuseno.

4) Po asi 2 minutach byl vysledek odecten a zaznamenan. Zaznamenavala se
také okolni teplota, pokud teplota okolni mistnosti byla vyssi nebo nizsi nez
20 °C, musel byt vysledek pfepocitdn a zaokrouhlen na 1 desetinné misto.

Prepocet indexu lomu dle teploty okolni mistnosti:
e Pro teploty nad 20 °C: k indexu lomu bylo piipo¢itano 0,000023 pro 1 °C
e Pro teploty pod 20 °C: od indexu lomu bylo odeéteno 0,00023 pro 1 °C
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Obsah vody Index lomu Obsah vody Index lomu

0/100 g 20 °C g/100 g 20 °C
13,0 1,5044 19,2 1,4885
13,2 1,5038 19,4 1,4880
13,4 1,5033 19,6 1,4875
13,6 1,5028 19,8 1,4870
13,8 1,5023 20,0 1,4865
14,0 1,5018 20,2 1,4860
14,2 1,5012 20,4 1,4855
144 1,5007 20,6 1,4850
14,6 1,5002 20,8 1,4845
14,8 1,4997 21,0 1,4840
15,0 1,4992 21,2 1,4835
15,2 1,4987 21,4 1,4830
15,4 1,4982 21,6 1,4825
15,6 1,4976 21,8 1,4820
15,8 1,4971 22,0 1,4815
16,0 1,4966 22,2 1,4810
16,2 1,4961 22,4 1,4805
16,4 1,4956 22,6 1,4800
16,6 1,4951 22,8 1,4795
16,8 1,4946 23,0 1,4790
17,0 1,4940 23,2 1,4785
17,2 1,4935 23,4 1,4780
17,4 1,4930 23,6 1,4775
17,6 1,4925 23,8 1,4770
17.8 1,4920 24,0 1,4765
18,0 1,4915 24,2 1,4760
18,2 1,4910 24,4 1,4755
18,4 1,4905 24,6 1,4750
18,6 1,4900 24,8 1,4745
18,8 1,4895 25,0 1,4740
19,0 1,4890

Tabulka 3 Vztah mezi obsahem vody v medu a indexem lomu (IHC, 2009)
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3.5 Stanoveni mérné vodivosti (konduktometrie)
3.5.1 Vybaveni a pomiicky

e Konduktometr

e Kadinky na 25 ml
e Analytické vahy
e Sklenéna tyCinka
e Lihovy fix

e Destilovana voda

e Vzorky medl

3.5.2 Princip

Jedné se o miru schopnosti roztoku vést elektfinu. Ke stanoveni mérné vodivosti
medu se vyuziva mérny elektricky odpor, jelikoz je mérna vodivost jeho pfevracenou
hodnotu. Mé&fi se konduktometrem a vysledek je vyjadien v milisiemensech na centimetr

(mS*cm'Y).

3.5.3 Postup

1) Nejprve bylo tieba ptepocitat ziskané hodnoty susiny z refraktometrického

meéieni, dle uvedeného vztahu:

Vzorovy ptiklad navazky pro med, ktery obsahuje 81,4 % suSiny:

lgmedu............. 0,814 g susiny
2gmedu............. X g susiny
x=162849

2gmedu............ 1,628 g susiny
Xxgmedu............ 2 g susiny
x=245749

Pozn. Méfeny med obsahoval v 1 g 18,6 % vody a 81,4 % susiny. Ve 2 g medu je
obsazeno 1,628 g suSiny. Pro méfeni vodivosti bylo potieba zjistit, kolik g medu je tfeba

navazit, aby obsah susiny byl 2 g. Pro tento med ¢inila navazka 2,157 g medu.
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2) Po piepoctu bylo na analytickych vahach navazeno od kazdého vzorku
mnozstvi medu, odpovidajici jednotlivym vysledkam.

3) K jednotlivym navazkam bylo odmérnym valcem piidano 5 ml destilované
vody. Cely obsah kadinky se dikladn¢ promichal sklenénou tycinkou.

4) Takto vznikly roztok se nasledné¢ konduktometricky zmétil. Konduktometr
se ponoiil do kadinky se vzorkem, hodnota mérné vodivosti byla
zaznamenana poté, co se ustalila hodnota na displeji.

5) Mezi jednotlivymi méfenimi byly mérné elektrody konduktometru vzdy
dikladné oplachnuty destilovanou vodou a dobie osuseny.

6) Pro spravnost vyslednych hodnot bylo také tieba zméfit teplotu vzorku a
nasledné prepocitat hodnoty ziskané konduktometrem.

Prepocet mérné vodivosti dle teploty vzorku:
e Pro teploty nad 20 °C: bylo odeéteno 3,2 % pro 1 °C
e Pro teploty pod 20 °C: bylo piipoéteno 3,2 % pro 1 °C

7) Vysledné hodnoty se zaokrouhlily na 1 desetinné misto.
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4 Vysledky a vyhodnoceni

4.1 Antimikrobidlni aktivita

Testovanad antimikrobidlni aktivita vic¢i bakterii S. aureus byla porovnana diky
hodnotam MIC a MBC, které slouzi jako ukazatele antimikrobialni aktivity. Jednotlivé
hodnoty jsou rozdéleny do tabulek dle manipulace s nimi. V prvni tabulce (tabulka 4)
jsou zaznamenany hodnoty MIC a MBC u nativnich medt (N). Z téchto hodnot jsme
nasledné vychazeli pii porovnavani vlivu jednotlivych tepelnych tprav. V druhé tabulce
(tabulka 5) jsou zaznamenany hodnoty MIC a MBC u vysuSenych medt (V). Na téchto
hodnotach lze vidét mirné zmény v antimikrobidlnich aktivitdch (oznacené Cervenc)
oproti nativnim medim (N). Tyto zmény jsou vSak pouze nepatrné. Ve tieti tabulce
(tabulka 6) jsou zaznamenany hodnoty MIC a MBC u medu zahtatych ve vodni 1azni pti
50 °C (Z). Tyto hodnoty taktéz vykazuji mirné snizeni antimikrobialni aktivity oproti
nativnim medim, avSak se opét nejednéd o nijak vyrazné zmény. Nejvyraznéjsi snizeni
antimikrobidlni aktivity jsou patrné ve Ctvrté tabulce (tabulka 7), kde jsou zaznamenany
hodnoty MIC a MBC u medi zahfivanych v mikrovinné troubé (M). U téchto vzorkt se
hodnoty MIC a MBC nachazeji n€kde mezi 50-100 %, lze tedy fici, Ze doslo

k vyznamnému snizeni antimikrobialni aktivity.

Tabulka 4 Hodnoty MIC a MBC u sto¢enych medu (v %)
1 2 3 4 5 6
MIC 50 50 6,25 50 25 6,25
MBC 50 50 12,5 50 25 12,5

Legenda: - zelena: vychozi hodnoty

Tabulka 5 Hodnoty MIC a MBC u vysusenych medu (v %)
1 2 3 4 5 6
MiC 50 50 12,5 50 50 12,5
MBC 50 50 12,5 >50 >50 12,5
Legenda: - zelena: stejné jako vychozi hodnoty (neni zména)

- ¢ervend: zména oproti vychozim hodnotam
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Tabulka 6 Hodnoty MIC a MBC u medt zahiatych pii 50 °C (v %)
1 2 3 4 5 6
MIC 50 50 625 50 25 12,5
MBC >50 >50 12,5 50 >50 12,5

Legenda: - zelena: stejné jako vychozi hodnoty (neni zména)

- ¢ervena: zmeéna oproti vychozim hodnotam

Tabulka 7 Hodnoty MIC a MBC u medt zahtatych v mikrovinné troubé (v %)
1 2 3 4 5 6
MIC 50 50 50 50 50 50
MBC >50 >50 >50 >50 >50 50
Legenda: - zelena: stejné jako vychozi hodnoty (neni zména)

- ¢ervena: zmeéna oproti vychozim hodnotam

4.2 VIhkost medu

Vlhkost vybranych vzorkd nativnich medid (N) se pohybovala v rozmezi
18,6-22,1 % (tabulka 8), primérné byla vlhkost téchto medu 20,6 %. Vlhkost meda

vysuSenych (V) se pohybovala v rozmezi 16,8-20,7 % (tabulka 9) a primérna hodnota

byla 19,0 %. Z téchto hodnot Ize vypozorovat pokles obsahu vody u vysuSenych medi

V priméru 0 1,6 %.

Tabulka 8 Hodnoty obsahu vody u nativnich medut (v %)

obsah vody [%]
18,6
22,1
21,0
22,0
19,0
20,9

AN |H | WIN |-
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Tabulka 9 Hodnoty obsahu vody u vysusenych medu (v %)

obsah vody [%]
16,8
20,7
20,1
19,0
18,0
19,4

A nNn|Hh WIN (=

4.3 Meérna elektrickda vodivost (konduktivita)

Meérna elektrickd vodivost vybranych vzorkl nativnich meda (N) se pohybovala
v rozmezi 18,1-49,0 mS/m (tabulka 10), primérna hodnota byla 28,0 mS/m. M¢érna
elektrickd vodivost vysusenych medt (V) se pohybovala v rozmezi 18,2-48,7 mS/m
(tabulka 11) a primérna hodnota ¢inila 30,0 mS/m. Z téchto hodnot Ize vypozorovat vliv
vysouseni na zvySeni mérné elektrické vodivosti, pravdépodobné Vv disledku nizsiho
obsahu vody a tim vétsi koncentrace pevnych vodivych ¢astic. Primérné se mérna

vodivost zvysila 0 2,0 mS/m.

Tabulka 10 Hodnoty mérné elektrické vodivosti u nativnich meda (v mS/m)

konduktivita [mS/m]
18,1
23,0
49,0
18,5
26,2
32,9

N N|IH WIN (=

Tabulka 11 Hodnoty mérné elektrické vodivosti u vysusenych meda (v mS/m)

konduktivita [mS/m]
18,2
24,8
48,7
21,5
33,0
33,8

AN [IHWIN |-
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4.4 Vyhodnoceni

Vzorek €. 1 mél ze vSech testovanych vzorkt nejnizsi hodnoty. Obsah vody byl
hodnoty mérn¢ elektrické vodivosti — v nativni form¢ 18,1 % a ve vysusené form¢ 18,2 %.
Antimikrobidlni aktivita tohoto vzorku byla oproti ostatnim testovanym taktéZ nejnizsi.
Hodnoty MIC a MBC se v nativnim stavu pohybovaly okolo 50 %, hodnoty MIC a MBC
se po vysu$eni, zahtati ve vodni lazni i zahfati v mikrovinné troubé pohybovaly okolo
50 % nebo vice.

Vzorek €. 2 mél nejvyssi obsah vody ze vSech vzorki a to 22,1 % Vv nativni formée
a 20,7 % ve vysusené form¢. Mérna elektricka vodivost byla v nativni formé 23,0 mS/m
a ve vysuSené form¢ 24,8 mS/m. Antimikrobidlni aktivita u tohoto medu byla taktéz
velmi nizka. hodnoty MIC a MBC v nativni formé se pohybovaly okolo 50 %. Hodnoty
MIC a MBC se ve vsech tepelnych tipravach pohybovali okolo 50 % nebo vice.

Vzorek ¢. 3 mél obsah vody 21,0 % v nativni formé a 20,1 % ve vysuSené formé.
M¢érma elektricka vodivost byla nejvyssi ze vSech méfenych vzorkt a to 49,0 mS/m
Vv nativni form¢ a 48,7 mS/m ve vysuSené form¢. Antimikrobialni aktivita byla u tohoto
medu jedna z nejvyssich. Hodnoty MIC se v nativni formé a u vzorkt zahtatych ve vodni
lazni pii 50 °C pohybovaly okolo 6,25 %, hodnoty MBC okolo 12,5 %. Hodnoty MIC a
MBC se ve vysusené formé pohybovaly okolo 12,5 %. Nejvétsi rozdil v antimikrobialni
aktivité nastal pii zahiivani v mikrovinné troubé, tam se hodnoty MIC i MBC pohybovaly
okolo 50 % a vice.

Vzorek €. 4 mél obsah vody 22,0 % Vv nativni formé a 19,0 % ve vysusené formé.
M¢érna elektricka vodivost byla 18,5 mS/m v nativni form¢, u vysusené formy se lehce
zvysila na 21,5 mS/m. Antimikrobialni aktivita tohoto vzorku byla také jedna z nizsich.
Hodnoty MIC a MBC se v nativni formé a u vzorka zahiatych ve vodni lazni pti 50 °C
pohybovaly okolo 50 %, hodnoty MIC a MBC se ve vysuSené formé a u vzorkt zahfatych
Vv mikrovinné troubé pohybovaly okolo 50 % nebo vice.

Vzorek €. 5 mél obsah vody 19,0 % Vv nativni formé a 18,0 % ve vysuSené formé.
Meérna elektricka vodivost byla v nativni formé 26,2 mS/m, u vysusené formy se zvysila
na 33,0 mS/m. Antimikrobialni aktivita tohoto vzorku byla opét jedna z niz§ich. Hodnoty
MIC a MBC se v nativni form¢ pohybovaly okolo 25 %. Hodnoty MIC a MBC u vzorkt
ve vysuSené formé se pohybovaly okolo 50 % a vic. U vzorku zahtatych ve vodni 14zni

pti 50 °C se hodnoty MIC pohybovaly okolo 25 %, avsak hodnoty MBC se pohybovaly
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mezi 50-100 %. U vzorki medt zahtatych v mikrovinné troubé se hodnoty MIC a MBC
pohybovaly okolo 50 % a vice.

Vzorek ¢. 6 mél obsah vody 20,9 % v nativni form¢ a 19,4 % ve vysuSené formé.
Me¢rna elektricka vodivost byla v nativni formé 32,9 mS/m a ve vysuSené formé se lehce
zvysila na 33,8 mS/m. Antimikrobidlni aktivita byla u tohoto medu jedna z vysSich.
Hodnoty MIC se v nativni formé pohybovaly okolo 6,25 % a hodnoty MBC okolo 12,5 %.
Hodnoty MIC a MBC se ve vysuSené formé a u vzorkl zahtatych ve vodni lazni pti 50 °C
pohybovaly okolo 12,5 %. Nejvétsi rozdil v antimikrobialni aktivité nastal pti zahfivani

vV mikrovinné troubé, tam se hodnoty MIC i MBC pohybovaly okolo 50 %.
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5 Diskuze

Vysledky rtznych studii potvrdily, Ze med ma antimikrobialni Uc¢inky proti
Sirokému spektru bakterii, tyto poznatky jsou dulezité piedevSim kviili neustale
nariistajicimu poctu rezistentnich kment na antibiotickou 1écbu. Antimikrobiélni aktivita
medu je zpisobena nékolika faktory, pfedevsim diky vysoké koncentraci cukri, nizkym
hodnotam pH, vysoké osmolalit¢ a dalezitou roli hraje také tvorba peroxidu vodiku
(H202) a véeliho defensinu-1. Tyto faktory se v§ak u kazdého medu lisi (Valachova et
al., 2016).

Tepelné oSetfeni medu za ucelem jeho ztekuceni je mezi vyrobci medu a v
medovém primyslu béznym postupem. Vzhledem k technologickému pokroku v
potravinaiském pramyslu byly, kromé klasického zahtivani ve vodni lazni, zkouméany
také alternativni postupy ztekucovani, jako je oSetieni mikrovlnami, ultrazvukem a
infracervenym zafenim (Subramanian et al., 2007).

Pii stanoveni antimikrobidlni citlivosti je tfeba rozhodnout, kterd metoda bude
pouzita. Mezi nejCastéji pouzivané metody patii: agarova difuze, diskova difuze,
bujonova diftize nebo varianty téchto metod. V posledni dobé se zvysil zajem o testy na
mikrotitracnich destickach, ktery jsme v této praci pouzili i my (Kuda et al., 2004).
Pouziti 96jamkového mikrotitraéniho testovaciho systému usnadiuje testovani inhibice,
jelikoz tato metoda je méné€ Casoveé narocné, levnéjsi a také Ize na jedné destiCce testovat
vice vzorkd.

V této praci jsme se zamé&fovali na vliv tepelnych uprav na antimikrobidlni aktivitu
na bakterii S. aureus jakozto modelového organismu pro G+ bakterie. Bylo provedeno
testovani vlivu vysuseni medu po 12 hodinach, zahtivani ve vodni lazni pii teploté 50 °C
do ztekuceni a zahtivani v mikrovinné troubé (250 W) do ztekuceni. Nasledné se tyto
hodnoty porovnaly s hodnotami ziskanymi z testovani nativnich vzorkd medd. U tiech
vzorku z Sesti se hodnoty MIC a MBC nativnich med pohybovaly okolo 50 %, jeden
vzorek vykazoval hodnoty MIC a MBC okolo 25 %. Pouze dva z Sesti vzorkii mély
hodnoty MIC okolo 6,25 % a MBC okolo 12,5 %. O néco vyssi hodnoty vykazovaly
medy po vysuSeni a ndsledné i vzorky medu zahtaté ve vodni lazni pti 50 °C. Avsak tyto
hodnoty se od nativnich hodnot lisily pouze v zanedbatelné mite. Nejvyraznéjsi snizeni
antimikrobialni aktivity bylo vypozorovano u vzorki medi zahtatych v mikrovinné

troubé.
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Bucekova et al. (2018a) ve své studii prokazali, ze tepelné zkapalnéni pii teplotach
do 65 °C neovliviiuje celkovou antimikrobialni aktivitu medu vaci S. aureus a u
nékterych ptipadi doSlo dokonce ke zvySeni antimikrobidlniho potencionalu medu, coz
je vrozporu s naSimi vysledky. V jiné studii se Bucekova et al. (2018b) zaméfili na vliv
tepelného ohfevu v mikrovinné troubg. V této studii pracovali s fepkovymi medy, u
kterych sledovali zménu antimikrobidlnich vlastnosti opét na bakterii S. aureus,
zam¢iovali se predevSim na dvé hlavni antibakterialni slozky pochazejici ze vcel
(defensis-1 a peroxid vodiku). Jejich vysledky ukazaly, Ze tepelné zahtivani v mikrovinné
troub¢ zcela zrusilo antibakterialni aktivitu medu, zatimco oSetfeni pti 45 a 55 °C nemélo
na antibakterialni aktivitu vzorki medi vliv. U vzorkd medi zahtatych v mikrovinné
troubé byl pozorovan pokles jak glukézooxiddzové aktivity, tak produkce peroxidu
vodiku a mnozstvi defensinu-1.

Vlivem zahtivani na antimikrobialni vlastnosti medu se ve své studii zabyvali také
Mat Ramlan et al (2021). Ti porovnavali dva druhy medu, malajsky a australsky. Celkové
vysetrovali 18 vzorkli medu, které byly vystaveny tepelnému ptlisobeni pii teplotach 45,
55 a 65 °C po dobu jedné hodiny. Jejich vysledky vSak ukéazaly sniZeni antimikrobialni
aktivity u vétSiny vzorkd medii z obou zemi. To by podle nich mohlo byt zplsobeno
rozdilnymi zdroji nektaru a zemépisnych poloh jednotlivych vzorkli med, jelikoZ mohou
obsahovat organické kyseliny a enzymy citlivé na teplo.

Ahmed a Khiati (2016) se ve své praci zabyvali zhodnocenim vlivu tepelného
zpracovani na antibakterialni schopnosti saharského medu na bakterii S. aureus. Vzorky
byly testovany pii teplotach 25, 50, 75 a 100 °C po dobu 15, 30 a 60 minut. Z vysledkt
je patrné, ze nezahtaty a tepelné oSetfeny saharsky med vykazoval inhibi¢ni €inky viici
S. aureus s riznou mirou inhibice ristu. AvSak u zahtivani pfi vyssich teplotach, tedy 75
a 100 °C k inhibici nedoslo.

Obsah vody je dulezitym kritériem kvality, aby byla kvalita medu zachovana a
nedochazelo k nezadouci fermentaci, mél by byt obsah vody v medu optimalné okolo
18 %. Dle Ceské narodni legislativy by m&l byt maximalni obsah vody 20 % (Vyhlaska
¢.76/2003 Sb.). Stanoveni vlhkosti medu bylo s mensimi Gpravami provedeno metodikou
vydanou IHC (2009). U nami namétenych vzorkt pfesahovalo zminénych 20 % 6 vzorkt
Z 12 (4 nativni, 2 vysuSené). Dle vysledki bylo zjisténo, Ze u vysuSenych medt (V) klesl
obsah vody 0 1,6 %, ani to vSak nepomohlo, aby se oba vy$e zminéné vzorky dostaly pod
20 %. U tfech testovanych vzorkt byl namétfen obsah vody vétsi nez 21 %, u téchto meda

se nedoporucuje delsi skladovani.
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M¢rné elektricka vodivost je u medi velmi nizkd. Tato hodnota se 1isi u
jednotlivych druhtt medt na zakladé jejich plvodu, pficemz hrani¢ni hodnotou je
80 mS/m. Kvétové medy by méli mit hodnotu konduktivity nejvyse 80 mS/m,
medovicové medy by mély mit hodnotu vice jak 80 mS/m (Vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.).
Stanoveni mérné elektrické vodivosti byla s nékolika malo Gpravami provedeno podle
IHC (2009). Zména byla provedena u piipravy vzorka medu. Podle IHC (2009) by mél
byt med s 20 % obsahem susiny rozmichan ve 100 ml, av§ak my jsme ziskané hodnoty
prepocitali pro 50 ml. VSechny nami méfené vzorky medi se se svymi hodnotami
pohybovaly do 80 mS/m (nejvétsi naméfena hodnota byla 49,0 mS/m), tudiz se nam
potvrdilo, Ze se jednad o vzorky kvétovych medd. Také byly vypozorovany zvysené
hodnoty u vysusenych medu, oproti nativnim medam, to by mohlo byt pravdépodobné
zptisobeno disledkem niz§iho obsahu vody a tim vétsi koncentraci pevnych vodivych
castic.

Vysledky neodhalily zaddnou souvislost mezi mérnou elektrickou vodivosti a
obsahem vody v medech, mérna elektricka vodivost spiSe souvisi se sloZenim

jednotlivych medd.
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6 Zavér

Jak je jiz znamo medy se od sebe v mnoha ohledech lisi, pfedevsim v zavislosti na
jejich sloZzeni a ptivodu. Kvalita medu je taky ovlivnéna jeho vznikem a manipulaci pii
jeho ziskani, baleni a skladovani. V dnesni dob¢ je ve velké oblibé kupovat tekuty med
nebo jej po krystalizaci ztekucovat. Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, jaky vliv ma
ztekucovani a vysouseni medu na jejich antimikrobialni aktivitu na G+ bakterii S. aureus.
Tato prace se zabyvala n¢kolika tepelnymi Gipravami (vysousenim, zahiivanim ve vodni
lazni pti 50 °C a zahtivanim v mikrovinné troub¢). Bylo prokazéano, ze tepelna tiprava ma
viditelny vliv na snizeni antimikrobidlni aktivity medd, a to pfedevSim zahiivanim
vV mikrovilnné troubé&. U tepelné upravy vysusSenim a zahfivanim ve vodni 1azni piti 50 °C
se antimikrobialni aktivita snizila pouze minimalné. Dalo by se tedy fici, Ze nejlepSim
zpusobem ztekucovani medu, aniZ by doslo k vyrazné ztraté¢ antimikrobialni aktivity, je
zahtivani ve vodni lazni pfi 50 °C. Na zaklad¢ méfeni vlhkosti a mérné vodivosti medu

bylo také ovéfeno, ze vSechny pouzité medy jsou kvétového ptivodu.
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Seznam pouzitych zkratek

CCM = Czech Collection of Microorganisms
¢. = ¢islo

EU = Evropska unie

MBC = minimalni baktericidni koncentrace
MHA = Mueller-Hinton agar
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MIC = minimdlni inhibi¢ni koncentrace
MRSA = meticilin vankomycin rezistentni S. aureus
napft. = naptiklad
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tzn. = to znamena
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w/v = hmotnost/objem
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