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Inhibi¢ni a baktericidni aktivita medu na patogen Paenibacillus larvae

v zavislosti na jejich zpracovani

Abstrakt

Tato prace se zabyva antimikrobialni a inhibi¢ni aktivitou medu na ptivodce onemocnéni
moru v¢eliho plodu Paenibacillus larvae. Prace je rozdélena na dvé ¢asti, teoretickou a
experimentalni. Teoreticka Cast prace se vénuje resersi tohoto tématu a obsahuje 3 zasadni
kapitoly. Prvnim z nich je kapitola o véele medonosné z hlediska ekologie, vyznamu a
taxonomického zatfazeni. Druhd ¢ést je o medu, jeho sloZeni a vzniku. Tteti se zabyva
problematikou moru véeliho plodu a jejimu puvodci P. larvae. Experimentalni ¢ast je
vénovana testovani vlivu antimikrobialni aktivity medu na bakterii P. larvae. Byl
zkouman 1 vliv zpracovani medu na antimikrobidlni aktivitu. Testované vzorky byly
ohtaty na nami zvolené teploty 50°C a 70°C a v mikrovinné troubég, vzorky byly
zahtivany do ztekuceni. Druhym pfedmétem testovani u vzorkl bylo vysouseni. Tim jsme
doséhly otestovani vlivu dvou zplsobu zpracovani medu na jejich antimikrobialni
aktivitu.

Byly k tomu pouzity metody Kk testovani minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla testovana v mikrotitracnich destickach pomoci
diluéni metody, oproti tomu minimalni baktericidni koncentraci jsme stanovovali pomoci
diskové difuzni metody. Vysledky této prace by mohli ptiznive piispét k dalSimu rozvoji

apiterapie ¢i vyuziti medu v lékatstvi.

Kli¢ova slova

Apis mellifera ; mor véeliho plodu; minimalni inhibi¢ni koncentrace; minimalni

baktericidni koncentrace; antimikrobialni aktivita



Inhibitory and bactericidal activity of honeys on the pathogen

Paenibacillus larvae depending on their processing

Abstract

This work deals with the antimicrobial and inhibitory activity of honey on the pathogen
of American Foulbrood disease in honeybee larvae, Paenibacillus larvae. The work is
divided into two parts, theoretical and experimental. The theoretical part focuses on a
literature review of this topic and includes 3 essential chapters. The first one is about the
honeybee in terms of ecology, importance, and taxonomic classification. The second part
is about honey, its composition, and formation. The third chapter deals with the problem
of American Foulbrood disease in honeybee larvae and its causative agent, P. larvae. The
experimental part is dedicated to testing the effect of antimicrobial activity of honey on
the bacterium P. larvae. The influence of honey processing on antimicrobial activity was
also examined. The tested samples were heated at temperatures of 50°C, 70°C and heated
in the microwave , honey samples were heated to liquefaction. The second testing was
conducted through drying. This allowed us to test the effect of two methods of honey

processing on their antimicrobial activity.

Methods for testing the minimum inhibitory and bactericidal concentrations were used.
The minimum inhibitory concentration was tested in microtiter plates using the dilution
method, while the minimum bactericidal concentration was determined using the disk
diffusion method. The results of this work could contribute positively to the further

development of apitherapy or the use of honey in medicine.
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Apis mellifera; American Foulbrood disease; minimum inhibitory concentration;

minimum bactericidal concentration; antimicrobial activity
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1. Uvod

Med je jednim z nejcennéjSich pfirodnich produktt, které lidstvo od starovéku
ziskalo. Pouziva se nejen jako nutricni produkt, ale také v tradi¢ni mediciné¢ a jako
alternativni 1é¢ba klinickych stavii od hojeni ran az po 1é¢bu rakoviny. Producentem je
véela Apis mellifera, ktera ho vytvari sbérem a zahustovanim sladkych stav — predevsim
nektaru z kvétd a medovice, kterou vylucuji naptiklad msice. Med je populérni predev§im
pro své antimikrobidlni a antioxida¢ni vlastnosti. Mezi faktory, které se podileji na téchto
ucincich patii : vysoky obsah cukrii, glukdzooxiddzovy systém, vysoky redoxni potencial
a chemické latky a enzymy s antimikrobidlnim ucéinkem. Tyto slozky ¢ini med

bakteriostatickym i bakteriocidnim ¢inidlem zaroven.

I ptesto, Ze jsou vcely velmi dilezitou soucasti celosvétového ekosystému, jejich
tipadek po celém svété je nepichlédnutelny. Uhyn véelstev mé na svédomi nepiimétené
uzivani chemickych latek na zemédélskych pudach, ale také vceli onemocnéni, ktera jsou
zpisobovana bakteriemi, viry a houbami. V této praci se budu zamétovat na pivodce
moru véeliho plodu grampozitivni bakterii Paenibacillus larvae. Mor véeliho plodu byva
povazovan za nejnebezpecnéjsi véeli onemocnéni, jelikoz nezabiji pouze vceli larvy, ale
je velmi nebezpetny pro celé veelstvo. Opatieni proti této chorobé jsou regulovéana
zakonem a nejcastéji zahrnuji likvidaci zjevné nemocnych vcelstev. Antibioticka lécba

tohoto v¢eliho onemocnéni je v Evropé piisné zakazana.

Cilem této prace je zjistit inhibi¢ni a baktericidni vlastnosti medu na ptivodce moru
véeliho plodu patogen Paenibacillus larvae. A zda ma vliv zpracovani medu na jeho
antimikrobialni vlastnosti. Vyzkum spocival ve stanoveni minimdlni inhibi¢ni a
baktericidni koncentrace riznych vzorkti medu, které byly soucasti média MYPGP ve

kterém byla nao¢kovana bakterie P. larvae.



2. Teoreticka ¢ast

2.1  V<elarstvi

2.1.1 Historie véelai'stvi

Velaistvi ma celosvétové velmi dlouhou historii. Jako dikazy nam slouzi
jeskynni malby z pozdni doby kamenné (Pfidal, 2003). S nejvétsi pravdépodobnosti med
patfil k zakladnim surovinam pravékého prehistorického ¢lovéka (Pocuch, 2020). V dobé
bronzové lidé piipravovali napoj z medu a vody, ktery nechali kvasit a tim byli schopni
ziskat alkohol. V této dobé¢ se vceli vosk zacal stavat velmi vzacnym produktem diky jeho
multifunkénim vyuZzitim, pouzival se pfi mumifikaci a balzamovéni tél. Neodmyslitelny

vyznam m¢l v¢eli vosk i pro vyrobu svicek (Ptidal, 2003).

Pozdé&ji se med zacal uzivat i jako 1é¢ivo. Svou popularitu si ziskal hlavné diky
svym schopnostem niéit bakterie. Pouzival se predev§im K hojeni ran, které byly zasazené
bakterialni infekci (Pocuch, 2020). Do roku 2450 pi. n. 1. Egyptané vybudovali
véely v tlech, je znamo, ze piemistovali tly v zavislosti na rozkvétu ur€itych rostlin

(Ransome, 2004).

V¢elafeni s horizontalnimi uly se Vv pribéhu dvou tisicileti rozsitilo po celém
Stredomoii. Med a vosk se staly dulezitymi obchodnimi komoditami béhem evropského
sttedoveéku a veelafstvi ve sklepovych, kladovych, krabicovych a stromovych tlech
vzkvétalo (Kritsky, 2017). Se Stiedovekem pfislo uziti véeliho vosku i v uméni (Ptidal,
2003). Byl pouzivan pro sochafstvi, v malb&, anebo slouzil, jako ochranna vrstva
uméleckych dél (Kritsky, 2017). Ani v novovéku se ve véelafstvi mnoho nezménilo.
Teprve v poslednich dvou stoletich postoupilo vcelafstvi rychle dopfedu. OvSem
vrcholem v rozsifovani tohoto druhu byl vyvoz véelstev evropskymi kolonizatory do

celého svéta na pocatku 17. stoleti (Delaplane a Mayer, 2000).

Koncem 18. a celé 19. stoleti se objevovaly ptevratné technické objevy ke
zdokonalovani tlu, vyuziti odstiedivé sily v medometu a vyroba umélych mezistén, 20.
stoleti pak patfilo biologii v€el 1 v€elstev v modernich tlech. V nékterych statech, jako je
Kanada, Rusko a USA, dosahlo vcelafstvi dokonce trovné pramyslové vyroby
(Knesplova, 2010).



2.1.2 Vyznam vcelarstvi

Jednou z hlavnich vyznama vcelafeni je produkce medu a dalSich ulovych
produktii, jako je vceli vosk, propolis a mateii kasicka. Med je pfirodni sladidlo a
vSestranné slozka mnoha potravin, zatimco vceli vosk a propolis se pouzivaji v riznych
kosmetickych ptipravcich a vyrobeich osobni péce, mateti kaSicka je latka bohatd na
ziviny, kterd se pouziva v nékterych zdravotnich dopliicich. V¢eli produkty poskytuji
zdravé, vysoce vyzivné potraviny, bezpecné léky (apiterapie) a suroviny pro primysl

(Agera, 2011).

vvvvvv

regulacni, podplirné a kulturni ekosystémové sluzby (Kremen, 2005; De Groot et al.,
2010). Je to klicova sluzba pro produkci ovoce, zeleniny, ofechtl, baviny a semennych
plodin mezi mnoha dalSimi zeméd€lskymi plodinami a podporuje reprodukci
spolecenstev divokych rostlin (Kearns et al., 1998; Aguilar et al., 2006). Vcely jsou
druhii rostlin, véetné mnoha plodin, na které se lidé spoléhaji jako potravu. Bez vcel by
se mnoho rostlinnych druhti nemohlo reprodukovat, coz by vedlo ke snizeni biologické
rozmanitosti a potencialnimu kolapsu ekosystému. Vcelafstvi chrani piirodu,
zemé&délstvi, udrzuje zivobyti a zajiStuje potravinovou bezpecnost. Na vcelstvo jsou
kladeny velké naroky, nebot’ zajist'uje stabilitu ekosystému vlivem opylovani (Sladek a

Cermék, 2016).

Vela je dilezita jak po strance ekologické, tak po strance hospodatské. Véela Apis
mellifera dokonale spliuje kritéria pro pouziti jako bioindikator. Bioindikatory umoziuji
znat zdravotni stav ur¢itého ekosystému, to znamena, Ze umoznuji nepiimo meéfit kvalitu
zivotniho prostiedi. To v¢ela dokaze predevsim diky ziskavani mnoha vzorkd, protoZe za
sbérem pylu cestuje na velké vzdalenosti. Také za letu sbiraji rizné latky ve vzduchu a
diky tomu ziskavdme mnoho uzite¢nych informaci, které jsou pro nas dulezité

k porozuméni ekosystému (Vargas -Valero et al., 2020).

Vely samotné zahrnuji odhadem 25 000-30 000 druhii po celém svété, vSechny
jsou povinnymi navstévniky kvétin (Kearns et al., 1998; Buchmann a Nabhan, 1997).
Spoléhame na to, Ze vcely opyluji 70 % nejcennéjSich plodin pouzivanych piimo pro

lidskou spotiebu. Produkce 84 % druhti plodin péstovanych v Evropé piimo zavisi na
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hmyzich opylovateli zejména vcelach. Celosvétoveé véely opyluji vice nez 400 druht

plodin a v USA vice nez 130 druhti plodin (Kremen, 2005).

2.1.3 Pivod a taxonomie véely medonosné
Hmyz predstavuje skute¢né starou skupinu zivoc¢icha, ktera svymi kofeny sahd do

obdobi mezi devonem a karbonem. Vyvijel se jesté pred ptichodem plazi (Weiss 2001).

Vcela je nejznamé;jsi zastupce spolecenského hmyzu, patii do fadu blanokiidlého
hmyzu (Hymenoptera), ktery ¢ita asi 100 000 druhd. Jeji celkové taxonomické zarazeni
je tise — zivocichové (Animalia), kmen — ¢lenovci (Anthropoda), tfida — hmyz (insecta),
rad — jak uz bylo feceno - blanokiidli (Hymenoptera), podiad — Stihlopasi (Apocrita),
¢eled — veeloviti (Apidae), rod — (Apis). V ramci tohoto rodu existuji ¢tyfi druhy, které

jsou Apis florea, dorsata, cerana a mellifera (Devillers a Pham-Delegue, 2002).

Véela se vyskytuje celosvétove . Predpoklada se, Zze véela medonosnd ptivodné
pochazi z oblasti dneSniho Afganistanu, odkud se rozsifovala do okolnich oblasti a dale
az do Evropy (Preston, 2006), ale ve spousté zemi neni puvodnim hmyzem. Naptiklad na
Novy Zéland ¢i do Australie byla pfivezena az v 17. stoleti. Rozmanité klimaticke
podminky, prostiedi a flora daly vzniknout mnoha poddruhim s charakteristickymi

adaptacemi k danému zemépisnému mistu (Winston 1991).

2.1.4 Zpisob Zivota véely

Vcela medonosnd Zije ve spoleCenstvi, které nazyvame vcelstvo. Vcely jsou
spolecensky hmyz, ktery Zije ve vysoce organizovanych koloniich. Zptisob Zivota vcely
je vysoce strukturovany a toci se kolem délby prace a spoluprace v ramci vcelstva.
Veelstvo se sklada z matky, délnic a trubct. Tyto véeli kasty plni rlizné ukoly s ohledem
na staii jedince a ro¢ni obdobi (Bentzien, 2008). Veli kralovna je zodpovédna za kladeni
vajicek a je jedinou plodnou samici ve vcelstvu. Vceli samecci, nazyvani trubci, maji
jediny ucel — pafit se s krdlovnou a neucastni se jinych ukoli v kolonii. Délnice, které
tvoti vétsinu kolonie, jsou zodpovédné za ukoly, jako je stavba a udrzba tilu, sbér nektaru
a pylu, péce o mladé vcely a obrana kolonie pted predatory. Véely délnice spolu
komunikuji pomoci slozitych chemickych signal, véetné feromonti a tanci, aby

koordinovaly své aktivity. Délka Zivota vCel se vyrazné 1isi v zavislosti na okamziku
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jejich vylihnuti. Proto je lze klasifikovat bud’ jako kratkovéké letni vcely nebo
dlouhovékeé zimni veely. Vely lihnuté na jate a v 1ét€ ziji v priiméru 25 - 40 dni, zatimco
zimni v¢ely maji mnohem delsi zivotnost, vice nez 100 dni (Mattila et al., 2001). Zptsob
zivota vcel je vysoce sezonni a v riznych ro¢nich obdobich se provadéji rizné ukoly.
Béhem jarnich a letnich mésici se veely délnice zaméfuji na sbér nektaru a pylu, aby

nakrmily mladé vcely a uskladnily je na zimni mésice, kdy je potravy nedostatek.

Celkove je zpusob Zivota vcel vysoce organizovany a spolupracujici, pficemz
kazda vcela plni specificky ukol, aby zajistila pfeziti a uspéch vcelstva jako celku
(Bentzien, 2008).

Obrazek 1: Vcela medonosnd (zdroj : vcela.wbs.cz)

2.1.5 Plemena véely Apis mellifera

V ramci druhu Apis mellifera existuje mnoho ruznych poddruhii nebo plemen, z
nichz kazdy ma své vlastni jedine¢né vlastnosti. Plemena vcely medonosné délime do
¢tyfech zakladnich skupin. Severozapadni, jthovychodni, africk4 a orientalni. V Evropé
se pfirozen¢ vyskytuji dvé skupiny — jihovychoodni a severozapadni. Severozapadni
skupina se do Evropy S$ifila pfes Gibraltarsky priliv, paradoxné ma tato skupina vétsi
genetickou podobu s africkou skupinou nez se skupinou jihovychodni, ktera se do Evropy
Sitila pies Sinajsky poloostrov. Kazda z téchto Ctyfech skupin se dale rozriznila do
nékolika geografickych plemen, nebo také poddruhti. Jednotliva plemena rozdélujeme
pfedevsim podle exteriérovych znaki. Lisi se velikosti téla a dalsi morfologii napt. délkou

koncetin €1 sosdku (Danihlik et al., 2017).

Celkove je vybér véeliho plemene dilezitym hlediskem pro vcelate, protoze mize
ovlivnit zdravi a produktivitu vcelstva, stejné jako kvalitu a mnozstvi produkovaného

medu (Gruna et al., 2020).
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2.1.6 Zdravotni situace vcel a ohroZeni vcelstev

kvetoucich druhi. Mnoho zemi na celém svéteé, zejména na severni polokouli, se pii
komerénim opylovani ur¢itych plodin spoléha na vcelu medonosnou, A. mellifera
(Hristov et al., 2020). Populace A. mellifera je velka, i pfesto existuje obava, ze dochazi

k poklesu populace.

Naptiklad pokles poctu vcelstev pozorovany béhem 90. let v Evropé miize souviset
s politickym a ekonomickym otfesem ve vychodni Evropé zplisobenym sovétskym
kolapsem (Aizen a Harder, 2009). V mnoha zemich sovétského bloku slouzil med jako
druhd ména, a proto bylo mnoho lidi motivovano chovat véely. Kdyz se na poc¢atku 90.
let zménil ekonomicky systém, med ztratil sviij vyznam a lidé, kteti chovali své véely z
ekonomickych divodu, se vzdali véelafeni nebo snizili pocet fizenych vcelich uli

(Engelsdorp a Meixner, 2010).

Politicky prevrat v§ak neni jedinym diivodem poklesu vcelstev. Za zdsadni pticiny
ubytku zodpovidaji pfedevs§im ztraty stanovist’, klimatické zmény, pesticidy, parazité,
nemoci, zmény ve vyuzivani pudy a hospodateni s pidou v¢etné genetické modifikace

plodin (Osterman et al., 2021 ; Duchenne et al., 2020).

2.1.6.1 Dusledky ztrdt vielstev

Ubytek véelstev a véel by mohl ohrozit pieziti rostlin nékterych druhti zavislych na
opylovani v¢elami. N¢&jaké typy rostlin zavisi pouze na opyleni véelou (Eardley et al.,
2007). Ubytek opylovadti mize vést ke ztraté opylovacich sluzeb, coz ma vyznamné
negativni, ekologické a ekonomické dopady, které by mohly vyznamné ovlivnit
zachovani rozmanitosti voln¢ zijicich rostlin, $irsi stabilitu ekosystému, produkci plodin
a zabezpeceni potravin. Vyzkumy ekologii naznacuji, Ze pfes 100 000 druhu rostlin by

vyhynulo pfi absenci opylovani vcely (Potts et al., 2010).

2.1.6.2 Aktudlni ztraty
V poslednich letech v nékterych oblastech svéta skutecné doslo ke zvyseni ztrat v
fizenych koloniich v&el (Hristov et al., 2020). Ubytek véel je dilezitou celosvétovou

udalosti, ktera zptisobuje vazné ekologicke Skody (O’Neal et al., 2018).
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Avsak, dle neddvnych studii zjiStujeme, ze ubytek vcelstev neni novym
fenoménem a historické zdznamy ukazuji, ze rozsahlé ztraty nebyly v minulosti ni¢im
neobvyklym. I kdyz nedavné problémy mohou vyvolat dojem, Ze doslo k masivnimu
poklesu, globalni vyzkum véelstev ukazal, Ze pocty vcel ve skute¢nosti mezi lety 1961 a
2007 vzrostly (Gray et al., 2019).

2.1.7 Zdroje potravy vcel

V<iela medonosna je zivocich a pro udrzeni Zivotnich funkci potiebuje ziskavat
z prostiedi cukry, bilkoviny, minerdly a vodu. VSechny tyto potfeby vcelstvo pokryva
ptinosem vody, pylu, nektaru a medovice. Pfirodni cukry obsazené v nektaru a medovici

jsou hlavnim zdrojem energie. Zdrojem bilkovin je pyl (Gruna et al., 2020).

Mnozstvi bilkovin v potravé ovliviiuje zakladni imunokompetenci vcel, jejich
mnozstvi tuku v téle a aktivitu glukozo-oxidazy, jez se podili na sterilité¢ potravy, nebo

snizuje mnozstvi choroboplodnych zarodka (Alaux et al., 2010).

2.1.7.1 Pyl
Pyl je nakysld aZ nahotkla latka dle pivodu. Ma ptiznivé GC€inky na lidsky

organismus a je nepostradatelnou slozkou ve vyzivé véel (Titéra, 2017).

Hlavni potravou v¢eliho plodu je mateti kasic¢ka, od téetiho dne stafi larvicky se
do ni vSak pfidava pyl spolecné s medem. Pro optimélni vyzivu plodu je dilezité, aby
byly v krmné kasi zastoupeny vSechny potiebné aminokyseliny. Proto véely pii sbéru
pylu na rozdil od nektaru déavaji ptrednost rGznosti pfed kvantitou. To znamend, Ze
preferuji méné vydatné a vzdalenéjsi zdroje pro zpestieni stravy svych potomki. Vcela
pottebuje bilkoviny pfedevSim pro stavbu téla a tedy vyzivu plodu. Plod neni pfimo
krmen pylem. Nasbirany pyl je nejprve ulozen v plastech, kde probiha jeho fermentace.
Takto upraveny pyl konzumuji mladé véely, které vyuziji bilkoviny z pylu K tvorbé
proteinové krmné kase pro krmeni véelich larev. Vitaminy ziskavaji vcely z pylu, stejné
jako zivotné dulezité mineraly a stopové prvky. Nékteré mineraly jsou pokryty i ze zdroje
vody (Gruna et al., 2020).
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Obrdzek 2: Kvetovy pyl (zdroj: www.foxhoundbeecompany.com)

2.1.7.2 Nektar

Dalsi nedilnou soucasti potravy vcel je nektar. Jedna se o vodny roztok ptirodnich
cukrt, které vylucuji rostliny. Nektar je vyluCovany rostlinnymi organy nazyvané
nektarie (obrazek 3). Toto pojmenovani ziskaly diky $védskému prirodovédci a 1ékafi
Carlu von Linné. Nektar byva vyluCovan drobnymi trhlinami, nebo ptes povrchovou
blanu nékterych bunék nektarii (Haragsim, 2013).Nektarie muzeme rozd¢lit dle umisténi
na kvétni a mimokvétni (Haragsim, 2013). Vcely sbiraji nektar pfevazné z kvétnich
nektariich (Haragsim, 2013). Pro vcelstvo je nektar pfedevsim zdrojem cukrii a vody
(Gruna et al., 2020). Krom toho byvaji v nektaru v malém mnozstvi pfitomny také
bilkoviny, vitaminy, mineralni latky, barviva a aromatické latky. Nektary vSak také
obsahuji Sirokou Skélu stopovych slozek, z nichZ nékteré ovliviiuji jejich atraktivitu (Afik

et al., 2008).

Nektarie hmyzosnubnych rostlin jsou umistény za ucelem opyleni, tak, aby se
vcely, jdouci za nektarem dotkly prasnikli a byly popraseny pylem. Nésledné se vcely
dotknou blizny, ¢imz se na ni nalepi samci pohlavni buniky rostlin, pylova zrna (Stoklasa,

1975).
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Obrdzek 3: Nektar u rostliny druhu kamélie (zdroj:www.wikipedie.org)

Obsah vody v nektaru je mezi 15-95%, v praméru obsahuje 40% cukrii. Vcely
malo 1aka nektar tids$i nez 15% cukru. Z cukrli v nektaru pfevlada predevSim sachardza,
glukoza, a fruktéza a v rizném poméru. V malém mnoZstvi jsou obsaZeny mineralni
latky, z kyselin se Casto vyskytuje kyselina jable¢nd, vinnd, jantarova, Stavelova a
citrobnova. Dale jsou v nektaru obsazeny pryskyfi¢né latky, aromatické silice, terpeny,
které mu dodavaji specifickou chut. Ph nektaru se pohybuje mezi 2,7 - 6,4. V nektaru

jsou obsaZeny 1 pevné ¢astice jako pylova zrna a buniky rostlinnych tkani (Pocuch, 2020).

2.1.7.3 Medovice

Medovice je tekutina pochazejici z lykovych pletiv rostlin. Na povrch ji ale
nevylouci rostlina sama jako je tomu u nektaru, nybrz hmyz, tzv. producent medovice.
Mezi producenty medovice patfi nejcastéji msice (Stoklasa, 1975). Msice perforuje
rostlinné pletivo a vysava z rostlin floémovou mizu, z niz spotfebovava zejména
bilkovinnou slozku, a ptebytecné sladké stavy vypousti na povrch rostlin (jehlic¢i, listy)
ve formé kapek medovice. Na medovici ¢ekaji mravenci a veely, aby si ji odnesli do sidla
svych spoleCenstev — mravenist’ a ala (Dupal et al., 2015). Medovicové medy jsou
zejména medy lesni. Na rozdil od nektaru v¢ela medovici ziskava druhotné (Stoklasa,

1975).

Medovici tvofi i nékteré houby, zejména PaliCkovice nachova, ktera tvofi
medovici stejného slozeni jako od msSic. Kromé& cukri medovice obsahuje i

aminokyseliny, organické kyseliny, vitaminy a mineralni latky (Stoklasa, 1975).
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2.1.7.4 Propolis

Propolis je smés latek, které vcely pouzivaji k obran¢ Ulu. Tato ochrana se tyka
vyplnéni dutin ve sténach ulu, omezeni vstupu v chladnych dnech a také mumifikovani
zadanych vettelct, ¢imZ se zabrani jejich rozkladu (Bogdan, 2008). To vysvétluje, pro¢

je propolis také znamy jako vceli lepidlo (Zabaiou et al., 2017).

Slovo propolis je feckého piivodu a znamené predmésti nebo také obrana meésta
(Wagh, 2013). Diskuse o puvodu propolisu probihaly jiz od starovéku. Objevily se
pochybnosti o tom, zda jeho piivod pochézi z rostlin nebo véel. V dnesni dobé¢, s rozvojem
analytickych technik, je znamo ptiblizné slozeni propolisu a faktory, které jej ovliviiuji

(Bogdan, 2008).

Obrazek 4: Propolis v ulu (zdroj: Abalg)

Véely sbiraji pryskyfice z pupentl, exsudati a dalSich ¢asti rostlin, misi je s
vlastnimi slinnymi enzymy a v¢elim voskem, ktery vytvati propolis (Sforcin a Bankova,
2011; Schnitzler et al., 2010). V riznych kontinentech a regionech se propolis lisi
slozenim. Je tomu tak z divodu rtiznych rostlinnych zdroji. I kdyz ma propolis jiné
chemické slozeni, ma podobné aktivity, jako jsou antibakteridlni, protiplisiové,
Ramanauskiené, 2011; Franchin et al., 2019). Propolis neobsahuje latky nezbytné pro
metabolizmus jednotlivych véel. Ma vSak velky vyznam pro imunitu véelstva (Gruna et
al., 2020). Tim, ze ma propolis antibakterialni Gi¢inky, je v€elami vyuzivan k dezinfekci

stén ula a plastt (Morrisonova, 2014).

Dosud bylo jako slozky propolisu identifikovano vice nez 180 sloucenin,
predevsim polyfenoli. Hlavnimi polyfenoly jsou flavonoidy, doprovdzené fenolovymi

kyselinami a estery. DalSimi slou¢eninami v propolisu jsou tékavé oleje a aromatické
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kyseliny (5-10 %), vosky (30—40 %), pryskyfice, balzamy a pylova zrna, ktera jsou
bohatym zdrojem zakladnich prvkid, jako je hoicik, nikl, vapnik, Zelezo a zinek

(Dobrowolski et al., 1991).

2.1.7.5 Mateii kasicka

Mateii kasSicka je Zlutobily a kysely sekret hypofaryngealnich a mandibularnich
zlaz vcelich kojenct pouzivany ke krmeni mladych larev délnic béhem prvnich tfi dnti a
celého Zivota vcelich matek. Je jednim z nejoceniovanéjsich ptirodnich produkti, ktery se
v riznych ¢astech svéta jiz dlouhou dobu pouziva predevsim v tradicni medicing, zdravé
vyzive a kosmetice. Je také nejstudovangj§im véelim produktem zaméfenym na odhaleni
jeho bioaktivit, jako jsou antimikrobidlni a antioxidacni ucinky. Bézné se pouziva
k doplnéni 1é¢by riznych onemocnéni, véetné rakoviny, cukrovky, kardiovaskularnich

chorob a Alzheimerovy choroby (Ahmad et al., 2020).

Obrdzek 5: Vyvijejici se larvy obklopené materi kasickou (zdroj: Waugsberg)

2.1.7.6 Voda
Voda je velmi podstatnou soucasti vyzivy vcel. V¢elstvo potiebuje dostatek vody
k vyzivé plodu, ke zpracovani pylu, fedéni ulozenych zasob a udrzeni optimalni teploty

a vlhkosti v ulu (Astolfi et al., 2021).

V alu véely nevytvaii velké zasoby vody z divodu jednoduché dostupnosti
Vv okolni krajing€. Funkci shromazd’ovani vody v Glu maji vcely 1étavky. Jedna se o vcely,
jejichz povinnosti je pfinaset vodu do tlu. Kazdy den nanosi pouze mnozstvi vody, které
odpovida aktualni spotiebé vcelstva. V obdobi nektarové snliisky byva spotieba vody

uplné pokryta vodou obsazenou v rostlinném nektaru (Gruna et al., 2016).
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V letnich mésicich je znacné mnozstvi vody spotfebovano za ucelem
ochlazovani ulu. K tomu dochazi tak, ze véely mavaji kiidly a odpatuji kapky vody, aby
snizily teplotu v ulu. Z tohoto divodu potiebuji vcely staly piistup k Cerstvé vodé

(Morrisonova, 2014; Gruna et al., 2016).

Obrazek 6: Vcela Cerpajici vodu, kterou po sléze dopravi do ulu (zdroj : www.nkz.cz)

2.2 Nemoci vcel

Nemoci vcel jsou zdvaznym problémem pro veelaie po celém svété. Mohou mit
vyznamny dopad na zdravi a produktivitu v€elich kolonii a nakonec vést k celkovému
zhrouceni kolonie. Existuje mnoho riznych nemoci, které mohou ovlivnit vcely
medonosné, zpusobenych bakteriemi, viry, houbami a parazity (Hristov et al., 2020).
Naptiklad viry jsou vSudypiitomné prakticky ve vSech forméch Zivota, kde predstavuji
potencidlni hrozbu pro zdravi organismu. To plati i pro viry nalezené ve v€elach. Vétsina
z téchto vird byla ptvodné objevena u vcel medonosnych, bud prosttednictvim

symptomu, nebo nemoci spojeni s jinou infekci (Yafiez et al., 2020).

Mnoho nemoci v€el ma témét globalni rozsifeni a prevence je dileZitou soucasti
managementu vcelstev (Martinello et al., 2017). V poslednich dvou desetiletich se
potykdme se zvySenymi ztratami kolonii vCelstev v oblastech s mirnym podnebim, o
nichz se predpokladd, Ze jsou z velké Ccasti zplsobeny plvodné exotickym
ektoparazitickym roztoCem Varroa destructor a virem deformovanych k¥idel, které

rozto¢ prenasi (Yang et al., 2012).

Sifeni patogenti samo o sob¢ hraje kli¢ovou roli v ohroZeni opylovaci. Kromé toho

ptenos patogent z véel medonosnych na jiné druhy vcel tento pokles zvysuje (Nanetti et
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al., 2021). Raznorodé¢ patogeny snizuji odolnost véel medonosnych potiebnou k udrzeni

véelstev, zejména v zim¢ (Burritt et al., 2016).

K pienosu patogenti mezi véelami mize dochazet riiznymi cestami: horizontalné
(prostiednictvim kvétin, pylu, predace nebo piimym kontaktem), vertikdln¢ nebo
sexualné (Cilia a Forzan, 2022). Pti vyskytu néjakého z véelich onemocnéni véelafi
mohou piijmout opatieni k prevenci a 1écbé nemoci vcel, vCetn¢ praktikovani spravného
managementu ulli, pouzivani chemického oSetfeni a poskytovani zdravé stravy svym
vcelam. Kromée toho védci studuji zptisoby, jak vyvinout odolné;jsi populace vcel a snizit

dopad onemocnéni na tyto dilezité opylovace (Martinello et al., 2017).

Myslenka probiotik pro vcely jako slibného nastroje ke zlepSeni jejich zdravi je
Siroce diskutovana. Znalost pfirozené stfevni mikrofloéry poskytuje piilezitost vytvorit
Sirokou strategii pro vitalitu véel, v€etné vyvoje modernich probiotickych piipravki k
pouziti namisto konvencnich antibiotik, ekologicky Setrnych biocidi a prostredki
biologické kontroly (Nowak et al., 2021). Je také dilezité udrzovat zdravé a riznorodé
zdroje potravy pro véely, protoze nedostatek vyzivy miize oslabit jejich imunitni systémy

a zvysit jejich nachylnost k nemocem (Gruna et al., 2016).

2.2.1.1 Mor véeliho plodu

Mor véeliho plodu (MVP) je vysoce infekéni bakterialni onemocnéni, které
postihuje véeli larvy. Pivodcem je tyCinkovita bakterie Paenibacillus larvae, diive P.
larvae larvae (Cermak et al., 2016). Tato bakterie zptisobuje stievni infekci larev véely
medonosné, kterd je pro infikované larvy nevyhnutelné smrtelnd, jakmile se patogenu

podaii napadnout télni dutinu larvy (Genersch 2010).

Aktivni infekce vegetativnimi P. larvae jsou Casto smrtelné, vysoce pienosné a
pro kolonie nevylécitelné, ale v klidovém stavu mtize sporova forma tohoto patogenu

pretrvavat asymptomaticky po cela 1éta (Daisley et al., 2022).

K ptiznakiim M VP patii thyn mladych larev, které se nasledné proméni v hnédou,
mazlavou hmotu, ktera je snadno rozpoznatelna. Infikované larvy obvykle umiraji pred
uzavienim voskové buniky a mrtvé larvy Ize ¢asto vidét lezici na dné této buniky (obrazek

7,8), (Cermak et al., 2016).

Opatieni proti této chorobé jsou regulovana zadkonem a nejéastéji zahrnuji likvidaci

zjevné nemocnych véelstev (Alippi a Reynaldi, 2006).
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Obrazek 7: Plod ve vcelstvech napaden morem je standartné mezerovity (zdroj : Karel Vesely)

Obrazek 8: Vicka bunék s uhynulymi larvami

2.2.1.2 Paenibacillus larvae

Bakterie patiici do rodu Paenibacillus se vyskytuji v riznych prostiedich, mnoho
druhtt ma vyznam pro lidi, zvifata a rostliny. VétSina z nich se nachazi v pudé, Casto
spojena s kofeny rostlin. Mnoho druhd Paenibacillus produkuje antimikrobialni
slouceniny, které jsou uzitetné v lékatstvi nebo jako pesticidy, a mnohé poskytuji
enzymy, které by mohly byt vyuzity pro bioremediaci nebo pro vyrobu cennych

chemikalii. Né&které druhy jsou patogeny pro véely napt. P. larvae je grampozitivni,
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sporotvornd bakterie, nejniCivéjSiho bakteridlniho onemocnéni vcely medonosné

(Tsourkas, 2020).

Spory jsou ovalné, jejich povrch je hladky bez znatelnych vybézkii a jsou velmi
odolné vuci nepifiznivym podminkam, jako je teplota, tlak i dezinfek¢ni prostredky.
V ptidé mohou spory piezivat az n€kolik desitek let. Praveé tato skutecnost je spojena
s fadou problému tykajicich se tlumeni této nakazy. Spory jsou pfitomny ve vcelstvu,
které se s nimi setkalo, nebo jsou jiz vSudyptitomné. Velmi snadno se stanou soucasti ulu
a i zasob véelstva (Cermék et al.,, 2016). P. larvae je rezistentni na antibiotika, coz

komplikuje 1é¢bu (Tsourkas, 2020).
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Obrdzek 9: Spora Paenibacillus larvae (zdroj: Antonin Pridal)

2.2.1.3 Pienos MVP

MVP mize prenaset nékolika zplsoby. Nejbéznéj$i zplsob pienosu je
prostfednictvim spor, které jsou vysoce odolné vuci faktorim prostiedi a mohou
ptretrvavat ve vcelafském vybaveni, medu a vosku po dlouhou dobu. Spory se mohou
pfenaset z infikovanych larev na jiné larvy prostfednictvim kontaminované potravy a ze
vCely na vcelu, §ifeni délnicemi, které neimysIn¢ sbiraji spory P. larvae z prostiedi nebo
kontaminovanych ulti (Pohorecka et al., 2012). Pokud délnice zadrzi spory ve svém
medovém vacku, mohou infikovat vceli larvy (plod) pifi vyvraceni obsahu svého
medového zaludku (v¢etné spor P. larvae) béhem krmeni larvami. Dal§i mozny pienos je

prostfednictvim kontaminovaného véeliho vosku nebo dokonce rukou a odévii véelaili

(Hansen a Brodsgaard, 1999).
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Kdyz dojde k infekci, spory vykli¢i a zabiji véeli larvy. Bakterie zkapaliuji larvy
a produkuji viskézni tekutinu nabitou sporami. Nemoc se rychle $ifi uvniti ulu a mize

zniCit celé uly, pokud se infekce neléci (Ebeling et al., 2016).

2.2.1.4 Patogeneze

Aby se larva nakazila, musi byt vystavena potravé kontaminované sporami béhem
prvnich 36 hodin po vylihnuti larvi¢ky z vajicka (Hansen a Brodsgaard, 1999). Po poziti
mladou larvou vykli¢i spory P. larvae v lumenu stiedniho stieva larvy, kde se vegetativni
bakterie masivné mnozi, nez nakonec narusi epitel stfedniho stieva a napadnou hemocoel
(krevni prostor u hmyzu, v némz obiha u embrya krevni tekutina) (Yue et al. 2008). Touto
dobou je infikovana larva mrtva, ale P. larvae stale prospiva a zcela rozlozi mrtvou larvu
na provazkovitou hmotu tzv. pfiskvar. Jakmile dojde k ubytku organickych Zivin, P.
larvae sporuluje a vlaknita hmota vysycha v bufice plodu na vysoce nakazlivou $kalu
obsahujici spory. Tyto spory fidi ptenos P. larvae uvniti kolonie. V dal§im pribéhu
onemocnéni na urovni kolonie se stale vice larev infikuje a hyne, takze nakonec
nedostatek plodu, a tedy nedostatek potomstva vede ke kolapsu celé kolonie (Genersch
2010).

2.2.1.5 Virulence

Virulence je schopnost patogenu vyvolat onemocnéni. Hodnoceni miry virulence
nam urcéuje letalni davka (LD50). Jde o hodnotu, po niz zhyne 50 % pokusnych zvifat.
Pribéh onemocnéni MVP tedy ovliviiuje virulence, u nékterych jedincd jsou nasledky
fatalni, na n€kterych se onemocnéni nemusi projevit. To mize zplsobit potize s detekci
P. larvae. Krom této komplikace je problém s detekci také spojen s rychlosti pribéhu
onemocnéni, které je zpusobeno jednim z genotypu P. larvae (Hansen a Brodsgaard,
1999).

Nejmladsi larvy (12—36 h po vylihnuti vajicek) predstavuji nejcitlivéjsi stadium
pro spory, kdy 1 velmi nizka davka spor (stfedni letalni davka, LD50 ~9 bakterii na
larvu) je smrtelna in vitro. Mrtvé larvy se rozkladaji na typické hnéd¢, lepkavé a
castecné tekuta hmota, coz je primarni klinicky ptiznak pro diagnézu MVP (Alvarado et
al., 2013).
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2.2.1.6 Lécba a prevence

Popularni piistup v 1é€bé MVP v nekterych zemich, jako je USA, je potlaceni
klinické fdze onemocnéni doplnénymi antibiotiky, nicméné se ukézalo, Ze tato praxe vede
k bakterialni rezistenci (Eguaras et al., 2005) nebo kontaminaci vcelich produkta
(Mutinelli, 2003). Lécba antibiotiky ma vSak nékolik nevyhod. Napiiklad mnoho
divokych kment P. larvae ma antibiotickou rezistenci vi¢i oxytetracyklinu (Alippi a

Reynaldi, 2006).

V Evropské unii je vSak 1é¢ba antibiotiky zakazana z divodu moznych nalezii
rezidui antibiotik v medu, které by mohly pfedstavovat zdravotni rizika pro déti a
vyvijejici se miminka (Murray a Aronstein, 2006). Postizena vcelstva jsou Casto nicena
spalenim ulti. Antibioticka 1écba také mize zvysit Sance na plisniovou infekei v disledku
naruseni normalni rovnovahy bakterii ve vcelim stievé (Alippi a Reynaldi, 2006;
Raymann et al., 2017). NaruSeni bakterialni flory ovliviiuje obranné mechanismy véely
proti patogenum (Alippi a Reynaldi, 2006; Raymann et al., 2017).

Mezi bakteridlnimi druhy bé&zné obyvajicimi té€lo vcely patfi vytrusny
Brevibacillus laterosporus, jehoz antimikrobialni potencial je dobfe zdokumentovan.
Navzdory tomu, ze tato bakterie byla nalezena jako sekundéarni vetielec ve vcelstvech
postizenych hnilobou v¢eliho plodu zptisobenym Melissococcus pluton (White, 1912),
nedavno bylo hlaseno, Ze ma pfiznivé G¢inky na vcely a vykazuje specificky inhibi¢ni
ucinek proti P. larvae. Mechanismus vedouci k takové inhibici vSak dosud nebyl objasnén

(Alippi a Reynaldi, 2006), (Hamdi et al., 2011).

Management P. larvae je pro vcelafe hlavnim problémem, zejména kvili
omezenim spojenym s pouzivanim antibiotik v EU ve véelim spolecenstvi a rozvojem
rezistence u riznych kment P. larvae. Proto se provadéji vyzkumné studie s cilem nalézt

alternativni a G¢inné pfirodni antimikrobialni latky (Isidorov et al., 2023).

Mezi doporucena preventivnich opatfeni proti MVP patii nekupovat vcely bez
veterindrniho osvédcéeni, nepouzivat staré ramecky, neusazovat roje nezndmého ptivodu,
udrzovat potadek a provadét dezinfekci, nebrat véeldm na zimu vSechen med a ziskavat

véeli matky ziskavat z provétenych linii (Sladek a Cermak, 2016).
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2.2.1.7 Genotypy P. larvae

Pro genotypizaci a klasifikaci P. larvae bylo vyvinuto n¢kolik technik, mezi ty
nejzasadnéjsi patii polymerdazova fetézcova reakce (PCR) s repetitivnim prvkem
(Genersch et al., 2010). Repetitivni elementova PCR s enterobakterialnimi repetitivnimi
intergenovymi konsenzualnimi (ERIC) primery odhalila ¢tyii genotypy. P. larvae ERIC
I-IV, coz ukazuje, ze vysledna klasifikace koreluje s fenotypovymi rozdily. ERIC I,
celosvetove nejrozsitenéjsi genotyp, zabiji infikované larvy do 12 dnti. ERIC II, ktery je
také Casto izolovan z ohnisek moru vceliho plodu, zabiji infikované larvy do 7 dnt. Zda
se, ze ERIC III a IV nemaji vysokou epidemiologickou relevanci, ale jsou povazovany za
rychle zabijejici. Diky iidajim o genomu a proteomu o genotypech ERIC zjistujeme, jak
soucasné typizaéni schéma souvisi s riiznou virulenci genotypu (Genersch et al., 2010;

Rauch et al., 2009)

23 Med

Med je ptirodni husta sladkéd a lepkava kapalina, kterd je produkovana riznymi
druhy v¢el na svété. Produkuji jak v¢ely medonosné, tak vcely bez Zihadel (Rao et al.,
2016; Mohammed, 2022). Konkrétn¢ jde o husty viskozni roztok skladajici se z cukri,
enzymi a aminokyselin. Pfesnéji hovofime o sachardze, glukoze, fruktoze,
aminokyselinach, pylu, mineralech a glukdzo-oxidaze, ktera pfreménuje sacharézu na

jednoduchou glukézu a fruktozu a produkuje kyselinu glukonovou (Mohammed, 2022).

Slozeni, barva, viné¢ a chut’ medu zavisi predevs§im na kvétech, zeméepisnych
oblastech, klimatu a druzich vcel, které se podileji na jeho vyrobé. Vse je zaroven
ovlivnéno povétrnostnimi podminkami, zpracovanim, manipulaci, balenim a dobou

skladovani medu (Escuredo et al., 2014; Tornuk a kol., 2013).

Jde o jeden z nejcennéjsich prirodnich produktd, které lidstvo od starovéku ziskalo.
Pouziva se nejen jako nutricni produkt, ale také v tradi¢ni mediciné a jako alternativni

1é¢ba klinickych stavll od hojeni ran az po 1é€bu rakoviny (Samarghandian et al., 2017).

Vcely oceiiuji med pro jeho cukry, které konzumuji na podporu celkové
metabolické aktivity, zejména letovych svalii pfi hledani potravy, a jako potravu pro
jejich larvy. Za timto ucelem si véely dé€laji zasoby medu, aby se samy obstaraly béhem
bézného shanéni potravy i béhem chudych obdobi, napiiklad pti pfezimovani (Suarez et
al., 1996).
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Med obsahuje makro a mikroziviny, které v zasad¢ zavisi na riznych faktorech: 1) typu

vcel, 2) kvétinovém zdroji a 3) faktorech prostiedi a zpracovani (Titéra, 2006).

2.3.1 Vznik medu

Vznik medu je velmi slozity proces, ktery je zavisly na vcelstvu jako celku
(Pocuch, 2020). Med vznika sbérem a zpracovanim nektaru a medovice véelami z okolni
vegetace (Mohammed, 2022). Zakladnim stavebnim kamenem pro vznik medu je
slunecni energie, kterou zelené rostliny umi zachycovat a skladovat pro dalsi vyuziti.
Diky fotosyntéze se z vody a oxidu uhli¢itého vytvaii molekuly monosacharidu, které
rostlina dale vyuziva. Jednou z moznosti vyuziti jednoduchych cukri je jako stavebni
latka. Rostlina dokédze jednotlivé monosacharidy spojovat do fetézcii a tim tvofi tzv.
celulézu. Jiné sacharidy jsou pouzity jako zasobarny energie napi. $krob. Jednoduché

sacharidy jsou dobte rozpustné ve vod¢ a koluji v rostlin€ v cévnich svazcich (Titéra,

2006).

V¢ely sbiraji nektar z kvéti pomoci svych dlouhych trubicovitych jazyku. Nektar
je ulozen ve specializovaném organu, ktery se nachazi v biise véely. Jakmile véely
nashromdzdi dostatek nektaru, vrati se do Ulu a vyvrhnou nektar do tlamy jiné vcely.
Tento proces se nékolikrat opakuje, dokud neni nektar ¢astecné straven enzymy v tUstech
véel. Enzymy rozkladaji slozité cukry v nektaru na jednodussi cukry, které jsou snadnéji
stravitelné a skladovatelné. Dalsim krokem pfi vzniku medu je zahuStovani, respektive
odpaieni piebytetné vody z nektaru (Titéra, 2006). Nektar, ktery vcely piinesou je
nahodné ukladan do plasti, veely jej dale zpracovavaji prendSenim z buniky do buriky.
Opakovanym nasavanim a vyvrhovanim véelami tzv. tryfolaxe. Nektar obohacovan o
enzymy, zahustovan a v med dozrava pfirozenou cestou za 3 — 4 dny (Stoklasa, 1975).
Véelstvo mé dokonale zvladnutou klimatizaci svého obydli. Aktivni vyménou vzduchu,
vyuzivanim velkého povrchu a Gpravou teploty dovedou vcely odpatovat vodu ze zésob

az na pouhych 15% (Titéra, 2006).

2.3.2 Druhy medi

Med miZeme fadit do skupin podle n€kolika hledisek a jeho ¢lenéni je oSetteno

ve vyhlasce ¢. 76/2003 Sb.
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Jednim z hledisek pro rozdéleni medu je jeho zpracovani: v souc¢asné dob¢ je nejvice
medu ziskavana pomoci vytaceni, kdy na med v plastech ptisobi odstfediva sila. Také
existuje med, ktery se piimo v plastech prodava, nazyva se med plasteckovy. Je
popularni piedevsim v USA. Dalsim druhem medu je med lisovany, ktery vcelati
ziskavaji vytlaovanim medu z pléastd. Lisovani bylo dfive nejrozsifenéjsim zptisobem
ziskavani medu; po zavedeni medometu se vSak od n¢j témef upustilo. V normé je také
uveden med filtrovany, jedna se o med, ktery ma snizeny obsah pylovych zrn, a také
med pastovany, u kterého byla technologicky podpotena krystalizace (Gruna et al.,
2016).

Dal$im zptisobem déleni medt je déleni dle piivodu. RozliSujeme med kvétovy,
medovicovy. Kvétovy med produkuji véely z nektaru kvét, medovicovy med se
ziskava ze sekret zivych ¢asti rostlin nebo vymeéskli hmyzu sajiciho rostliny na zivé
¢asti rostlin. U téchto druhti se velmi 1isi chemicka slozeni (Prodolliet a Hischenhuber,
1998). Jedna se o obsah riznych aromatickych latek, éterickych oleju, barviv,
organickych kyselin a enzymi. VSechny tyto aspekty maji vliv na konzistenci medu,

chut’, barvu, vini i vzhled (Ptidal, 2020, s. 101).

2.3.2.1 Kvétové medy

Kvétové medy jsou slozeny vyhradné z nektart kvéta (obrazek 10). Mezi nektarové
(kvétové) medy patii medy z ovocnych stromi, akatové medy, viesové, fepkove, lipové
nebo slunecnicové. Jsou to medy svétlé a pomérné rychle krystalizuji (Gruna et al.,
2016).

Obrdzek 10: Kvétovy a medovicovy med (zdroj : vcelky.cz)
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2.3.2.2 Medovicové medy

Parazité¢ jako mSice a ¢ervi napadaji listi stromd, z nichz ziskavaji glukézu,
fruktozu a sacharozu. Sachardzu vyuZiji pro vlastni potieby a glukdzu a fruktézu
vylouéi. JelikoZ je tento roztok velmi sladky véely ho sbiraji (Sefik, 2014). SloZeni
medovicového medu a kvétového je velmi rozdilné. Medovicové medy jsou tmavsi
(obrazek 10), obsahuji vice prospé$nych slozek a ma sva chut'ova specifika.

Medovicovy med nekrystalizuje tak brzy jako med kvétovy (Gruna et al., 2016).

2.3.3 Ziskavani medu

Ziskavani medu zacind vyjmutim ramka z 0lu. Je velmi dilezité smést vcely,
pouziva se k tomu vcelaisky smetacek, ktery ma mekké $tétiny a véelam tak nemiize
ublizit. K vyjmuti medu je nutné odvickovat plasty. V¢eli medova vicka jsou tvofena
voskem s pfimési medu a propolisu, pod nimi se ukryva med. Je tomu tak, protoze jakmile
véela pfeméni nektar na med, zavickuje bunky medovych plasti. K tomu se vyuziva
pomucka s ndzvem odvickovaci vidlicka ¢i odvickovaci ntiz. Po odvickovani plasta se
ramky vkladaji do medometu (obrazek 11), ktery z buné¢k dostane med (Morrisonova,
2014). Medomet funguje na principu odstiedivé sily. Ramky se v ném otaci a odstiedivou

silou z nich vylétava obsazeny med (Gruna et al., 2016).

Obrazek 11: Ru¢ni medomet (zdroj: jahan.cz)

2.3.3.1 Cisténi medu

Cisténi medu se tykéa procesu odstrafiovani jakychkoli necistot nebo cizich latek,
které mohou byt piitomny v medu, jako je vosk, pyl nebo zbytky. Ugelem ¢&isténi medu
je zlepsit Cirost, barvu a chut’ medu a prodlouzit jeho trvanlivost (Snowdon a Cliver,
1996).
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Existuje nckolik metod ¢isténi medu, vcéetné pasirovani, filtrovani a
odstted’ovani. Scezeni zahrnuje pouziti sita nebo tenkd k odstranéni velkych ¢astic z
medu, zatimco filtrovani zahrnuje priichod medu pies jemnou sitku nebo papirovy filtr,
aby se odstranily mensi Castice. Odstfed’ovani je pokrocilejsi metoda, kterd zahrnuje
stiCeni medu vysokou rychlosti, aby se oddélil od jakychkoli pevnych Ccastic

(Subramanian et al., 2007).

Dilezitym aspektem, ktery je nutné si uvédomit, ze zatimco ¢isténi medu muze
zlepsit kvalitu medu, miize také odstranit nékteré prospésné slouceniny piirozené se
vyskytujici v medu, jako je pyl a propolis. Z tohoto diivodu nékteti lidé preferuji surovy

med, ktery nebyl ¢istén ani zpracovan (Snowdon a Cliver, 1996).

2.3.3.2 Skladovini medu

Skladovani medu je dilezitym aspektem zachovani kvality a Cerstvosti produktu.
Spravné skladovani miize pomoci zachovat chut, viini a nutri¢ni hodnotu medu a zabranit
jeho kontaminaci nebo zkaZeni. Pti skladovani medu je dilezit¢é uchovavat ho na
chladném a suchém mist¢, mimo piimé slunecni svétlo a zdroje tepla. Vzhledem k tomu
7e je med hygroskopicky, mohl by piijimat vodu z okolniho prostfedi (Sef¢ik, 2014).
Vystaveni teplu a svétlu mize zpisobit rozpad medu a ztratu chuti a zivin. Med by mél
byt skladovan maximalné do teploty 20°C. Vyssi teplota miize v dlouhodobém ¢asovém
horizontu zpusobit znehodnoceni medu z hlediska kvality a obsahu prospé$nych latek
(Gruna et al., 2016).

2.3.4 Zpracovini medu
2.3.5 Zahiivani a dekrystalizace

Vétsina druhit medu jsou presycené roztoky sacharidi, v disledku ¢ehoz podléhaji
krystalizaci. Krystalizace je fyzikalni proces, kdy dochazi k pfechodu z ¢irého roztoku do
neprithledné pastovité konzistence nebo do uplného ztuhnuti (Gruna et al., 2016).
Krystalizace medu je pfirozeny proces, ktery neovliviiuje kvalitu medu a uz vibec
nezpusobuje snizeni kvality. Aby se zabranilo nebo odstranilo krystalizaci medu, je
tepelné€ zpracovan a zkapalnén; to vSak vede ke sniZeni aktivity gluk6zooxidazy 1 vSech
ostatnich enzymu pfitomnych v medu. Pfi teploté do 55°C je enzym GOD stabilni, jeho

aktivita kolisa jen nepatrné, pti 55-70°C aktivita enzymu klesa (Kretavicius et al., 2010).
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Zahiivani nejen usnadiiuje zpracovani staceni snizenim viskozity medu, ale také snizuje
obsah vody v medu, aby se zabranilo kvaseni, a oddaluje granulaci zni¢enim velkych

cukernych jader (Singh a Singh, 2018).

2.3.5.1 Techniky ztekucovani medu

Ztekucovani medu je proces premény zkrystalizovaného medu zpét do tekutého
stavu. Med muze krystalizovat vlivem zmén teplot, podminek skladovani nebo
piirozenych vlastnosti samotného medu. Zkapalnéni mize usnadnit pouziti medu a miize

obnovit jeho texturu a konzistenci (Gruna et al., 2016).

Nejbéznéjsi technikou pouzivanou pro ztekucovani medu je konvekéni metoda,
Ktera spociva v umisténi nadoby na med do termostatu vyhtivaného vzduchem nebo
vodou. Pro uplné rozpusténi krystali se takovy med zahfivd na pfedem nastavenou
konstantni teplotu az né€kolik dni, zalezi na objemu sudu a mnozstvi medu. Pfi pouziti
metody ke zkapalnéni medu je dulezité vyhnout se zahiivani medu nad 40°C. Tato teplota
je povazovana za horni hranici pro zachovani chuti a nutri¢nich vlastnosti medu. Proces
muze trvat nékolik hodin v zavislosti na mnozstvi zkapalnéného medu a rozsahu
krystalizace. Ztekucovani za¢ina od stran nadoby a postupuje smérem ke stiedu, protoze
med se nejprve zahiiva na sténach a teplo se pohybuje smérem ke sttedu. Jiz roztekly med
je dale zbyte¢né zahiivan, coZ je plytvani energii a které inaktivuje vySe uvedené enzymy

a zvysuje obsah hydroxymethylfurfuralu (Kretaviéius et al., 2010).

Dalsi metodou zteucovani medu je Setrné zahtati v teplé vodni lazni. Jedna se o
umisténi nadoby s medem do vétsi nddoby s teplou vodou a postupné ohtivani, dokud se

krystaly nerozpusti, opét dodrzujeme teplotu do 40°C (Gruna et al., 2016).

2.3.6 Filtrace medu

Filtrace je technologicky proces, ktery probihd za pfitomnosti podtlaku a vyssich
teplot. Tyto teploty velmi Casto piesahuji 50°C, zavisi vSak na zvolené metodice. Hlavnim
divodem filtrace je zastaveni procesu krystalizace a odstranéni drobnych necistot
(Wilczynska, 2014). Filtrace vyzaduje zvysené tepelné oSetfeni, z tohoto divodu ji
fadime mezi metody, které jsou k medu nejméné Setrné. Diky filtraci je z medu mozné
odstranit pyl, vzduchové bubliny ¢i ¢astice v medu rozptylené apod. Filtraci jsme schopni

Z medu odstranit i pylova zrna o velikosti mensi nez 200pum (Gruna et al., 2016).
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2.3.7 Pastovaini medu

Jednd se technologii zpracovani, kdy se za co nejkrat$i ¢asovy usek snazime
zkrystalizovat tekuty med. Chceme docilit tvorby krystalkt. Pro pastovani jsou vhodné
medy, které nemaji obsah vody vys$i nez 19%. Existuji dva zplsoby jak docilit
pastovaného medu. Tim prvnim je michani nativniho tekutého medu, ktery je naockovan
medem krystalickym. Timto zplisobem uvedeme med do polotekutého skupenstvi a
nékolik dni obCasné promichavame. Dochazi k naruseni vazeb. Med za¢ne krystalizovat
do velmi malych krystalll a tak dosdhneme krémové konzistence. Druhym zplsobem je
drceni jiz zkrystalovaného medu, opét dojde k naruseni struktur a znikd jemna, bila,

krystalicka pasta (Gruna et al., 2016).

Obradzek 12: Pastovany med (zdroj: medczech.cz)

2.3.8 VysuSovani medu

VysouSeni medu je proces odstranovani piebytecné vlhkosti z medu, aby se
prodlouzila jeho trvanlivost a zabranilo se kvaseni. Obsah vlhkosti medu se miize liSit v
zavislosti na faktorech jako je zdroj nektaru, klima a zptsoby zpracovani. Med s vysokym
obsahem vlhkosti se mlZe snadno zkazit a mlZe téZ podporovat rist Skodlivych

mikroorganismt (Kwakman et al., 2010).

Existuje n€kolik metod vysouSeni medu, véetné ptirozeného suseni na vzduchu,
odstfedivé sily a vakuového suseni. Pfirozené suseni na vzduchu spoc€iva v roztirani medu
v tenkych vrstvach a nechani ho ptirozen¢ uschnout za kontrolovanych podminek teploty

a vlhkosti. Odstrediva sila spociva v to€eni medu v stroji, aby se oddé€lila vlhkost od
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medu. Vakuové suseni spoc¢iva v umisténi medu do vakuové komory a nasledném pouziti

nizkého tlaku k odpafeni vlhkosti (Al-Waili et al., 2011; Kwakman et al., 2010).

2.3.9 Chemické sloZeni medu

Mezi chemické slozky medu patii cukry, polyfenoly, flavonoidy,
hydroxymethylfurfural, peroxid vodiku, methylglyoxal, proteiny, enzymy, vitaminy,
mineraly a lipidy (Mohammed, 2022). Obecné plati, ze ¢im je med tmavsi, tim vyssi je
jeho obsah fenolti a jeho antioxidac¢ni sila (Lourdes Gonzalez-Miret et al., 2005), (Nozal
et al., 2005). Vétsina medi na svété ma stejné nebo podobné fyzikalnich vlastnosti a

chemického slozeni (Ranneh et al., 2021).

2.3.9.1 Cukry

Cukry zaujimaji 95-99% susSiny medu, jsou tedy nejvice zastoupenou slozkou
medu. Hlavni podil tvofi monosacharidy — glukéza, fruktéza. Pievaha jednoduchych
cukrl a zejména nadmérny obsah fruktézy ovliviiuje fyzikalni a nutricni charakteristiky
medu (Pocuch, 2020). Nejvice identifikovanymi disacharidy jsou maltoza, maltuldza,
turan6za, sachar6za, nigeroza, zatimco nékolik trisacharidd, jako je erlosa, centoza,

isomaltotrios, pandza, psopanosa a ketdza, se vyskytuje v malém mnozstvi (Ranneh et al.,
2021).

Mezi nejcastéjsi trisacharidy patfi melocitdza. Sklada se z glukdzy, fruktozy a
dalsiho cukru zvaného galaktoza. Pritomnost melizitdzy v medu miiZe byt problematicka
z nékolika divodl. Jeji pfitomnost miiZze zplsobit, Ze med krystalizuje rychleji a ma
hrubsi strukturu nez jiné druhy medu. To mlze zplsobit, Ze med bude méné¢ atraktivni a

méné prodejny pro spotiebitele (Gruna et al., 2016).

2.3.9.2 Bilkoviny

Dals§i vyznamnou slozkou medu jsou bilkoviny. Obsah bilkovin v medu se
pohybuje zhruba mezi 0,2-0,5 % ve formé enzymi a volnych aminokyselin. Obecné se
celkové mnozstvi volnych aminokyselin v medu pohybuje piiblizné¢ mezi 10 a 200

mg/100 g medu prolin pfispiva 50 % z celkového mnozstvi aminokyselin (Iglesias et al.,

32



2004). V medu muzeme tak najit a-alanin i p-alanin. Kromé téchto dvou izomert byla ve

vzorcich medu identifikovana kyselina G-aminomaselna a ornitin (Hermosin et al., 2003).

2.3.9.3 Enzymy

Na rozdil od jinych sladidel obsahuje med rizné aktivni enzymy, které hraji
kli¢ovou roli v jeho biologické funkci. Zdrojem téchto enzymt je pravdépodobné nektar,
véela nebo mikroorganismy v medu (Alvarez-Suarez et al., 2013). Enzymy se podileji
na metabolismu sacharidd patii mezi né: diastaza (amylaza), invertaza (sacharaza),

glukosidaza, gluk6zooxidaza a katalaza (Babacan et al., 2002; Pontoh a Low, 2002).

I kdyz se invertdza podili na katalyze sachardzy a na jeji slozku v medu, malé

mnozstvi sacharézy mize byt ptitomno i v kone¢né fazi zrani medu (Ball, 2007).

Funkci diastazy je rozkladat chemické vazby ve Skrobu a hlavné v maltoze, 1 kdyz
Skrob neni detekovan v zddném vzorku medu. Pivodni funkce diastdzy v medu tedy
zUstava nejasna, nicméné bylo vyvinuto jen malo metod k méteni diastazy jako indikatoru
kvality medu, kde je kvalita medu pozitivné tmérna mnozstvi diastazy (Ball, 2007;
Popek, 2002).

Pokud jde o proteolytické enzymy medu, tedy enzymy, které §tépi bilkovinné
struktury, je znamo, ze véely pouzivaji tfi endopeptidazy stfedniho stfeva (trypsin,
chymotrypsin a elastdzu) a exopeptidazu leucin-amino-peptidazu k traveni bilkovin

z potravy (Burgess et al., 1996).

2.3.9.4 Lipidy
Mnozstvi lipida ve vétsin€ vzorkli medu je zanedbatelné kolem 0,002 %. Rostliny
a vosk se podileji predevsim na vystupu riznych lipidovych sloucenin ve formé kyselin,

jako je kyselina palmitova, olejova, miristova a linolova (Alvarez-Suarez et al., 2010).

2.3.9.5 Vitaminy a minerdaly
Profil minerald a vitamint v medu se 1i8i podle druhového sloZeni a geografického

puvodu, ptedstavuje 0,2-0,5 % suSiny medu. Piestoze esencialni mineraly a prvky jsou v
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medu stopové, lidské télo je potiebuje k dokonalému provedeni nékolika biologickych

akci (Bogdanov et al., 2007).

Draslik a sodik tvofi vétSinou 80 % celkovych mineralil, zatimco Zelezo, méd’ a mangan

jsou vzacné (De Oliveira Resende Ribeiro et al., 2014).

2.3.10 Antimikrobidlni aktivita medu

Lécivé latky a antioxidanty obsazené v medu chrani vcely pied vétSinou bakterii
a dalsimi nepfiznivymi vlivy (Titéra, 2006). Pravé diky hojn¢ zastoupenym
antioxida¢nim latkdm jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, glukézo-oxidaza,
katalaza, kyselina askorbové, derivaty karotenoidu, organické kyseliny, aminokyseliny a
bilkoviny, je vhodny jako preventivni latka proti riznym nemocem, jako je rakovina,
kardiovaskularni onemocnéni, zanétlivd onemocnéni, neurologicka degenerace, hojeni

ran, infekéni onemocnéni a starnuti (Yilmaz a Aygin, 2020).

Flavonoidy (kaempferol, katechin a kvercetin) a fenolové kyseliny (kyselina
protirakovinnou aktivitou. Hlavnimi navrhovanymi mechanismy protirakovinné aktivity
medu a jeho slozek jsou antioxida¢ni, apoptotické, nadorové nekrotické faktory

-----

(Waheed et al.,

2019).

2.3.10.1 Glukézooxidaiza

Glukdza oxidaza (GOx) je enzym, ktery se piirozené vyskytuje v medu. Jde 0
oxidoreduktazovy enzym s mnoha dulezitymi llohami v biologickych procesech. Je Casto
oznacovan za ,,idealni enzym® pro svij rychly mechanismus t¢inku, vysokou stabilitu a

specificnost (Bauer et al., 2022).

Katalyzuje preménu glukoézy na kyselinu glukonovou a peroxid vodiku.
Pfitomnost GOx v medu je jednim z faktort, které pfispivaji k antibakteridlnim
vlastnostem medu, protoze peroxid vodiku mize inhibovat rust bakterii (Kwakman a

Zaat, 2012). V soucasné dob¢ je znamo, ze GOX produkuji pouze houby a hmyz (Bauer
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et al., 2022 ;White Jr. a Subers, 1964). GOx je vylu¢ovan z podhltanové zlazy vcely do

nektaru béhem procesu zrani medu (Kretavicius et al., 2010).

Mnozstvi gluk6zooxidazy v medu se vSak miize liSit v zavislosti na raznych
faktorech, jako je typ kveétového nektaru, ktery vcely sbiraji, a podminky skladovani
medu. V pribéhu Casu se gluko6zooxiddza miize stit méné aktivni nebo dokonce
neaktivni, coz mize vést ke sniZeni antibakterialnich vlastnosti medu (Kwakman a Zaat,

2012).

Neékteré vyzkumy navic naznacuji, ze glukézooxiddaza muze mit potencial jako
piirodni konzervant potravin, protoZze miize pomoci inhibovat rust bakterii a prodlouzit
trvanlivost nékterych potravin (Gruna et.al,2016). Stoji za zminku, ze n¢ktefi lidé mohou
byt alergicti na gluk6zooxidazu nebo jiné slozky medu a po konzumaci medu se u nich
mohou objevit ptiznaky jako koptivka, svédéni nebo potize s dychanim (Kwakman a
Zaat, 2012).

2.3.11 Hydroxymethylfurfural

Hydroxymethylfurfural je  organicka slouCenina znama jako  5-
hydroxymethylfurfural (HMF) vznikd z redukujicich cukri v medu a rdznych
zpracovanych potravinach v kyselém prostredi, kdyz jsou zahtivany Maillardovou reakci
(Fallico et al., 2004). Jedna se o neenzymatickou reakci mezi redukujicimi sacharidy nebo
produkty jejich degradace s aminokyselinami, nebo bilkovinami v potravinach (Martins
et al., 2000). Kromé& zpracovani medu ovliviwuji tvorbu HMF i podminky skladovani a
HMF se stalo vhodnym ukazatelem kvality medu (Fallico et al., 2004).

Pomérné zdvaznym problémem, ktery vznika pti zahfivani medu, je tvorba HMF
beéhem procesu stépeni fruktézy. HMF je toxicky a rakovinotvorny (Michail et al., 2007),

proto je uveden ve vSech medovych normach a pouziva se pii regulaci kvality medu.

Zvysené koncentrace HMF v medu signalizuji piehtati, skladovani ve Spatnych
podminkach nebo stafi medu. Jak Komise pro Codex Alimentarius (Alinorm 01/25,
2000), tak Evropska unie (smérnice EU 110/2001) stanovila limit HMF v medu na 40
mg/kg s nasledujicimi vyjimkami. Med pochdzejici ze zemi nebo oblasti s tropickymi
teplotami mohou obsahovat az 80 mg/kg naopak medy s nizkym obsahem enzymu

maximalné 15 mg/kg pro med s nizkym obsahem enzymi (Zappalaa et al., 2005).
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2.3.12 Fyrzikalni a chemické poZadavky na med podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. a

normy Cesky med

Tabulka 1: Fyzikalni a chemické poZadavky na med podle vyhldsky (zdroj : Vcelarstvi, svazek Ill.)

Druh medu _ Norma
Pozadavek kvétovy | medovicovy pekartsky Cesky med PN
(pramyslovy) CVS 1/1999
60 45 - -
Soucet obsaht fruktozy a
glukozy (% hmot.nejménce)
5 5 - 5
Obsah sacharozy ( %
hmot.nejvyse)
20 20 23 18
Obsah vody ( %
hmot.nejvyse)
50 50 80 -
Kyselost ( mekv/kg nejvyse
40 40 - 20
Hydroxymehylfurfural
(mg/kg nejvyse)
Obsah ve vodg 0,10 0,10 - -
nerozpustnych latek (%
hmot.nejvyse)
Nejvyse Nejméne - -
Elektricka vodivost(mS.m*) 80,0 80,0
8,0 8,0 - bez vyznamnych
Aktivita diastazy (stupni rozdild
podle Schadeho nejméng)

Pozn. Hodnoty uvedené v tabulce znaci pozadavky na med, které kazdy vzorek musi

splilovat, aby nebyl oznacen za poruseny.

V soucasné dobé se snazi Evropska komise o zptisnéni analyzy medi, aby se dafilo

1épe odhalovat porusené¢ medy. V soucasné dobé je velkym problémem zbytkové

mnozstvi antibiotik pfitomnych v medu. Pfitomnost ATB je zptisobena lécbou MVP

Vv zahrani¢i. V souvislosti s porusovanim kvality medu se cesti vcelafi fadi mezi ty

nejspolehlivéjsi (Gruna et al., 2016; Vyhlaska 1999 — Cesky med).
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2.4  Minimadlni inhibi¢ni koncentrace

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je méfitkem tc¢innosti antimikrobialniho
antibakterialniho ¢inidla vyjadiena v ug/ml, ktera za pfisné kontrolovanych podminek in
vitro zcela zabranuje viditelnému rdstu testovaného kmene organismu (Kowalska-
Krochmal a Dudek-Wicher, 2020). Hodnoty se pouzivaji napt. ke stanoveni citlivosti
bakterii na Iéky (Wiegand et al., 2008).

Testovani MIC se bézné pouziva v mikrobiologii a klinickych laboratofich k ur¢eni
nejucinnéjsiho antibiotika nebo antimykotika pro pouziti pti 1écbé infekce zplisobené
konkrétnim mikroorganismem. Pomaha urcit vhodné davkovani antibiotika a délku lécby

potiebnou k u¢inné eliminaci infekce (Andrews, 2001).

2.5 Minimalni baktericidni koncentrace

MBC je minimalni koncentrace antibiotika, ktera zabiji inokulum a mutze byt
stanovena z testii MIC fedéni bujonu subkultivaci na agarovém médiu bez antibiotik
(French, 2006). Ve studiich usmrcovani v ¢ase je MBC minimalni mnozstvi antibiotika,
které ve standardnim testu vede k > 99,9% snizeni pocate¢niho inokula béhem 24 hodin.
Cinidlo je obvykle povazovano za baktericidni, pokud MBC neni vice nez étyfnasobek

MIC (French, 2006).

Stanoveni baktericidni aktivity poskytuje pfilezitost odhalit moznou toleranci K
1éktim, které by se normalné povazovaly za u¢inné proti testovanému druhu a mohly by
vést ke klinickému selhani (Yue et al., 2008). Stanoveni MBC se normalné provadéji proti
kulturdm v logaritmické ristové fazi; pfi klinickych infekcich mohou organismy rust
pomaleji a za téchto podminek mulze byt baktericidni aktivita nékterych agens sniZena

nebo ztracena (Kim a Anthony, 1981), (Eng et al., 1991).

Obecné plati, Ze ¢inidla, kterd narusuji bunécnou sténu nebo bunéénou membranu
nebo interferuji s esencidlnimi bakteridlnimi enzymy, jsou pravdépodobné baktericidni,
zatimco latky, které inhibuji funkci ribozomii a syntézu proteinli, maji tendenci byt

bakteriostatické (Lamb et al., 1999).
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3. Cil prace

1. Ovéfeni ¢i vyvraceni hypotézy ohledné inhibi¢ni a baktericidni aktivity medu na
nami zvoleny patogen Paenibacillus larvae.

2. Stanoveni minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace medu.

Cilem mé bakalaiské prace bylo stanovit antimikrobialni aktivitu a inhibi¢ni G¢inky
nékolika vybranych vzorki medu na vybranou bakterii Paenibacillus larvae. Tyto
vlastnosti byly stanovovany u 6 rtiznych vzorki medu, které byly bud’ nativni, nebo
vysu$ené. Medy byly ziskany od véelaiti na uzemi Ceské republiky. U vzorki jsme
porovnavali i zménu antibakterialni aktivity a inhibi¢nich vlastnosti po zahtati na nami

zvolené teploty.

Hypotézy

1. Med inhibuje bakterii Paenibacillus larvae.

2. Zpracovani a zachazeni s medem ma vliv na jeho antimikrobidlni aktivitu.
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4. Metodika

4.1 Pouzita zarizeni a material

4.2 Pristroje a pomiicky
e Petriho misky, kadinky, odmérné valce, 1Zice, navazovaci lodicka, sklenéné
zkumavky, plastové Spicky pro automatické pipety, stojan na zkumavky
e Mikrotitracni desticka S plochym dnem, 96 jamek
e Biohazard box (Telstar BioVanguard Green Line)
e Automatické mikropipety
e Laboratorni vahy (KERN ABS)
e Bakteriologické klicky
e Vortex (Velp scientifica)
e Autoklav (Tuttnauer)
e Spektrofotometr (BIO-RAD xMark)
e Termostat (LabTech)

e Denzitometr (Biosan Unimed)

4.3 Chemikalie
e Destilovnana voda
e 10 % roztok glukozy
e Pyruvat sodny
e Kvasnicovy extrakt
e Hydrogenfosfore¢nan draselny

e Agar

4.4 Zivné pady
e Mueller-Hinton Broth (MH)

45 Bakterialni kmen

e Bakteridlni kmen Paenibacillus larvae CCM 4488
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4.6 Vzorky medi

Vzorky medi byly ziskany od véelait na uzemi Ceské republiky.

Tabulka 2: Vybrané vzorky medi k experimentdini ¢dsti (zdroj: viastni)

Nazev vzorku Med suseny po Nativni med
dobu 12h
R R1 R2
M M1 M2
L L1 L2
Z Z1 Z2
LIB LIB1 LIB2
F F1 F2

U vybranych vzorku byl otestovan i vliv teploty a mikro vin na antimikrobialni aktivitu

medu. Stanoveni bylo provadéno u vSech vzorki nativnich meda.
Teplota byla zvolena 50°C, 70°C a ohfev v mikrovinné troubg.

Celkovy pocet vzorki je tedy 12 zékladnich, které se budou stanovovat bez tepelného

ohfevu
6 vzorkl nativnich ohfatych na 50°C, na 70°C a v mikrovilnné troubé.

Dohromady bylo testovano 30 vzorkt medu.

40



5. Postup prace

5.1 Stanoveni MIC
5.1.1 Priprava media

Pro tento vyzkum budu vyuzivat tekuté¢ a tuhé¢ medium MYGP. Jednotlivé
piipravy medii se budou lisit pouze pfidanim agaru. V tuhém médiu bude agar pfitomen,

V tekutém nikoliv.

SloZeni media :

Ptiprava na 100 ml

1g Mueller-Hinton broth
1,5 g yeast extract

0,3 g K2HPO4

0,1 g Na-pyruvate

2 g agar (do tekutych zivnych ptud nepfidavame)

—> Po vyjmuti média z autoklavu bylo pfidano 0,2g 10% roztoku glukézy (tento roztok
se autoklavuje samostatn¢)

Praci jsme provadeéli vyhradné v laminarnim boxu a v rukavicich.

Vsechny pottebné sloZky jsme navazili na laboratornich vahach pomoci 1zi¢ky a
navazovaci lodicky. Vazili jsme S pfesnosti na 2 desetinnd mista. Navazena mnozstvi bylo
ptesunuto do kadinky a doplnéno zhruba do 50ml, nasledné dukladné rozmichano.
Kadinka byla doplnéna destilovanou vodou do 100ml. Kadinka jsme uzavieli a umistili
do autoklavu. Autoklav sterilizoval po dobu 15 min pfi teploté 121°C. Po této dobé jsme

médium vyjmuli z autoklavu a po mirném zchladnuti ptidali 2 ml 10% glukozy.

Tekuté médium nechavame zchladnout v kadince. Tuhé s agarem jesté za tepla
pfelivdme do Petriho misek. To provadime ve sterilnim prosttedi v laminarnim
boxu.Takto pfipravené zivné pidy nechame zatuhnout a nasledné umistime do lednice.

Jsou pfipraveny K nasledné praci s kulturami.
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5.1.2 Priprava bakterialni kultury

Bakterialni kultura Paenibacillus larvae kmen CCM 4488 byla kryoprezervovana
v -80°C pro dlouhodobé skladovani. Muselo dojit k oziveni kmene. 30 ul takto pfipravené
kultury naneseme na nami ptipravenou pidu MYPGP v Petriho misce. Kultivujeme po
dobu 48h pii 37°C. K tomu vyuzijeme termostat. Po dvou dnech zkontrolujeme narast.

Pokud by nartist usp€sny, miizeme tuto kulturu déle zpracovavat.

5.1.3 Priprava vzorkii medu

Vybrané vzorky medt fadné promichame. Od kazdého vzorku si navazime 1g do
eppendorf zkumavky s objemem 2ml. Vazime s ptesnosti na 3 desetinna mista. Takto
navazené vzorky doplnime tekutym mediem MYPGP do 2ml. Tim dosahneme 50%
koncentrace roztoku. Zvortexujeme abychom vytvofily suspenzni roztok o stejné

koncentraci po celém jeho objemu.

Pti vyzkumu vlivu teploty na antimikrobidlni aktivitu medu, jsme jednotlivé
vzorky pfi dalsim opakovani MIC do ztekuceni ohtaly na 50 °C, 70°C a v mikrovinné

troubé. K ohfevu na 50 °C a 70°C jsme vyuzili termoblok.

V tomto piipad€é nejprve vzorek ohfejeme na dobu pozadovanou ke ztekuceni

medu, az poté doplnime do 2ml (obrazek 13).

Obrdzek 13: Doplfiovani media do eppendorf zkumavek se vzorkem medu (zdroj : vlastni foto)
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5.1.4 P#iprava inokula

Pfipravujeme z pfedem narostlé kultury P. larvae CCM 4488. Inokulum
pfipravujeme az tésn¢ pied plnénim do jamek. Bakteriologickou klickou odebreme
potiebné mnozstvi kolonie, abychom vytvofili zakal o denzité¢ 0,5 McFarland.

Promichame. Zakal si ovéfime pomoci denzitometru.

5.1.5 Mikrotitracni desticka

Desticku si naplnime 100 pl predpfipravenym tekutym médiem MY GP pomoci
automatické pipety. Pfi pInéni vynechavame fadu A, viz Obrazek 14. Do fady A pridame
200 pl ptipraveného vzorku medu, kazdy vzorek testujeme ve tiech opakovani. Poté si
vezmeme multikandlovou pipetu a vzorky roziedime geometrickou fadou. V kazdé tfade
minimalné 10 krat promichame. U poslednich dvou fad fedéni vynechame. Tyto dvé rady
nam budou slozit jako pozitivni a negativni kontrola. Pfedem pfipravené inokulum o
denzité 0,5 McF nabereme pomoci automatické pipety a do kazdé jamky kromé& posledni
fady (negativni kontrola) pfidame 10 pl roztoku. Desti¢ku piekryjeme vickem, fadné
popiSeme a vloZime do spektrofotometru. Ve spektrofotometru se desti¢ka mirné protiepe
po dobu deseti sekund, aby se vzorek zhomogenizoval. A mizeme méfit pii vinové délce

405nm.

Meéfeni na spektrofotometru :

VyuZzivame skutecnosti, ze mnoho latek pohlcuje elektromagnetické zareni ve
viditelné nebo ultrafialové ¢asti spektra, méné Casto infracervené zateni. Mira, jakou latka
pohlcuje svétlo riznych vinovych délek. Mnozstvi svétla urcité vinové délky, které pohlti
napf. latka rozpusténa v roztoku, zavisi na koncentraci latky. Mé&tfime absorbci dané latky

v urCitém rozsahu vlnovych délek svétla (Dstergaard, 2018).

—> Nasleduje kultivace po 48h. Pfi teploté 37 °C. K tomu vyuzijeme termostat.

Po dvou dnech méfime nartst kultur v jednotlivych jamkach a hodnotime vysledky.
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5.1.6 Vypoclet MIC
Hodnotu ziskame tak, Ze od absorbanci Vv jednotlivych jamkéch po 48 hodinach
odecteme pivodni hodnotu. Tento vysledek poté porovname s hodnotami pozitivnich a

negativnich kontrol a dle toho ur¢ime procentualni inhibici.

Vzorec :
o 100 — [A1 - AO]- neg.c.
Inhibicev% = * 100

(poz.c.—mneg.c.)
Al hodnota absorbance po 48h
AO .o, hodnota absorbance pied kultivaci
Neg.Coovvvvvvnnannnn. hodnota absorbance u negativni kontroly
Pozc............ . hodnota absorbance u pozitivni kontroly

Obrdzek 14: Rozplriovani media do mikrotitracni desticky (zdroj: Vlastni foto)

5.2 Stanoveni MBC

Ptipravime si zivné pudy a peclive si je nadepiSeme. Poté dle pfedepsanych vzorki
zjiz kultivovanych desticek medu nabirame bakteriologickou klickou. Odebirame
zjamek, které neprokazovaly bakteridlni rast. Nechdme zaschnout (obrazek 15).

Ptiklopime vickem a kultivujeme opét pii 37°C po dobu 48h.

Pozorujeme nartst a hodnotime (obrazek 16).
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Obradzek 16: Plotny po kultivaci 48h pfi 37°C (zdroj: vlastni)
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6. Vysledky

Vsechny analyzy byly provedeny v tripletech a data jsou prezentovana jako prameér +
standardni odchylka.

Vysledky vzorku nativnich meda bez tepelného ohrevu :

Grafické zobrazeni hodnot :

30,00%
0,25 0,25 025 0,250,25
25,00%
20,00%
15,00% 0,129,125 0,125 0,125 - 0,129,125 0,125
10,00% - - - - :
5,00% . - - . :
0,00%
z M R F L LB
= MIC = MBC

Obrdzek 17 : Vysledky hodnot MIC a MBC u nativnich vzorkit medu bez tepelného ohrevu (zdroj: vlastni)

Vzorky nativni mély téméft totozné vysledky MIC, aZ na hodnotu vzorku LIB, kde byla
minimalni inhibi¢ni koncentrace 25 %. MBC diskovou difizni metodou se opét

pohybovalo mezi 12,5 a 25%, vyssi hodnota byla ¢etnéjsi. Primérnéd hodnota MIC vysla
14,58%, MBC 20,83% (obrazek 17).
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Vvsledky vzorkia vysuSenvch medu bez tepelného ohievu :

Grafické zobrazeni hodnot :

30,00%
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

25,00% — - — — —

20,00%

15,00% 0,125 0,125 = 0,125 = 0,125 = 0,125 = 0,125

10,00%

5,00%

0,00%
z M R F L LIB

mMIC = MBC

Obrazek 18: Vysledky hodnot MIC a MBC u nativnich vzorkit medu bez tepelného ohrevu (zdroj: viastni)

Vysusené vzorky medu mély ponékud nizsi hodnoty nez vzorky nevysusené, obé hodnoty
MIC i MBC byly vyrazné¢ nizS§i. MIC byla stejn¢ jako MBC shodnd u vsech
stanovovanych vzorkd. Primérna hodnota MIC byla tedy 12,5%, MBC 25% (obrazek

18). Vysuseny med vykazoval vys$si antimikrobialni aktivitu.
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Vyvsledky medu zahiatého na 50°C :

Grafické zobrazeni hodnot :

0,5 0,5
50,00%
40,00%
30,00% .~ 0,250,25 0,250,25 L 0,25
20.00% 4 125 0,125 0,125 0,128,125
el B B 8 8 B
0,00% - EEEEE SESEL NS RN S
z M R F L LB
mMIC = MBC

Obrazek 19 : Vysledky hodnot MIC a MBC u nativnich vzorkit medu zahraté na 50 °C (zdroj: viastni)

Vysledky vzorku, které byly pred stanovenim ohfaty na 50°C maji primérné hodnoty
MIC 1 MBC o néco vyssi nez medy stanovované bez ohtati. Njcetnéji zastoupené

procento inhibice u MIC je 12,5%. MBC je pon€¢kud rozmanitéjsi co se tyce hodnot,
rozpéti je zde od 12,5% do 50 % (obrazek 19).

48



Vvsledky medu zahiatého na 70°C :

Grafické zobrazeni hodnot :

0,5
50,00%

40,00%
30,00% 0,250,25 0,250,25 0,250,25 0,25 0,250,25 0,250,25
20,00%

10,00%

0,00%
z M R F L LIB

EMIC = MBC

Obrazek 20 : Vysledky hodnot MIC a MBC u nativnich vzorkit medu zahraté na 70 °C (zdroj: viastni)

Vysledky vzorki, které byly pied stanoveni ohtaty na 70°C maji téméf shodné vSechny
hodnoty. U MIC jsou vSechny hodnoty totozné. MBC ma 5 shodnych vysledkt, které
vykazuji hodnotu 25%, az na vyjimku a tou je vzorek, ktery ma dvojnasobek této hodnoty.
Priimér u MIC ¢ini 25 %, u MBC je to 29,17% (obrazek 20).
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Vysledky medu ohFatého v mikrovinné troubé :

Nativni vzorky ohtaté v mikrovinné troubé u MIC vSechny vykazuji shodnou hodnotu
25% inhibice. U MBC je dvakrat zastoupena hodnota 50 %, ale ¢tytikrat 25%. Pramér
tedy ¢ini 33,33% (obrazek 21).

Grafické zobrazeni hodnot :

0,5 0,5
50,00%

40,00%

30,00% 250,25 025025 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
20,00% ]
10,00% -
0,00%

z M

Obrazek 21: Vysledky hodnot MIC a MBC u nativnich vzorkii medu zahraté v mikrovinné troubé (zdroj:
viastni)

R F L LIB

EMIC = MBC
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Tabulka priumérnych MIC a v§ech vvslednych hodnot vzorkda medu :

Tabulka 3 : Shrauti vsech hodnot analyzovanych vzorkit medi

Bez ohfevu 50°C 70°C mikrovlnna
trouba
nativni nativni nativni nativni
vysuseny
nativni
MIC 12,5% 14,58 % 16,6 % 25 % 25 %
MBC 25% 20,83 % 31,5% 29,1 % 33,4 %

(zdroj: vlastni)

Grafické zobrazeni hodnot :

35,00% 31,52% 33,40%
30,00% 29,10%

R 25% 25% 25%
25,00% 20,83% r 1 r 1
20,00% 1 i 16,60%

14,58%
15,00% 12,50% i
10,00%
5,00%
0,00%
vysuseny nativni nativni nativni nativni
bez ohfevu 50°C 70°C mikrovinna
trouba

mMIC = MBC

Obrazek 22 : Priimeérné hodnoty MIC a MBC u vSech vzorkii medu (zdroj: viastni)

U primérnych hodnot vSech stanoveni pfi urcitych zpracovani pozorujeme stoupajici
trend MIC 1 MBC aZ na vyjimku MBC u vzorkl ohtatych v mikrovinné troubé, kde se
hodnota MIC nezvysila. Se stoupajici teplotou se ndm hodnoty zvySuji, klesa

antimikrobialni aktivita (obrazek 22, tabulka 3).
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7. Diskuze

V mé praci jsem se zaméfila na vyzkum inhibi¢ni a antimikrobialni aktivitu medu na
patogen Paenibacillus larvae, ktery zpisobuje velmi zavazné onemocnéni véel - mor
vceliho plodu. Déle jsem porovndvala vliv zpracovani medu na jeho antimikrobidlni

vlastnosti.

Na rozdil od prace (Fuselli et al., 2005) jsme bakteridlni kmen neziskavaly z
medovych plasti uli vykazujicich klinické pfiznaky moru vceliho plodu, ale ziskaly jsme
ho z Ceské sbirky mikroorganismti BRNO. Antimikrobidlni aktivita byla stanovena pro
grampozitivni bakterii P. larvae. Konkrétn¢ $lo o kmen P. larvae CCM 4488. Bylo
zvazovano i pouziti kmenu CCM 4486, ten vSak neprokazoval takovou schopnost rustu

jako nasledné uzity kmen. Bakterialni kmen byl az do pouziti skladovan pii - 80°C.

Pfi tomto vyzkumu byla kultivace provadéna za mikroaerobnich podminek pii 37 °C
na MYPGP agaru (Mueller-Hintondv, bujon - kvasinkovy, extrakt — glukéza - pyruvat
sodny a KoHPO4) po dobu 48 hodin (Fuselli et al., 2005). Metodika byla provadéna dle
(Flesar et al., 2010) s malymi modifikacemi postupem dle kapitoly 4. K testovani medu
byly zvoleny jiz zminéné metody MIC a MBC, které vyuzil i (Zainolm et al., 2013)
Vv testovani antimikrobialni aktivity medu. Vysledky ukazaly, ze zpracovani medi ma vliv

na jejich antimikrobialni vlastnosti.

U prvniho stanoveni bez ohtéati vzorkli pozorujeme, Ze vysusené medy maji nizsi
priamér MIC, o 2,08%. Mohlo by to byt z divodu obecného tvrzeni (Nedic et al., 2020),
ktery tika, Ze se sniZovanim obsahu vlhkosti v medu se jeho antimikrobidlni aktivita
zvySuje. Konkrétni u¢inky vysouSeni na antimikrobidlni aktivitu medu vSak zavisi na
nekolika faktorech, v€etné druhu medu, teploty a trvani vysouseni a pfitomnosti jinych
latek v medu. Nékteré vyzkumy naznacuji, Ze kontrolované vysouseni medu muize byt
zpusobem, jak zvysit jeho antimikrobialni aktivitu a prodlouzit jeho trvanlivost
(Almasaudi, 2021). Predevsim zalezi na hrani¢ni teploté u vysousSeni, aby nedoslo
k poskozeni latek zodpovidajicich za antimikrobidlni a antioxidacni u€inky. Nizsi MIC

(14,58%) vykazoval med vysusSeny, vSak niz§i MBC med nativni zde byl rozdil 4,17%.

Pokud nahlédneme do vysledki medt zahtatych na 50°C a porovname je s vysledky
medu bez ohfevu, zjistime, Zze daleko lepsi vysledky vykazovaly medy bez tepelné
upravy, bez ohledu na to, zda se jednalo o vzorek vysuSeny ¢i nativni. Bylo tomu tak u

MIC i MBC. Podle studie (Mat Ramlan et al., 2021) bylo zjisténo, ze tepelné zpracovani
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negativné ovliviiuje vétSinu vzorkt medu, zejména pii teplotach 55°C a 65°C. Nase
tepelné zpracovani se pohybovalo mezi témito teplotami. MIC se s porovnanim
vysusené¢ho medu bez ohfati a ohtatého na 50°C zvysila o 4,1%, tim padem doslo ke
snizeni antibakterialni aktivity. V porovnani s medem nativnim bez ohievu byla hodnota

MIC zvysena pouze o 2,02%, opét doslo ke snizeni antimikrobialni aktivity.

Stejné tvrzeni mizeme uplatnit 1 u hodnot medu, které byly pted stanovenim ohtaty
na teplotu 70°C. Pramérna hodnota MIC byla 25%, coz je v porovnani s pfedchozimi
vyrazné vyssi hodnota. Rozdil mezi hodnotou nativniho medu bez ohfevu a medem
zahtatym na 70°C je rozdil 10,42%. MIC vzrostla i oproti medu ohiatého na 50°C, zde se
hodnota zvysila o 4,17%. Primérné hodnoty MBC byly 29,1% , byly vyssi oproti mediim

bez ohftati, av§ak proti vzrokim ohfatych na 50% vykazovaly niz§i MBC.

Vyzkum, ktery provadéli Sulaiman a Sarbon (2022) mé&l podobné vysledky.
Studovali nezahiaty a zahiaty malajsky med (nazev druhu nebyl uveden) pii tfech
ruznych teplotach (50°C, 70°C a 90°C) proti ctyfem specifickym bakteriim:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella a Pseudomonas aeruginosa. Zjistili,
7e nezpracovany med proti ¢tyfem typim bakterii vykazoval nejniz$i hodnotu MIC. Jak
se teplota zvySovala, hodnota MIC se také zvySovala, coz naznacuje, Ze antibakterialni
aktivity zpracovaného medu byly sniZzeny. Mezi antibakteridlni slouceniny jiné nez
fenolové kyseliny a flavonoidy, které mohou byt ovlivnény teplotou, patii peroxid
vodiku. Sulaiman a Sarbon (2022) napsal, ze zahiivani medu po dobu 20 minut na 50°C
by ovlivnilo enzym glukézooxidazu a vyrazné snizilo jeho enzymatickou aktivitu.
Nékteré flavonoidy, které jsou citlivé na teplo, jako je kvercetin a rutin, které maji také

antimikrobialni slouc¢eniny, mohou byt ovlivnény teplem.

Porovnani medii pod vlivem mikrovin se primérnou MIC neli$i od medl zahtatych
na 70°C. V8ak MBC je mirné zvysend. Mohlo dojit k v&tsimu poSkozeni synergickych
slozek medu, z toho diivodu Ze dochazi k rozkmitani polarnich molekul (v naSem ptipadé
vody) a tak dojde kvySsimu ohfevu. Tim padem teplo plsobi na termolabilni
antibakterialni latky, jako jsou enzymy polyfenolické latky, fenoly a dalsi latky
odpovédné za antibakterialni vlastnosti (Schepartz a Subers, 1964) White a Subers (1964)
tikd, Ze zahfivani nad fyziologické teploty je obecné pro enzymy Skodlivé a predchozi
studie o gluk6zooxiddze v medu zjistila, ze zahtfivani na 50 °C po dobu 20 minut

vyznamné¢ snizuje aktivitu enzymu. Zaroveil musime brat v potaz, ze vysledky tykajici se
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tepelného zpracovani nemusi platit obecné. Kowalski (2013) ukazal, Zze vztah mezi
koncentraci fenolu popf. jinych antibakteridlnich latek a tepelnym nebo mikrovlnnym
zpracovanim zavisi na puvodu medu. Proto nemizeme obecné fici, Ze nami zvolena

teplota ¢i mikrovinny ohfev, by na vS§echny medy z riznych ¢asti svéta plisobil identicky.

Diky nasi experimentalni ¢asti miizeme fici, ze tepelné zpracovani medu snizuje jeho

antimikrobialni aktivitu.

Dle mého néazoru by se do pfistiho vyzkumu mélo zapojit i testovani chemického
slozeni medu, které je ovlivnéno jednotlivymi slozkami a piedevSim jejich
procentudlnimu zastoupeni napi. polyfenolickych sloucenin, peroxidu vodiku, 1,2-
dikarbonylovych slouc¢enin a véeliho defenzinu-1. Tyto latky v medu puisobi synergicky
(Hussain, 2018). Diky tomu je med ucinny proti riznym mikroorganismum. Rozdily v
mnozstvi a strukturnich modifikacich slozek jsou také hlavnim faktorem, ktery ptispiva
k tomu, pro¢ nékteré¢ medy mohou byt G¢inngjsi pii inhibici ristu bakterii nez jiné jak

zminuje (Farhanah Mat Ramlan et al., 2021).

V nésledujicim stanoveni bych zvézila kultivaci nejen na plotnach, ale téz v tekutych
zivnych médiich, odkud by se pfenasSely na kultivaéni piidy. Mohlo by dojit k vétSimu

pomnoZeni bakterii.
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8. Zavér

Z vysledku je ziejmé, ze tepelné zpracovani snizuje jeho antimikrobidlni aktivitu
medu na patogen P.larvae. Prace v prvni reSer$ni ¢asti shrnuje informace o véelafstvi,
jeho historii a vyznamu. Druhd ¢ast je zaméfena na poznatky ohledn€ moru véeliho plodu
o jeho puvodci P.larvae, pienosu, virulenci, patogenzi a v neposledni fad¢ a prevenci a
1é¢bé. Treti cast reSerSe pojednava o medu z hlediska vzniku, slozeni, zpracovani a
predevsim o jeho antimikrobidlni aktivité. VSechny tyto tfi casti poté spojuje

experimentalni ¢ast prace.

V experimentalni Casti jsme pomoci metod pro testovani antimikrobidlni aktivity,
konkrétné¢ MIC a MBC, stanovili inhibi¢ni a baktericidni koncentrace jednotlivych
vzorki nativnich a vysusenych, které jsme pied stanovenim tepelné zpracovaly. Vysledné
hodnoty jednotlivych vzorkii jsme prevedly do primérnych hodnot, abychom docilili

objektivnéjsiho vysledku a mohlo dojit k snaz§imu porovnani.

Cilem prace bylo ovéfit ¢i vyvratit hypotézy ohledné inhibi¢ni a baktericidni aktivity
medu na nami zvoleny patogen Paenibacillus larvae a stanovit minimalni inhibi¢ni a
baktericidni koncentraci medu. Oba cile jsme splnila. Vysledky testovani MIC a MBC
vybranych vzorki medl vysly v souladu s oekdvanim. Med dokaZze inhibovat bakterii
P.larvae. Avsak k dal§imu testovani bychom méli pfifadit i testovani jednotlivych vzorka
medu z hlediska sloZeni a poméru zastoupenych slozek. To by mohlo mit velky vliv na

objasnéni antimikrobidlnich vlastnosti medu.

Experimentalni ¢asti jsme potvrdily hypotézy, ze med dokaze inhibovat bakterii

P.larvae a zpracovani a zachdzeni s medem ma vliv na jeho antimikrobialni aktivitu.
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11. Seznam zkratek

ATB - antibiotika

ERIC — Enterobacterial Repetitive Integrance Consensus
MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MH - Mueller-Hinton Broth

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MVP — mor v¢eliho plodu

MYGP — Muller - Hinton broth, Yeast extract, Potassium phosphate, Glucose and
Pyruvate

PCR — polymerazova fetézcova reakce
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