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Summary

Among the foodborne diseases, bacterial infections have been previously thought to be
eliminated by the end of last century. Keeping in timeline of several past decades, both
chronic gastrointestinal infection such as food intoxication are growing public health problem
worldwide. From the environment, microbial contamination may enter the agric-food chain
via crops such as fruits or vegetable and cause two types of food poisoning. Although natural
products are susceptible to contamination during growth, harvest, and post-harvest processes,
antimicrobial properties of several antioxidant-rich plant foods have been described. Among
the neglected or underutilized crops, many of less common fruit species meets this regard.
The purpose of the study was to investigate antibacterial activity of fruit juice obtained from
Blue Honeysuckles (Lonicera kamtschatica L.), (Lonicera edulis Turcz. ex Freyn) such as
their interspecific hybrids against two bacterial strains. (E. coli), and (Salmonella enterica) a
causative agents in foodborne problems, were routinely maintained at 37°C. A sensitivity test
was carried out on agar cultures by application of paper discs (1 mm in diameter) impregnated
with 0.1 and 1 ml of fresh juice. Following 24 hour exposure, anti-bacterial activity was
measured and expressed in terms of the diameter of zone of inhibition. Furthermore, HPLC-
ED profile of the fruit samples was investigated to find out a relationship between antioxidant
and antibacterial properties. Finally, data from both experimental and analytical
measurements were applied to Pearson's chi-squared test. Resulting correlation coefficient
indicated a statistically significant linear relationship between total phenolic content (mg.100
g’) and antibacterial activities against (E. coli) and (Salmonella). However various parts of
Lonicera shrub had been utilized in urban medicine for many decades, only recently, several
phenolic matrix constituents have been suggested as the main compounds response for the
health benefits of Blue Honeysuckles. With respect to emerging burden of food-borne
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problems, it iswidely accepted that there is an urgent need for diet with specific antimicrobial
properties to prevent food-borne diseases. Based on our results, antioxidant formation
observed in Blue Honey berries may inhibit growth of examined both gram-negative bacterial
strains.

Key words: Lonicera edulis Turcz. ex Freyn, Lonicera Kamtschatica L., HPLC-ED, TAC -
CoulArray, DPPH' test, E. coli, Salmonella

Epidemiologicky profil infekénich onemocnéni prenéSenych potravou se v chronologii
soucasné etapy neustdle meni [1]. V poslednich dekddach minulého stoleti existoval
piedpoklad, Ze gastrointestinalni infekce prenaSené alimentérni cestou budou eliminovéany. V
soucasnosti, infekéni komplexita mikrobialnich patogeni, stejné jako jejich adaptabilita a
schopnost zpasobovat akutni, ale v nekterych piipadech i chronické (sekundérni) infekce,
predstavuje problematiku, vyrazné ovliviujici zdravi a welfare stévajici populace [2].
Aktudlni pocet amrti zpusobenych mikrobidlni kontaminaci vody a potravin koresponduje
spocétem 2,2 milibnu amrti ro¢né, pricemz 86,36 % z tohoto poctu tvori déti [3]. Mikrobidlni
kontaminanty atoxické produkty jejich metabolismu pronikajici k ¢lovéku, mohou byt nejen
piimou pric¢inou fady infekénich onemocnéni, ale souc¢asné i nositeli determinant rezistence
k formulacim soucasnych antibiotik. Vysledky epidemiologickych studii WHO, FAO a OIE
[4] potvrzuji fakt, Ze zvySeny vyskyt kmeni s atypickymi mechanismy rezistenci je
fenoménem, determinujicim vzrastgjici pocty pacientt v oblasti gastrointestinalnich
onemocréni prendSenych potravinami. V roce 1940 [5], byla poprvé u izoldtu (Escherichia
coli) popsédna penicilinaza, prvni objevena S-laktamaza schopna hydrolyzovat f-laktamovy
kruh penicilinu i jinych g-laktamovych antibiotik. V nésledujicich desetiletich problematika
antibiotické rezistence nabyla celosvétového vyznamu a pristup k antibiotikim musel byt
piehodnocen. Byly vypracovany strategie raciondlni antimikrobidlni terapie, omezeno
profylaktické uzivani antibiotik a pouzivani téchto latek jako rastovych stimuléatora. Presto je
vV soucasné dobé celosvétové pozorovan zvysujici se vyskyt rezistentnich bakterii k
antimikrobidnim ptipravkam, ktery nésledné piedstavuje vazny problém pri terapii
infekénich onemocnéni i v epidemiologické praxi. Escherichia coli, serotyp O157:H7,
zpasobujici hemorrhagickou kolitidu, byl poprvé popsan v roce 1982 [6]. Epidemiologicky
vyznam akutniho prijmového bakteridiniho onemocnéni je dan predevsim serotypy E. coli
produkujicimi verotoxiny (shigatoxiny). Spole¢né s patogenimi serotypy (Salmonella) [7],
patti v problematice rezistence vaci antibiotikaim k nejsledovangjsim.

Vyznam vyZivy v souvislosti s infekénim onemocnénim nejen tréviciho traktu je dnes
z obecného hlediska nepochybné Siroce akceptovan. Moznost vyuziti antioxidantt jakozto
perspektivnich antibakteridlnich latek, je zaloZzena na prukazné korelaci oxidativniho
poskozeni a imunopatologickych procesi exponovanych tkani s indukci gastrointestinalnich
infekci. V této souvislosti byla prokézana Uzk& souvislost mezi antioxidacni aktivitou a
zastoupenim fenolickych latek v ovoci [8]. PrestoZze Wild a Fasel [9] objevili v roce 1969
silny antibakterialni efekt u néktery neglykosilovanych flavononi, skupinu flavonolud, stejné
jako flavolignany, shledali jako latky, bez inhibi¢ni aktivity vici spektru testovanych bakterii.
Fenolické antioxidanty se ve znané miie nachédzeji v ovoci, pricemZz jejich vysoké
koncentrace byly nalezeny v produktech alternativnich komodit rostlinné produkce a v méng
péstovanych ovocnych druzich [10].

Zimolez jedly - (Lonicera edulis, Turcz. ex. Freyn), (Lonicera kamtschatica L.) je
v naSich podminkéach pomérné novym ovocnym druhem, ktery poskytuje jedlé a cenné drobné
ovoce smimoiadné casnym dozrédvanim ploda. V rozsdhlém rodu zimolezti (Lonicera),
zastoupenych témet 180 druhy rozSitenymi v zéné mirného pasma severni polokoule, se
nachézi prevazna vétSina s vyznamnou okrasnou hodnotou. Druhy vyuZivané v ovocnaistvi,
jsou spole¢né oznagovany jako , kaméatské boravky*, které maji plody piijemné sladké nekdy
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i smirnou nahorklosti. Plody zimolezu obsahuji v zavislosti na druhu a péstitelskych
podminkéch 10 — 14 % sudiny, 3 — 13 % cukrd, 1,1 — 1,6 % pektinig, 20 - 50 mg . 100 g *
vitaminu C, vyznamng¢ jsou zastoupeny rovnéZ rostlinnych fenola. Celkovy obsah flavonoidi
v plodech dosahuje 70 mg . 100 g *, vyznamné je zastoupen rutin [11].

Cilem studie bylo hodnoceni a preklinické testovani biologicky aktivnich latek
schopnych zhéSeni ROS, obsaZzenych v extraktech ploda (Lonicera kamtschatica L.),
(Lonicera edulis Turcz. ex Freyn) a jegjich interspecifickych hybridi, ve vztahu k
antimikrobidlni aktivité. Parcidlni cile studie byly vztazeny k vyzkumu strukturnich aspekti
zkoumanych nutraceutik (fenylkarboxylovych kyselin a polycyklickych hydroxylovanych
uhlovodiki s nizkou molekulovou hmotnosti).

Material a metody

Chemikalie: byly pouzity standardy fenylkarboxylovych kyselin o HPLC ¢istoté:
kyselna galov4, kyselina 4-aminobenzoova, kyselina salycilova, kyselina chlorogenova a
flavodnoidi: chrysin, (Sigma Aldrich Corp., USA), rutin trihydrét a quercitrin dihydrét (Roth
GmbH, Karlstruhe, Germany), quercetin, diosmin (Merck, Darmstadt, Germany), katalposid,
resveratrol (Sigma-Aldrich Fluka Co. St. Louis. MO, USA). Methanol (>99.9 %; V/v),
kyselina octova a kyselina mravenci pro HPLC. Tekuty dusik, 96% ethanol (Dr. Kulich
Pharma Czech Republic). Zasobni roztok 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl DPPH", acetonitril
pro HPLC (Sigma Aldrich, Chemical Corp. &. Louis, USA), ostatni analytickd ¢inidla ACS
cistoty (Sigma Aldrich, Chemical Corp. St. Louis, USA)

Laboratorni a pristrojové vybaveni pro stanoveni HPLC profili a antioxidacniho
potencidlu vzorkii: HPLC-ED systém |: Isokraticky HPLC-ED systém byl sloZen z jedné
solventni chromatografické pumpy pump (ESA Inc., Model 582, Chelmsford, MA, USA), a
guard cell (ESA Inc., Model 5020), a chromatografické kolony Restec Allure, (Metachem,
Canada), reversni-faize (150.0 x 4.6mm, o velikosti sorpénich ¢astic 5um,) a
elektrochemického detektoru. Amperometricky detektor zahrnoval jednu nizkonapétovou
prato¢nou analytickou celu (ESA Inc., Model 5040), ta obsahovala pracovni sklo-uhlikovou
elektrodu, referencéni hydrogen-paladiovou elektrodu, pomocnou uhlikovou elektrodu a
Coulochem 111®, jako kontrolni modul. Vzorky (5 uL) byly injektovany automaticky (ESA
Inc., Model 540 Microtiter HPLC). Vystupni data byla zpracovana aplikaci CSW 32 software
(Version 1.2.4, Data Apex, Czech Republic). Potencid ochranné cely byl nastaven na 0 V.
Pracovni elektroda byla obnovovana mechanicky hlinikovym filmem o mocnosti 0.1 pm
(ESA Inc.) ave sledu sonifikovana pii pokojoveé teploté po dobu 5 min. (Sonorex Digital10 P
Sonicator, Bandelin, Berlin, Germany) pri 40 W.

HPLC-ED systém 1l: 2 chromatografické pumpy Model 582 ESA (ESA Inc.,
Chelmsford, MA), autosampler Model 542 ESA (ESA Inc., Chelmsford, MA, USA), vakuovy
degaser (Shimadzu corp., Japan), chromatograficka kolona s reversni fazi Zorbax C18-AAA
(150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 3,5 nm, Aglient technologies, USA), dvanacti-kandlovy
elektrochemicky detektor CoulArray® (Model 5600A, ESA, USA), s pritognou analytickou
komirkou (Model 6210, ESA, USA).

Automatizovany spektrofotometricky analyzator BS-200 (Mindray, China), centrifuga
(Eppendorf 5804R, Germany), filtratni teflonové disky 0,45 mm, (Metachem, Torrance, CA,
USA). Reagencie a vzorky byly uloZeny v chlazeném karuselu pii teploté 4 °C a automaticky
pipetovany do plastikovych kyvet. Inkubace probihala pii teploté 37 °C. Nejprve byla
pipetovana reagencie tvorena roztokem DPPH' (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) v ethanolu o
koncentraci 9.5 . 10° mol . I™* (450 pl), po 4 minutéch bylo pipetovano 5 pl vzorku. Vysledny
roztok byl homogenizovan. Zména absorbance byla sniméana po dobu 21 minut v intervalu

220



16 sekund od smichani ¢inidel pii vinové délce 510 nm a optické dréze 5 mm. Relativni
antioxidacni kapacita byla vyjadiena procentem poklesu absorbance pavodniho roztoku podle
néSI ede iCihO VZtahU (% = 100'((At po 21 mi nutéch/ At 0)* 100)

Biologické vzorky: byly pouzity nésledujici plody: 2 genotypy zimolezu jedlého
(Lonicera kamtschatica, L.): L — KI — 2, L — KI — 21, vypéstované na genofondovych
plochéch SPU Nitra, 1 odrada (Lonicera edulis Turtz. Ex Freyn): Bakcarskaja a hybridni
odrida Altgj (L. kamtschatica x L. Turczaninowii), sklizenych na genofondovych plochéch
MZLU v Brn¢. Plody byly sklizeny ve druhé poloviné mésice kvétna a zamrazeny pri teploté
- 80 °C, po dobu 10 mésica.

Priprava biologickych vzorkii: plody stanovenych odrid a genotypa byly rozmrazeny
za pokojové teploty. 5g navézky plodi byly odvaZzeny s presnosti na 4 desetinna mista,
prevedeny do tiecich misek, zamrazeny dusikem a zatmy, pii teploté 4 °C, homogenizovany s
5ml 96 % ethanolu (pro spektrofotometrické stanoveni) a 5ml 99 % methanoluy (pro
stanoveni HPLC). Homogenizované vzorky byly kvantitativné prevedeny do zkumavek a za
stejnych laboratornich podminek byly ponechany 30 minut na tiepacce. Nasledovala
sonifikace a centrifugace po dobu 30 minut pii 16400 ot. / min. Supernatanty byly filtrovany
pies teflonové membranové disky (0,45 um). 150 ul z kazdého filtratu bylo odpipetovano a
doplnéno 150 pl ethanolu/methanolu.

Chemikalie: kyselina nalidixov, (Oxoid, Ltd, Basinstoke, Great britain), Cefatoxime -
Claforan® (Laboratorio Hoechst Marion Roussel, S/A, Brazil), cystein, glycderol a viechny
ostaini pouzité chemikdlie (Lachema as., Ceska republika). Aplikovana antibiotika:
Streptomycin 25 ug, Erythromycin 15 pg, Colistin 10 pg a Chloramphenicol 30 pg (Bio Rad,
Hercules, CA, USA). BactoPepton (Difco Ltd, USA) Mac Conkey bujon, MPA agar a ostatni
material azivné pady (Trios® s.r.o. Ceskarepublika).

Laboratorni vybaveni a pristroje pro isolaci mikrobiologické analyzy: horkovzdusny
sterilizétor Stericell® 111 (Mediset-Chironax s.r.o. Ceska republika), germicidni lampa
Prolux GM 30 W SPHO1 (Promos trading, s.r.o. Ceska republika), roztiraci mikrobiologické
klicky, petriho misky, Moorovy tampony (Merci, s.r.o. Ceska republika).

Odbér a izolace E. coli produkujicich ESBL a rezistentnich k chinolonim ve vodnim
prostredi: mikrobiologické vzorky byly odebirany v blizkosti ¢isticky Modtice (Vodarny a
kanalizace Brno) pomoci Moorovych tamponi, vysterilizovanych pri 110°C a po dobu
24 hod exponovanych v fece Svratce. 25 g Moorova tamponu s biofilmem bylo preneseno
pomoci pinzety do 225 ml Mac Conkey bujonu. Biofilm byl dale kultivovan 24 hod. pfi
37 °C, nésledovalo dvoji fedéni equilibrum. Zasobni roztok (900 pl) byl kontaminovan 100 pl
pavodniho roztoku obsahujici kulturu (E. coli) a kontinudlng ziedsn (1.10°%). 100 pl roztoku
bylo za pomoci plastové kli¢ky rozetteno na Mac Conkey agar s kyselinou nalidixovou (10,0
mg.I'™") a Mac Conkey agar s Cefotaximem (2,16 mg.I™"). Po naotkovéani pomnoZené kultury
nasledovala kultivace pii 37 °C po dobu 24 hod. Z pevnych pid, byla provedena isolace
jednotlivych kolonii na chromogenni médium (10 pl na 1 misku), odkud byly isolované
kultury déle preneseny na MPA. Naockované misky byly invertovany a umistény do
termostatu temperovaného na 37 °C po dobu 24 hod. Isolaty byly konzervovany ve sterilnim
kryoprotektivnim médiu a po dobu 130 dnii zamrazeny v kryptozkumavkéch (1 ml) pti -70 °C
ve vertikalni poloze.
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Odbér a izolace (Salmonella): vzorky byly odebrany z tkéni kloaky uhynulych racka
(chroicocepalus ridibundus L.) v oblasti Nové MIyny (Ceka republika), pomoci Moorovych
tamponu, vysterilizovanych pri 110 °C. Isolace vzorku byla provedena pomoci normalizované
metody 1SO 6579. CSN 56 0088. Pomnozeni 1 g kultury probihalo v 9 ml 1% peptonové
vodé s 0,5% NaCl. Pro selektivni pomnozeni (1:10) bylo pouZzito tetrathiondtové pidy,
nasledovala 48 hodinovéa inkubace pii 43 °C a seleni¢itanové pudy scysteinem pii 37°C po
dobu 48 hod. Isoldy byly ockovany na selektivni diagnostické puady. Po naockovani
pomnozené kultury, nasledovala kultivace pti 37 °C po dobu 24 hod. Z pevnych pud, byla
provedena isolace jednotlivych kolonii na chromogenni médium (10 ul na 1 misku), odkud
byly isolované kultury déle pieneseny na MPA. Naockované misky byly invertovany a
umistény do termostatu temperovaného na 37 °C po dobu 24 hod. Isoléty byly konzervovany
ve sterilnim kryoprotektivnim médiu a po dobu 130 dni zamraZeny v kryptozkumavkéach
(1 ml) pti -70 °C ve vertikani poloze.

Vysledky chromatografickych analyz byly zpracovény satistickymi  funkcemi
softaware Effi Validation ©2003, k vyhodnoceni vztahi mezi vysledky antioxidacnich
potencidlt, a déle k vyhodnoceni korelaci mezi antibakteridlnimi efekty analytt bylo pouZito
Pearsonovy korelace programu Microsoft Excel® sady Microsoft office® 2003.

Vydedky a diskuse

Plody nekterych ovocnych dievin ze skupiny mén¢ péstovanych ovocnych druht se
vyznacuji vysokym obsahem nativnich antioxidantd, zejména flavonoidi a estera
fenylkarboxylovéych kyselin [12]. Vzhledem k faktu, Ze antioxidanty se snadno Ucastni
redoxnich reakci, vymezuiji se tyto latky jako velmi vhodné k elektrochemické detekci [13].
V plodech (Lonicera edulis Turcz. Ex Freyn) a (Lonicera kamtschatica L.) byly
identifikovany nasledujici antioxidanty: kyselina galov4, katalposid, rutin, resveratrol,
quercitrin, quercetin, diosmin, chrysin akyselina salicylova

Obr. 1: HPLC profil standardnich smési antioxidantu identifikovanych ve vzorcich
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Podminky chromatografické separace byly optimalizovany podle nasledujicich
parametrii: Objem nastiikt standardnich smeési a redlnych vzorka na kolonu byl nastaven na
10 ul. Vzorky byly injektovény automaticky. Pritok mobilni faze ¢inil 0,5 ml.min™, prostor
chromatografické kolony byl termostatovan na 42 °C. Pomér eluentd mobilni faze sestaval
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ze 40 % kyseliny octové a 60 % methanolu (v/v). Elektrochemicky detektor snimal odezvy pii
aplikovaném pracovnim potencidlu 900 mV. Detekéni limit byl stanoven 3S/N.

Je zndmo, Ze latky bez elektrochemické aktivity nevykazuji ani antioxidacni aktivitu,
naopak u latek snizkymi pilvinovymi oxidacnimi potencidly je antioxidacni aktivita
pravdépodobnd ProtoZze mezi antioxidacni aktivitou a schopnosti laky snadno se
elektrochemicky oxidovat, tj. poskytovat signél pri elektrochemické detekci, existuje piima
souvislost, spojeni selektivni a citlivé elektrochemické detekce s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC/ECD), umoznujici separovat souc¢asné vétsSi mnozstvi analyzovanych
slozek v jednom béhu, pak v tomto pripadé piedstavuje idedlni analyticky néstroj k reSeni
problematiky [14].

Na zaklade linearni kalibrace byly fenolické Iatky zkoumanych vzorka kvantifikovany
(Obr. 2).
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Hydroxycineméty, predevSim kyselina neochlorogenovd, spolu s kyselinou
chlorogenovou, jsou v ovoci nejvice zastoupeny v plodech zéstupct rodu (Prunus) [15], roli
dominantni fenolické komponenty sehravaji i v jablcich [16]. Na z&kladé sestavenych HPLC
profila (Obr. 2) je ziemé, Ze kyselina chlorogenovd, je v plodech zimolezi nejvice
zastoupenym antioxidantem. Derivaty kyseliny hydroxybenzoové jsou v ovoci zastoupeny
nejvice ve formé estera fenolickych kyselin, nejvétsi diverzitu do jejich struktur vnéseji
kyseliny galova a salicylova [7]. Kyselina galova je v analyzovanych plodech nejvice
zastoupenou latkou, reprezentujici tuto skupinu antioxidantti. Z antioxidanta flavonoidniho
skeletu, je ve viech vzorcich nejvice zastoupen flavonol gercitrin, u odrad Altaj, Bakcarskaja
aklicovského genotypu L- KI 21 byly nalezeny signifikantni koncentrace trans resveratrolul.

ProtoZze mezi koncentraci antioxidantti zastoupenych v biologickych matricich a
antioxida¢ni kapacitou/aktivitou existuje prokazatelny vztah, svyuzitim HPLC-ED Ize urcit
antioxidacni kapacitu vztazenou k obsahu majoritné zastoupenych antioxidacnich komponent
a soucasré je mozné pritomné antioxidanty kvantifikovat a urcit jejich podil na TAC [8].
Antioxidacni potencial zkoumanych vzorki byl stanoven metodou TAC-CoulArray, DPPH’
test byl aplikovan jako principielné odlisna reference [11].
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Obr. 3a, b, ¢, d. Objem nastiiku byl 30 pul. Mobilni faze A sestavala z 0.2 % (v/v)
kyseliny mravenci, MF B byl acetonitril. Profil gradientu byl linearné zvétSovan od 12 na
22 % pro B (v/v) do 20 minut od startu, na 50 % B do 25 min, na 55 % do 30 min. Separace
byla indukovéna eluci s negativnim gradientem na 15% B do 45 min. Pratokovy pomeér ¢inil
0,8ul . mint. Elektrochemicky detektor snimal odezvy pti aplikovaném potencidu na
pracovni elektrody -80, 0, 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560, 640, 720 a 800 mV. Vysledné
plochy pikt detekovanych flavonoida byly sumarizovany. Sectené plochy vyjadiuji celkové
mnoZstvi antioxidacné aktivnich komponent (flavonoidi) ve vzorcich. Na z&kladé rozdilu
mezi plochami pika jednotlivych chromatogrami, byla vytvoiena srovnavaci fada
stanovenych plodi, vniz je rozdil v obsahu antioxidacné aktivnich flavonoidi
stanovenych plodia  vyjadien v relativnich procentech a interpretovan jako relativni
antioxida¢ni kapacita.

Obr. 3a: TAC CoulArray aDPPH" Test: Altgj (L. kamtschatica x L. Turczaninowii )
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Z chromatogramu odrudy Altgj, je patrny vyrovnany pomér antioxidanta srychlou
redukéni - kinetikou (derivdty kyseliny benzoové a hydroxycinemay) a flavonola,
vyznacujicich se pomalejSi redoxni interakci. Takové rozloZeni antioxidacniho potencidlu
koresponduje hodnotou antioxidacni kapacity TAC = 100 %, na zakladé vysledki DPPH’
testu byla odrudé Altg) rovnéz prifazena hodnota 100 %. Odrada Altaj tedy vykazovala
nejvySSi antioxidacni potencia ze vech stanovenych vzorki.

Obr. 3b: TAC CoulArray aDPPH'" Test: L — Kl — 2 (Lonicera kamtschatica L.)
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U genotypu L — KI — 2 byl zji&eén poradi druhy nevySSi antioxidacni potencidl.
Evidentn¢ vySSi koncentrace flavonoida nad fenylkarboxylovymi kyselinami zapricinuji
pomalgjSi pribéh oxidace vzorku napocétku retence. Relativni mira celkové antioxidacni
kapacity (TAC) je 90,17 %. Vysledna hodnota antioxidatni aktivity DPPH™ testu
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koresponduje shodnotou odrudy Altgj, antioxidacni potencidl genotypu L — KI — 2 je
99,71 %.

Obr. 3c: TAC CoulArray aDPPH" Test: L —KI —21 (Lonicera kamtschatica L.)
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V tadé ¢tyr vzorka byla Genotypu L- Kl — 21 piifazena po stanoveni TAC prifazena
hodnota 65,28 %. Naproti tomu Gazdik et al. (2008), uvadi hodnotu TAC zji&énou u téhoz
genotypu identickou metodou 38,72 %. Vysokou prikaznost diference lze vysvétlit
interspecifickou diverzitou vzorka ve srovnavaci fadé [8, 11], rovnéZ pocet stanovenych
vzorki (5) nekoresponduje. Stanovena hodnota DPPH' testu je 97,85 %.

Obr. 3d: TAC CoulArray aDPPH" Test: L —KI — 21 (Lonicera edulis Turcz. Ex Freyn)
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Nejnizsi antioxidatni potenciél, byl i pires vysoké koncentrace flavonoida i kyseliny
chlorogenové (obr. 2), zji&tén u odridy Bakcarskaja. Hodnota TAC zde dosahuje 50,82 %,
pricemz extrakt této odriady byl schopen inhibice volného radikalu DPPH’ oproti odradé Altaj
pouze 81,53 %.

Komplexni vypovidaci schopnost 82,57 % obou metod, byla validovana statisticky za
pomoci Pearsonova testu. Vysledky aplikovanych metod jsou shodné z 83 %.

Schopnost flavonoidnich latek vychytavat volné kyslikové radikaly (ROS) je dana
predevSim pritomnosti katecholu na B-aromatickém kruhu, 3-hydroxylovou skupinou a 2,3
dvojnou oxo-vazbou [18].

Pri redoxnich reakcich fenolickych Iatek santigennim filmem bakterialni membrany,
mohou tyto latky poskytovat skeletalni fragmenty (katechol), které mohou byt ve sledu
zaclenény do antigennich struktur, pri¢emz vyznamnou roli zde sehréva stupen hydroxylace
puvodniho skeletu a pritomnost dvojné vazby na oxo-skupinu. Proteiny vazajici aromaticky
fragment vytvaii santibiotikem stalé komplexy a sami prestavaji byt aktivni. PreruSeni
transpeptidace peptidoglykanu zpiasobi inhibici syntézy bunééné stény. V dusledku takove
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interakce, muze u nékterych serotypa dojit k syntéze specifickych enzymatickych komplexi,
vlivem jgjichz zvySené koncentrace dochézi k autolyze bakterialni matrice [19].

Pro zji&éni schopnosti zkoumanych genotypa inaktivovat klinické isoléty
multirezsitentni (E. coli) a vysoce patogenniho serotypu (Salmonella enterica) byl za pouZiti
difusni diskové metody sestaven bateriovy test (obr. 4-6).

Obr. 4a, b: Difuzni diskovy test: mira inhibice (4a) extrakta ploda viéi patotypu (Salmonella
enterica) a (4b) a multirezsitentni (E. coli).
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Obr. 6a,b: Difuzni diskovy test: mira inhibice (6a) fenolickymi antioxidanty
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Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity zkoumanych extrakta vaci klinickym isol&tam
multirezistentnich patotypi (Escherichia coli), (Salmonella) a pro porovnani s referenci bylo
vyuzito difusni diskové metody, na jejiz bazi byl sestaven bateriovy test zahrnujici ¢tyfi
ovocné extrakty a adekvatni poc¢et majoritnich antioxidantti spolu se ¢tyimi antibiotiky se
stitednim a Sirokym U¢innosti spektrem (Streptomycin, Erythromycin, Chloramphenicol,
Coligtin). Na zé&klad¢ zji&enych inhibi¢nich zon byly charakterizovény antibakteridlni Gcinky
ovocnych extraktt a majoritnich antioxidanta identifikovanych v plodech. V pripadé
klinického isoléu (E. coli), byla zji&éna nelcinnost vdech testovanych antibiotik. Stiedné
silny inhibi¢ni efekt vykézal Streptomycin, vysoka inhibice byla zji&éna pouze u
Chloramphenicolu. Naopak stiedni aZ vyraznou miru inhibice vykéazala v3echna testovana
nutraceutika. Ze zkoumanych plodi, na rast kolonii obou patogent nejintenzivnéji pasobil
extrakt genotypu L — Kl — 2. PrestoZe byla zjisténa pozitivni korelace mezi antioxidagni
kapacitou a antioxida¢ni aktivita stanovenych vzorki, hodnoty antioxida¢nich potencidi a
antimikrobidlni aktivity navzajem nekoresponduji. Je priakazné, Ze na antimikrobi&lnim efektu
stanovenych extraktt se podileji 1&ky bez redoxni povahy. Mezi schopnostmi zkoumanych
extraktu inhibovat rast obou Gram negativnich bakterii byla nalezena pozitivni linearni
korelace, r = 0,98.

Zaveér

Vyhodnoceni dieteticko — terapeutickych profili a preklinické zkoumani
antimikrobidlnich aktivit extrakta ploda (Lonicera kamtschatica L.), (Lonicera edulis Turcz.
ex Freyn) a jejich interspecifickych hybrida potvrzuje, Ze zkoumané odriady mohou byt plné
akceptovany jako funkéni potraviny. PredloZzena studie doklada aktudlni potiebu
piehodnoceni moznosti vyuZziti piirodnich produkti jako prevence namisto suplementace
ovoce a zeleniny syntetickymi a semisyntetickymi dopliky stravy.
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Abstrakt

Infekéni onemocnéni zpasobena mikrobialnimi kontaminanty potravin piredstavuji pro
lidskou populaci aktudlni zdravotni i socidlné-ekonomickd rizika. Mezi epidemiologicky
vyznamna onemocnéni gastrointestinalniho traktu patfi alimentérni infekce vyskytujici se
v raznych Klinickych formach a otravy bakteridlnimi endotoxiny (enterotoxikézy a
toxoinfekce). Bakterie a jejich metabolity pronikajici do potravniho fetézce mohou byt nejen
piimou pri¢inou fady onemocnéni, ale soucasné i nositeli determinant rezistence k
antimikrobidnim 1&kam. Vysledky epidemiologickych studii WHO a FAO potvrzuji fakt, Ze
zvySeny vyskyt kmena s atypickymi mechanismy rezistenci je fenoménem, determinujicim
vzrastgjici pocty pacientt v oblasti gastrointestindlnich onemocnéni prenaSenych alimentérni
cestou. Rada klinickych i experimentalnich pracovi&t’ vénuje v soucasnosti znaénou pozornost
studiu patofyziologickych mechanismu vlivem expozice organismu mikrobialnim patogenam,
jejichz degenerativni ptisobeni dokazuji mnohé histologické a imunologicke studie, piicemz
jsou vyvijeny terapeutické strategie, zahrnujici nové moznosti medikace a prevence. Cilem
studie bylo hodnoceni a preklinické testovani biologicky aktivnich I&tek schopnych zh&Seni
ROS, obsaZenych v extraktech ploda (Lonicera kamtschatica L.), (Lonicera edulis Turcz. ex
Freyn) a jejich interspecifickych hybridi, ve vztahu k antimikrobidlni aktivité. Parcidni cile
studie byly vztazeny kvyzkumu strukturnich aspekti  zkoumanych nutraceutik
(fenylkarboxylovych kyselin a polycyklickych hydroxylovanych uhlovodikia s nizkou
molekulovou hmotnosti). Ke stanoveni HPLC profilu jednotlivych genotypia bylo vyuZito
vysokouginné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED). V zhledem
k faktu, Ze se antioxidanty jevi jako latky vhodné k elektrochemické detekci, antioxidacni
kapacita byla zjisténa pomoci TAC — CoulArray, metody zaloZené na principu HPLC
scoulometrickou detekci. Ke zjigteéni antioxidagéni aktivity byl vyuzit DPPH' test. Pro
stanoveni antimikrobidlni  aktivity zkoumanych extrakta wvac¢i  klinickym isolatam
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multirezistentnich patotypi (Escherichia coli), (Salmonella) a pro porovnani s referenci bylo
vyuzito difusni diskové metody, na jejiz bazi byl sestaven bateriovy test zahrnujici ¢tyfi
ovocné extrakty a adekvétni pocet majoritnich antioxidanta spolu se étyimi antibiotiky se
stiednim a Sirokym spektrem G¢innosti. Na zakladé dosazenych vysledka byly identifikovany
a kvantifikovany klinicky vyznamné antioxidanty (neuroprotektivni kyseliny: galova, 4-
aminobenzoova, chlorogenova, inhibitory CYP2C9 a CYP3A4: flavonol quercetin a jeho
glykosidy, iridoidni glykosid katalposid a stilben resveratrol, jejichZz nejvysSi koncentrace
zji&téné u odrad Altaj, L-KI - 2 a L-KI - 21 korespondovaly s nejvySSim antioxida¢nim
potencialem uvedenych genotypu. Extrakty kl¢ovskych genotypi vykazaly rovnéz vysokou
antimikrobidlni aktivitu, naproti tomu antibiotika Colistin, Ampicilin, Streptomycin a
Chloramphenicol pii pokusu inhibovat in-vitro kultury (E. coli) selhala. Vztahy mezi
hydroxylovymi skupinami flavonoidnich, benzodtovych a hydroxycinemétovych skelett jsou
diskutovany. Antibakterialni G¢inky &ty zkoumanych extraktti (Lonicera sp.) vykazaly
signifikantni antibakteridni G¢innost. V3echny zkoumané genotypy jsou vyznamnymi zdroji
nizkomolekulérnich antioxidanti. Studie potvrzuje, Ze plody (Lonicera edulis Turcz. ex
Freyn), (Lonicera kamtschatica L.) a jejich hybridni genotypy mohou byt akceptovany jako
funkéni potraviny.

Kli¢ova dova: Lonicera edulis Turcz. ex Freyn, Lonicera Kamtschatica L., HPLC-ED, TAC
- CoulArray, DPPH ' test, E. coli, Salmonella
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