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ABSTRAKT 

Cílem této disertační práce bylo studium antibakteriálního účinku devatenácti  

organických kyselin a dvou monoacylglycerolů vůči bakterii Campylobacter 

jejuni. Záměrem bylo stanovit inhibiční koncentrace organických kyselin 

v pokusech in vitro a ověřit získané výsledky v navazujícím in vivo 

experimentu. 

Pro sledování účinků oganických kyselin byly zvoleny dvě základní metody – 

měření koncentrace bakteriálního proteinu v kultuře pomocí biuretové metody 

a real-time PCR. Nejvýraznější inhibiční aktivitu vykazovaly kyseliny 

kaprylová, kaprinová a laurová (IC50 ≤ 0,10 mg/ml). Účinek organických kyselin 

byl do značné míry ovlivněn hodnotou pH, přičemţ výrazněji se projevil 

v prostředí s vyšší aciditou. Oproti tomu vliv prodlouţení doby inkubace 

na inhibiční účinek kyselin byl marginální. Klinický izolát C. jejuni byl méně 

vnímavý k působení organických kyselin neţ sbírkový kmen. 

Pro posouzení vlivu kyseliny kaprinové, fumarové a monokaprinu na změny 

membránového potenciálu byla pouţita draslíková a  TPP
+
 iontově selektivní  

elektroda. Vliv kyseliny kaprinové a fumarové na morfologii buněčných 

membrán C. jejuni byl sledován pomocí transmisní elektronové mikroskopie. 

Obdrţené výsledky in vitro pokusů potvrzují, ţe antimikrobiální aktivita 

organických kyselin vůči bakterii C. jejuni je značně variabilní a suplementace 

krmiv v některých případech můţe mít minimální význam. Z testovaných 

organických kyselin vykazuje potenciál inhibovat růst bakterií C. jejuni 

v koncentracích jeţ jsou uplatnitelné také in vivo, zejména kyselina kaprylová, 

kaprinová a laurová (tj. kyseliny o střední délce řetězce s 8, 10 a 12 atomy 

uhlíku).  

Záměrem pokusu in vivo bylo zjistit, zda suplementace krmiv zvolenými 

mastnými kyselinami (kys. kaprylová a kaprinová) můţe zabránit infekci kuřat 

kampylobakterem, nebo ji alespoň částečně eliminovat. Zvolené kyseliny byly 

aplikovány do krmiv ve volné nebo enkapsulované formě. Krmivo obsahující 

enkapsulovanou formu mastných kyselin (0,25 %) signifikantně sníţilo počty 

C. jejuni u brojlerů. Výsledky experimentální infekce drůbeţe tedy potvrzují 

potenciál mastných kyselin sníţit prevalenci Campylobacter sp. u drůbeţe.  

 

Klíčová slova: 

Campylobacter jejuni, organické kyseliny, antibakteriální účinek, inhibiční 

koncentrace, real-time PCR, náhrady antibiotik  
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ABSTRACT 

The aim of the Doctoral thesis was to evaluate the antimicrobial activity 

of nineteen organic acids and two monoacylglycerols against Campylobacter 

jejuni. The objective was to determine inhibitory concentrations of organic acids 

in vitro and to confirm these results also by in vivo experiment. 

Two different methods were used to assess the antimicrobial activity of acids: 

the measurement of cell protein concentration in treated cultures by the biuret 

method and a SYBR Green based real-time PCR assay. Caprylic, capric and 

lauric acids were the most efficient antimicrobials among the compounds tested 

(IC50 ≤ 0.10 mg/ml). Antimicrobial acitivity of organic acids was pH-dependent, 

being more pronounced at a lower pH than at a pH higher than 6. The effect of 

the time of incubation was less evident. Clinical isolate of C. jejuni showed 

higher tolerance to exposure of organic acids compare to CCM 6214
T
 strain. 

In the cells treated with capric acid, fumaric acid and monocaprin, 

the permeability of the cytoplasmic and outer membrane was measured using 

potassium ion-selective and tetraphenylphosphonium (TPP
+
)-selective 

electrodes, respectively. The effect of capric and fumaric acids 

on morphological status of C. jejuni cells was further studied using transmission 

electron microscopy. 

The results of in vitro experiments show that antimicrobial activity of organic 

acid against C. jejuni is variable and supplementation of feeds with some acids 

may have insufficient effects. Among organic acids tested, namely caprylic, 

capric and lauric acids (i.e. straight-chain fatty acids with 8, 10 and 12 carbon 

atoms, respectively) have potential to be used against C. jejuni at concentration 

feasible in vivo. 

In vivo experiment was carried out to investigate whether fatty acids (caprylic 

and capric acid) supplementation of feed would reduce C. jejuni colonization 

in broiler chickens. Two forms of fatty acids were tested: coated and non-coated. 

The diet enriched with 0.25 % of coated form of fatty acids consistently reduced 

enteric Campylobacter populations in chickens. Results of the experimental 

infection of broiler chickens support capability of fatty acids to reduce 

Campylobacter carriage in poultry.  

 

Key words: 

Campylobacter jejuni, organic acids, antimicrobial effect, inhibitory 

concentration, real-time PCR, replacements of antibiotics 
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1. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  

Dle zpráv Světové zdravotnické organizace (WHO) jsou onemocnění 

potravinového původu váţným a narůstajícím problémem. Mezi významná 

onemocnění skupiny alimentárních toxoinfekcí přenosných ze zvířat (zoonózy) 

patří zejména salmonelózy a kampylobakteriózy. Četnost výskytu 

kampylobakterióz v České republice zaznamenala po roce 1995 zásadní změnu, 

kdy se trend nemocnosti prudce zvýšil a jiţ řadu let má toto onemocnění stabilně 

vzrůstající tendenci. V roce 2007 překonal výskyt kampylobakterióz počtem 

hlášených onemocnění dokonce i výskyt salmonelóz a stal se tak hlavní příčinou 

onemocnění potravinového původu [1]. Tento stav odpovídá situaci v západní 

Evropě, kde kampylobakterióza spolu se salmonelózou představuje jedno 

z nejčastějších potravinových onemocnění. 

Hlavním etiologickým agens kampylobakterióz nadále zůstává 

Campylobacter jejuni. Bakterie C. jejuni  je součástí mikroflóry střevního traktu 

řady teplokrevných zvířat, aniţ by u nich vyvolávala klinické příznaky 

onemocnění, proto jsou infikovaná zvířata na jatkách při pouţití běţných 

zdravotních kontrol v podstatě nezachytitelná.  Velmi častým nositelem C. jejuni 

jsou ptáci a drůbeţ, z toho důvodu se za nejrizikovější potravinu z hlediska 

moţnosti onemocnění kampylobakteriózou povaţuje drůbeţí maso. 

K pochopení současné problematiky zoonóz je nutné posuzovat poslední 

vývoj v kontextu mnoha faktorů. Jedním z nich je legislativa Evropského 

společenství. Vzhledem k moţnosti vzniku zkříţené rezistence 

u antimikrobiálních látek, jeţ jsou pouţívány v humánní terapii, státy Evropské 

unie postupně omezily a od 1. ledna 2006 pak zcela zakázaly pouţívání 

doplňkových látek ve výţivě zvířat (viz nařízení Evropského parlamentu a rady 

č. 1831/2003 z 22. září 2003). Tento zákaz můţe negativně ovlivnit zdravotní 

stav zvířat a počty patogenních bakterií v jejich trávicím traktu, s následnou 

moţností kontaminace produktů ţivočišné výroby těmito bakteriemi a tím zvýšit 

riziko vzniku nemocí z potravin u lidí.  

Vzniklá situace vytváří potřebu hledat alternativní krmná aditiva, 

která by alespoň z části nahradila účinek antibiotik. Cílem předkládané 

disertační práce je studium antibakteriálního účinku vybraných organických 

kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, která je nejčastější příčinou 

bakteriálních alimentárních infekcí v Evropské unii. 
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1.1 Taxonomie rodu Campylobacter 

Rod Campylobacter byl poprvé zmíněn roku 1963 (Sebald a Véron) 

a zahrnoval pouze dva druhy Campylobacter fetus a “Campylobacter bubulus” 

(nyní Campylobacter sputorum), doposud klasifikované jako Vibrio spp. Od té 

doby prošla taxonomie rodu Campylobacter dramatickými změnami. 

V současnosti zahrnuje 16 druhů (a šest poddruhů) -  C. fetus, C. jejuni, C. coli, 

C. lari (NARTC – dříve známé jako Nalidixic Acid Resistant Thermophilic 

Campylobacters), C. helveticus, C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. sputorum, 

C. mucosalis, C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C. showae, 

C. lanienae, C. hominis [2], přičemţ mnoho druhů dříve označovaných jako 

Campylobacter spp. bylo přeřazeno do jiných rodů, patří mezi ně Arcobacter, 

Helicobacter a Sulforospirillum. 

 

Obr. 1  Fylogenetický strom jednotlivých druhů rodu Campylobacter odvozený 

na základě podobnosti sekvence 16S rRNA. Pro sestavení stromu byla 

použita metoda neighbour-joining. Měřítko reprezentuje 5% odlišnost 

v sekvenci [3] 

 

Taxonomické začlěnění rodu Campylobacter 

Je následující: kmen Proteobacteria » třída Epsilonproteobacteria »  řád 

Campylobacterales  »  čeleď Campylobacteraceae  »  rod Campylobacter 
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1.1.1 Charakteristika Campylobacter sp. 

Bakterie rodu Campylobacter jsou typickými zástupci čeledi 

Campylobacteraceae. Patří sem štíhlé, mírně spirálovitě zakřivené tyčky, velké 

0,2– 0,8 µm x 0,5– 5 µm. Kratší formy mají tvar písmene S nebo "profil letícího 

racka" [3].   

Mikroskopický obraz závisí do značné míry na stáří kultury. 

Pro exponenciální fázi růstu jsou typické krátké spirálovité formy, které mohou 

dosáhnout v časné stacionární fázi aţ dvojnásobné délky. Pro starší kultury 

je příznačný přechod buněk v kokovité útvary. Za nevýhodných podmínek 

mohou bakterie přecházet do tzv. "ţivé, ale nekultivovatelné formy". Tento 

fenomén je v mmoha směrech analogický sporulaci u grampozitivních 

bakterií [4]. 

Buňky netvoří spóry, jsou gramnegativní a pohyblivé polárně umístěnými 

bičíky. Neobalený bičík na jednom nebo obou koncích buňky umoţňuje 

charakteristický rotační pohyb. Tento pohyb spolu s tvarem buňky usnadňuje 

průnik, např. vrstvou hlenu.  Zástupci rodu jsou mikroaerofilní mikroorganismy 

s respiratorním typem metabolismu. Energii získávají z aminokyselin 

nebo meziproduktů Krebsova cyklu, nefermentují ani neoxidují sacharidy. Mezi 

další biochemické vlastnosti patří: redukce fumarátu na sukcinát, negativní 

reakce s methylčervení a produkce acetonu a indolu [3, 5].  

Některé druhy kampylobakterů díky teplotním poţadavkům nad 40 ºC získaly 

přívlastek termotolerantní. Optimální růstová teplota 30–42 ºC je řadí 

do skupiny mezofilních mikroorganizmů.  

 

1.1.2 Campylobacter jejuni (Jones a kol., 1931; Véron a Chatelain, 1973) 

 C. jejuni patří mezi nejdůleţitější druhy v čeledi. Je velmi rozšířen v přírodě, 

většinou je adaptován na střevní trakt teplokrevných zvířat. Vyskytuje se hlavně 

u drůbeţe. Je častým patogenem zvířat, ale patogenní je také pro člověka. 

Na humánních enteritidách se z rodu Campylobacter podílí v největší míře (80–

85 %) [6]. 

Jsou známy dva poddruhy, C. jejuni subsp. jejuni a C. jejuni subsp. doylei. 

Hlavním fenotypovým znakem běţně pouţívaným pro odlišení je neschopnost 

C. jejuni subsp. doylei redukovat nitrát. Další charakteristickou vlastností 

je rozdílný růst při 42 °C a vysoká citlivost k cefalotinu. Avšak pro oba 

poddruhy je příznačná hydrolýza hippurátu [3, 7]. Patogenní role C. jejuni 

subsp. doylei není známa. Typické biochemické vlastnosti a antimikrobiální 

charakteristika termotolerantních druhů rodu Campylobacter jsou shrnuty 

v následující Tab. 1. 
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Tab. 1 Diagnostické znaky termotolerantních druhů Campylobacter sp. [3, 5; 

upraveno]. 

 Druh C. jejuni C. coli C. lari C. fetus 

Poddruh 
subsp 

jejuni 

subsp 

doylei 
  

subsp 

fetus 

Aerobní růst při  30 nebo 36 °C - - - - - 

Mikroaerobní růst při 25 °C 

37 °C 

42 °C 

- - - + + 

+ + + + + 

+ - + + částečně 

Růst v přítomnosti NaCl (4 %) - - - - - 

Biochemické testy průkaz oxidázy 

průkaz katalázy 

redukce nitrátu 

hydrolýza hippurátu 

hydrolýza indoxyl 

acetátu 

produkce sirovodíku 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ - + + + 

+ + - - - 

+ + + - - 

- - - + + 

Citlivost na 

antibiotika 

kyselina nalidixová 

cefalotin 

penicilin 

TTC (trifenyl 

tetrazoliumchlorid) 

S S S R R 

R S R R S 

R R R R R 

R R R S S 

+, pozitivní; -, negativní; S, senzitivní; R, rezistentní 

 

1.2 Epidemiologie onemocnění Campylobacter sp. 

Na přelomu 80. a 90. let patřila kampylobakterióza v České republice k téměř 

neznámému onemocnění. Četnost výskytu kampylobakterióz zaznamenala 

zásadní zvrat aţ po roce 1995, kdy se trend nemocnosti prudce zvýšil a jiţ řadu 

let má toto onemocnění stabilně vzrůstající tendenci. Počty hlášených infekcí 

kampylobakteriózy a salmonelózy se dlouhodobě přibliţovaly (dynamiku 

výskytu obou onemocnění v České republice v letech 1999–2008 znázorňuje 

Obr. 2). V roce 2000 bylo evidováno téměř 17 000 případů onemocnění 

kampylobakteriózou a jiţ v roce 2005 počet hlášených infekcí překročil hranici 

30 000 případů [1]. Podle údajů Národního referenčního centra pro analýzu 

epidemiologických dat z roku 2007, překonal výskyt kampylobakterióz počtem 

hlášených onemocnění výskyt salmonelóz a zaujal tak přední místo ve výskytu 

alimentárních onemocnění. Tento stav odpovídá situaci v Evropské unii (EU), 

kde kampylobakterióza spolu se salmonelózou představuje jedno z nejčastějších 

onemocnění tohoto typu. V témţe roce onemocnělo kampylobakteriózou 

v evropské sedmadvacítce celkem přes 200 000 lidí, coţ je oproti roku 2006 

čtrnáctiprocentní nárůst [8]. Příčiny vzestupu incidence kampylobakterových 
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enteritid nejsou zcela jasné. Částečný podíl se přikládá zvýšené informovanosti 

lékařů o této bakterii, zdokonalení mikrobiologické diagnostiky a zkvalitnění 

zdravotnické evidence. V souvislosti s tím se nabízí otázka, zda nebyly dřívější 

klinické diagnózy salmonelózy ve skutečnosti chybně diagnostikované případy 

kampylobakteriózy. Navíc se odhaduje, ţe skutečný výskyt kampylobakteriózy 

je pravděpodobně několikanásobně vyšší neţ udávají oficiální statistiky. 

Důvodem je velký počet nediagnostikovaných onemocnění, pro které 

je příznačný mírnější průběh nebo sporadický výskyt. 

 

 

Obr. 2  Dynamika výskytu kampylobakteriózy a salmonelózy v ČR v letech  

1999–2008 [1; upraveno]  

 

1.2.1 Způsoby přenosu infekce 

Přenos se uskutečňuje především alimentární cestou (potravinami nebo 

vodou) nebo přímo (např. kontaktem se zvířetem). Interhumánní přenos 

je vzácný, byl nicméně popsán v kolektivních zařízeních péče o děti 

a v ústavech sociální péče. Vzácné jsou i epidemie kampylobakterióz. V hlášení 

převládají sporadické případy, nebo případy rodinného charakteru. 

Pravděpodobně nejčastějším vehikulem onemocnění jsou potraviny. Infekce 

u člověka často souvisí s konzumací syrové nebo nedostatečně tepelně 

opracované drůbeţe nebo masa, přičemţ významný podíl mají zejména 

nedostatečně tepelně ošetřené potraviny typu „fast food“ (tzv. minutky). Člověk 

se můţe nakazit také pitím nepasterovaného mléka nebo produktů z takového 
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mléka, pitím kontaminované vody, popřípadě vody z neznámých zdrojů 

a v neposlední řadě sekundární kontaminací jiţ hotových potravin. Opomenout 

nelze ani přenos nákazy prostřednictvím nakaţených zvířat (zejména domácími 

mazlíčky) [9–12]. 

Z 16 doposud objevených druhů rodu Campylobacter, je nejméně osm z nich 

povaţováno za potenciální humánní patogeny: C. jejuni, C. coli, C. lari, C. fetus, 

C. upsaliensis, C. sputorum, C. concisus a C. curvus [13].  

Více neţ 95 % případů kampylobakterové infekce vyvolávají 

tzv. termotolerantní druhy C. jejuni a C. coli [9]. V posledních letech 

se pozornost obrací také na C. upsaliensis a C. lari, jejichţ nález u lidí 

je ale mnohem vzácnější. Hlavním etiologickým agens tedy nadále zůstává 

C. jejuni (80–90 % infekcí). Tato bakterie je součástí mikroflóry střevního traktu 

řady teplokrevných zvířat, aniţ by u nich vyvolávala klinické příznaky 

onemocnění. Z toho důvodu jsou infikovaná zvířata na jatkách, při pouţití 

běţných zdravotních kontrol, v podstatě nezachytitelná. Velmi častým nositelem 

C. jejuni jsou ptáci a drůbeţ, coţ je dáváno do souvislosti s jejich zvýšenou 

tělesnou teplotou, která je pro tyto bakterie příznivá (Campylobacter je schopen 

růstu v teplotním rozmezí 30–46 °C, optimální růstovou teplotou je 42 °C). 

Proto nepřekvapí, ţe za nejrizikovější potravinu z hlediska moţnosti 

onemocnění kampylobakteriózou se povaţuje právě drůbeţí maso (podle 

četných literárních zdrojů kontaminované od 20–90 %). Trend spotřeby 

drůbeţího masa bezesporu přispívá k nárůstu výskytu kampylobakteriózy. 

Průměrná spotřeba drůbeţího masa v Evropské unii je poměrně stabilní 

a pohybuje se kolem hodnoty 22,7 kg/osobu. V České republice je spotřeba 

drůbeţe nad úrovní průměru států Evropské unie a vykazuje dlouhodobý růstový 

trend. Obecně lze říci, ţe spotřeba drůbeţího masa byla iniciována řadou 

příznivých faktorů, mezi nejvýznamnější patří především jeho příznivé nutriční 

vlastnosti a relativně nízká maloobchodní cena, podpořená změnou ţivotního 

stylu populace.  

Význam drůbeţe jako hlavního původce onemocnění lze demonstrovat 

na dioxinové krizi v Belgii v červnu 1999, kdy díky medializaci případu 

významně poklesla spotřeba drůbeţího masa a souvztaţně byl v  následujících 

měsících zaznamenán přechodný (40%) pokles incidence kampylobakteriózy 

[14].  

1.2.2 Výskyt a klinické příznaky kampylobakteriózy 

Bakterie rodu Campylobacter vyvolávají akutní střevní infekce u lidí 

tzv. kampylobakteriózu a potraty u domácích zvířat. V přírodě jsou 

kampylobaktery značně rozšířeny, většina je adaptována na střevní trakt 

teplokrevných zvířat. Velmi častým rezervoárem kmenů C. jejuni jsou volně 
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ţijící ptáci a drůbeţ. Poměrně četné jsou také pozitivní nálezy u prasat, ale zde 

bývá izolován zejména C. coli. Také nálezy u ostatních hospodářských zvířat, 

např. u ovcí a skotu nejsou výjimkou.  Z těchto ţivočišných zdrojů se člověk 

nakazí nejčastěji. Infekce nastává poţitím infikované potravy nebo vody, 

ale i kontaktem s nakaţenými zvířaty.  

Onemocnění způsobené Campylobacter spp. probíhá nejtypičtěji jako 

enteritida v klinických projevech shodná s jinými infekcemi bakteriálního 

původu. Průběh nemoci je ovlivněn vnímavostí pacienta k infekcím, virulencí 

kmene a v neposlední řadě infekční dávkou. Ta není přesně stanovena, 

ale předpokládá se, ţe zejména u malých dětí, starých osob 

a imunokompromitovaných osob je velmi nízká – méně neţ 500 bakteriálních 

buněk [15]. Experimentálně bylo zjištěno, ţe dávka 500 aţ 800 buněk 

je schopna vyvolat klinické příznaky asi u 10 % mladých a zdravých osob. 

Při reinfekci mívá onemocnění mírnější příznaky. Je tedy pravděpodobné, 

ţe při časté expozici můţe být vyvolána částečná imunita. Tento jev je spojován 

s určitými profesními skupinami (např. farmáři, veterináři, zaměstnanci 

drůbeţích jatek, řezníci aj.), u kterých je kampylobakterióza povaţována jiţ 

za profesní onemocnění. 

Na rozdíl od salmonelóz (s 48 hodinovou inkubační dobou) se první příznaky 

kampylobakteriózy objevují zpravidla dva aţ pět dnů po nákaze. Výjimečně 

můţe doba inkubace dosáhnout aţ deseti dnů [9]. Kampylobakterióza typicky 

probíhá jako hemoragická enterokolitida s horečkou, bolestmi hlavy, nevolností 

a výrazným průjmem někdy s příměsí krve nebo hlenu. Onemocnění 

je provázeno bolestmi břicha, které mohou imitovat apendicitidu. Alimentární 

nákaza můţe vyústit v sekundární neurologické problémy známé jako Guillain-

Barrého syndrom, Reiterův syndrom nebo Miller-Fischerův syndrom [16, 10].   

Základním postupem v léčbě, stejně jako u jiných průjmových onemocnění, 

zůstává stále rehydratace. Podávání antibiotik (erytromycin, tetracyklin, 

chinoliny) je indikováno jen v těţších případech. Průměrná doba trvání 

onemocnění je pět aţ sedm dní a můţe odeznít i bez terapie. Jsou však známy 

i krajní případy, kdy onemocnění kampylobakteriózou skončilo smrtí pacienta. 

1.2.3 Epidemiologie onemocnění 

Onemocnění má řadu shodných epidemiologických charakteristik s infekcí 

vyvolanou salmonelami. Nejpostiţenější skupinou jsou děti mezi  1–4 roky. 

Vyšší nemocnost byla zaznamenána také u mladých lidí ve věku 15–30 let, která 

pravděpodobně souvisí se změnou stravovacích návyků v důsledku zvýšené 

mobility (studijní, pracovní či zahraniční pobyty, atp.). Četnost onemocnění 

v průběhu roku kolísá se značnou sezónností, přičemţ křivka nemocnosti vrcholí 

v letních měsících [9]. Většina onemocnění má sporadický, případně rodinný 
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charakter. Epidemie jsou vzácností, pokud se vyskytnou, bývá původcem vzniku 

zejména sekundární kontaminace jiţ připravených pokrmů. Infekce, podobně 

jako salmonelóza, představuje významný problém nejen v humánní, 

ale i veterinární medicíně, kde vyvolává septické aborty u ovcí či hovězího 

dobytka. 

 

1.3 Výskyt a přeţívání Campylobacter sp. v chovech drůbeţe 

Ačkoliv jsou zdroje infekce a cesty přenosu Campylobacter sp. stále 

předmětem řady debat, epidemiologické údaje zřetelně poukazují na fakt, 

ţe kontaminované produkty ţivočišného původu, zvláště pak drůbeţ, přispívají 

nejvýznamnější měrou k výskytu kampylobakterióz. Tuto hypotézu lze 

demonstrovat na dioxinové krizi v Belgii v roce 1999, na nedávných obavách 

z nákazy ptačí chřipkou, nebo na příkladu Islandu. Zde stejně jako v jiných 

severských zemích bylo před rokem 1996 drůbeţí maso distribuováno převáţně 

v zmraţeném stavu. Nicméně zvýšená spotřebitelská poptávka a trhem řízené 

tlaky donutily prodejce prodávat drůbeţ chlazenou. Následovalo zvýšení 

výskytu kampylobakteriózy u lidí, které v roce 1999 dosáhlo úrovně 

116 hlášených případů na 100 000 obyvatel. Podle statistik byla v té době 

prevalence Campylobacter sp. u drůbeţího masa určeného k prodeji 62% [10]. 

Jako nejzávaţnější zdroj onemocnění humánní kampylobakteriózou je tedy 

v současné době povaţováno drůbeţí maso a drůbeţí produkty [17, 10, 6]. 

Ty bývají zpravidla kontaminovány obsahem trávicího traktu asymptomaticky 

kolonizovaných kuřat a mohou představovat riziko pro konzumenta, 

jestliţe s potravou nevhodně manipuluje nebo ji nedostatečně tepelně opracuje.  

Campylobacter sp. se vyskytuje nejčastěji v trávicím traktu drůbeţe, 

kde je běţnou součástí střevní flóry. Campylobacter sp. osídluje u drůbeţe 

především dolní část trávicího traktu, zejména slepé střevo, tlusté střevo 

a kloaku [18]. Důvodem častého výskytu u ptáků můţe být vyšší tělesná teplota 

(42 °C) ve srovnání s většinou savců, která je příznivá pro růst tohoto patogena. 

U ţijící drůbeţe bývá často zjišťována silná kolonizace střev buňkami 

Campylobacter sp. (10
5
–10

9
 CFU/g střevního obsahu) aniţ by byly pozorovány 

klinické příznaky onemocnění [11, 19]. Takto kolonizovaná drůbeţ přichází 

na jatky s vysokými počty Campylobacter sp., které v průběhu procesu poráţky 

kontaminují nejen těla poráţené drůbeţe, ale i prostředí v němţ se poráţka 

uskutečňuje [17, 20–22]. 
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1.3.1 Mechanismus šíření Campylobacter sp. 

Výskyt Campylobacter sp. v chovech drůbeţe v Evropské unii se pohybuje 

v rozmezí 35–57 % [17]. V České republice byl v roce 2007 podle Monitoringu 

zoonóz, původců zoonóz a rezistence vůči antimikrobiálním látkám výskyt 

termofilních Campylobacter sp. 45,1% [26].  

Přesný mechanismus šíření Campylobacter sp. v chovech zvířat a cesty 

přenosu ze zvířat (respektive z potraviny) na člověka jsou předmětem řady studií 

a nebyly dosud spolehlivě vysvětleny.  

Je pravděpodobné, ţe různé kmeny C. jejuni mají odlišnou patogenitu 

pro drůbeţ a pro člověka a také různou schopnost osídlovat střevo hostitele. 

Campylobacter sp., na rozdíl od salmonely, neadheruje k epiteliální sliznici 

střeva, ale díky své pozitivní chemotaxi k mucinu osídluje mukózní vrstvu 

střeva a pomocí svých bičíků se volně pohybuje [23]. 

Ke kolonizaci drůbeţího střeva dochází pouze výjimečně před sedmým dnem 

věku, nejčastěji osídlení střev proběhne aţ mezi druhým a čtvrtým týdnem věku 

[17, 19]. Podle studie, kterou ve Velké Británii provedl Evans a Sayers [24], 

je 40 % brojlerů v hejnu kolonizováno Campylobacter sp. do čtvrtého týdne 

věku a aţ 90 % do sedmého týdne. Také dle dalších studií míra infekce 

Campylobacter sp. v konvenčních chovech vzrůstá lineárně s délkou odchovu 

brojlerových hybridů [17, 21]. Počty Campylobacter sp. poměrně rychle 

dosahují úrovně 10
6
–10

7
 CFU/g obsahu slepého střeva [19].  Jednou 

kolonizované kuře zůstává asymptomatickým nosičem aţ do doby poráţky. 

Dojde-li k výskytu patogena u minimálního počtu jedinců, dochází díky vysoké 

koncentraci zvířat na m
2
 a vysokým počtům vylučovaných buněk v trusu 

k rychlému rozšíření infekce mezi ostatní kusy. Postupně dochází k infekci 

téměř všech, nebo všech brojlerů v hejnu a také ke kontaminaci prostředí, 

ve kterém se zvířata nacházejí. Stoupající promořenost hejna se pak v okamţiku 

dosaţení trţního věku pohybuje v rozmezí 80–100 % [6, 19]. Rychlé rozšíření 

můţe být zapříčiněno koprofagií kuřat, ale na vině můţe být i voda a krmivo. 

Roli vektorů mohou sehrávat také drobní hlodavci, hmyz a zejména volně ţijící 

ptáci (pokud mají moţnost přístupu do hal). K rozšiřování Campylobacter sp. 

v chovech drůbeţe také napomáhá způsob chovu a v neposlední řadě sám člověk 

(ošetřovatel). 

Přenos původce je pravděpodobně způsoben horizontálním transferem 

z environmentálních zdrojů (např. krmivo, neošetřená voda, ostatní hospodářská 

zvířata, divoké ptactvo nebo zařízení farmy) [10, 20, 21]. Důvodem pro toto 

tvrzení jsou subtypizace izolovaných kmenů pomocí molekulárně biologických 

metod a sérologických metod. Makrorestriční analýza izolátů C. jejuni prokázala 

genetickou variabilitu patogena mezi jednotlivými farmami, ale vysokou míru 
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příbuznosti klonů uvnitř farmy. Nicméně v jednotlivých následných hejnech 

na téţe farmě byly potvrzeny nepříbuzné genotypy C. jejuni svědčící o různých 

zdrojích infekce na dané farmě [25]. Moţnost vertikálního přenosu 

Campylobacter sp. z nosnic na kuřata prostřednictvím vajec současné studie 

nepotvrzují [17, 19, 20]. Fakt, ţe drůbeţ zpravidla nebývá infikována dříve, 

neţ ve druhém týdnu ţivota je jedním z argumentů proti vertikálnímu přenosu. 

Ačkoliv naprostá většina brojlerů produkovaných v České republice pochází 

z konvenčních intenzivních chovů, povaţuji za důleţité zmínit studii vědeckého 

týmu Heuer a kol. [27], ve které se autoři zaměřili na srovnání výskytu 

Campylobacter sp. v rozdílných typech chovů. Četnost Campylobacter sp. byla 

vyšší u ekologických chovů (100%) ve srovnání s extenzivním chovem (49,2%) 

nebo s konvenčními intenzivními chovy (36,7%). Moţným vysvětlením je větší 

důraz kladený na pohodu zvířat (welfare). Tato zvířata jsou vystavena řadě 

vlivů, které se v intenzivních chovech daří eliminovat. 

Jelikoţ hlavní zdroj infekce brojlerových hejn nebyl zatím přesně označen, 

je prevence na farmách velmi obtíţná. Protoţe je přenos Campylobacter sp. 

v hejnech velmi rychlý a není zásadně ovlivněn dobrými nebo špatnými 

hygienickými podmínkami v chovu, pro úspěšnou eliminaci tohoto patogena 

na konvenčních drůbeţích farmách se jeví jako zásadní prevence kolonizace 

prvního jedince v hejnu. 

 

1.3.2 Vliv jatečného zpracování na výskyt Campylobacter sp. u drůbeţe 

Velká část kontaminantů mikrobiálního původu přichází do zpracovatelských 

podniků z prvovýroby (farmy, chovy) [10, 20, 28]. Z toho důvodu kontrola 

a prevence na úrovni farem představují významný faktor v redukci výskytu 

Campylobacter sp. na opracované drůbeţi a drůbeţím mase a přispívají 

tak významnou měrou k eliminaci tohoto patogena v potravinovém řetězci. 

Transport ţivé drůbeţe na poráţku je dalším rizikovým faktorem zvýšení 

počtu Campylobacter sp. u brojlerů [19, 21]. Při transportu dochází vlivem 

přepravních podmínek a stresu ke zvýšenému vzájemnému kontaktu zvířat 

a vyšší produkci trusu a tím vzrůstá kontaminace povrchu těl jednotlivých kusů. 

Mikrobiologové z Výzkumné zemědělské sluţby při americkém ministerstvu 

zemědělství dokonce vyhodnotili úlohu transportních klecí jako jednoho 

z nejdůleţitějších míst v produkčním řetězci drůbeţe, kde můţe docházet 

ke kontaminaci brojlerů patogenní bakterií Campylobacter. 

V současné době pouţívané technologie poráţení drůbeţe jsou vysoce 

efektivní, ale přispívají k vzájemné kříţové kontaminaci poraţených kusů. 

Kontaminace těl brojlerů Campylobacter sp. se v průběhu zpracování mění 
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v závislosti na výrobní operaci. Technologické kroky jako je paření, škubání, 

kuchání, oplachování a chlazení, počty bakterií mění a můţe během nich dojít 

také ke kříţové kontaminaci poraţených kusů. 

Pařící lázeň mívá zpravidla teploty mezi 50 a 60 °C, coţ nepřispívá 

významnou měrou k inaktivaci buněk. Zvláště rizikové je paření při niţších 

pařících teplotách. Například při paření vodou o teplotě 50 °C můţe díky 

přítomnosti velkého mnoţství organických látek v pařící vodě (krev, peří, 

zbytky trusu) dojít k vytvoření „ochranného obalu“ a řada mikroorganismů 

pak v pařících vodách přeţívá i teploty, které jsou v laboratorních podmínkách 

devitalizační. Vyšší teploty, které by jiţ devitalizaci způsobily, 

nejsou pouţívány z důvodu narušování integrity kůţe. Přesto je prokázáno, 

ţe kontaminace Campylobacter sp. se po paření obecně sniţuje, je-li pouţito 

pařící vody o teplotě cca 60 °C [17]. Tuto skutečnost dokládá Tab. 2, 

ve které jsou uvedeny průměrné počty Campylobacter sp. v průběhu jatečného 

zpracování drůbeţe v závislosti na jednotlivých technologických operacích. 

 

Tab. 2 Průměrné počty Campylobacter sp. (log10 CFU/g kůţe v okolí kloaky) 

ze dvou sledovaných jatek (podnik A – pařící teplota 58 °C, chlazení vodou; 

podnik B – pařící teplota 52 °C , chlazení vzduchem) [19; upraveno] 

Technologický proces  Podnik A Podnik B 

Vykrvení 3,08 3,16 

Paření 1,04 (58 °C) 1,82 (52 °C) 

Škubání 1,97 2,24 

Eviscerace 2,54 2,45 (+ promytí)  

Chlazení 1,35 (voda) 3,73 (vzduch) 

 

Kontaminace je zvýrazněna procesem škubání, kdy jsou peřové folikuly 

obnaţeny a tím je usnadněno pronikání kontaminované tekutiny. Podle studie 

Keener a kol. [21] byl C. jejuni izolován ze škubacích prstů v 94,4 % a to 

ve vysokých počtech. Proto se předpokládá, ţe jde o oblast, ve které můţe 

snadno dojít ke kříţové kontaminaci. Nejvíce kontaminované bývají zejména 

četné koţní záhyby v oblasti krku, prsou a pod křídly, kde se můţe vytvořit 

vhodné prostředí pro přeţívání Campylobacter sp. 

Kuchání je pravděpodobně nejvíce rizikovou technologickou operací, 

kdy i minimální mnoţství obsahu slepého střeva způsobuje významné zvýšení 

počtu Campylobacter sp. na povrchu jatečně upraveného těla. Nebezpečí 

se úměrně zvyšuje, zejména pokud dojde k perforaci střev nebo volete. Uvedená 

fakta podporují mnohé studie, které dokládají sníţení počtu kampylobakterů 
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po paření, ale naopak signifikantní zvýšení v průběhu škubání a eviscerace [28, 

29]. Z toho důvodu se předpokládá, ţe cékum a tlusté střevo jsou 

nejpravděpodobnějším  zdrojem kontaminace na poráţkách, tato skutečnost byla 

potvrzena molekulární typizací [22]. 

Další operace zahrnující promývání a chlazení přispívají k redukci počtů 

mikroorganismů, ale neeliminují je úplně [11]. Chlazení drůbeţe vzduchem 

je v současnosti pouţíváno přednostně před chlazením vodou. Jedná 

se o progresivnější způsob chlazení, který má význam nejen v zabránění kříţové 

kontaminace, ale také v osušování povrchu drůbeţe. Současně se v některých 

zemích přistupuje ke sprejovému ošetření poraţené drůbeţe roztokem 

organických kyselin a to především kyseliny mléčné nebo octové. 

Během finálních operací, kdy jsou těla omyta a zchlazena, dochází 

k výraznému sníţení kontaminace (o 50–90 %), přesto však více neţ čtvrtina 

chlazené drůbeţe zůstává na konci technologického procesu Campylobacter sp. 

pozitivní [30]. Moţným vysvětlením je, ţe počáteční počty bakterií C. jejuni 

se v průběhu jatečného zpracování sice pozvolna sniţují, avšak v protikladu 

s tím stoupá kříţová kontaminace [20]. Přesto vše můţe jatečné zpracování 

sníţit úroveň kontaminace drůbeţe kampylobakterem aţ o několik řádů [11].  

 

1.3.3 Výskyt Campylobacter sp. na drůbeţím mase 

Četné studie uvádějí, ţe 30 aţ 100 % drůbeţích finálních produktů v obchodní 

síti je kontaminováno Campylobacter sp. [17, 31]. Vyšší úrovně kontaminace 

(aţ 100%) se obvykle vyskytují v teplejších měsících (červen–září) a niţší 

(50%) v měsíci březnu [32]. Výskyt této sezónnosti koresponduje s vrcholem 

incidence kampylobakteriózy při humánních infekcích, coţ potvrzuje význam 

drůbeţe jakoţto zdroje kampylobakterových infekcí u lidí. 

Popisované úrovně Campylobacter sp. v čerstvé drůbeţi a produktech kolísají 

mezi 10
2
 a 10

5
 log10 CFU na 100g masa [11, 21]. Častá variabilita v záchytu 

Campylobacter sp. u drůbeţe je způsobena počtem vyšetřených vzorků, místem 

odběru, metodikou vyšetření. Buňky Campylobacter sp. jsou také běţně 

nalezeny v poţivatelných drobech, je to ale nejspíše způsobeno sekundární 

kontaminací během zpracování neţ infekcí samotných orgánů. 

Mělo by být poznamenáno, ţe mikrobiální kontaminace drůbeţe je z velké 

části povrchovým fenoménem. Je to z toho důvodu, ţe kůţe zpravidla nebývá 

odstraňována a mnoho kontaminantů se nachází právě na ní [19]. Proto 

nepřekvapí konstatování, ţe niţší počty Campylobacter sp. byly nalezeny 

u masa bez kůţe [17]. 
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Následné balení drůbeţe, které omezuje přístup kyslíku a udrţuje vysokou 

relativní vlhkost, spíše napomáhá k přeţívání Campylobacter sp. po dobu 

několika dnů. Stern [33] publikoval dvouletou studii, v jejímţ průběhu 

monitoroval vliv doby skladování a sezonní vlivy na počty Campylobacter sp. 

Shledal, ţe detekce C. jejuni signifikantně poklesla po 10 dnech skladování 

při 4 °C. Oproti tomu mraţením produktů byly počty kampylobakterů okamţitě 

sníţeny přibliţně o jeden řád a zůstaly relativně konstantní po celou dobu 

skladování. Bakterie byly schopny přeţít -20 °C po dobu nejméně 3 měsíců, 

i kdyţ při velmi nízkých počtech [11, 34].  Mraţení tedy přispívá k výrazné 

redukci počtu přeţívajících buněk Campylobacter sp., ale vzhledem k vysokým 

úrovním kontaminace nelze povaţovat tuto operaci za spolehlivou 

pro devitalizaci tohoto patogena [35].   

Ostatní typy drůbeţe představují srovnatelné riziko onemocnění 

kampylobakteriózou, pro své niţší zastoupení na trhu potravin, se však míra 

incidence v těchto případech jeví statisticky méně významná. 

Z výše uvedených údajů je patrné, ţe drůbeţ přes svoje nesporné dietetické 

i kulinární přednosti je a s velkou pravděpodobností i bude hlavním zdrojem 

Campylobacter sp.. Proto je zcela na místě snaha objasnit cesty šíření 

Campylobacter sp. v chovech drůbeţe a nalézt moţnosti eliminace výskytu 

u ţivé drůbeţe. 

 

1.3.4 Faktory ovlivňující přeţívání Campylobacter sp. v potravinách 

Pravděpodobným důvodem nízkých nálezů Campylobacter sp. v potravinách 

je vysoká citlivost Campylobacter sp. v prostředí a prakticky neschopnost 

pomnoţování v potravině, coţ v konečném důsledku objasňuje skutečnost, 

proč ve spojitosti s kampylobakteriózou nedochází k explozivním epidemiím.  

Campylobacter sp. můţe přeţívat především v syrovém mase, mléce 

popřípadě ve vodě a při nevhodné manipulaci sekundárně kontaminovat 

jiţ hotové potraviny [5, 6, 36]. 

Mezi hlavní faktory ovlivňující schopnost přeţívání bakterie patří hodnoty 

pH. Optimální prostředí pro růst C. jejuni se pohybuje mezi hodnotami  pH 5,5–

6,5, nicméně všechny kmeny prosperují v rozmezí pH 5,5–8,0. Je známa úzká 

vazba mezi růstovým potenciálem C. jejuni, hodnotou pH a teplotou prostředí. 

Bakterie C. jejuni totiţ vykazují poměrně malé rozmezí teplot růstu (30–47 °C) 

[10]. Většina termotolerantních Campylobacter sp. není schopna růstu 

při teplotách niţších neţ 30 °C. Z toho důvodu je pomnoţování při pokojových 

teplotách výrazně omezeno. Campylobacter sp. je také velmi citlivý 

k vysušování, proto je přeţívání snadnější při chladnějších teplotách 
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(např. při 4 °C), neţ při pokojových (20–25 °C) [19]. Skladování 

při mrazírenských teplotách sniţuje úroveň kontaminace, ale k úplné eliminaci 

bakteriálních buněk nedochází. Naopak běţné pasterační teploty Campylobacter 

sp. velmi rychle inaktivují. Účinná je i krátkodobá pasterace při 80 °C [11, 37].  

Rovněţ tzv. aktivita vody (aw) je schopna ovlivnit nejen rozmnoţování, 

ale i samotnou perzistenci mikrobů v potravinách. C. jejuni  je velmi citlivý 

na nízkou hodnotu aktivity vody. Pro svůj růst vyţaduje minimální hodnotu 

aw 0,96–0,97 [23].  Při nízkých hodnotách aw dochází k  devitalizaci v závislosti 

na teplotě prostředí.   

Dalším významným růstovým faktorem je koncentrace soli v potravinách. 

C. jejuni je povaţován za citlivý mikroorganismus vůči působení NaCl. 

Jiţ prostředí obsahující 2 % NaCl působí na C. jejuni toxicky. Optimální 

koncentrace NaCl pro růst C. jejuni je asi 0,5 %, ale je schopen růst ještě 

při koncentraci 1,5 % NaCl [19, 37].  

Jak jiţ bylo uvedeno, Campylobacter sp. patří mezi mikroaerofilní 

mikroorganismy. K růstu vyţaduje sníţenou tenzi kyslíku (5 %) a zvýšený 

obsah oxidu uhličitého (10–15 %). V běţné atmosféře je C. jejuni  poměrně 

rychle devitalizován v závislosti na teplotě a vlhkosti prostředí. Podle některých 

literárních zdrojů můţe modifikovaná atmosféra nebo vakuové balení potravin 

paradoxně mírně prodlouţit přeţívání C. jejuni, zejména při uchovávání 

při chladírenských teplotách [23, 38]. Přestoţe je toto prodlouţení 

ţivotaschopnosti povaţováno za nevýznamné, z praktického hlediska je důleţité 

obdobné situace nepodceňovat, s poukazem na výše zmíněné nízké infekční 

dávky. 

 

1.4 Problém antibiotické rezistence 

Antibiotika jsou označována za nejdůleţitější objevený lék v historii 

medicíny. Zpočátku svého objevení účinkovala zcela spolehlivě, zneškodňovala 

více neţ 99,9 % mikroorganismů, vůči kterým byla namířena. V současnosti 

je ztráta účinnosti antibiotik (ATB) alarmující a přístup k antibiotikům musel 

být přehodnocen. Celosvětově narůstá rezistence významných bakteriálních 

patogenů k antibiotikům a nekontrolovaně se rozšiřují multirezistentní kmeny 

patogenních bakterií vyvolávající obtíţně léčitelné infekce, které prokazatelně 

souvisí s nárůstem morbidity a mortality. Vzestup antibiotické rezistence 

je vyvolán zvýšenou spotřebou antibiotik a zejména jejich zbytečným, 

nevhodným nebo neoprávněným pouţíváním.  Důsledky se pak projevují 

v selhávání léčby, vyšší mortalitě a značných ekonomických nákladech. 
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V České republice je problém antimikrobiální rezistence a jejího přenosu 

prostřednictvím mikroorganismů v potravinách aktuální stejně jako v ostatních 

státech. Zaznamenány byly rezistentní izoláty mezi indikátorovými 

mikroorganismy, ale závaţnější je zjištění výskytu rezistentních 

mikroorganismů způsobujících zoonózy (mimo jiné Campylobacter sp.). 

V souvislosti s těmito patogeny se do popředí zájmu dostává zejména otázka 

pouţívání fluorochinolonů u zvířat určených k výrobě potravin a s tím 

související rezistence k těmto látkám. Ta je nejvýznamnější u kampylobakterů 

a salmonel, coţ jsou dvě nejčastější příčiny bakteriálních alimentárních infekcí 

u nás, ale i v Evropské unii [39].  

Fluorochinolony lze charakterizovat jako velmi účinná antibiotika se širokým 

spektrem účinnosti, výhodnými farmakokinetickými a farmakodynamickými 

vlastnostmi. Poměrně snadný vznik rezistence je však v současnosti řadí mezi 

vůbec nejrizikovější skupiny antimikrobních léčiv. Získaná rezistence 

k chinolonům je nejčastěji způsobena mutací genů řídících replikaci a segregaci 

chromozomální DNA, méně často aktivním efluxem chinolonů z bakteriální 

buňky [40, 41]. Právě fluorochinolony spolu s makrolidy (erytromycin) jsou 

lékem volby u těţkých forem gastrointestinálních infekcí způsobených 

kampylobakterem [42]. 

V roce 2006 a  2007  byla v České republice prokázána téměř 50% prevalence 

termotolerantních kampylobakterů u jateční drůbeţe, přičemţ v roce 2006 byl 

zjištěn výskyt C. jejuni u 46 % vyšetřených vzorků a v následujícím roce u 43 % 

vzorků. Výsledky testování antibiotické rezistence izolátů C. jejuni ve stejném 

sledovaném období (tj. 2006 a 2007) ukazují na problém vysoké rezistence 

izolovaných kmenů k chinolonovým antibiotikům. Na kyselinu oxolinovou bylo 

rezistentních 77 % a na ciprofloxacin 72 % izolátů z drůbeţe. Kromě toho 26 % 

z těchto izolátů C. jejuni bylo rezistentních k ampicilinu, 9 % k streptomycinu 

a 6 % vykazovalo rezistenci k erytromycinu. Ve všech případech (vyjma 

tetracyklinu) byla prokázána vyšší rezistence veterinárních izolátů C. jejuni 

oproti humánním [43]. 

Důvodů vzniku rezistentních kmenů C. jejuni je několik. Mezi 

neopomenutelné patří podávání medikovaných krmných směsí zejména 

v produkci prasat a drůbeţe, u kterých je Campylobacter sp. přirozenou součástí 

střevní mikroflóry. Rutinní pouţívání antibiotik ke stimulaci růstu a prevenci 

onemocnění hospodářských zvířat přispělo k vyselektování rezistentních kmenů 

a k šíření rezistence mezi bakteriemi [44].  

Země, ve kterých bylo pouţívání fluorochinolonů u hospodářských zvířat 

zakázáno (Austrálie) nebo kde jsou pouţívaná střídmě (Švédsko), vykazují 

velmi nízkou úroveň rezistence k fluorochinolonům. Naopak země, u kterých 

je pouţívání fluorochinolonů u hospodářských zvířat běţnou praxí (Španělsko, 
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Čína, USA), je evidována vyšší rezistence veterinárních i humánních izolátů 

Campylobacter sp. [17, 42, 45].  

Nárůst rezistence mikroorganismů k fluorochinolonům se datuje přibliţně 

od doby zavedení pouţívání enrofloxacinu ve veterinární medicíně. Přesto však 

nelze jednoznačně tvrdit, ţe pouţívání fluorochinolonových přípravků u zvířat 

je jedinou příčinnou nárůstu rezistence. Svůj podíl má i neadekvátní terapie 

fluorochinolony v humánní medicíně, zejména u nekomplikovaných 

gastroenteritid. 

 

1.4.1 Alternativy náhrady antibiotik 

Nařízení Evropského parlamentu a rady č. 1831/2003 z 22. září 2003 

o doplňkových látkách ve výţivě zvířat, oznámilo dlouho připravovanou 

a zásadní změnu v pouţívání doplňkových látek u nás označovaných jako 

antibiotické stimulátory růstu. Tímto nařízením, které vstoupilo v platnost 

ve všech zemích Evropské unie od 1. ledna 2006, se tedy ţádné antibiotické 

stimulátory růstu nesmějí pouţívat ani k výrobě premixů nebo krmných směsí, 

ale ani nesmějí být zkrmovány ve směsích, které byly vyrobeny s pouţitím 

těchto látek před 1. lednem 2006 [46, 47]. Důvodem, který vedl k zákazu 

pouţívání těchto látek, byla zejména moţnost vzniku zkříţené rezistence 

u antimikrobních látek, jeţ jsou pouţívány v humánní terapii.  

Snahou tohoto nařízení je minimalizovat rizika pouţívání veterinárních léčiv 

s antimikrobiálním účinkem u hospodářských zvířat a souborem dalších opatření 

zajistit účinné a bezpečné pouţívání antibiotik v humánní i veterinární praxi 

při maximálním omezení rizika vzestupu antibiotické rezistence. Je však 

nereálné antimikrobiální látky z pouţívání v ţivočišné výrobě vyloučit, protoţe 

by mohly negativně ovlivnit zdravotní stav zvířat s následnou moţností 

kontaminace produktů ţivočišné výroby enteropatogenními bakteriemi a tím 

zvýšit riziko vzniku nemocí z potravin u lidí.  

Zákaz antibiotických stimulátorů tak otevírá prostor alternativním látkám, 

které by mohly pomoci eliminovat případný negativní dopad tohoto nařízení. 

Jedná se zejména o substituci těchto antimikrobiálních látek alternativními 

produkty, vůči nimţ nejsou hygienické námitky, tj. nezanechávají rezidua 

ve tkáních a nedochází k přenosu rezistence mezi mikroorganismy a jejímu 

šíření v prostředí. Dalšími poţadavky jsou zejména: snadná aplikace, nízké 

náklady a silný antibakteriální účinek. K těmto látkám lze počítat i organické 

kyseliny. 
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1.5 Organické kyseliny  

 

1.5.1 Obecná charakteristika organických kyselin 

Organické kyseliny (OK) nacházejí v dnešní době široké uplatnění 

v rozličných oblastech zahrnujících zejména potravinářství (potravinářská 

aditiva, konzervanty, regulátory kyselosti), farmacii, výrobu čisticích prostředků 

či biodegradovatelných polymerů.  

OK přicházející v úvahu patří do skupiny karboxylových kyselin zahrnující 

jak mastné kyseliny (MK), tak i další sloučeniny. Karboxylové kyseliny, 

společně se svými solemi tvoří nezbytnou součást všech ţivých organismů.  Jsou 

to substráty klíčových metabolických dějů. OK vyskytující se v potravě 

se vyznačují poměrně rozsáhlou strukturní variabilitou. 

Základní vlastností OK je sníţení hodnoty pH prostředí, coţ se můţe projevit 

antimikrobiálními účinky vůči přítomným mikroorganismům. Antimikrobiální 

účinky vykazují kyseliny monokarboxylové i s více karboxyly, aromatické, 

hydroxykyseliny, kyseliny nasycené i nenasycené. Ve srovnání s anorganickými 

kyselinami se jedná o kyseliny slabé, u nichţ stupeň disociace závisí na pH 

prostředí. Hodnota pH tudíţ ovlivňuje jejich účinnost [48 - 50]. Antimikrobiální 

účinek OK však závisí kromě hodnoty pH podstatně také na koncentraci [51]. 

K dosaţení uspokojivých účinků je nutné aplikovat slabé OK v podstatně 

vyšších dávkách, neţ je tomu u silných kyselin. Omezením zde však jsou 

organoleptické vlastnosti. 

Inspiraci k vyuţití antimikrobiálních vlastností OK dává sama příroda. 

Příkladem mohou být MK s 8 a 10 atomy uhlíku, tj. kyselina kaprylová 

a kaprinová, které jsou obsaţeny ve vysoké koncentraci v tuku mléka králíků. 

Tyto MK významně mění mikrobiální osídlení trávicího traktu sajících králíků, 

kde zřejmě působí inhibičně vůči enteropatogenním bakteriím a chrání tak 

mláďata před onemocněním trávicího traktu [52]. 

Slabé OK nacházejí uplatnění v potravinářském průmyslu a při výrobě krmiv 

jiţ dlouhou dobu. Mezi běţně pouţívané účinné konzervační prostředky patří 

zejména tyto kyseliny: sorbová, benzoová, mléčná, octová, citronová, 

propionová a mravenčí [53]. Ty mohou za určitých okolností vykazovat 

antimikrobiální účinky vůči přítomným bakteriím, kvasinkám či plísním [54]. 

Další slabé OK mají význam především jako acidulanty. 

Většina pouţívaných organických kyselin patří mezi látky, které se v ţivých 

organismech normálně vytvářejí a jsou součástí metabolismu (např. kyselina 
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mléčná). Tyto látky jsou netoxické a zcela biologicky rozloţitelné, 

proto je v tomto případě bezpředmětná problematika reziduí. 

 

1.5.2 Monoacylglyceroly 

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parciální estery trojsytného alkoholu 

glycerolu s vyššími mastnými kyselinami. Jejich molekula má amfifilní povahu 

a proto se MAG velmi často pouţívají jako neionogenní surfaktanty 

a emulgátory. Uplatnění nacházejí v potravinářském, kosmetickém, 

farmaceutickém i textilním průmyslu. MAG různých MK jsou schopny potlačit 

či zastavit růst širokého spektra mikroorganismů, z toho důvodu jsou 

v posledních letech intenzivně studovány moţnosti jejich vyuţití 

jako antimikrobních látek. 

 

1.5.3 Mechanismus účinku organických kyselin 

Ačkoliv mechanismus účinku OK nebyl doposud zcela objasněn, jsou 

schopny navodit bakteriostatické a baktericidní účinky v závislosti 

na fyziologickém stavu mikroorganismu a fyzikálně-chemických vlastnostech 

externího prostředí [55, 56].  

Vzhledem k tomu, ţe obecně jsou OK slabými kyselinami, je hodnota pH 

povaţována za primární determinant jejich účinnosti, protoţe má vliv na vzniklé 

mnoţství nedisociované formy OK. Na mnoha případech bylo demonstrováno, 

ţe právě forma OK (disociovaná, nedisociovaná) je extrémně důleţitá 

pro definování schopnosti OK inhibovat růst bakterií. Platí obecné pravidlo, 

ţe je potřeba desetkrát aţ dvacetkrát více disociované kyseliny k dosaţení 

stejného inhibičního účinku co u nedisociované formy OK [57]. 

Výše uvedené naznačuje klíčový mechanismus působení OK. Organické 

kyseliny narušují membránové funkce a energetický metabolismus 

mikrobiálních buněk v důsledku toho, ţe prochází membránou v protonované 

formě. Následně v důsledku styku s vyšší hodnotou pH uvnitř buňky (např. 

hodnota intracelulárního pH E. coli je 7,4 aţ 7,6 [58]) dochází k disociaci. 

Vzniklé aniony a protony, které nemohou projít plazmatickou membránou 

a hromadí se v buňce. Bakterie musí neutrální pH cytoplazmy udrţovat na stálé 

hodnotě, aby nebyly ohroţeny funkce makromolekul. Přebytek protonů 

vytlačuje protonovou pumpou za spotřeby ATP, coţ buňku zbavuje energie 

a vyčerpává. Buňkám se pak nedostává energie k plnění základních ţivotních 

funkcí. Následuje řada jevů, které vedou k potlačením základních metabolických 

reakcí, porušení homeostázy a akumulaci velkého mnoţství toxických anionů 
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v buňce [49, 55, 59, 60]. Mechanismus účinku OK na bakterie je schematicky 

znázorněn na Obr. 3. 

 

Obr. 3  Schematické znázornění mechanismu účinku organických 

kyselin na bakterie [61] 

OK mají tedy optimální inhibiční efekt při nízkých hodnotách pH, které 

podporují nedisociovaný stav molekuly. Této skutečnosti lze vyuţít při inhibici 

bakterií vnímavých vůči hodnotám pH. Mezi ně se řadí významné patogenní 

bakterie, zejména E. coli, Salmonella spp., C. perfringens, Listeria 

monocytogenes, Campylobacter sp. [50, 51]. 

Z povahy účinku vyplývá, ţe OK působí proti aerobním i anaerobním 

organismům. U aerobních bakterií se účinek OK podobá účinku látek, 

které rozpojují oxidaci od fosforylace.  

Byly navrţeny další moţné mechanismy účinku, dle kterých 

k antimikrobiálnímu účinku dochází vlivem porušení integrity cytoplazmatické 

membrány. Tuto hypotézu potvrzují snímky streptokoka z elektronového 

mikroskopu pořízené Bergsson  a kol. [62], které zřetelně dokumentují změny 

ulrastruktury bakteriálních buněk (Obr. 4). Spekuluje se, ţe OK interferují 

s membránovými strukturami a proteiny, čímţ dochází k rozpojení 

elektronového transportu a následně k poklesu produkce ATP. Další moţnou 

variantou je, ţe OK slouţí jako rozpojovače transportu elektronů a fosforylace, 

coţ obecně vede k rozptýlení gradientu pH a elektrického potenciálu napříč 

buněčnou membránou [55, 63–65]. 
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Russell [65] vyslovil hypotézu, ţe akumulace aniontů je primárním 

mechanismem účinku OK a ţe některé organismy jsou více rezistentní k OK, 

protoţe jsou schopny adaptace na pokles intracelulárního pH. 

OK jsou přisuzovány také další, vedlejší mechanismy, které zahrnují: inhibici 

základních metabolických reakcí, poruchy transportních mechanismů, poškození 

cytoplazmatické membrány, změny permeability vnější membrány, poruchy 

homeostázy (intracelulární pH), ovlivnění syntézy makromolekulárních látek 

a inhibice některých enzymů [54, 55]. 

  

Obr. 4  Snímky transmisní elektronové mikroskopie streptokoka skupiny B [62]  

A, C - kontrolní vzorky (bez ošetření) s neporušenou cytoplazmatickou 

membránou (PM) a cytoplazmatickými tělísky (G);  

B, D - vzorky ošetřené 10 mM monokaprinem po dobu 30 minut 

 

V souvislosti s rozvojem molekulárně biologických metod přichází nové 

moţnosti interpretace mechanismu účinku. Van Immerseel a kol. [66] ve své 

práci publikoval, ţe během působení MK na bakterii Salmonella enteritidis 
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došlo ke sníţení exprese genu hilA, regulátoru patogenity salmonely. Obdobně 

ve studii Gantois a kol. [67] kyselina máselná měla vliv na sníţení exprese SPI1 

regulačních genů hilD a invF. 

Mechanismus účinku monoacylglycerolů je podobný účinkům MK. 

Kontaktním místem je také cytoplazmatická membrána [68, 69]. 

 

1.5.4 Antimikrobiální účinky organických kyselin 

Přímé hodnocení a porovnávání antibakteriální účinnosti jednotlivých kyselin 

můţe být zavádějící, důvodem jsou zejména rozdílné fyzikálně-chemické 

vlastností látek, bakteriální druhy, růstové podmínky, atd. [55, 60]. Navíc 

konkrétní projev mikroorganismu in vitro se nemusí nutně promítnout do všech 

in vivo moţností konkrétního organismu. Uvedené je nutné mít na paměti. 

Přesto lze shrnout současné poznatky o antimikrobním účinku OK do několika 

obecných zásad. 

Kritickými faktory, které determinují účinnost kaţdé antimikrobiální látky 

vůči určitému mikroorganismu, jsou doba působení a koncentrace [51]. Obecně 

se antimikrobiální účinek organických kyselin zvyšuje se zvyšující 

se koncentrací kyseliny a délkou expozice OK [49]. 

Na rozdíl od antibiotik je antimikrobiální aktivita organických kyselin 

podmíněna nízkým pH, proto mají OK vliv především na druhy netolerantní 

vůči nízkým hodnotám pH [70, 50].  

Dalším důleţitým faktorem ovlivňujícím antibakteriální aktivitu organických 

kyselin je disociační konstanta kyseliny (pKa). Eklud [59] sice publikoval data, 

dle kterých obě formy (disociovaná i nedisociovaná) kyseliny sorbové 

vykazovaly antimikrobiální účinek, ale obecně přijímaným názorem je, ţe za 

více účinnou formu se povaţuje nedisociovaná kyselina [71–73]. Většina 

organických kyselin vykazujících antimikrobiální účinek má hodnotu pKa mezi 

3 aţ 5 [50]. Například disociační konstanta kyseliny mléčné, která se jako 

přirozený konzervační prostředek vyskytuje v řadě fermentovaných výrobků, 

je 3,83 při 25 °C. Kyselina octová má pKa rovno 4,53 (při 25 °C) 

a nedisociovaná kyselina benzoová (která je asi stokrát účinnější neţ anion) 

má pKa rovno 4,19 (při 25 °C) [74]. pKa mastných kyselin o střední délce 

řetězce je v průměru 4,9 [48]. 

Inhibiční spektrum organických kyselin zahrnuje převáţně grampozitivní 

bakterie. Gramnegativní bakterie jsou pokládány za odolnější vůči účinkům 

organických kyselin neţ bakterie grampozitivní, to souvisí se sloţitější stavbou 

buněčné stěny a platí pro mnoho jiných antimikrobiálních látek [70, 75]. 
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Z dostupných pramenů nelze jednoznačně usoudit, která OK má největší 

antimikrobiální aktivitu. Situaci neusnadňuje skutečnost, ţe v řadě in vitro studií 

byla prokázaná rozdílná citlivost jednotlivých patogenů k OK [62, 69, 75]. 

U MK byly nalezeny vztahy struktura-účinek zahrnující efekt délky uhlíkového 

řetězce a počet dvojných vazeb [76].  

Na základě výsledků mnoha publikovaných experimentů lze vyvodit obecný 

závěr, ţe nenasycené MK (např. olejová, linolová a linoleová) jsou účinnější 

neţ nasycené [77]. Účinek MK závisí na délce řetězce a přítomnosti dvojných 

vazeb. Omezený účinek mají MK s krátkým řetězcem (C2–C6), tzv. těkavé MK. 

Tyto kyseliny působí obvykle pouze při nízkém pH [78]. Antimikrobiální účinek 

MK s dlouhým řetězcem je rovněţ malý, zřejmě z důvodu nepatrné rozpustnosti 

[79, 80]. Antimikrobiální účinek MK se sniţuje s narůstající délkou řetězce. 

Optimální délka řetězce nasycených MK je kolem 12 atomů uhlíků [73, 81]. 

Aktivita MK s dlouhým řetězcem byla zvýšena přítomností dvojné vazby 

(např. C18:1, C18:2), přidání třetí dvojné vazby naopak antibakteriální aktivitu 

sníţilo (příp. neovlivnilo) [69, 82]. Přestoţe přetrvávají určité pochybnosti 

o vlivu třetí dvojné vazby na antibakteriální aktivitu, obecně platí vztah: C18 < 

C18:1 < C18:2 > C18:3 [73]. Rozvětvené MK jsou mírně aktivnější neţ MK 

s lineárním řetězcem o stejném počtu uhlíkových atomů. U nenasycených MK 

antimikrobiální působení souvisí s geometrickou izomerií. Trans-izomery 

nenasycených MK byly zpravidla neaktivní [73]. 

Účinnost MK roste s jejich schopností vstupovat do mikrobiálních membrán, 

tj. s jejich lipofilním charakterem. Kyselina laurová, která je nejúčinnější 

ze skupiny nasycených MK, zřejmě vykazuje optimální rovnováhu mezi 

hydrofobní a hydrofilní skupinou. Branen a kol. [83] publikoval, ţe hydrofobní 

část molekuly nasycených MK ovlivňuje antibakteriální aktivitu. Zvýšením 

hydrofobicity vlivem prodlouţení uhlíkového řetězce můţe negativně ovlivnit 

rozpustnost ve vodných systémech, a proto na povrchu bakteriální buňky mohou 

hydrofobní skupiny tenzidů bránit dosaţení vhodné koncentrace nutné 

k interakci s hydrofobními proteiny nebo lipidy [84]. Cílovým místem, 

kde pravděpodobně dochází k vazbě vyšších MK, je cytoplazmatická 

membrána, ve které dochází k ireverzibilní inhibici funkce aerobního dýchacího 

řetězce [68, 77]. Vyšší MK inhibují transport aminokyselin do buněk [77].  

Účinnost OK jakoţto antimikrobiálních látek se obecně zvyšuje přidáním 

aniontů, které interferují s disociovanou molekulou kyseliny. Určité specifické 

kationty mohou také signifikantně zvýšit účinnost OK zvýšením rozpustnosti 

kyseliny v mikrobiální buněčné membráně [51]. 

Řadou vědeckých týmů byly sledovány kyseliny C6 –C22 a to jak volné, 

tak ve formě monoglyceridů. U některých z nich byly zjištěny zajímavé 

antivirotické účinky (Herpes simplex virus), aktivita vůči řadě patogenních 
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grampozitivních i gramnegativních bakterií. Velmi významnou aktivitu v tomto 

směru vykázal monokaprin (1-monoglycerid kapronové kyseliny) a monolaurin 

(1-monoglycerid laurové kyseliny) [62, 69, 82].  

Za pozornost stojí zmínka o antimikrobiální aktivitě kyselin se středně 

dlouhým řetězcem (MCFA), resp. o kyselině laurové. Ta vykazovala největší 

inhibiční efekt ze skupiny nasycených MK vůči grampozitivním bakteriím [62, 

73, 75]. Obecně MK vykazovaly nízkou inhibiční aktivitu vůči gramnegativním 

bakteriím, vyjma kyselin o střední délce řetězce [72, 85]. Kyseliny kaprylová 

a kaprinová mají z hlediska antimikrobiálních vlastností zřejmé výhody proti 

ostatním MK. Jsou částečně rozpustné ve vodě (na rozdíl od MK s větší 

molekulovou hmotností) a přitom jsou dostatečně lipofilní, coţ usnadňuje 

průchod buněčnou membránou [62, 69]. Na grampozitivní bakterie měla 

největší vliv z monoenových MK kyselina palmitolejová (C16:1) a z polyenových 

MK kyselina linolová (C18:2) [72, 75]. Slabý inhibiční účinek vykazovala 

kyselina palmitová (C16:0) a stearová (C18:0), zřejmě z důvodu nepatrné 

rozpustnosti [75]. Kyselina olejová růst některých bakterií inhibovala, růst 

jiných stimulovala (při niţších koncentracích) [86].  

Jak jiţ bylo zmíněno výše, vůči MK nelze mít hygienické námitky, neboť 

to jsou látky přírodního charakteru. Kyselina kaprylová je například přítomna 

v mateřském a kravském mléce nebo v mléce kokosových ořechů. Úřadem 

pro kontrolu potravin a léků (FDA) v USA je všeobecně uznána za bezpečnou 

látku pro pouţití v potravinářství (tzv. GRAS 184.1025). Kromě výše 

uvedeného je účinek antimikrobiálních látek, které interferují s transportem 

iontů značně stálý [77] a vzhledem k předpokládanému mechanismu účinku MK 

je velmi nepravděpodobné, ţe by způsobovaly zkříţenou rezistenci mezi 

mikroorganismy. 

 

1.5.5 Organické kyseliny jako alternativa antibiotik 

Doplňkové látky v krmivech (krmná aditiva) jsou fenoménem, 

který je v posledních letech stále více probírán a vyvolává řadu diskusí. Od roku 

1967 (rok publikace zprávy Swannovy komise) bylo pouţívání antibiotik 

jakoţto stimulátorů růstu u hospodářských zvířat zpochybněno. Následně 

na konci 80. a začátku 90. let, silná regulační opatření odstranila většinu 

krmných antibiotik z trhu EU. Nařízení Evropského parlamentu a rady 

č. 1831/2003 z 22. září 2003, které vstoupilo v platnost ve všech zemích 

Evropské unie od 1. ledna 2006, bylo posledním v sérii opatření. Nová 

legislativa Evropské unie pro doplňkové látky v krmivech souvisí nejen 

s konečnou fází vyloučení antibiotik z výţivy zvířat, ale má za úkol zaručit, 

aby ve výţivě zvířat byla pouţita jen aditiva s ověřenou bezpečností a účinností. 
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Problém je tedy sloţitější neţ se na první pohled můţe zdát. Pouţívání 

doplňkových látek v krmivech můţe mít zásadní vliv na bezpečnost krmivového 

a nakonec potravního řetězce. Není jednoduché nahradit produkty, které byly 

v posledních 50 letech povaţovány obecně za účinné. Ačkoliv se nabízí několik 

alternativ, obecná shoda o účinnosti OK se jeví jakoţto alternativa nejlepší. 

Důvodem je jejich účinnost, technologická a ekonomická proveditelnost. 

Zatím největšího uplatnění doznalo pouţití organických kyselin ve výţivě 

prasat, kde jsou úspěšně pouţívány jiţ po více neţ 25 let. Tsiloyiannis a kol. 

[87] zkoušeli několik organických kyselin (mléčnou, propionovou, mravenčí, 

jablečnou, fumarovou, citronovou) v mnoţství 1,0–1,6% krmné směsi selat. 

Přídavek organických kyselin sníţil výskyt průjmů, enterotoxigenních kmenů 

Escherichia coli a zvýšil přírůstky hmotnosti selat. Pro kontrolu průjmů 

se nejvíce osvědčila kyselina mléčná. Za zmínku stojí i růstově-stimulační 

účinky OK, zejména kyseliny mravenčí, fumarové a citronové [88]. Obdobný 

účinek byl pozorován také  u  mravenčanu draselného [89]. 

Mimo přímé účinky na ukazatele uţitkovosti (např. konverzi krmiva) byl 

zejména u časně odstavených selat sledován příznivý vliv na bilanci dusíku, 

vápníku a fosforu a téţ na stravitelnost určitých ţivin (dusíkatých látek a tuků) 

a energie [50]. Většinu z těchto vedlejších mechanismů účinků však nelze 

aplikovat na drůbeţ, protoţe tyto výsledky byly získány přidáváním extrémních 

dávek OK, coţ se u drůbeţe neosvědčilo [61]. 

V menším rozsahu byly OK zkoušeny i u drůbeţe, přičemţ nejčastěji byla 

u pouţita kyselina fumarová. Vogt a kol. [90] zjistili, ţe kyselina fumarová 

zvýšila u kuřecích brojlerů konverzi krmiva o 3,5 - 4,0 %. Patten a Waldroup 

[91] stanovili, ţe optimální koncentrace kyseliny fumarové z hlediska rychlosti 

růstu  je 0,5 - 1,0 %. Při vyšších koncentracích pozorovali jiţ sníţení příjmu 

krmiva. Výsledky dalších pokusů s kyselinou fumarovou u drůbeţe publikovali 

Skinner a kol. [92] a Runho a kol. [93]. Humphrey a Lanning [94] publikovali, 

ţe přídavek 0,5 % kyseliny mravenčí do krmiva brojlerů sníţil výskyt salmonely 

ze 4,1 na 1,1 %. Účinek kyseliny jablečné, sorbové a vinné (0,5 - 2,0 %) 

v krmné směsi brojlerů studovali Vogt a kol. [95]. Nejlepší výsledky získali 

s přídavkem 1,12% kyseliny sorbové a 0,33% kyseliny vinné. Přídavek směsi 

kyselin mravenčí a propionové do krmiva kuřat významně sníţil kolonizaci 

volete a slepého střeva bakterií Salmonella pullorum a mortalitu kuřat [96]. 

Dle studie Padgett a kol. [97] se při výkrmu brojlerů můţe pozitivně uplatnit 

kyselina laurová, která působí jako antimikrobiální agens. MCFA mohou 

fungovat v krmivu pro zvířata nejen jako jeho antimikrobiální sloţka, ale mají 

také určité růstově-stimulační vlastnosti.  Přestoţe v případě drůbeţe 

je podstatně méně zkušeností s aplikací OK, lze v současnoti potvrdit, ţe i zde 
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jsou OK účinné za předpokladu, ţe jejich pouţívání je upraveno na základě 

poznatků o fyziologii a anatomii trávicího traktu drůbeţe. 

Organická kyselina musí být volena pečlivě, pokud nemá plné antibakteriální 

účinky, je nutno ji brát jako alternativu. Na rozdíl od jiných látek 

s antimikrobiálním působením je účinek OK závislý na hodnotě pH prostředí 

[50]. K dosaţení zmíněných účinků je nutné aplikovat OK v podstatně vyšších 

dávkách, zpravidla 0,5–2,0 % v krmné směsi. Proto je lze povaţovat spíše 

za krmné komponenty a nikoliv krmná aditiva v pravém slova smyslu. Pokud 

nelze do krmivového řetězce aplikovat terapeutické mnoţství těchto 

doplňkových látek, lze vyuţít synergického efektu s jinými látkami nebo 

postupy. 

 

1.5.6 Enkapsulace organických kyselin 

OK se začaly ve větší míře uplatňovat v chovech prasat, aţ druhotně 

v chovech drůbeţe. Zde se ujala jiná řešení, převáţně na bázi esenciálních olejů, 

některých oligosacharidů a polysacharidů [98–101]. Důvodem byla hlavně 

nedostatečná účinnost přidaných OK do krmiv drůbeţe. Při průchodu krmiva 

trávicím traktem dochází k silné disociaci kyselin, a tím k sníţení jejich 

účinnosti. To vše omezuje vyuţití OK jako antimikrobiálních aditiv. S cílem 

dosáhnout účinku aplikovaných kyselin i v distálních oddílech GIT byl navrţen 

proces zvaný enkapsulace [61, 102]. Enkapsulace zajišťuje stabilitu účinné látky 

a zachování její účinnosti v premixu nebo ve finálním krmivu. Jedná 

se o přístup, který poskytuje komplexnější a efektivnější ochrannou bariéru před 

neţádoucí bakteriální flórou. Navíc pouţití enkapsulace můţe zvýši účinnost 

OK při stejné koncentraci dané OK. 

Zapouzdřená látka je v krmivu stabilní a pomaleji se rozpouští v trávicím 

traktu. Projde ţaludkem a uvolní se aţ v momentě, kdy na ni zapůsobí lipáza, 

tedy aţ v tenkém střevě na úrovni duodena. Postupným trávením tukového 

matrix jsou účinné látky plynule uvolňovány. Po vstupu OK do duodena dochází 

k jejich resorpci a tím k postupnému sníţení účinku. Takto chráněná forma OK 

pokrývá svým účinkem celé tenké střevo, ale pro dosaţení stejného ochranného 

účinku jako u antibiotik je nutné ještě stabilizovat zadní partie GIT. Pro tuto část 

trávicího traktu je vhodné pouţít balastní látky (např. některé oligo- nebo 

polysacharidy) [103, 104].  
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2. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Cílem disertační práce je studium antibakteriálního účinku vybraných 

organických kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, která je nejčastější 

příčinou bakteriálních alimentárních infekcí v Evropské unii. 

 

Dílčí cíle 

V experimentech in vitro: 

- stanovit inhibiční koncentrace (IC50) sledovaných organických kyselin  

- zjistit, které z testovaných kyselin mají nejvýraznější antibakteriální účinek 

- sledovat vliv pH a doby inkubace na antibakteriální účinek vybraných 

organických kyselin 

- stanovení antibakteriálního účinku organických kyselin 

a monoacylglycerolů s vyuţitím molekulárně-biologických metod  

- studium mechanismu účinku organických kyselin a monoacylglycerolů 

 

V experimentech in vivo: 

- ověřit účinek vybraných mastných kyselin v pokusech na zvířatech – 

experimentální infekce drůbeţe 

- zaměřit se zejména na vliv přídavku mastných kyselin v krmivu 

na mikrobiální osídlení trávicího traktu drůbeţe infikované C. jejuni 

- na základě dosaţených výsledků posoudit vhodnost pouţití mastných 

kyselin jako jedné z moţných alternativ náhrady antibiotik ve výţivě 

hospodářských zvířat 

 

Způsob zapojení do výzkumné práce školícího pracoviště 

Téma disertační práce bylo řešeno v rámci výzkumných záměru 

MZe 0002701403 a MZe 0002701404 ve Výzkumném ústavu ţivočišné výroby, 

v.v.i., Praha  - Uhříněves. Téma má nezpochybnitelný význam pro bezpečnost 

potravin a souvisí proto úzce s problémy, které se řeší na Ústavu technologie 

a mikrobiologie potravin FT UTB Zlín. Spolupráce obou pracovišť probíhala 

i v minulosti a je moţné očekávat, ţe výsledky disertace se uplatní nejen 

v kvalitních publikacích, ale i v praxi. 
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3.  ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 

 

3.1 Přehled metod společných pro všechny části disertační práce 

 

3.1.1 Bakteriální kmeny 

V experimentech byly pouţity následující kmeny: 

- referenční kmen (lyofilizát) Campylobacter jejuni subsp. jejuni  CCM 

6214
T
, který byl získán z České sbírky mikroorganismů při Masarykově 

univerzitě v Brně (CCM). Ekvivalentem je ATCC 33560 z Americké 

sbírky mikroorganismů. 

 

- klinický izolát (izolovaný z brojlerů Ross 308) Campylobacter jejuni 

subsp. jejuni CAMP/VFU 612/21 – rezistentní k erytromycinu (viz Tab. 3); 

poskytnut z Veterinární a farmaceutické univerzity Brno, Fakulty 

veterinární hygieny a ekologie. 
 

Tab. 3 Citlivost
1
 klinického izolátu k vybraným antibiotikům  

(posktytnuto prof. Steinhauserovou, VFU Brno) 

 

Označení 

kmene 

Kód vzorku/ 

Kód chovu 

Identifikace NAL CIP ERY TET AMP GEN CMP 

CAMP/VFU 612/21 C. jejuni S S R S I S S 

1
Citlivost k antibiotikům byla určena agarovou diluční metodou + PCR, PCR/RFLP, MAMA-PCR 

2
NAL = kyselina nalidixová; CIP = ciprofloxacin; ERY = erythromycin; TET = tetracyklin; AMP = ampicilin; 

GEN = gentamicin; CMP = chloramphenicol 
3
R = rezistentní kmen; S = senzitivní kmen, I = intermediárně rezistentní kmen 

 

Způsob uskladnění kultur 

Kultury byly uchovávány ve tmě při stálé teplotě -70 °C. Do selektivního 

média byl přidán dimethylsulfoxid (5 %) jako kryoprotektivní činidlo. 

 

3.1.2 Kultivace bakterií rodu Campylobacter 

Pokud není uvedeno jinak, byla kultivace bakterií rodu Campylobacter 

prováděna dle ČSN EN ISO 10272 (Mikrobiologie potravin a krmiv - 
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Horizontální metoda průkazu a stanovení počtu Campylobacter spp.). Pouţité 

půdy a reagencie (zakoupené od firmy Oxoid, Velká Británie) jsou uvedeny 

v Tab. 4.  

 

Tab. 4 Seznam půd pouţitých k selektivní izolaci bakterií rodu Campylobacter 

Typ půdy Název výrobku 
Označení 

výrobku (Oxoid) 

Tekutá půda 

bujón podle Prestona 

Nutrient Broth No. 2 CM0067 

Campylobacter Growth Supplement SR0232E 

Preston Campylobacter Selective 

Supplement SR0117E 

Laked Horse Blood SR0048C 

Pevná půda 

modifikovaný agar  

podle Karmaliho 

Campylobacter Agar Base CM689 

Campylobacter Growth Supplement SR0232E 

Preston Campylobacter Selective 

Supplement SR0117E 

Laked Horse Blood SR0048C 

 

Tyto půdy určené k selektivní izolaci bakterií rodu Campylobacter jsou 

zaloţeny na principu, kdy toxické prvky, fotochemicky generované v půdě 

nebo produkované metabolismem bakterií, jsou neutralizovány přidáním 

lyzované krve. Ţelezité soli, metabisulfit sodný a pyruvát sodný zlepšují aero-

toleranci Campylobacter sp. Selektivity je dosaţeno přidáním cefoperazonu 

(omezuje růst gramnegativních druhů, enterobakterií a Pseudomonas), 

vancomycinu (působícím na grampozitivní bakterie) a cykloheximidu 

(inhibujícího kvasinky) [105, 106]. 

Protoţe Campylobacter  patří mezi mikroaerofilní mikroorganismy, je nutné 

upravit kultivační prostředí. Pro úpravu atmosféry byl pouţit generátor plynu 

CampyGen CN0035 nebo CN0025 (Oxoid, Velká Británie). Tyto vyvíječe jsou 

určeny přímo pro kultivaci Campylobacter sp. a výrobce zaručuje standardní 

sloţení atmosféry. Pro úpravu atmosféry v tekutých médiích byla pouţita 

předem namíchaná směs plynů - 10 % CO2, 5 % O2 a 85 % N2 (Linde Gas a.s., 

Česká republika). Pokud není uvedeno jinak, byly oba kmeny inkubovány 

dle doporučení CCM při 37 °C po dobu 48 hodin. 
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3.1.3 Testované organické kyseliny 

V rámci disertační práce byly testovány organické kyseliny a 1-

monoacylglyceroly, uvedené v Tab. 5 aţ 8. Všechny uvedené chemikálie byly 

zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich spol. s r. o.. 

 

Tab. 5 Seznam testovaných nasycených karboxylových kyselin 

Triviální název Systematický název Funkční vzorec 

kyselina octová ethanová kyselina CH3COOH 

kyselina propionová propanová kyselina CH3CH2COOH 

kyselina máselná butanová kyselina CH3(CH2)2COOH 

kyselina kapronová hexanová kyselina CH3(CH2)4COOH 

kyselina kaprylová oktanová kyselina CH3(CH2)6COOH 

kyselina kaprinová dekanová kyselina CH3(CH2)8COOH 

kyselina laurová dodekanová kyselina CH3(CH2)10COOH 

kyselina myristová tetradekanová kyselina CH3(CH2)12COOH 

kyselina palmitová hexadekanová kyselina CH3(CH2)14COOH 

kyselina stearová oktadekanová kyselina CH3(CH2)16COOH 

kyselina jantarová butandiová kyselina COOH(CH2)2COOH 

 

 

Tab. 6 Seznam testovaných nenasycených karboxylových kyselin 

Triviální název Systematický název Funkční vzorec 

kyselina olejová cis-9-oktadecenová CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 

kyselina fumarová trans-butendiová COOH-CH=CH-COOH 

kyselina sorbová hexadienová kyselina CH3CH=CHCH=CHCOOH 

kyselina benzoová benzenkarboxylová C6H5COOH 

kyselina fenyloctová  a-toluylová kys C6H5CH2COOH 

 

 

Tab. 7 Seznam testovaných hydroxykarboxylových kyselin  

Triviální název Systematický název Sumární vzorec 

kyselina jablečná hydroxybutandiová C4H6O5 

kyselina citronová 2-hydroxypropan-1,2,3-

trikarboxylová 

C6H8O7 

kyselina mléčná kyselina 2-hydroxypropanová C3H6O3 

http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/135862-kyselina-octova
http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/135861-kyselina-maselna
http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/135865-kyselina-palmitova
http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/135875-kyselina-stearova
http://encyklopedie.seznam.cz/heslo/135863-kyselina-olejova
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Tab. 8 Seznam testovaných 1-monoacylglycerolů  

Triviální název Systematický název Sumární vzorec 

C8:0 (monokaprylin) 

 

C10:0 (monokaprin) 

1-monoacylgycerol 

kys. kaprylové 

1-monoacylgycerol  

kys. kaprinové 

C11H22O4 

 

C13H26O4 

 

3.2 Pokusy in vitro 

 

3.2.1 Stanovení inhibiční koncentrace organických kyselin 

Inhibiční koncentrace testovaných organických kyselin byla stanovena 

měřením celkového bakteriálního proteinu pomocí unifikované metody 

biuretové reakce [107]. Fotometrické stanovení koncentrace proteinů biuretovou 

metodou je zaloţeno na principu, ţe proteiny a peptidy poskytují v alkalickém 

prostředí s měďnatými ionty červenofialově zbarvené komplexy (absorpční 

maximum 540 nm). Extinkce barevného komplexu je úměrná koncentraci 

proteinu.  

Pro účely tohoto experimentu bylo vyvinuto selektivní pomnoţovací médium 

bez přídavku krve, jehoţ hlavní sloţku tvoří kyselina L-glutamová. Sloţení 

média je uvedeno v Tab. 9. 

 

Tab. 9 Sloţení pomnoţovacího média s kyselinou L-glutamovou (500ml) 

 

 

 

 

 

Bakterie C. jejuni subsp. jejuni CCM 6214
T
 byly inkubovány 

v penicilinových lahvičkách ve výše uvedeném pomnoţovací médiu (viz Tab. 4) 

v přítomnosti všech organických kyselin uvedených v kapitole 3.1 (Tab. 5–7), 

vyjma kyseliny stearové a olejové. Testované koncentrace kyselin 

se pohybovaly v rozmezí 0,1 aţ 10 mg/ml  (konkrétně 0,1; 0,2;  0,3;  0,5;  1;  2; 

kyselina L-glutamová - 5 g (DORAPIS s, r.o., Česká republika) 

kvasničný autolyzát - 5 g (Oxoid Ltd., Velká Británie)  

NaCl - 2,5 g 

minerály - 0,5 ml 

Preston Campylobacter Selective Supplement - 2 ml (Oxoid Ltd., Velká Británie)   

Campylobacter Growth Supplement (liquid) -2 ml (Oxoid Ltd., Velká Británie)   

H2O - 500 ml 
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3;  5; 7 a 10 mg/ml). Média obsahující příslušnou koncentraci dané organické 

kyseliny byla před inokulací bakterií nasycena směsí plynů zajišťující 

mikroaerobní prostředí - 10 % CO2, 5 % O2 a 85 % N2 (Linde Gas a.s., Česká 

republika), uzavřena a autoklávována při 110 ºC po dobu 45 minut. 

Po vychladnutí byla média naočkována bakterií C. jejuni subsp. jejuni CCM 

6214
T
 a inkubována při 37 ºC po dobu 48 hodin.  

Kaţdé pokusné či kontrolní uspořádání bylo paralelně inkubováno třikrát. 

Po 48 hodinové inkubaci bylo změřeno mnoţství proteinu v médiu pomocí 

modifikované biuretové reakce [107]. Absorbance vzorků byla měřena proti 

slepému pokusu. Z regresní rovnice získané z kalibrační křivky byla vypočítána 

koncentrace proteinů ve vzorcích. Vlastní inhibiční účinek jednotlivých 

organických kyselin byl vyjádřen hodnotou střední účinné inhibiční koncentrace 

(IC50), která představuje koncentraci zkoušené látky, při níţ dojde k poklesu 

bakteriálního proteinu na polovinu, vztaţeno ke kontrolnímu vzorku (neošetřen). 

 

3.2.2 Stanovení vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibiční účinek 

organických kyselin 

Na základě výsledků z předchozího experimentu (viz kapitola 3.2.1) byly 

vybrány organické kyseliny vykazující inhibiční účinek (IC50  ≤ 10 mg/ml). 

U těchto kyselin byl sledován vliv hodnoty pH a doby inkubace na jejich 

inhibiční účinek vůči bakterii C. jejuni subsp. jejuni CCM 6214
T
.  

Narostlá kultura bakterií C. jejuni (48 hod při 37 °C) byla vystavena 

po určitou dobu (5, 10, 20 a 30 min) působení příslušné organické kyseliny 

(konkrétně kyseliny kapronové, kaprylové, kaprinové, sorbové, benzoové, 

fenyloctové a fumarové). Výsledná koncentrace testovaných kyselin byla 

1 mg/ml a 5 mg/ml (s výjimkou kyseliny kaprinové, kde byla vzhledem k jejímu 

účinku testována také koncentrace 0,5 mg/ml). Kyseliny byly do narostlé kultury 

přidány v roztoku s dimethylsulfoxidem. Kontrolní vzorky obsahovaly 

ekvivalentní mnoţství dimethylsulfoxidu.  

Současně byl sledován vliv rozdílné hodnoty pH na inhibiční účinek 

organických kyselin. Celkem byly sledovány tři hodnoty pH (2,4; 4,5 a 6,5), 

které korespondují s hodnotou pH v jednotlivých částech GIT drůbeţe (ţaludek, 

vole a slepé střevo). Hodnota pH média byla upravena pomocí 5 M roztoků 

NaOH a H3PO4. 

Po výše uvedené expozici byla bakteriální kultura vyseta na modifikovaný 

agar podle Karmaliho (viz Tab. 4). Kaţdé pokusné či kontrolní uspořádání bylo 

paralelně inkubováno třikrát. Petriho misky byly umístěny do anaerostatů 

a inkubovány za mikroaerofilních podmínek při 37 °C po dobu 48 hodin. Poté 
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byly odečteny výsledné hodnoty, které byly statisticky vyhodnoceny. 

Významnost rozdílu (P < 0,05) mezi kontrolou a ošetřeným vzorkem byla 

statisticky vyhodnocena analýzou variance ANOVA, minimální diference Tukey 

testem s vyuţitím programu SAS 9.1. 

 

3.2.3  Stanovení antibakteriálního účinku molekulárně-biologickou 

metodou 

Antibakteriální účinek OK byl sledován rovněţ molekulárně-biologickou 

metodou.Vzhledem k faktu, ţe C. jejuni kolonizuje zejména zadní část GIT 

drůbeţe [18], byly experimenty zaměřeny na sledování inhibičního účinku OK 

v slabě kyselém prostředí a prostředí blízkém neutrálnímu pH (tj., pH 5,5 a 6,5). 

Inhibiční účinek OK byl testován na sbírkovém kmeni C. jejuni CCM 6214
T
 

a na klinickém izolátu C. jejuni CAMP/VFU 612/21. Byly testovány všechny 

OK a monoacylglyceroly uvedené v Tab. 5–8. 

Izolace DNA 

Před samotnou izolací DNA byl asepticky převeden 1 ml narostlé kultury 

do sterilních mikrocentrifugačních zkumavek a centrifugován  při 5000 g 

po dobu 5 minut. Supernatan byl slit a peleta resuspendována v 0,5 ml TE pufru 

(10 mM Tris HCl, 1 mM EDTA; pH 8,0) a opět odstředěna při 5000 g po dobu 

5 minut. Tato procedura byla zopakována třikrát. Promytá bakteriální peleta byla 

pouţita k izolaci DNA. 

K izolaci genomové DNA u kmenů C. jejuni byl pouţit komerční kit 

DNeasy
® 

Blood & Tissue Kit (QIAGEN Ltd., Velká Británie). Způsob izolace 

byl proveden dle příslušného protokolu výrobce izolační soupravy. Izolovaná 

DNA byla následně pouţita k analýze metodou real-time PCR. 

Primery 

K namnoţení cílové DNA byly pouţity specifické primery, převzaté 

z publikace Nogva a kol. [108]. Pouţitá sada primerů umoţňuje amplifikaci 

fragmentu o délce 86 bp, který zahrnuje oblast 381121 aţ 381206 publikované 

genové sekvence C. jejuni NCTC 11168 (viz Obr. 5). Sekvence jednotlivých 

primerů a denaturační teplota je uvedena v Tab. 10. Oligonukleotidové primery 

byly nasyntetizovány firmou Generi Biotech s.r.o., Česká republika. 
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Obr. 5  Umístění specifického primeru v genomu C. jejuni NCTC 11168 

 

Tab. 10 Specifické primery určené pro detekci C. jejuni [108] 

Primer Směr Sekvence (5’→ 3’) 
Denaturační 

teplota (°C) 

CAMPFOR Přímý CTG AAT TTG ATA CCT TAA GTG CAG C 61,12 

CAMPREV Zpětný AGG CAC GCC TAA ACC TAT AGC T 57,01 

Real-time PCR 

Real-time PCR je varianta PCR, která umoţňuje přímou kvantifikaci PCR 

produktu v průběhu reakce.  

Všechny reakce proběhly v termocykleru iCycler iQ Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). V reakci byl pouţit 

reakční mix iQ
TM 

SYBR
®
 Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, USA), 

který je optimalizován pro real-time PCR. Sloţení supermixu je uvedeno 

v Tab. 11. 

 

Tab. 11 Komponenty supermixu  

Reagencie Koncentrace Komponenty 

iQ
TM 

SYBR
®
 Green Supermix 100 mM KCl 

40 mM Tris-HCl (pH 8,4) 

0,4 mM od kaţdého dNTP (dATP, 

 dCTP, dGTP, dTTP) 

50 U/ml iTag DNA polymerasa 

6 mM MgCl2 

 SYBR Green I 

20 nM Fluorescein 

 stabilizátory 
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Konečný objem reakční směsi byl 25 μl a obsahoval: 12,5 μl iQ
TM 

SYBR
®
 

Green Supermix, 0,3 μl od kaţdého primeru (0,2 μM), 0,5 μl templátové DNA. 

Reakční mix byl doplněn na poţadovaný objem DNAsa prostou vodou. 

Do kaţdé PCR reakce byla zahrnuta negativní a pozitivní kontrola. Reakční mix 

i vzorky byly připravovány na ledu. 

Teplotní profil pro real-time PCR byl převzat z publikace Nam a kol. [109] 

s několika modifikacemi: predenaturace při 95 °C/3 min, následovalo 40 cyklů 

(denaturace 95 °C/15 s, annealing 60 °C/15 s, elongace 72 °C/30 s), reakci 

zakončila finální extenze při 72 °C/5 min. Všechny vzorky byly měřeny 

minimálně v triplikátech. Pro potvrzení specifity produktu a vyloučení vzniku 

dimeru primerů byla provedena teplotní denaturace a vytvořena křivka tání. 

Pro kaţdý vzorek byly získány hodnoty Ct, které byly hlavním výstupem 

pro další zpracování výsledků. Výsledky byly vyhodnoceny metodou ∆Ct 

pro relativní kvantifikaci [110]. Před pouţitím ∆Ct metody byl proveden 

validační experiment, který prokázal, ţe amplifikace u testovaných vzorků 

probíhá přibliţně se stejnou efektivitou.  

Gelová elektroforéza 

Kontrola přítomnosti a velikosti DNA fragmentů byla prováděna 

elektroforézou na 2,5% agarozovém gelu. Gel byl připraven 

rozpuštěním agarozy GTQ (Carl Roth GmbH, Německo) v 1x TAE pufru (50x 

TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA, 1000 ml 

H2O, pH 8,0) a obarven pomocí SYBR
®
 safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). 

Po ztuhnutí bylo na gel naneseno 8 μl PCR produktu spolu s 2 μl 10x 

BlueJuice
TM  

Gel Loading Buffer (Invitrogen, USA). Elektroforéza probíhala při 

napětí 90 V po dobu přibliţně 120 minut. Gel byl vizualizován na UV 

transiluminátoru (EC3
TM

 Imaging System, UVP Inc., USA). K odhadu velikosti 

fragmentů byl pouţit velikostní marker TrackIt
TM 

50 bp DNA Ladder 

(Invitrogen, USA). 

 

3.2.4 Studium mechanismu účinku organických kyselin 

Transmisní elektronová mikroskopie 

Vliv kyseliny fumarové a kaprinové na morfologii buněčných membrán 

C. jejuni, byl sledován pomocí transmisní elektronové mikroskopie. Narostlá 

kultura C. jejuni CCM 6214
T
 (inkubace za mikroaerobních podmínek po dobu 

48 hod při 37 ºC) byla vystavena působení kyseliny fumarové a kaprinové 

(c = 1 mg/ml). Obě kyseliny byly přidány ve formě roztoku 

s dimethylsulfoxidem. Kontrolní vzorky obsahovaly ekvivalentní mnoţství 
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dimethylsulfoxidu. Po 30 minutové expozici za neustálého protřepávání 

ve vodní lázni (při 37 °C) byly odebrány 2 ml kultury a centrifugovány 10 minut 

při 1500 g. Supernatant byl slit a peleta byla 1 hodinu fixována v 0,45 ml 5% 

roztoku glutaraldehydu (v 0,2 M Na-kakodylátovém pufru), 0,45 ml 0,2 M Na-

kakodylátového pufru (pH 7,4) a 0,45 ml roztoku rutheniové červeně (1,5 mg/ml 

v 0,2 M Na-kakodylátového pufru). Po fixaci byl vzorek odstředěn při 1500 g 

po dobu 3 min a třikrát promyt v 0,1 M Na-kakodylátovém pufru (pH 7,4). Dále 

bylo přidáno 0,4 ml 4% roztoku OsO4 (v 0,2 M Na-kakodylátovém pufru) 

a 0,4 ml roztoku rutheniové červeně (1,5 mg/ml 0,2 M Na-kakodylátového 

pufru). Vzorek byl fixován 4 hodiny. Následně byl vzorek odstředěn 3 min 

při 1500 g a třikrát promyt v 0,1 M Na-kakodylátovém pufru (pH 7,4). Poté byly 

pelety zality 0,5 ml 1% agaru (v 0,1 M Na-kakodylátovém pufru) o teplotě 

37 °C. Z takto upraveného vzorku byly po ztuhnutí agaru krájeny kostky 

o velikosti ca 2 mm
3
. Vzorek byl dehydratován stoupající řadou etanolu 

(o koncentraci 30, 50, 70, 96 a 100%). Následovalo prosycování objektu 

propylenoxidem a zalévání do pryskyřice (PolyBed 812, Polysciences, 

Warrington, USA). Poté byla provedena polymerizace bločku v termostatu 

a na ultramikrotomu byly krájeny tenké řezy pro elektronovou mikroskopii. 

Vzorky byly prohlíţeny na elektronovém mikroskopu JEOL 1200 EX. Celý 

postup byl proveden za pomoci RNDr. J. Kaňky a p. V. Pecha z Ústavu 

ţivočišné fyziologie a genetiky Akademie věd v Liběchově. Pro zhotovení 

podrobnějších snímků byl pouţit elektronový mikroskop Philips CM 100 (Royal 

Philips Electronics, Holandsko) s přídatnou digitální kamerou Mega View II 

(Sis, GmbH, Německo) při 80 kV. Snímky zhotovil RNDr. O. Benada, CSc. 

z Mikrobiologického ústavu Akademie věd v Praze. 

 

Sledování změn koncentrace K
+
 iontů  

Pro posouzení vlivu vybraných antimikrobiálních látek (kyseliny fumarové, 

kaprinové a monokaprinu) na permeabilitu buněčných memrán byly pouţity 

iontově selektivní elektrody (ISE). Technické údaje pro pouţité iontově 

selektivní elektrody jsou uvedeny v Tab. 12. Změny v aktivitě iontů byly 

testovány na sbírkovém kmenu C. jejuni subsp. jejuni CCM 6214
T
. 
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Tab. 12 Technické údaje pro pouţité iontově selektivní elektrody  

ISE  Referentní 

elektroda 

Měřené koncentrace Směrnice 

K
+
, typ 20-192 

(2 THETA) 

Argentchloridová 

typ 10-251 

10
-6

 – 10
-1

 mol/l 55 +/- 3 

mV/pK 

TPP
+
, typ Kwik-Tip

TM
 

(WPI, Inc.) 

Argentchloridová, 

typ Dri-Ref
TM

 -5 

0.001 – 10
-4

 mol/l 54 mV 

 

Pro posouzení vlivu vybraných antimikrobiálních látek na permeabilitu 

cytoplazmatické membrány byla sledována změna koncentrace K
+
 iontů pomocí 

draslíkové iontově selektivní elektrody 20-192 a referentní argentchloridové 

elektrody 10-251 (2 THETA ASE, s. r. o., Česká republika). Měření byla 

provedena na pH/mV metru PHI 04 (Labio a. s., Česká republika). Pro přípravu 

bakteriální suspenze a následné měření byl pouţit postup popsaný ve studii 

Ohmizo a kol. [111] s několika modifikacemi. Bakteriální kultura 

(v exponenciální fázi růstu) byla asepticky přenesena do sterilních 

centrifugačních zkumavek a centrifugována při 3000 g/20 min/4 °C. Peleta byla 

třikrát promyta v pufru obsahujícím 0,1 M cholin chlorid a 0,05 M MOPS-Tris 

(pH 7,2). Promyté buňky byly opět resuspendovány v pufru, přičemţ výsledná 

koncentrace bakteriálního proteinu byla 4 mg/ml. Bakteriální suspenze byla 

rozředěná roztokem obsahujícím 0,1 M cholin chlorid, 0,01 M Tris-laktát 

a 0,05 M MOPS-Tris (pH 7,2). Výsledný objem byl 50 ml a finální koncentrace 

proteinu byla 0,2 mg/ml. Za neustálého míchání bakteriální suspenze byla 

přidána testovaná látka (c = 1 mg/ml) ve formě roztoku s dimethylsulfoxidem. 

Inkubace pokračovala několik následujících minut, poté byl přidán 

cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) o koncentraci 0,25 mg/ml. CTAB byl 

pouţit jakoţto pozitivní kontrola (navozuje 100% vyplavení K
+
 iontů z buněk) 

[112]. Před kaţdým měřením byla elektroda kalibrována řadou standardů (10
-5

–

10
-1

 M KCl v 100 mM NaCl). Všechna měření byla provedena při pokojové 

teplotě. 

Sledování redistribuce TPP
+
 iontů 

Souběţně se sledováním změn koncentrace K
+
 iontů byla provedena série 

pokusů zaměřených na potenciometrické měření propustnosti vnější membrány.  

Pro měření redistribuce TPP
+
 iontů byla pouţita tetrafenylfosfonium (TPP

+
) 

iontově selektivní elektroda Kwik-Tip
TM

  a referentní argentchloridová elektroda 

Dri-Ref
TM 

(World Precision Instruments, Inc., USA). Měření byla provedena 

na pH/mV metru PHI 04 (Labio a. s., Česká republika). Kalibrace TPP
+
 iontově 

selektivní elektrody byla provedena řadou kalibračních roztoků v koncentračním 
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rozmezí od 10
-6

 do 10
-2

 M TPP. Pro zvýšení vodivosti roztoku byl 

do kalibračních standardů přidán 100 mM NaCl. 

Postup při přípravě bakteriální suspenze byl obdobný jako u měření změn 

koncentrace K
+
 iontů. Rozdíl byl pouze v reagenciích posledního pufru, který 

navíc obsahoval 10 μM TPP
+
 (důvodem je nastavení počáteční koncentrace 

TPP
+
 iontů) [111]. Shodně jako u sledování změn K

+
 iontů, byly za neustálého 

míchání k bakteriální suspenzi jednotlivě přidány testované látky (kyselina 

fumarová, kaprinová a monokaprin) ve formě roztoku dimethylsulfoxidu, 

výsledná koncentrace byla 1 mg/ml. Následovala několikaminutová inkubace. 

Poté byl přidán cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) o koncentraci 

0,25 mg/ml, jehoţ přídavek způsobil další změny v propustnosti vnější 

membrány. Všechna měření byla provedena při pokojové teplotě. 

 

3.3 POKUS in vivo  

 

3.3.1 Experimentální infekce drůbeţe 

Experiment byl zaměřen na studium moţností sníţení výskytu 

Campylobacter spp. u brojlerových kuřat pomocí suplementace krmných směsí 

mastnými kyselinami, konkrétně kyselinou kaprylovou (C8) a kaprinovou (C10). 

Tyto mastné kyseliny o střední délce řetězce v předchozích in vitro 

experimentech prokázaly nejvýraznější antibakteriální aktivitu vůči sledované 

patogenní bakterii.  

Experiment byl uskutečněn ve spolupráci s belgickou firmou Nutrition 

Sciences N. V. a Ghent University (Department of Veterinary Public Health 

and Food Safety).  

Pokusná kuřata 

Do pokusu bylo zařazeno celkem 48 kuřat hybridní kombinace ROSS 308. 

Zvířata byla získána nákupem z firmy XAVERgen, a.s. Kuřata byla do pokusu 

zařazena jako jednodenní. Po převzetí byla zváţena a ihned umístěna 

do odchovné haly. Další individuální váţení se prováděla vţdy jednou týdně. 

Kromě ţivé hmotnosti kuřat, byly v průběhu pokusu sledovány další základní 

parametry uţitkovosti (tj. spotřeba krmiva, zdravotní stav, úhyn). 

Krmné směsi 

Koncept výţivy (zaloţený na dvoufázové výţivě) pro brojlery masného typu 

ROSS 308 byl postavený tak, aby zajišťoval odpovídající přísun energie a všech 



 44 

ostatních nepostradatelných ţivin po celou dobu výkrmu (krmivo neobsahovalo 

kokcidiostatika). Sloţení krmných směsí jednotlivých diet bylo koncipováno 

s ohledem na zachování shodné skladby nutričních hodnot. Detailní sloţení 

krmných směsí je uvedeno v Tab. 13 a 14. Sloţení krmných směsí bylo 

optimalizováno firmou Nutrition Sciences N. V. (Belgie). Finální krmné směsi 

dodala firma Vitamex N. V. (Belgie). 

 

Tab. 13 Sloţení startérové směsi (g/kg)  
 

Ingredience Dieta A –  pozitivní a 

negativní kontrola 

Dieta B - pokusná 

skupina I. 

Dieta C - pokusná 

skupina II. 

Extrudovaná kukuřice 26,95 26,70 25,63 

Sója 14,70 14,70 14,70 

Sojový extrahovaný šrot 23,99 23,99 23,99 

Sojový olej 2,51 2,26 1,59 

Methionin 0,17 0,17 0,17 

Lysin 0,30 0,30 0,30 

Threonin 0,14 0,14 0,14 

Hydrogenuhličitan sodný 0,07 0,07 0,07 

Dihydrogenfosforečnan 

Vápenatý monohydrát 

0,05 0,05 0,05 

Vápenec 0,08 0,08 0,08 

Pšenice (mletá) 28,00 28,00 28,00 

Enzym fytáza 0,05 0,05 0,05 

Minerální premix 3,00 3,00 3,00 

Směs C8/C10  

(volná forma)* 

- 0,50 - 

Směs C8/C10 

 (enkapsulovaná 

forma)** 

- - 2,23 

* Obsahuje C8 25 %, C10 25 % a oxid křemičitý 50 %  

** Obsahuje C8 5,5 %, C10 5,5 %, olejnatý potah 30 % a rostlinný nosič 59 %  
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Do věku 10 dnů byla kuřata krmena startérem, poté se pozvolna přecházelo 

na dokrmovou směs. Obě kontrolní skupiny byly krmeny standardní krmnou 

směsí. Krmná směs u pokusných skupin byla obohacena přídavkem mastných 

kyselin ve formě volné (pokusná skupina I.) nebo enkapsulované (pokusná 

skupina II.). Rozdělení brojlerů do pokusných skupin včetně uvedení příslušné 

krmné směsi je schematicky znázorněno na Obr. 6. 

 

Pokusná skupina I. 

►volná forma MK 

(0,25 % C8 a C10) 

Pokusná skupina II. 

►enkapsulovaná MK 

(0,25 % C8 a C10) 

Pozitivní kontrola 

► standardní KS 

Negativní kontrola 

►standardní KS 

*MK = mastná kyselina; KS = krmná směs 

Obr. 6 Rozdělení pokusných skupin  

  
Tab. 14 Sloţení dokrmové směsi (g/kg)  
 

Ingredience Dieta A –  pozitivní a 

negativní kontrola 

Dieta B - pokusná 

skupina I. 

Dieta C - pokusná 

skupina II. 

Pšenice 23,65 23,40 22,33 

Extrudovaná kukuřice 20,00 20,00 20,00 

Sója 20,00 20,00 20,00 

Sojový extrahovaný šrot 14,31 14,31 14,31 

Sojový olej 3,29 3,04 2,38 

Methionin 0,17 0,17 0,17 

Lysin 0,32 0,32 0,32 

Threonin 0,14 0,14 0,14 

Chlorid sodný 0,03 0,03 0,03 

Hydrogenuhličitan sodný 0,04 0,04 0,04 

Pšenice (mletá) 15,00 15,00 15,00 

Enzym fytáza 0,05 0,05 0,05 

Minerální premix 3,00 3,00 3,00 

Směs C8/C10  

(volná forma)* 

- 0,50 - 

Směs C8/C10  

(enkapsulovaná 

forma)** 

- - 2,23 

* Obsahuje C8 25 %, C10 25 % a oxid křemičitý 50 %  

** Obsahuje C8 5,5 %, C10 5,5 %, olejnatý potah 30 % a rostlinný nosič 59 %  
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Charakteristika pokusu 

Pokus probíhal v pokusné akreditované stáji pro kuřata v areálu Výzkumného 

ústavu ţivočišné výroby (VÚŢV) v.v.i., Praha – Uhříněves. Výzkumný 

experiment vycházel z Projektu pokusu č. 3/2008 (MZe 90081) podle § 11 

vyhlášky č. 207/2004 Sb., o ochraně, chovu a vyuţití pokusných zvířat a byl 

schválen odbornou komisí VÚŢV, v.v.i. a příslušným státním orgánem. 

Schválení projektu pokusu bylo oznámeno příslušnému orgánu veterinární 

správy. 

Pokus probíhal po celou dobu výkrmu, tj. od 1.–42. dne věku kuřat, struktura 

pokusu je schematicky znázorněna na Obr. 7. Zvířata byla rozdělena do čtyř 

skupin po dvanácti, dle schématu: pokusná skupina I., pokusná skupina II., 

pozitivní kontrola, negativní kontrola. V průběhu prvních dvanácti dnů byla 

kuřata ustájena po skupinách na podestýlce v klimatizované hale. 

Od dvanáctého dne věku byla přemístěna do individuálních bilančních klecí. 

Negativní kontrola byla oddělena plastovou přepáţkou. 

Dva dny před první infekcí byly vzorky trusu všech kuřat zaslány 

na mikrobiologickou analýzu do akreditované laboratoře (SVU Lysolaje), 

za účelem potvrzení nepřítomnosti Campylobacter sp. 

Čtrnáctý a dvacátý osmý den výkrmu bylo krmivo pozitivní kontroly a obou 

pokusných skupin kontaminováno kulturou Campylobacter jejuni subsp. jejuni 

CAMP/VFU 612/21 (0,5 ml, 10
6
 CFU/ml). Kontaminace krmiva měla simulovat 

přirozený průběh infekce kampylobakterem, která obvykle nastává po 14. dni 

ţivota kuřete. Následující dny byla zvířata krmena příslušnou krmnou směsí 

(bez bakteriální kultury). Krmná směs byla zkrmována ad libitum. 

Zvířata byla ustájena individuálně aţ do ukončení pokusu. V průběhu 

experimentu byly dvakrát aţ třikrát týdně odebírány vzorky trusu 

pro mikrobiologické analýzy. Po ukončení pokusu (utracení přístrojem Anieut 

G.d.: zařízení na bázi CO2) byla vybrána kuřata s průměrnou ţivou hmotností. 

Těmto kuřatům  byly odebrány vzorky obsahu ţaludku, tenkého střeva 

(duodenum, ileum) a slepého střeva za účelem provedení mikrobiologických 

analýz (sledovány byly počty bakterií z rodu Campylobacter, Lactobacillus 

a koliformní bakterie) a dalších nezbytných rozborů (např. genotypová 

charakterizace kmenů).  

Po ukončení pokusu byl veškerý odpad od infikovaných zvířat odborně 

zlikvidován standardním způsobem (Asavet a.s., Česká republika). 
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Obr. 7 Struktura in vivo pokusu 

 

Po celou dobu pokusu byly zachovány standardní mikroklimatické 

a technologické podmínky pro daný hybrid. Mikroklima v odchovné hale bylo 

řízeno klimapočítačem MC 34H (International GmbH, Německo) a  v pokusné 

stáji, kde byly brojleři rozděleni do individuálních bilančních klecí, řídící 

jednotkou VCX (REMAK, a. s., Česká republika). Voda byla distribuována 

pomocí kapátkových napáječek.  

Ochrana prostředí, pracovníků a zvířat probíhala dle schválených 

veterinárních podmínek a připomínek MěVS Praha. 

Bakteriální kmen 

V experimentu byl pouţit kmen Campylobacter jejuni subsp. jejuni (interní 

kód - CAMP/VFU 612/21), izolovaný z brojlerů Ross 308, rezistentní 

k erytromycinu. Kmen byl poskytnut z Veterinární a farmaceutické univerzity 

Brno, Fakulty veterinární hygieny a ekologie. Bliţší specifikace klinického 

izolátu je uvedena v Tab. 3.  

Kultivace probíhala na tekutém médiu podle Prestona (viz Tab. 4) 

obohaceném růstovým a antibiotickým suplementem. Pro zajištění 

mikroaerofilních podmínek bylo médium prosyceno směsí plynů 85 % N2, 10 % 

CO2 a 5 % O2 (Linde Gas a.s., Česká republika). Inkubace probíhala ve výše 

zmíněné atmosféře při 42 °C po dobu 48 hodin. 

Bakteriologická analýza  

Bakteriologická analýza byla zaměřena na zástupce rodů Campylobacter, 

Lactobacillus a koliformní bakterie. 

Bezprostředně po usmrcení kuřat byly vypreparovány trávicí trakty a obsahy 

ţaludku, tenkého střeva (duodenum, ileum) a slepého střeva byly asepticky 

líheň poráţka 

vzorkování – mikrobiologické analýzy 

12 
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naředěny fyziologickým roztokem a vysety na příslušný selektivní agar. 

Pro stanovení počtu koliformních bakterií a bakterií rodu Lactobacillus byly 

pouţity selektivní půdy MacConkey agar a Rogosa agar (Oxoid, Velká 

Británie). Naočkované půdy byly inkubovány aerobně po dobu 24 hodin 

při 37 °C (koliformní bakterie), laktobacily byly inkubovány anaerobně po dobu 

72 hodin. Vzorky tráveniny naočkované na selektivní agar pro záchyt 

kampylobakterů (modifikovaný agar podle Karmaliho) byly kultivovány 

v anaerostatech, za pouţití komerčně vyráběných generátorů plynů (CampyGen, 

Oxoid, Velká Británie). Doba inkubace 48 hodin při teplotě 42 °C.  

Po uplynutí kultivační doby byly typické kolonie spočítány a počty byly 

vyjádřeny jako dekadické logaritmy celkového počtu jednotek tvořících kolonie 

na 1g příslušné tráveniny. Vybrané bakteriální kolonie vyrostlé na selektivním 

agaru pro kampylobaktery byly izolovány v čisté kultuře a podrobeny 

genotypové charakterizaci kmenů.      

Real-time PCR  

Metoda real-time PCR byla pouţita pro kvantifikaci počtů bakterií rodu 

Campylobacter a to jednak v průběhu experimentu (dvaktrát aţ třikrát týdně 

byly analyzovány vzorky trusu), ale také po ukončení experimentu, kdy byly 

analyzovány jednotlivé části trávícího traktu (ţaludek, duodenum, ileum 

a cékum).  

Ze vzorků určených pro analýzu bylo asepticky odebráno 200 mg. K izolaci 

bakteriální DNA byl pouţit komerčně dostupný kit QIAamp
®
 DNA Stool Kit 

(Qiagen Ltd., Velká Británie), vlastní izolace DNA byla provedena dle instrukcí 

výrobce. 

Pouţité reagencie a postup při analýze vzorků DNA pomocí real-time PCR 

byl shodný s postupem uvedeným v kapitole 3.2.3. Všechny vzorky byly měřeny 

v triplikátech. Po ukončení real-time PCR reakce byla za účelem zjištění povahy 

produktů PCR analyzována křivka tání. K vyhodnocení výsledků byla pouţita 

metoda absolutní kvantifikace, která přímo determinuje výchozí počet kopií 

cílových molekul. Neznámá koncentrace cílové DNA ve vzorcích byla 

vypočítána s pouţitím kalibrační křivky, která byla získána z diluční série 

standardů o známé koncentraci DNA. 

PCR produkty byly detekovány elektroforézou na 2,5% agarozovém gelu 

obarveném pomocí SYBR
®
 safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). Detailnější 

postup je uveden v kapitole 3.2.3. 

Statistika 

Jednotlivé sledované charakteristiky (intenzita růstu, konverze krmiva, atd.) 

byly vyjádřeny prostým aritmetickým průměrem, který byl charakterizován 
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střední chybou průměru. Průkaznost rozdílu mezi průměry byla zjišťována 

programem ANOVA a pro následné testování byl pouţit Scheffeho test. 

Obdobně byly vyhodnoceny rozdíly mezi pokusnými skupinami v počtech 

sledovaných bakterií. Pro statistické zpracování byl pouţit program SAS 9.1.  

PCR-RFLP – subtypizace Campylobacter spp. 

Vybrané bakteriální kolonie ze selektivního agaru pro C. jejuni a C. coli byly 

izolovány v čisté kultuře a následně testovány PCR-RFLP subtypizací.  

Z kaţdého vzorku (zvířete) byly izolovány nejméně tři suspektní kolonie. 

Ty byly aţ do doby analýzy uchovávány při -70 °C. Před analýzou byly 

bakteriální buňky vysety na selektivní agar a kultivovány za mikroaerobních 

podmínek po dobu 48 h při 42 °C. Narostlá kultura byla přenesena kličkou 

do centrifugační zkumavky obsahující 300 μl DNAsa prosté vody. Vzorek byl 

pečlivě resuspendován a inkubován po dobu 17 minut při 95 °C, následovalo 

šokové zmrazení na -20 °C. Poté byl vzorek centrifugován při 13 000 g po dobu 

5 minut a supernatan byl pouţit k dalšímu testování. 

Pro specifickou PCR amplifikaci 1700 bp dlouhého PCR produktu byly 

pouţity primery rozeznávající sekvenci flagelinového genu A (flaA), převzaté 

z pulikace Nachamkin a kol. [113]. Sekvence pouţitých primerů jsou uvedeny 

v Tab. 15.  Tato sada primerů umoţňuje amplifikaci fragmentu, zahrnujícího 

oblast 1 aţ 26 flaA genu (přímý primer) a oblast 1705 aţ 1728 flaA genu 

(zpětný primer) [113].  

 

Tab. 15 Pouţité primery pro PCR typizaci 

Primer Směr Sekvence (5’→ 3’) 

CJUNF Přímý GGA TTT CGT ATT AAC ACA AAT GGT GC 

CJUNR Zpětný CTG TAG TAA TCT TAA AAC ATT TTG 

 

PCR reakce o objemu 50 μl obsahovala následující sloţky: 0,5 μl 10 mM 

dNTP (Invitrogen, USA); 5 μl PCR pufru a 3 μl 25 mM MgCl2 (dodáno spolu 

s Taq DNA polymerázou; Invitrogen, USA); 0,5 μl primeru CJUNF (1μg/μl; 

Invitrogen, USA); 0,5 μl primeru CJUNR (1 ug/ul; Invitrogen, USA); 0,4 μl Taq 

DNA polymeráza (5 U/μl; Invitrogen, USA); 1 μl templátové DNA. Reakční 

mix byl doplněn na poţadovaný objem (50 μl) DNAsa prostou vodou. Do kaţdé 

PCR reakce byla zahrnuta negativní a pozitivní kontrola. Reakční mix i vzorky 

byly připravovány na ledu. 

PCR reakce byla provedena na termocykleru iCycler iQ Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) za následujících 
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amplifikačních podmínek: iniciační denaturace při 94°C/1 min, následovalo 

35 amplifikačních cyklů skládajících se z denaturace při 92 °C/15 s, annealingu 

při 45 °C/45 s a extenze při 72 °C/105 s. Reakci ukončila finální extenze 

při 72 °C/5 min. Poté byly PCR produkty uchovávány při 4 °C aţ do doby 

pouţití pro elektroforézu. 

Výsledné amplifikační produkty byly analyzovány v 1% agarozovém gelu 

vizualizovaném barvením ethidium bromidem (1 μg/ml) a jeho excitací pod UV 

zářením na transiluminátoru. Jako standard byl pouţit TrackIt
TM

 100 bp DNA 

Ladder (Invitrogen, USA). V případě pozitivního vzorku byl detekovatelný 

amplifikační produkt o velikosti 1700 bp. 

Následující druhové rozlišení bylo provedeno digescí PCR produktu 

restrikčním enzymem DdeI (Invitrogen, USA). Do PCR-RFLP reakčního mixu 

(20 µl) bylo pouţito 15 µl PCR produktu a 5 U restrikčního enzymu DdeI, 2 µl 

PCR pufru (dodán spolu s enzymem) a 2,5 µl DNAsa prosté vody. Inkubace 

probíhala přes noc při 37 °C. Produkty štěpení byly separovány 

na 3% agarozovém gelu za konstantního napětí 140 V. Gel byl obarven ethidium 

bromidem a vizualizován UV iluminací. Jako standard byl pouţit TrackIt
TM

 

100 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA). 
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4. HLAVNÍ VÝSLEDKY PRÁCE 

 

4.1 POKUSY in vitro 

 

4.1.1 Stanovení inhibiční koncentrace organických kyselin 

Pro účely tohoto experimentu bylo vyvinuto selektivní pomnoţovací médium 

bez přídavku krve, jehoţ hlavní sloţku tvoří kyselina L-glutamová. Srovnání 

růstových křivek bakterie C. jejuni CCM 6214
T
 kultivované v nově vyvinutém 

médiu a bujónu podle Prestona dokumentují Obr. 8 a 9. 

 

Obr. 8  Růstová křivka C. jejuni  CCM 6214
T
, kultivace v médium 

podle Prestona při 37 °C za mikroaerobních podmínek 

 
Obr. 9  Růstová křivka C. jejuni  CCM 6214

T
, kultivace v médiu 

s kyselinou glutamovou při 37 °C za mikroaerobních podmínek 
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Tab. 16 Srovnání IC50
*
 testovaných organických kyselin na bakterii C. jejuni 

CCM 6214
T
 

Organická kyselina IC50  (mg/ml) 

kys. octová  r 

kys. propionová r 

kys. máselná r 

kys. kapronová 9,25 ± 0,24 

kys. kaprylová 3,24 ± 0,14 

kys. kaprinová 0,96 ± 0,01 

kys. laurová r 

kys. myristová r 

kys. palmitová r 

kys. sorbová NS 

kys. fumarová 7,10 ± 0,02 

kys. jantarová r 

kys. benzoová 8,70 ± 0,07 

kys. fenyloctová r 

kys. mléčná r 

kys. jablečná r 

kys. citronová r 

*
 Stanoveno biuretovou metodou; výsledky jsou vyjádřeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), při níţ dojde 

k poklesu bakteriálního proteinu na polovinu, vztaţeno ke kontrolnímu vzorku; průměr ze tří měření  SD 

r = rezistentní (IC50  10 mg/ml) 

NS = nebylo stanoveno 

 

Tab. 16 uvádí výsledky vnímavosti bakterie C. jejuni CCM 6214
T
 

k testovaným kyselinám. Inhibiční koncentrace byly stanoveny pomocí 

modifikované biuretové reakce a výsledky jsou vyjádřeny v IC50, 

tj. v koncentraci kyseliny (mg/ml), při níţ dojde k poklesu bakteriálního 

proteinu na polovinu, vztaţeno ke kontrolnímu vzorku (neošetřen). Jako 

nejefektivnější antimikrobiální látky byly vyhodnoceny kyselina kaprinová  
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a kyselina kaprylová (IC50 0,96 a 3,24 mg/ml). Slabá inhibice růstu C. jejuni 

byla pozorována také u vzorků ošetřených kyselinou fumarovou, benzoovou 

a kapronovou. Ostatní testované kyseliny nevykazovaly ţádnou nebo pouze 

mírnou inhibici. Vliv kyseliny sorbové na inhibici růstu C. jejuni nebylo moţné 

zvolenou metodou posoudit z důvodu  rozrušení charakteristického zbarvení 

komplexu.  

 

4.1.2 Stanovení vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibiční účinek 

organických kyselin 

Vliv hodnoty pH a doby inkubace na inhibiční účinek vybraných organických 

kyselin vůči bakterii C. jejuni CCM 6214
T
 je uveden v Tab. 17 aţ 20. Inhibiční 

účinek byl zpavidla  zvýrazněn aplikací vyšší koncentrace kyselin. Vliv 

prodlouţení doby inkubace na inhibiční účinek kyselin byl marginální. 

V kyselém prostředí (pH 2,4) byly počty ţivých buněk u všech testovaných 

kyselin pod detekčním limitem. Při hodnotě pH 4,5  a koncentraci kyselin 

5 mg/ml došlo k signifikantní redukci počtu bakterií u všech testovaných 

kyselin, vyjma kyseliny fumarové (její účinek se projevil aţ s prodlouţením 

doby inkubace). V prostředí blízkém neutrálnímu pH (pH 6,5) byl 

antimikrobiální účinek testovaných kyselin nevýrazný, zvláště při aplikaci niţší 

koncentrace kyselin. Pouze kyselina kaprinová vykazovala baktericidní účinek 

i při hodnotě pH 6,5 a koncentraci 1 mg/ml. Nejvýraznější účinek ze všech 

testovaných kyselin vykazuje kyselina kaprinová následovaná kyselinou 

kaprylovou. Inkubace C. jejuni CCM 6214
T
 v případě obou kyselin vedla 

k signifikantnímu sníţení počtu bakterií, a to bez ohledu na hodnotu pH 

prostředí. 
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Tab. 17 Počty ţivých buněk (log10 CFU/ml)
1 
C. jejuni CCM 6214

T 
po 5 min 

inkubaci s vybranými organickými kyselinami při rozdílných hodnotách pH 

Organická 

kyselina 

Koncentrace 

(mg/ml) 

pH 

2,4 4,5 6,5 

kys. kapronová 0 < 2 9,5 ± 0,23
a
 10,5 ± 0,23

a
 

 5 < 2 < 2
b
 7,7 ± 0,40

b
 

     

kys. kaprylová 0 < 2 9,8 ± 0,54
a
 10,9 ± 0,11

a
 

 1 < 2 < 2
b
 10,1 ± 0,63

a
 

  5 < 2 < 2
b
 < 3

b
 

     

kys. kaprinová 0 < 2 9,2 ± 0,88
a
 10,2 ± 0,96

a
 

 0,5 < 2 < 2
b
 3,3 ± 0,03

b
 

 1 < 2 < 2
b
 2,0 ± 0,32

b
 

 5 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

     

kys. sorbová 0 < 2 9,2 ± 0,30
a
  10,5 ± 0,55

a
 

 1 < 2 8,5 ± 0,38
a
  10,5 ± 0,57

a
 

  5 < 2 2,3 ± 0,11
b
  9,1 ± 0,20

b
 

     

kys. benzoová 0 < 2 7,6 ± 0,52
a
  7,9 ± 1,33

a
 

 1 < 2 6,6 ± 0,41
b
  6,8 ± 0,14

a
 

 5 < 2 < 2
c
  6,1 ± 0,13

a
 

     

kys. fumarová 0 < 2 9,1 ± 1,03
a
  10,3 ± 0,35

a
 

 1 < 2 8,8 ± 0,17
a
  8,9 ± 0,54

b
 

  5 < 2 9,0 ± 0,31
a
  6,3 ± 0,15

c
 

1
Ţivotaschopné buňky po expozici organickými kyselinami (průměr ze tří měření ± SD) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05).  
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Tab. 18 Počty ţivých buněk (log10 CFU/ml)
1 
C. jejuni CCM 6214

T 
po 10 min 

inkubaci s vybranými organickými kyselinami při rozdílných hodnotách pH 

Organická 

kyselina 

Koncentrace 

(mg/ml) 

pH 

2,4 4,5 6,5 

kys. kapronová 0 < 2  9,5 ± 0,49
a
 10,4 ± 0,29

a
 

 5 < 2 < 2
b
 6,7 ± 0,24

b
 

     

kys. kaprylová 0 < 2 10,3 ± 0,09
a
 10,7 ± 0,53

a
 

 1 < 2 < 2
b
 9,3 ± 0,25

b
 

  5 < 2 < 2
b
 < 3

c
 

     

kys. kaprinová 0 < 2   8,9 ± 0,55
a
 8,8 ± 0,28

a
 

 0,5 < 2 < 2
b
 2,3 ± 0,10

b
 

 1 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

 5 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

     

kys. sorbová 0 < 2 9,3 ± 0,51
a
  10,6 ± 0,62

a
 

 1 < 2 8,9 ± 0,30
a
  10,6 ± 0,53

a
 

  5 < 2 < 2
b
  9,1 ± 0,18

b
 

     

kys. benzoová 0 < 2 7,6 ± 0,48
a
  8,4 ± 1,16

a
 

 1 < 2 5,6 ± 0,10
b
  7,1 ± 0,29

a,b
 

 5 < 2 < 2
c
  5,9 ± 0,38

b
 

     

kys. fumarová 0 < 2  9,1 ± 1,13
a
  10,3 ± 0,69

a
 

 1 < 2  9,0 ± 0,17
a
  9,6 ± 0,50

a
 

  5 < 2  7,0 ± 0,26
b
  6,8 ± 0,16

b
 

1
Ţivotaschopné buňky po expozici organickými kyselinami (průměr ze tří měření ± SD) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05).  
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Tab. 19 Počty ţivých buněk (log10 CFU/ml)
1 
C. jejuni CCM 6214

T 
po 20 min 

inkubaci s vybranými organickými kyselinami při rozdílných hodnotách pH 

Organická 

kyselina 

Koncentrace 

(mg/ml) 

pH 

2,4 4,5 6,5 

kys. kapronová 0 < 2 9,6 ± 0,19
a
 10,6 ± 0,13

a
 

 5 < 2 < 2
b
 6,7 ± 0,21

b
 

     

kys. kaprylová 0 < 2 10,0 ± 0,05
a
 10,9 ± 0,08

a
 

 1 < 2 < 2
b
 8,6 ± 0,09

b
 

  5 < 2 < 2
b
 < 3

c
 

     

kys. kaprinová 0 < 2 8,9 ± 0,45
a
 9,6 ± 0,52

a
 

 0,5 < 2 < 2
b
 2,0 ± 0,05

b
 

 1 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

 5 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

     

kys. sorbová 0 < 2 9,6 ± 0,29
a
 10,8 ± 0,42

a
 

 1 < 2 7,6 ± 0,24
b
 9,8 ± 0,49

a,b
 

  5 < 2 < 2
c
 9,0 ± 0,12

b
 

     

kys. benzoová 0 < 2 7,6 ± 0,70
a
 9,8 ± 0,55

a
 

 1 < 2 5,6 ± 0,31
b
 8,5 ± 0,34

b
 

 5 < 2 < 2
c
 7,0 ± 0,28

c
 

     

kys. fumarová 0 < 2 9,2 ± 1,13
a
 10,6 ± 0,33

a
 

 1 < 2 9,0 ± 0,36
a
 10,1 ± 0,50

a
 

  5 < 2 6,4 ± 0,08
b
 6,8 ± 0,08

b
 

1
Ţivotaschopné buňky po expozici organickými kyselinami (průměr ze tří měření ± SD) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05).  
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Tab. 20 Počty ţivých buněk (log10 CFU/ml)
1 
C. jejuni CCM 6214

T 
po 30 min 

inkubaci s vybranými organickými kyselinami při rozdílných hodnotách pH 

Organická 

kyselina 

Koncentrace 

(mg/ml) 

pH 

2,4 4,5 6,5 

kys. kapronová 0 < 2 9,7 ± 0,11
a
 10,7 ± 0,21

a
 

 5 < 2 < 2
b
 6,2 ± 0,31

b
 

     

kys. kaprylová 0 < 2 10,0 ± 0,09
a
 10,9 ± 0,09

a
 

 1 < 2 < 2
b
 9,9 ± 0,49

b
 

  5 < 2 < 2
b
 < 3

c
 

     

kys. kaprinová 0 < 2 8,9 ± 0,50
a
 9,5 ± 0,75a 

 0,5 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

 1 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

 5 < 2 < 2
b
 < 2

b
 

     

kys. sorbová 0 < 2 9,7 ± 0,15
a
 10,9 ± 0,47

a
 

 1 < 2 8,7 ± 0,42
b
 9,7 ± 0,51

a,b
 

  5 < 2 < 2
c
 9,5 ± 0,49

b
 

     

kys. benzoová 0 < 2 8,7 ± 0,49
a
 9,6 ± 0,72

a
 

 1 < 2 7,8 ± 0,24
b
 8,6 ± 0,34

a
 

 5 < 2 < 2
c
 5,3 ± 0,44

b
 

     

kys. fumarová 0 < 2 9,4 ± 1,23
a
 10,7 ± 0,33

a
 

 1 < 2 9,9 ± 0,63
a
 10,3 ± 0,70

a
 

  5 < 2 4,5 ± 0,51
b
 6,8 ± 0,29

b
 

1
Ţivotaschopné buňky po expozici organickými kyselinami (průměr ze tří měření ± SD) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05).  
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4.1.3 Stanovení antibakteriálního účinku molekulárně-biologickou 

metodou 

Antibakteriální účinek organických kyselin vůči sbírkovému kmeni 

a klinickému izolátu C. jejuni byl sledován rovněţ metodou real-time PCR. 

Pro potvrzení specifity PCR produktu a vyloučení vzniku dimeru primerů byla 

po kaţdém měření provedena analýza křivky tání. Na Obr. 10 a 11 jsou ukázány 

křivky tání pro C. jejuni CCM 6214
T
 a C. jejuni CAMP/VFU 612/21.  

 

Obr. 10  Křivka tání pro kmen C. jejuni CCM 6214
T
 

 

 

Obr. 11  Křivka tání pro kmen C. jejuni CAMP/VFU 612/21 
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Elektroforézou na 2,5% agarozovém gelu byla ověřena kvalita a specifita 

PCR reakce. Předpokládaná délka fragmentu podle zdroje Nogva a kol. [108] 

měla být 86 bp. Zřetelné projasnění pod úrovní méně viditelné zóny 100 bp 

potvrzuje správnost DNA fragmentu patřícímu C. jejuni (viz Obr. 12). Inhibiční 

účinek testovaných organických kyselin byl vyjádřen hodnotou IC50, 

tj. koncentrace zkoušené látky, která sníţí syntézu bakteriální DNA o 50 %. 

Před pouţitím ∆Ct metody [110] byl proveden validační experiment, 

který prokázal, ţe je efektivita porovnávaných vzorků skutečně srovnatelná 

(E = 97 ± 1 %, R
2
 > 0,998). Efektivita amplifikace byla stanovena ze směrnice 

kalibrační křivky pouţitím vzorce E = 10
(-1/slope) 

-1 [114]. 

 

 

Obr. 12  Gelová elektroforéza PCR produktů: (M) 50 bp marker, (A1-3) C. jejuni 

CCM 6214
T
, (B1-3) C. jejuni CAMP/VFU 612/21, (C) negativní kontrola 

 

Inhibiční koncentrace testovaných organických kyselin a monoacylgycerolů 

vůči bakterii C. jejuni CCM 6214
T
 a klinickému izolátů C. jejuni CAMP/VFU 

612/21 jsou uvedeny v Tab. 21 a 22. Inhibiční účinek byl testován při hodnotách 

pH 5,5 a 6,5, které korespondují s hodnotami pH zadní části GIT drůbeţe.  

Z 21 testovaných látek byly jednoznačně nejúčinnější kyselina kaprylová, 

kaprinová a laurová (IC50 ≤ 0,10 mg/ml). Inhibice růstu se projevila v slabě 

kyselém prostředí (pH 4,5) výrazněji neţ při pH blízkém neutrálnímu (pH 6,5).  

 M     A1    A2   A3   B1    B2    B3   C 
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Tab. 21 Inhibiční koncentrace (IC50)
*
 testovaných organických kyselin 

a monoacylgycerolů vůči bakterii C. jejuni CCM 6214
T
 

Organická kyselina pH 5,5 pH 6,5 

kyselina octová 5,08 ± 1,29 7,07 ± 0,45 

kyselina propionová 2,99 ± 0,70 4,82 ± 0,36 

kyselina máselná 4,19 ± 0,73 8,87 ± 0,16 

kyselina kapronová 1,54 ± 0,35 4,08 ± 1,84 

kyselina kaprylová < 0,1 0,11 ± 0,04 

kyselina kaprinová < 0,1 < 0,1 

kyselina laurová < 0,1 < 0,1 

kyselina myristová 0,21 ± 0,16 1,94 ± 0,20 

kyselina palmitová 1,41 ± 0,13 3,09 ± 0,54 

kyselina stearová 5,44 ± 0,41 r 

kyselina jantarová 3,86 ± 0,70 9,01 ± 1,50 

kyselina olejová < 0,1 0,38 ± 0,05 

kyselina fumarová < 0,1 0,74 ± 0,06 

kyselina sorbová 0,58 ± 0,29 4,10 ± 0,17 

kyselina benzoová 0,68 ± 0,96 2,50 ± 1,70 

kyselina fenyloctová 3,32 ± 1,14 7,30 ± 0,41 

kyselina jablečná 0,14 ± 0,05 0,57 ± 0,15 

kyselina citronová 2,25 ± 0,39 5,68 ± 1,06 

kyselina mléčná 0,89 ± 0,01 4,60 ± 0,19 

monokaprylin  < 0,1 1,57 ± 0,65 

monokaprin  0,10 ± 0,01 0,25 ± 0,09 

*
 Stanoveno metodou real-time PCR; výsledky jsou vyjádřeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), při níţ dojde 

k poklesu počtu bakterií na polovinu, vztaţeno ke kontrolnímu vzorku (neošetřen); průměr ze tří měření  SD 

r = rezistentní (IC50  10 mg/ml) 
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Tab. 22 Inhibiční koncentrace (IC50)
*
 testovaných organických kyselin 

a monoacylgycerolů vůči klinickému izolátů C. jejuni CAMP/VFU 612/21 

 Organická kyselina pH 5,5 pH 6,5 

kyselina octová 7,04 ± 0,23 r 

kyselina propionová 5,22 ± 0,71 r 

kyselina máselná 6,33 ± 0,83 r 

kyselina kapronová 6,16 ± 1,85 r 

kyselina kaprylová < 0,1 < 0,1 

kyselina kaprinová < 0,1 < 0,1 

kyselina laurová < 0,1 < 0,1 

kyselina myristová < 0,1 0,80 ± 0,12 

kyselina palmitová 1,75 ± 0,01 2,67 ± 0,06 

kyselina stearová 7,89 ± 0,34 r 

kyselina jantarová 5,81 ± 0,06 r 

kyselina olejová < 0,1 0,46 ± 0,12 

kyselina fumarová < 0,1 0,48 ± 0,29 

kyselina sorbová 2,40 ± 2,57 7,05 ± 0,51 

kyselina benzoová 1,93 ± 0,80 3,76 ± 0,38 

kyselina fenyloctová 5,54 ± 0,06 6,40 ± 0,27 

kyselina jablečná 0,56 ± 0,16 1,90 ± 0,27 

kyselina citronová 5,99 ± 0,57 r 

kyselina mléčná 0,32 ± 0,12 3,43 ± 0,67 

monokaprylin  < 0,1 3,44 ± 0,58 

monokaprin  < 0,1 1,8 ± 0,74 

*
 Stanoveno metodou real-time PCR; výsledky jsou vyjádřeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), při níţ dojde 

k poklesu počtu bakterií na polovinu, vztaţeno ke kontrolnímu vzorku (neošetřen); průměr ze tří měření  SD 

r = rezistentní (IC50  10 mg/ml) 
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Při hodnotě pH 5,5 byla pozorována výrazná inhibice počtu bakterií také 

u kyseliny myristové, olejové, fumarové a obou monoacylglycerolů. 

V protikladu s tím, byl antimikrobiální účinek kyseliny octové, máselné 

a stearové (u obou testovaných kmenů) okrajový. Klinický izolát C. jejuni 

z drůbeţe byl méně vnímavý k účinkům testovaných látek ve srovnání 

se sbírkovým kmenem. V prostředí blízkém neutrálnímu pH vykazoval klinický 

izolát rezistenci (IC50 > 10 mg/ml) vůči sedmi testovaným kyselinám. 

 

4.1.4 Studium mechanismu účinku organických kyselin 

Transmisní elektronová mikroskopie 

Obr. 13 ilustruje změny morfologie C. jejuni CCM 6214
T
 po 30 minutové 

inkubaci s kyselinou fumarovou (B1, B2) a kyselinou kaprinovou (C1, C2). 

Výsledná koncentrace kyselin ve vzorku byla 1 mg/ml. V porovnání 

s kontrolním vzorkem (A1, A2) vykazují buňky vystavené působení zmíněných 

kyselin zvětšení periplazmatického prostoru a v některých případech také ztrátu 

integrity cytoplazmatické membrány. U vzorků ošetřených kyselinou 

kaprinovou je patrný rozpad buněčných struktur. 

 

Sledování změn koncentrace K
+
 iontů 

Kalibrační křivka pro draslíkovou iontově selektivní elektrodu je znázorněna 

na Obr. 14. Obr. 16 (levá strana) prezentuje vliv kyseliny fumarové (a), kyseliny 

kaprinové (b) a monokaprinu (c) na změnu koncentrace K
+
 iontů. Ionty draslíku 

byly vyplaveny z buněk C. jejuni přídavkem cetyltrimethylamonium bromidu 

(CTAB) a menší měrou rovněţ vlivem kyseliny fumarové (1 mg/ml). 

Po ošetření kyselinou kaprinovou a monokaprinem nebyla zaznamenána aktivita 

K
+
 iontů. 
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Obr. 13  Transmisní elektronová mikroskopie buněk C. jejuni CCM 6214
T
 

A1, A2  - kontrolní vzorky (tj. bez ošetření) příčný a podélný řez buňkami 

B1, B2  - působení kyseliny fumarové (c = 1 mg/ml; 30 min) 

C1, C2  - působení kyseliny kaprinové (c = 1 mg/ml; 30 min) 
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Obr. 14  Kalibrační křivka pro draslíkovou iontově selektivní elektrodu 

 

Sledování redistribuce TPP
+
 iontů 

Kalibrační křivka pro TPP
+ 

iontově selektivní elektrodu je znázorněna 

na Obr. 15. Vliv kyseliny fumarové (a), kyseliny kaprinové (b) a monokaprinu 

(c) na redistribuci TPP
+
 iontů u ošetřených buněk C. jejuni je znázorněn 

na Obr. 16 (pravá strana). Přídavek kyseliny fumarové do bakteriální suspenze 

obsahující 10 μM TPP chlorid zvýšil potenciál TPP
+
 elektrody o cca 15 mV. 

Naopak přídavek kyseliny kaprinové a monokaprinu nevyvolal očekávanou 

odezvu. Přidáním cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB) do bakteriální 

suspenze se potenciál elektrody zvýšil, v přítomnosti kyseliny fumarové však 

po uplynutí jedné minuty opět klesl. 

 

 

Obr. 15  Kalibrační křivka pro TPP
+ 

iontově selektivní elektrodu 
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Obr. 16  Změny koncentrace K
+
 a TPP

+
 iontů měřené pomocí ISE 

Buňky C. jejuni CCM 6214
T
 byly ošetřeny kyselinou fumarovou 

(a), kyselinou kaprinovou (b) a monokaprinem (c); první šipka 

znázorňuje okamžik přidání testované látky (c = 1 mg/ml), druhá 

šipka označuje přídavek CTAB (c = 0,25 mg/ml) 
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4.2 POKUS in vivo 

 

4.2.1 Experimentální infekce drůbeţe 

Bakteriologická analýza byla zaměřena na zástupce rodů Campylobacter, 

Lactobacillus a koliformní bakterie. Počty koliformních bakterií a bakterií rodu 

Lactobacillus byly stanoveny metodou výsevu na selektivní půdy. 

Pro kvantifikaci počtů bakterií rodu Campylobacter byla pouţita metoda real-

time PCR a výsledky byly vyhodnoceny metodou absolutní kvantifikace. 

Na Obr. 17 je znázorněna standardní křivka (E = 96,1%, R
2 

= 0,988), která byla 

získána z diluční série standardů o známé koncentraci DNA. Specifita 

amplifikace PCR produktů byla ověřena analýzou křivky tání (viz Obr. 18). 

 

 

Obr. 17  Standardní křivka pro absolutní kvantifikaci (metoda real-time PCR) 

 

Obr. 18  Experimentální infekce: křivka tání pro kmen C. jejuni CAMP/VFU 612/21 
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Počty bakterií C. jejuni izolovaných z trusu brojlerů v průběhu experimentu 

jsou uvedeny v Tab. 23. Z výsledků je patrné, ţe první infekce (tj. z 14. dne) 

se téměř neujala. Z toho důvodu se počty C. jejuni pohybovaly aţ do doby druhé 

infekce kolem hodnoty 3 log10 CFU/g v případě negativní kontroly byly počty 

po celou dobu výkrmu pod detekčním limitem (< 3 log10 CFU/g). 

 

Tab. 23 Počty bakterií (log10 CFU/g)
1
 Campylobacter jejuni v trusu brojlerů 

(analýzy provedené po infekci klinickým izolátem C. jejuni CAMP/VFU 

612/21) 

Věk kuřat Pokusná skupina 

Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

16. den < DL < DL < DL < DL 

18. den < DL
a
 3,41 ± 0,67

b 
3,38 ± 0,66

b 
3,37 ± 0,68

b 

21. den < DL < DL < DL < DL 

24. den < DL
a
 3,09 ± 0,20

b 
3,37 ± 0,90

b 
3,25 ± 0,45

b 

28. den < DL
a
 3,67 ± 0,58

b 
3,37 ± 0,60

b 
3,40 ± 0,49

b 

30. den < DL
a
 5,31 ± 0,62

b 
3,09 ± 0,29

c 
7,24 ± 0,65

d 

32. den < DL
a
 6,97 ± 1,06

b 
6,39 ± 1,65

b 
8,20 ± 0,49

c 

35. den < DL
a
 7,64 ± 0,98

b 
5,95 ± 1,50

c 
7,11 ± 0,98

b 

37. den < DL
a
 6,29 ± 1,31

b 
6,56 ± 1,43

bc 
7,51 ± 0,95

c 

39. den < DL
a
 5,89 ± 1,55

b 
6,81 ± 1,54

b 
6,89 ± 0,72

b 

1
 Stanoveno metodou real-time PCR (průměr  SD) 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina, DL = detekční limit (3 Log10 CFU/g) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 

 

Dvacátý osmý den výkrmu bylo krmivo pozitivní kontroly a obou pokusných 

skupin opět kontaminováno kulturou Campylobacter jejuni subsp. jejuni. Dva 

dny po nákaze počty bakterií C. jejuni u pozitivní kontroly vzrostly na hodnotu 

7,24  log10 CFU/g. U pokusných skupin I. a II. došlo oproti pozitivní kontrole 

k signifikantnímu sníţení počtů bakterií, přičemţ inhibice počtu bakterií byla 

výraznější u pokusné skupiny II. Tento trend setrvával po následujích 9 dnů, 

poté se počty C. jejuni u pozitivní kontroly a obou pokusných skupin opět 

vyrovnaly.  

Vliv suplementace krmiv MK na počty bakterií C. jejuni v jednotlivých 

částech trávicího traktu je zaznamenán v Tab. 24. U pokusných skupin I. a II. 

byla pozorována signifikantní inhibice počtu bakterií C. jejuni, počty bakterií 

se pohybovaly zpravidla o jeden řád níţe oproti pozitivní kontrole.  
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Tab. 24 Vliv suplementace krmiv MK na počty bakterií (log10 CFU/g)
1
 

Campylobacter jejuni v jednotlivých částech trávicího traktu  

Část GIT Pokusná skupina 

Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

Ţaludek < DL
a 

4,89 ± 0,36
b 

4,95 ± 0,73
b 

4,97 ± 0,23
b 

Duodenum < DL
a
 3,97 ± 0,89

b 
3,80 ± 0,62

b 
4,76 ± 0,41

c 

Ileum < DL
a
 4,33 ± 0,93

b 
4,28 ± 0,65

b 
6,02 ± 1,72

c 

Cékum < DL
a
 7,06 ± 1,79

b 
6,85 ± 1,79

b 
8,93 ± 0,92

c 

1
 Stanoveno metodou real-time PCR (průměr  SD) 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina, DL = detekční limit (3 Log10 CFU/g) 

a, b, c
 Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 

 

Přídavek mastných kyselin měl zanedbatelný vliv na počty bakterií 

Lactobacillus. Signifikantní rozdíl byl obdrţen pouze ve slepém střevě (viz Tab. 

25), počty bakterií byly v pokusné skupině I. o necelý řád niţší neţ u negativní 

kontroly. Výskyt laktobacilů ve zbývajících částech trávicího traktu nebyl 

účinkem mastných kyselin významně ovlivněn. Rovněţ v případě počtů 

koliformních bakterií nebyly zaznamenány výraznější rozdíly mezi pokusnými 

skupinami. Vyjímkou byla pokusná skupina II., ve které došlo k signifikantní 

inhibici růstu bakterií v duodenu a céku (viz Tab. 26).  

 

Tab. 25 Vliv suplementace krmiv MK na počty bakterií (log10 CFU/g)
1
 rodu 

Lactobacillus v jednotlivých částech trávicího traktu  

Část GIT Pokusná skupina 

Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

Ţaludek 6,34 ± 0,54
 

6,30 ± 0,61
 

5,90 ± 0,58
 

6,28 ± 0,43
 

Duodenum 6,86 ± 1,18
 

7,25 ± 0,81
 

7,01 ± 0,39
 

7,42 ± 0,42
 

Ileum 7,31 ± 1,27
 

7,88 ± 0,94
 

7,73 ± 0,64
 

8,19 ± 0,70
 

Cékum 9,77 ± 0,51
a, b 

9,45 ± 0,51
b 

9,92 ± 0,47
a,b 

10,09 ± 0,34
a 

1
 Stanoveno metodou výsevu na selektivní agar (průměr  SD) 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina, DL = detekční limit (3 Log10 CFU/g) 

a, b
 Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 
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Tab. 26 Vliv suplementace krmiv MK na počty koliformních bakterií 

(log10 CFU/g)
1
 v  jednotlivých částech trávicího traktu 

Část GIT Pokusná skupina 

Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

Ţaludek 3.34 ± 1.41
 

3.14 ± 0.54
 

3.28 ± 0.83
 

3.32 ± 0.97
 

Duodenum 5.11 ± 0.20
b 

5.84 ± 0.36
a 

5.27 ± 0.37
b 

6.09 ± 0.82
a 

Ileum 7.61 ± 1.63
a 

7.25 ± 1.09
a, b 

6.08 ± 0.21
b 

7.32 ± 1.44
a,b 

Cékum 8.68 ± 1.35
 

7.20 ± 1.23
 

7.35 ± 1.99
 

8.47 ± 2.18
 

1
 Stanoveno metodou výsevu na selektivní agar (průměr  SD) 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina, DL = detekční limit (3 Log10 CFU/g) 

a, b
 Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 

 

Vliv testovaných diet na základní parametry uţitkovosti je uveden v Tab. 27. 

Sledované parametry uţitkovosti v rámci jednotlivých pokusných skupin byly 

poměrně vyrovnané. Růst brojlerů byl sledován pravidelným váţením 

v sedmi denních intervalech. Přírůstky hmotnosti odpovídaly růstovým 

standardům daného hybridu drůbeţe, pro který je charakteristická vysoká 

intenzita růstu (viz Tab. 28). Suplementace krmiv mastnými kyselinami sníţila 

přírůstky ţivé hmotnosti, rozdíly ale nebyly  statisticky významné. Konverze 

krmiva byla u všech pokusných skupin vyrovnaná, průměrná hodnota 

se pohybovala kolem 1,6. Za celou dobu výkrmu byla evidována pouze jedna 

ztráta úhynem (u negativní kontroly). 

 

 



Tab. 27 Vliv suplementace krmiv MK na základní parametry uţitkovosti
1
 (g) 

Sledovaný parametr 

uţitkovosti 

Pokusná skupina Hladina 

významnosti 

(P) 
Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

Počáteční hmotnost 45 ± 1,9 47 ± 4,0 45 ± 3,0 47 ± 3,2 0,1397 

Konečná hmotnost 2813 ± 144,9
 

2644 ± 118,8
 

2569 ± 327,8
 

2722 ± 271,1
 

0,0900 

ø denní přírůstek hm. 66 ± 3,5 62 ± 2,8 60 ± 7,8 64 ± 6,5 0,0867 

Konverze krmiva 1,56 1,64 1,66 1,60 0,1775 

Mortalita  1/12 0/12 0/12 0/12 - 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina 

1
 Průměr  S D 

a, b
 Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 

 

 

Tab. 28 Vliv suplementace krmiv MK na intenzitu růstu
1
 brojlerů ROSS 308 (g)

 

Věk kuřat Pokusná skupina Hladina 

významnosti (P) Kontrola (-) 

(standardní KS) 

I. 

(volná MK) 

II. 

(chráněná  MK) 

Kontrola (+) 

(standardní KS) 

  0. den 45 ± 1,9 47 ± 4,0 45 ± 3,0 47 ± 3,2 0,1397 

  7. den 126 ± 11,8
a 

149 ± 18,8
b 

139 ± 16,5
a, b 

123 ± 18,9
a 

0,0014 

14. den  344 ± 47,7 351 ± 37,9 327 ± 48,3 343 ± 50,2 0,6280 

21. den  804 ± 56,6 762 ± 66,0 704 ± 109,3 783 ± 101,5 0,0402 

28. den 1391 ± 113,9 1352 ± 86,3 1304 ± 144,6 1373 ± 144,1 0,3335 

35. den 2093 ± 613,7 1980 ± 87,2 1904 ± 230,0 2012 ± 199,1 0,0759 

42. den  2813 ± 144,9 2644 ± 118,8 2569 ± 327,8 2722 ± 271,1 0,0900 

*
KS = krmná směs, MK = mastná kyselina 

1
 Průměr  S D 

a, b 
Hodnoty ve stejném řádku s odlišnými indexy jsou signifikantně odlišné (P < 0,05) 



Subtypizace Campylobacter jejuni byla provedena s pouţitím kombinované 

metody PCR a analýzy délkových polymorfismů genu pro flagelin (flaA). PCR-

RFLP profily byly identické u všech vyšetřovaných vzorků (viz Obr. 19 a 20). 

Výsledky tedy potvrzují, ţe všechny pokusné skupiny (mimo negativní 

kontrolu) byly infikovány identickým klonem. 

 

Obr. 19  Vizualizace PCR produktů na 1% agarózovém gelu: (M) 100 bp 

marker, (1–19) testované vzorky 

 
 

 

Obr. 20  Fragmenty vzniklé RFLP amplikonů PCR za použití restrikčního 

enzymu DdeI: (M) marker, (1–14) testované vzorky C. jejuni 

M  1   2   3   4   5  M  6  7   8   9  M 10  11 12 13 14  M 

M  1   2    3   4   5    6   7   8   9  10 11 12  13 14  15 16 17  18 19 
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5. DISKUSE 

 

5.1 POKUSY in vitro 

 

5.1.1 Stanovení inhibiční koncentrace organických kyselin 

Nabízí se několik metod pro stanovení antibakteriálního účinku různých 

sloučenin. V případě Campylobacter jejuni nebylo moţné k sledování růstu plně 

vyuţít postupy pouţité v minulosti (např. měření reziduální koncentrace glukózy 

v médiu nebo měření optické denzity [70], protoţe bakterie neutilizují glukózu 

a přídavkem mastných kyselin jsou média zakalená). Problém byl vyřešen 

vyvinutím selektivního kultivačního média bez přídavku krve, jehoţ základní 

sloţku (zdroj energie) tvoří kyselina L-glutamová. Inhibiční koncentrace OK 

byla stanovena měřením koncentrace bakteriálního proteinu v kultuře pomocí 

biuretové metody.  

Obdrţené výsledky ukazují rozdílnou inhibiční aktivitu testovaných 

organických kyselin vůči C. jejuni CCM 6214
T
. Nejvýraznější antibakteriální 

aktivitu vůči této bakterii vykazovala kyselina kaprinová (IC50 = 0,96 mg/ml), 

nasledováná kyselinou kaprylovou (IC50 = 3,24 mg/ml). Výsledky jsou ve shodě 

se studií, kterou prezentoval Thormar a Bergsson [72]. Tyto kyseliny 

při nízkých koncentracích inhibovaly také růst bakterií Escherichia coli, 

Salmonella sp. a Clostridium perfringens [70], přičemţ inhibiční účinek OK byl 

více patrný u Cl. perfringens (tj. u grampozitivní bakterie) neţ u bakterií 

gramnegativních. K obdobným závěrům dospěl také Bergsson a kol. [62], 

který testoval vliv MK na inhibici grampozitivních bakterií. Kaprinová kyselina 

byla jedinou kyselinou z testovaných MK, která vykazovala vysokou inhibiční 

aktivitu vůči všem kmenům S. aureus. 

Antibakteriální účinek kyselin o určité (střední) délce řetězce naznačuje, 

ţe inhibice bude ovlivněna jejich fyzikálně chemickými vlastnostmi. 

Obě kyseliny (C8 a C10) mají z hlediska antimikrobiálních vlastností zřejmé 

výhody oproti ostatním mastným kyselinám. Jsou částečně rozpustné ve vodě 

a přitom jsou dostatečně lipofilní, coţ usnadňuje průchod buněčnou membránou. 

Slabá inhibice růstu C. jejuni byla obdrţena také aplikací kyseliny fumarové, 

benzoové a kapronové, jejich IC50 se pohybovala v rozmezí 7,10–9,25 mg/ml. 

Zajímavý je účinek kyseliny fumarové, který při koncentraci okolo 10 mg/ml 

vykazoval antimikrobiální aktivitu, avšak při nízkých koncentracích 

se projevoval spíše růstově stimulační účinek. Obdobný účinek byl pozorován 

také u některých MK. Nieman [81] popisuje růstově stimulační efekt při aplikaci 
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nízkých koncentrací MK, přičemţ stimulační vlastnosti vykazovaly převáţně 

nenasycené MK s dlouhým řetězcem (C18). 

Ostatní testované kyseliny nevykazovaly ţádnou nebo pouze mírnou inhibici. 

Slabý antibakteriální účinek těchto organických kyselin zřejmě souvisí 

s hodnotou pH média a disociovanou formou kyselin. 

Inhibiční účinek kyseliny octové, propionové či citronové vůči C. jejuni, 

jak o něm informují někteří autoři
 
[115, 116], nebyl v této práci pozorován. 

Rozdíly v dosaţených výsledcích lze přičíst zejména rozdílným bakteriálním 

kmenům a odlišným experimentálním podmínkám. 

 

5.1.2 Stanovení vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibiční účinek 

organických kyselin 

Antimikrobiální aktivita testovaných organických kyselin byla do značné 

míry ovlivněna hodnotou pH, výrazněji se projevovala v prostředí s vyšší 

aciditou. Tento závěr se shoduje s předchozími výzkumy na E. coli, 

Salmonella spp., Clostridium perfringens [48, 117] a dalších patogenních 

bakteriích včetně C. jejuni [118].  

Bakterie jako je C. jejuni nejsou schopny růstu při nízkých hodnotách 

intracelulárního pH a vysoká acidita prostředí je pro C. jejuni naprosto 

baktericidní [118]. Toto konstatování je zcela v souladu s výsledky získanými 

v rámci této práce, neboť při hodnotě pH média 2,4 byly počty bakteriálních 

buněk u všech testovaných kyselin pod detekčním limitem. 

Nejvýraznější účinek ze všech testovaných kyselin vykazovala kyselina 

kaprinová a kaprylová. Aktivita kyseliny kaprinové byla natolik vysoká, ţe ani 

v případě aplikace niţších koncentrací nedošlo v prostředí blízkém neutrálnímu 

pH k jejímu sníţení. Oproti tomu byl inhibiční účinek kyseliny kaprylové 

(c = 1 mg/ml) do značné míry ovlivněn hodnotou pH prostředí. Při hodnotě pH 

6,5 byl obdrţen poměrně nevýrazný pokles počtu bakteriálních buněk, zatímco 

v prostředí s hodnotou pH 4,5 byl účinek baktericidní. 

Obdobně i u ostatních kyselin měla hodnota pH výrazný vliv na jejich 

aktivitu. Kyselina sorbová vykazovala při hodnotě pH 4,5 a koncentraci 5 mg/ml 

téměř baktericidní účinek, naopak při pH blízkém neutrálnímu byla inhibiční 

aktivita nízká, ale i přesto došlo k redukci o jeden řád.   

Rovněţ vyšší koncentrace kyseliny benzoové vykazovala při hodnotě pH 

média 4,5 baktericidní účinek.  Zato aplikace stejné koncentrace v prostředí 

blízkém neutrálnímu nevykazovala statisticky výrazné sníţení počtu buněk, 

to bylo obdrţeno aţ prodlouţením doby inkubace. 
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Inhibiční účinek kyseliny sorbové a benzoové vůči bakterii C. jejuni sledoval 

také Shin a kol. [115].  Aplikací těchto kyselin o finální koncentraci 10 mg/ml  

při hodnotě pH 5,5 a 6,5 klesly počty C. jejuni pod detekční limit. Výsledky této 

práce tedy korespondují s výše uvedenými. 

Kyselina fumarová projevovala nejniţší antimikrobiální účinek z vybraných 

kyselin. Signifikantní inhibice růstu C. jejuni kys. fumarovou byla pozorována 

teprve v souvislosti s prodlouţením doby inkubace (pH 4,5; c = 5 mg/ml). 

Pozoruhodné je, ţe počty buněk C. jejuni ošetřené kyselinou fumarovou 

(c = 1 a 5 mg/ml) a kyselinou benzoovou (c = 1 mg/ml), se  mírně zvýšily 

v průběhu inkubace. Nabízí se vysvětlení, ţe ošetřené buňky C. jejuni získaly 

částečnou odolnost k působení těchto kyselin, která mohla být zprostředkována 

efluxní pumpou. Sníţení intracelulární koncentrace antimikrobiální látky 

je rozšířený mechanismus antibiotické rezistence u různých druhů bakterií [119].  

Silnou závislost antibakteriálního účinku OK na hodnotě pH popisuje také 

Chaveerach a kol. [118]. Dle jejich výsledků počty buněk C. jejuni ošetřené 

kyselinou mravenčí, propionovou a octovou při pH prostředí 4,0 klesly 

pod detekční limit, kdeţto při hodnotě pH 5,0 a 5,5 byly počty buněk C. jejuni 

redukovány o dva aţ tři řády. 

Z výsledků je patrné, ţe inhibiční účinek OK je závislý na hodnotě pH 

a ustává při neutrální hodnotě pH. Naproti tomu vliv prodlouţení doby inkubace 

na inhibiční účinek OK byl marginální. V případě působení kyseliny kaprinové 

na C. jejuni byla však inhibiční aktivita natolik výrazná, ţe hodnota pH média 

zde nehrála výraznou roli. Antimikrobiální působení ostatních kyselin však bylo 

do značné míry závislé na hodnotě pH (vyšší při niţším pH). Z těchto poznatků 

lze logicky usoudit, ţe v případě suplementace krmiv OK lze očekávat větší 

antibakteriální účinek v ţaludku neţ v tenkém střevě, protoţe toto prostředí 

mimo jiné podporuje aktivní, nedisociovanou formu OK. 

 

5.1.3 Stanovení antibakteriálního účinku molekulárně-biologickou 

metodou  

Existuje několik metod pro hodnocení antibakteriálního účinku sledovaných 

látek. V rámci této disertační práce byly pro sledování účinku OK na bakterii 

C. jejuni zvoleny dvě stěţejní metody - unifikovaná metoda biuretové reakce 

a real-time PCR. Na základě dosaţených výsledků lze konstatovat, ţe obě 

metody shodně vyhodnotily mastné kyseliny o střední délce řetězce jakoţto 

nejúčinnější. Nicméně vzhledem k nízké biochemické aktivitě C. jejuni 

a poměrně náročné kultivaci této bakterie se zdá být metoda real-time PCR 

vhodnější. Tato molekulárně-biologická metoda umoţňuje relativně rychlou, 
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velmi citlivou a specifickou detekci C. jejuni, coţ jsou podstatné důvody 

k jejímu upřednostnění.  

Antimikrobiální aktivita testovaných kyselin vůči C. jejuni se ukázala být 

značně variabilní, důvodem můţe být omezená schopnost některých kyselin 

proniknout buněčnou stěnou při hodnotě pH 5,5 a 6,5. Nejvýraznější inhibiční 

aktivitu vykazovaly kyselina kaprylová, kaprinová a laurová (tj. mastné kyseliny 

o střední délce řetězce s 8, 10 a 12 atomy uhlíku). Tyto mastné kyseliny 

vykazovaly baktericidní účinek i za vyšší hodnoty pH prostředí. Citlivost 

C. jejuni k účinkům kyseliny kaprinové dokládají i snímky z transmisního 

elektronového mikroskopu, které demonstrují ztrátu integrity cytoplazmatické 

membrány a dezorganizaci cytoplazmy. 

Rovněţ na základě výsledků dalších publikovaných studií bývá mastným 

kyselinám o střední délce řetězce přisuzován největší antimikrobiální účinek 

z běţných organických kyselin. Tyto MK vykazují antimikrobiální aktivitu vůči 

širokému spektru bakterií. Podle studie Skřivanové a kol. [70], kyselina 

kaprylová a kaprinová inhibovala růst bakterií Escherichia coli a Sallmonella 

sp., zatímco kyselina laurová inhibovala růst Clostridium perfringens. Studie 

publikovaná Kabara a kol. [73] rovněţ vyhodnotila kys. laurovou jakoţto 

nejúčinnější z testovaných nasycených karboxylových kyselin vůči 

grampozitivním bakteriím. Další studie potvrzují větší vnímavost 

grampozitivních bakterií vůči působení MK neţ bakterií gramnegativních 

[62, 69].  

 Antibakteriální účinek kyselin o střední délce řetězce naznačuje, ţe inhibiční 

aktivita bude ovlivněna jejich fyzikálně chemickými vlastnostmi [120]. 

K dosaţení antibakteriálního účinku je nutné, aby daná kyselina byla natolik 

lipofilní, aby byla schopna adsorpce na buněčný povrch. Zároveň však musí být 

částečně rozpustná ve vodě. Tyto poţadavky zřejmě nejlépe splňují kyseliny 

kaprylová, kaprinová, laurová a myristová (tj. kyseliny s C8 - C14). 

Za pozornost stojí také antimikrobiální aktivita kyseliny olejové a fumarové. 

Kyselina olejová byla označena za látku, potlačující růst neţádoucí mikroflóry 

na drůbeţí kůţi [86]. 

Kyselina mléčná a citronová, které nacházejí významné uplatnění například 

při chemické dekontaminaci chlazené drůbeţe, patřily mezi středně aktivní 

kyseliny. Jejich inhibiční aktivita, obdobně jako u dalších testovaných kyselin, 

byla podpořena niţší hodnotou pH. 

Antibakteriální aktivita byla potvrzena i u monoacylgycerolů. Při niţším pH 

(5,5) byla inhibiční aktivita monokaprylinu i monokaprinu srovnatelná 

s aktivitou kys. kaprylové nebo kaprinové. Antibakteriální aktivitu MK 

a monoacylglycerolů vůči bakterii C. jejuni sledoval Thormar a kol. [82]. 
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Výsledky této studie označily 1-monoacylglycerol kys. kaprinové za látku 

s nejvyšší inhibiční aktivitou. Monokaprin byl účinný vůči řadě humánních 

i veterinárních izolátů C. jejuni. V studii Nair a kol. [69] vykazoval 

monokaprylin inhibiční aktivitu vůči Escherichia coli a řadě grampozitivních 

bakterií. 

Vedle efektu inhibičního byl zaznamenán u některých organických kyselin 

také účinek stimulační. Tento efekt byl pozorován při aplikaci nízkých 

koncentrací (0,1 mg/ml) a pouze u některých kyselin (kys. citronová, fumarová, 

jablečná a jantarová). Sellars a kol. [121] publikoval výsledky, dle kterých 

kyselina fumarová v prostředí se sníţenou tenzí kyslíku stimulovala růst 

C. jejuni. Tento nález vysvětluje tím, ţe kyselina slouţila jako alternativní 

příjemce elektronů. Zástupci rodu Campylobacter získávají energii  

z aminokyselin nebo meziproduktů Krebsova cyklu, nefermentují ani neoxidují 

sacharidy. Proto uřčité  OK ve vhodných koncentracích nemusí inhibovat, 

ale místo toho mohou stimulovat bakteriální růst [48, 122]. 

Klinický izolát C. jejuni CAMP/VFU 612/21 byl méně vnímavý k působení 

organických kyselin, neţ sbírkový kmen C. jejuni CCM 6214
T
. 

Obdrţené výsledky potvrzují, ţe antimikrobiální aktivita organických kyselin 

vůči bakterii C. jejuni je rozdílná a suplementace krmiv v některých případech 

můţe mít jen zanedbatelný význam. Z testovaných organických kyselin 

vykazuje potenciál inhibovat růst bakterií C. jejuni, v koncentracích jeţ jsou 

uplatnitelné také in vivo, zejména kyselina kaprylová, kaprinová a laurová. 

 

5.1.4 Studium mechanismu účinku organických kyselin 

Snímky z TEM ukazují změnu morfologie buněk C. jejuni CCM 6214
T
 

ošetřených kyselinou kaprinovou a v menším rozsahu také kyselinou 

fumarovou. Zatímco u kontrolních vzorků (bez ošetření) buňky C. jejuni 

vykazovaly typickou morfologii (tj. zakřivené tyčky aţ spirálky), u vzorků 

ošetřených OK převládaly kokoidní formy. Opomenout nelze ani výrazné 

zvětšení periplazmatického prostoru a tendenci rozrušení integrity 

cytoplazmatické membrány. Obdobné výsledky publikovali také jiní autoři 

[123, 124, 125], podle nichţ kterých změna v kokoidní formu indikuje ztrátu 

integrity membrány, která představuje degenerativní změny charakteristické 

pro starší, hladovějící buňky nebo buňky vystavené stresu.  

Dle výsledků této práce kyselina fumarová zvýšila permeabilitu vnější 

membrány, integrita membrán však zůstala zachovaná. Kyselina kaprinová 

neovlivnila membránovou permeabilitu, přesto dle snímků z transmisní 
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elektronové mikroskopie byly buňky C. jejuni poškozeny ve větším rozsahu 

neţ buňky ošetřené kyselinou fumarovou.  

Tsuchido a kol. [126] naznačil, ţe lyze  buněk  Bacillus subtillis indukovaná 

mastnými kyselinami  byla zapříčiněna spíše rozkladnými procesy vyvolanými 

autolytickými enzymy, neţli rozrušením buněčných membrán MK. Je tedy 

pravděpodobné (a výsledky této disertační práce tuto představu podporují), 

ţe organické kyseliny uplatňují jejich antimikrobiální účinky rozdílnými 

mechanismy. 

Kyselina kaprinová a její monoacylglycerol vykazovaly v experimentech 

zaměřených na změny membránové permeability téměř shodnou odezvu. 

Lze tedy vyslovit hypotézu, ţe rovněţ jejich mechanismy účinku by mohly být 

obdobné nebo zaloţeny na blízkých principech. 

 

5.2 POKUS in vivo 

 

5.2.1 Experimentální infekce drůbeţe 

Omezení výskytu kampylobakterů v chovech drůbeţe můţe mít pozitivní vliv 

na prevalenci Campylobacter sp. u drůbeţích produktů a následně přispět 

k redukci incidence humánních kampylobakterióz. Byla stanovena hypotéza, dle 

které pokles počtů C. jejuni na jatečně upraveném těle o dva řády můţe přispět 

aţ k třicetinásobnému sníţení výskytu humání kampylobakteriózy [127]. 

Na základě tohoto předpokladu je nejvýznamnějším způsobem, jak omezit šíření 

infekce u lidí, zamezení kolonizace trávicího traktu brojlerů touto bakterií. 

Záměrem experimentální infekce bylo zjistit, zda zvolené mastné kyseliny 

mohou zabránit infekci kuřat kampylobakterem, nebo ji alespoň částečně 

eliminovat. Pro in vivo testování byly zvoleny dvě formy mastných kyselin – 

volná forma a enkapsulovaná forma, s níţ je spojován předpoklad prodlouţení 

účinnosti MK při průchodu GIT drůbeţe. Tento předpoklad byl potvrzen. 

Enkapsulovaná forma MK, oproti formě volné, signifikantně sníţila počty 

C. jejuni v trusu brojlerů. Vyšší inhibiční účinek enkapsulované formy MK 

je také patrný ve vzorcích z jednotlivých částí trávicího traktu, nicméně rozdíl 

mezi účinkem enkapsulované a volné formy MK zde nebyl statisticky průkazný. 

Moţný mechanismus účinku MK na bakterii C. jejuni byl zmíněn 

jiţ v literárním přehledu. Nejčastěji je uváděna představa chemiosmotická 

(tj., MK v nedisociované formě prochází do buňky, kde při hodnotě 

intracelulárního pH ca 7,2 uvolňuje proton, jehoţ export spotřebuje energii, 

která se pak nedostává k dalším účelům), nicméně je pravděpodobné, 
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ţe na redukci C. jejuni se podílejí také další mechanismy. MK mohou negativně 

ovlivnit vnější membránové funkce bakterie potřebné pro kolonizaci 

hostitelského organismu (např. sníţení adheze) nebo mohou mít přímý inhibiční 

vliv na expresi faktorů virulence nezbytných pro kolonizaci [66, 128]. 

Experimentální infekce drůbeţe ukázala, ţe testované MK nejeví růstově 

stimulační účinek, ale suplementace krmiv těmito MK do jisté míry ovlivňuje 

mikrobiální osídlení trávicího traktu drůbeţe. Provedený experiment dále 

poukázal na skutečnost, ţe inhibiční účinek mastných kyselin se v distálních 

oddílech trávicího traktu sniţuje. Z toho důvodu by bylo vhodné obdrţený 

účinek enkapsulované formy MK doplnit o další synergický přístup zaměřený 

na stabilizaci zadní části GIT. V úvahu připadají zejména balastní látky, 

které se ve vysokém podílu dostanou aţ do tlustého střeva, kde jsou 

metabolizovány bifidobakteriemi a laktobacily. Na základě tohoto principu 

je podporována laktogenní mikroflóra, a tím sniţováno riziko trávicích poruch 

bakteriálního původu [104, 129]. 

Suplementace krmiv 0,25 % MK neměla negativní vliv na základní parametry 

uţitkovosti ani na mortalitu. V navazujících experimentech by bylo vhodné 

optimalizovat koncentraci aplikovaných kyselin tak, aby byl v ideálním případě 

zvýšen účinek OK  a současně nedocházelo ke sníţení příjmu krmiva. 

Zaznamenala jsem pouze dvě studie zabývající se aplikací MK o střední délce 

řetězce do krmiv brojlerů za účelem sníţení výskytu Campylobacter sp. Tyto 

studie v loňském roce publikoval Santos a kol. [128, 130]. Dospěl k závěru, 

ţe určité koncentrace kyseliny kaprylové mají potenciál sníţit kolonizaci GIT 

drůbeţe kampylobakterem. Jakoţto nejvhodnější koncentraci vyhodnotil 0,7% 

kys. kaprylovou, vyšší koncentrace měly negativní vliv na příjem krmiva 

a uţitkovost. Na rozdíl od této studie, kde byl sledován vliv přídavku MK 

do desátého dne věku kuřat, trval námi provedenený experiment po celou dobu 

klasického výkrmu brojlerů (42 dnů). Tento přístup bezesporu poskytuje 

ucelenější obraz o vlivu přídavku MK na kolonizaci trávicího traktu brojlerů 

kampylobakterem a taky o základních parametrech uţitkovosti, které nelze 

opomíjet. V druhé studii byla testována terapeutická suplementace krmiv 

po dobu 72 hodin před poráţkou. Tento způsob aplikace kys. kaprylové 

o koncentraci 0,7 a 1,4 % sníţil kolonizaci slepého střeva kampylobakterem o tři 

aţ čtyři řády.  

Další nedávno pulikovaná studie Van Deun a kol. [131] byla zaměřena 

na aplikaci MK s krátkým řetězcem. Dle jejich výsledků enkapsulovaná forma 

kyseliny máselné neuspěla v potlačení kampylobakterové infekce u drůbeţe, 

přestoţe in vitro vykazovala baktericidní účinek vůči C. jejuni. Kyselina 

máselná v in vitro pokusech provedených v rámci této disertační práce 
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vykazovala slabý inhibiční účinek a z toho důvodu nebyla zvaţována moţnost 

její aplikace in vivo. 

Účinek monokaprinu na eliminaci kampylobakterové infekce u drůbeţe 

sledoval Hilmarsson a kol. [132]. Dle závěrů této studie přídavek monokaprinu 

do vody nebo krmiva dva aţ tři dny před poráţkou drůbeţe můţe signifikantně 

přispět ke sníţení počtů C. jejuni. Na rozdíl od MK, můţe být překáţkou 

rutinního vyuţití monokaprinu jeho vysoká pořizovací cena. 

Obdobné snahy pouţití organických kyselin lze nalézt také ve výţivě prasat, 

kde vědecké práce dokládají sníţení výskytu průjmů enterotoxigenních kmenů 

E. coli a zvýšené přírůstky hmotnosti selat [56, 87]. Pozornost zasluhuje 

publikace Marounek a kol. [133], ve které bylo kromě růstově stimulačního 

efektu MK zaznamenáno také zpoţdění vylučování oocyst kryptosporidií. 

Zkoušen byl také vliv MK na růst a mortalitu brojlerových králíků. Přídavek 

kyseliny kaprylové v mnoţství 5 g/kg granulovaného krmiva neměl významný 

vliv na přírůstky ţivé hmotnosti, statisticky významně však sníţil úhyn králíků 

z 16,7 % na nulu [134]. Dle studie Skřivanové a kol. [135] suplementace krmiv 

kyselinou kaprylovou a monoacylgyceroly sníţila u brojlerových králíků výskyt 

enteropatogení E. coli O103. OK tedy mohou nalézt uplatnění  při náhradě 

antibiotik pouţívaných k prevenci průjmových onemocnění zvířat po odstavu. 

Organické kyseliny byly rovněţ navrţeny jako prostředek sniţující 

kontaminaci povrchu jatečně opracované drůbeţe patogeny [86]. 

Dekontaminace povrchových vrstev masa postřikem OK ovšem přichází 

v úvahu pouze za předpokladu, ţe OK neovlivňují negativně senzorické 

vlastnosti produktu.  

Pouţití MK k suplementaci krmiv má dobré předpoklady býti akceptováno 

jak producenty drůbeţe a tak i zpracovateli, protoţe nemá negativní vliv 

na parametry uţitkovosti, ani na mortalitu drůbeţe. Navíc obě testované 

kyseliny jsou všeobecně povaţovány za bezpečné (GRAS) a v neposledí řadě 

jsou dostupné. 

Výsledky této práce, obdobně jako další studie [128, 130] potvrzují potenciál 

MK o střední délce řetězce jakoţto alternativy krmných aditiv, nicméně 

je nezbytné provést další experimenty zaměřené na srovnávací krmné a bilanční 

pokusy. Rovněţ by bylo potřebné detailnější sledování vlivu přídavku MK 

na komensální střevní mikroflóru drůbeţe. 
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6. PŘÍNOS PRÁCE PRO VĚDU A PRAXI 

Z poznatků shrnutých v literárním přehledu vyplývá, ţe zákaz pouţívání 

krmných antibiotik v chovech hospodářských zvířat můţe negativně ovlivnit 

zdravotní stav zvířat s následným rizikem kontaminace produktů ţivočišné 

výroby enteropatogenními bakteriemi a tím zvýšit nebezpečí vzniku nemocí 

z potravin u lidí. Vzniklá situace vytváří potřebu hledat alternativní krmná 

aditiva, která by alespoň z části nahradila účinek antibiotik. 

Cílem předkládané práce bylo sledování účinku vybraných organických 

kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, která je nejčastější příčinou 

bakteriálních alimentárních infekcí v Evropské unii. 

 

Přínos pro vědu: 

- stanovení inhibičních koncentrací a objasnění vlivu dalších faktorů (pH, 

doba inkubace) na antimikrobiální účinek sledovaných organických kyselin 

a monoacylglycerolů vůči bakterii C. jejuni 

- bylo navrţeno nové médium pro kultivaci Campylobacter spp. 

bez přídavku krve 

- příspěvek k poznání mechanismu účinku organických kyselin 

a monoacylgycerolů, který není v současné době zcela objasněn 

- ucelený podklad pro navazující studium antimikrobiálního účinku 

organických kyselin a jejich uplatnění jakoţto náhrady krmných antibiotik 

- výsledky disertační práce jsou a budou publikovány v odborném tisku, 

v mezinárodních vědeckých časopisech a prezentovány na tuzemských 

a zejména zahraničních vědeckých konferencích   

 

Přínos pro praxi: 

- průkaz moţnosti náhrady krmných antibiotik organickými kyselinami 

a ověření v podmínkách experimentální infekce 

- podklad pro kontrolu přenosu Campylobacter sp. z drůbeţe na člověka -

stanovení zásad pouţívání organických kyselin jako alternativy krmných 

antibiotik s antimikrobiálním účinkem vůči C. jejuni 
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7. ZÁVĚR 

Mapováním a prevencí alimentárních nákaz se zabývá mnoho vědeckých 

týmů po celém světě. Sledování antimikrobiálních vlastností nejrůznějších látek 

ještě získalo na aktuálnosti zákazem pouţívání doplňkových látek ve výţivě 

zvířat, který začal platit ve všech zemích Evropské unie od 1. ledna 2006. 

V současné době je proto značná potřeba nalézt a zkoušet takové 

antimikrobiální látky, vůči nimţ nejsou hygienické námitky, tj. nezanechávají 

rezidua ve tkáních a nedochází k přenosu rezistence mezi mikroorganismy 

a jejímu šíření v prostředí. Organické kyseliny, které jsou předmětem této práce, 

výše uvedené poţadavky splňují. 

Dosud dostupné studie neposkytují potřebný ucelený přehled 

o antibakteriálních účincích organických kyselin vůči C. jejuni. 

V publikovaných vědeckých pracích bylo zpravidla testováno pouze omezené 

mnoţství organických kyselin. Situaci neulehčuje ani fakt, ţe experimenty byly 

provedeny za rozdílných podmínek. Z toho důvodu je pak následné srovnávání 

účinku testovaných látek velice sloţité, ne-li nemoţné. Jeden z přínosů 

předkládané práce spočívá v nápravě tohoto nedostatku. V experimentech byla 

testována většina organických kyselin, které se uplatňují v potravinářství 

či krmivářství a které mají předpoklad inhibovat růst bakterií. 

V rámci předloţené disertační práce byly pro sledování inhibičních účinků 

organických kyselin na bakterii C. jejuni zvoleny dvě základní metody – 

unifikovaná metoda biuretové reakce a real-time PCR. Obě pouţité metody 

shodně vyhodnotily mastné kyseliny o střední délce řetězce, jakoţto 

nejúčinnější. Nicméně řada studií, tuto nevyjímaje, shledává real-time PCR 

metodu jako relativně rychlou, velmi citlivou a se specifickou detekcí, coţ jsou 

podstatné důvody k její preferenci.  

Antimikrobiální aktivita testovaných kyselin a monacylglycerolů vůči 

C. jejuni se ukázala být značně variabilní. Nejvýraznější inhibiční aktivitu 

v in vitro pokusech prokázaly kyselina kaprylová, kaprinová a laurová 

(tj. kyseliny o střední délce řetězce s 8, 10 a 12 atomy uhlíku). Tyto mastné 

kyseliny vykazovaly baktericidní účinek bez ohledu na hodnotu pH prostředí. 

Citlivost C. jejuni k účinkům kyseliny kaprinové dokládají i snímky 

z transmisního elektronového mikroskopu. Antibakteriální účinek kyselin o 

střední délce řetězce naznačuje, ţe inhibiční aktivita bude ovlivněna jejich 

fyzikálně chemickými vlastnostmi. 

Výraznou inhibiční aktivitu prokázaly také další kyseliny – myristová, 

olejová, fumarová a jablečná. Antibakteriální aktivita byla potvrzena 

i u monoacylgylcerolů. Ostatní testované kyseliny patřily mezi středně aktivní 
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případně nevykazovaly inhibici. Slabý antibakteriální účinek těchto organických 

kyselin zřejmě souvisí s hodnotou pH média a disociovanou formou kyselin. 

Vedle efektu inhibičního byl u některých kyselin zaznamenán také účinek 

stimulační. Tento efekt byl pozorován pouze při aplikaci nízkých koncentrací 

kyselin, které jsou součástí Krebsova cyklu (tj. kys. citronová, fumarová, 

jablečná a jantarová). 

Klinický izolát C. jejuni CAMP/VFU 612/21 byl méně vnímavý k působení 

organických kyselin, neţ sbírkový kmen C. jejuni CCM 6214
T
. 

Na základě výsledků experimentů ve kterých byl sledován vliv hodnoty pH 

a doby inkubace na inhibiční účinek lze potvrdit, ţe účinek organických kyselin 

je hodnotou pH ovlivněn do značné míry. Výrazněji se projevuje v prostředí 

s vyšší aciditou. Oproti tomu vliv prodlouţení doby inkubace na inhibiční 

účinek kyselin byl marginální.  

Součástí disertační práce byl také in vivo pokus – experimentální infekce 

drůbeţe. Záměrem tohoto experimentu bylo zjistit, zda zvolené mastné kyseliny 

mohou zabránit infekci kuřat kampylobakterem, nebo ji alespoň částečně 

eliminovat. Pro in vivo testování byla vybrána kyselina kaprylová a kaprinová. 

Zvolené kyseliny byly aplikovány do krmiv ve volné nebo enkapsulované 

formě. Z výsledků je patrné, ţe enkapsulovaná forma mastných kyselin, 

oproti formě volné, významně sníţila počty C. jejuni. Experiment dále poukázal 

na skutečnost, ţe inhibiční účinek mastných kyselin se v distálních oddílech 

trávicího traktu sniţuje (a to i v případě enkapsulované formy). Z toho důvodu 

by bylo vhodné obdrţený účinek enkapsulované formy doplnit o další 

synergický přístup zaměřený na stabilizaci mikroflóry zadní části GIT.  

Výsledky in vivo experimentu potvrzují potenciál mastných kyselin o střední 

délce řetězce jakoţto alternativy stávajících krmných aditiv. Jejich pouţití 

k suplementaci krmiv má dobré předpoklady býti akceptováno jak producenty 

drůbeţe a tak i zpracovateli, protoţe nemá negativní vliv na základní parametry 

uţitkovosti, ani na mortalitu drůbeţe. Navíc obě testované kyseliny jsou 

všeobecně povaţovány za bezpečné (GRAS) a v neposlední řadě mají 

přijatelnou pořizovací cenu.  

Předloţená disertační práce poskytuje podklady pro kontrolu přenosu 

Campylobacter sp. z drůbeţe na člověka. Dle obdrţených výsledků se organické 

kyseliny řadí vedle probiotik, rostlinných extraktů a bakteriocinů mezi 

alternativy krmných antibiotik, jejichţ pouţívání bylo nařízemím Evropského 

parmalentu a rady č. 1831/2003 zakázáno.  
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AMP  ampicilin 

ATB  antibiotika 

ATP  adenosintrifosfát 

aw  vodní aktivita 

bp  počet nukleotidů či párů bazí  

C10 kyselina kaprinová 

C8  kyselina kaprylová 

CCM  Česká sbírka mikroorganismů 

CFU počet jednotek tvořících kolonie  

CIP  ciprofloxacin 

CMP  chloramfenikol  

Ct  prahový detekční cyklus  

CTAB  cetyltrimethylamonium bromid 

Cx:y mastná kyselina s x počty uhlíků a y počtu dvojných vazeb 

DdeI  restrikční enzym 

DL detekční limit 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

dNTP deoxynukleotidtrifosfát  

E  efektivita amplifikace 

EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina  

ERY  erytromycin 

FDA úřad pro kont rolu potravin a léků v USA  

flaA  gen kódující flagelin 

GEN  gentamicin 

GIT gastrointestinální trakt 

GRAS  Všeobecně povaţovaný za bezpečný  

IC50   polovina maximální inhibiční koncentrace 

ISE  iontově selektivní elektrody 

K
+
  ionty draslíku 

Ka  disociační konstanta kyseliny 

KS  krmná směs 

log  dekadický logaritmus 

MAG monoacylglycerol 

MCFA  mastné kyseliny o střední délce řetězce 

MK  mastná kyselina 

NAL  kyselina nalidixová 

OK  organické kyseliny 

P  hladina významnosti 

PCR polymerázová řetězová reakce  
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R
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korelační koeficient 

real-time PCR  kvantitativní PCR v reálném čase 
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