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ABSTRAKT

Cilem této disertacni prace bylo studium antibakterialniho u¢inku devatenacti
organickych kyselin a dvou monoacylglycerolit vici bakterii Campylobacter
jejuni. Zamérem bylo stanovit inhibicni koncentrace organickych kyselin
v pokusech in vitro a ovéfit ziskané vysledky v navazujicim in vivo
experimentu.

Pro sledovani u¢inkti oganickych kyselin byly zvoleny dvé zakladni metody —
meéfeni koncentrace bakteridlniho proteinu v kultufe pomoci biuretové metody
areal-time PCR. Nejvyraznéj$i inhibi¢ni aktivitu vykazovaly kyseliny
kaprylova, kaprinové a laurova (ICsp < 0,10 mg/ml). Uginek organickych kyselin
byl do zna¢né miry ovlivnén hodnotou pH, pficemz vyraznéji se projevil
Vv prostiedi s vy$§i aciditou. Oproti tomu vliv prodlouzeni doby inkubace
na inhibi¢ni ucinek kyselin byl marginalni. Klinicky izolat C. jejuni byl méné
vnimavy k ptsobeni organickych kyselin nez sbirkovy kmen.

Pro posouzeni vlivu kyseliny kaprinove, fumarové a monokaprinu na zmény
membranového potencialu byla pouzita draslikovd a TPP™ iontové selektivni
elektroda. Vliv kyseliny kaprinové a fumarové na morfologii bunécnych
membran C. jejuni byl sledovan pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Obdrzené vysledky in vitro pokust potvrzuji, Ze antimikrobidlni aktivita
organickych kyselin vii¢i bakterii C. jejuni je zna¢n¢ variabilni a suplementace
krmiv v nékterych pifipadech muze mit minimalni vyznam. Z testovanych
organickych kyselin vykazuje potencial inhibovat rist bakterii C. jejuni
v koncentracich jez jsou uplatnitelné také in vivo, zejména kyselina kaprylova,
kaprinova a laurova (tj. kyseliny o stfedni délce fetézce s 8, 10 a 12 atomy
uhliku).

Zamérem POKusu in vivo bylo zjistit, zda suplementace krmiv zvolenymi
mastnymi kyselinami (kys. kaprylova a kaprinova) miiZze zabranit infekci kurat
kampylobakterem, nebo ji alespon ¢aste¢né eliminovat. Zvolené kyseliny byly
aplikovany do krmiv ve volné nebo enkapsulované form¢. Krmivo obsahujici
enkapsulovanou formu mastnych kyselin (0,25 %) signifikantné sniZilo pocty
C. jejuni u brojlerd. Vysledky experimentalni infekce dribeze tedy potvrzuji
potencial mastnych kyselin snizit prevalenci Campylobacter sp. u dribeze.

Klic¢ova slova:

Campylobacter jejuni, organické kyseliny, antibakteridlni ucinek, inhibi¢ni
koncentrace, real-time PCR, nahrady antibiotik



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
(1Cs0 < 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 62147 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. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Dle zprav Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou onemocnéni
potravinového piivodu vaznym a nardstajicim problémem. Mezi vyznamna
onemocnéni skupiny alimentarnich toxoinfekci pfenosnych ze zvitat (zoono6zy)
patfi zejména salmoneléozy a kampylobakteriozy. Cetnost vyskytu
kampylobakterioz v Ceské republice zaznamenala po roce 1995 zasadni zménu,
kdy se trend nemocnosti prudce zvysil a jiz fadu let mé toto onemocnéni stabilné
vzristajici tendenci. V roce 2007 piekonal vyskyt kampylobakterioz poctem
hlaSenych onemocnéni dokonce 1 vyskyt salmoneldz a stal se tak hlavni pti¢inou
onemocnéni potravinového ptivodu [1]. Tento stav odpovida situaci v zapadni
Evropé, kde kampylobakteriéza spolu se salmonelézou piredstavuje jedno
Z nejcastejSich potravinovych onemocnéni.

Hlavnim  etiologickym  agens  kampylobakterioz  nadale  zistava
Campylobacter jejuni. Bakterie C. jejuni je soucasti mikroflory sttevniho traktu
fady teplokrevnych zvifat, aniz by u nich vyvolavala klinické ptiznaky
onemocnéni, proto jsou infikovand zvifata na jatkach pii pouziti be&znych
zdravotnich kontrol v podstaté nezachytitelnd. Velmi Castym nositelem C. jejuni
jsou ptaci a dritbez, z toho divodu se za nejrizikovéjsi potravinu z hlediska
moZnosti onemocnéni kampylobakteridzou povazuje driibezi maso.

K pochopeni soucasné problematiky zoondz je nutné posuzovat posledni
vyvoj v kontextu mnoha faktorii. Jednim znich je legislativa Evropského
spoleCenstvi.  Vzhledem  k moznosti  vzniku  zkfizené¢  rezistence
u antimikrobialnich latek, jez jsou pouzivany v humanni terapii, stity Evropské
unie postupné omezily a od 1. ledna 2006 pak zcela zakazaly pouzivani
doplnkovych latek ve vyziveé zvitat (viz natizeni Evropského parlamentu a rady
C. 1831/2003 z 22. zati 2003). Tento zdkaz mlzZe negativné ovlivnit zdravotni
stav zvifat a poCty patogennich bakterii v jejich travicim traktu, S naslednou
moznosti kontaminace produktll Zivo€iSné vyroby témito bakteriemi a tim zvysit
riziko vzniku nemoci z potravin u lidi.

Vznikld situace vytvari potfebu hledat alternativni krmna aditiva,
kterd by alesponn z ¢asti nahradila ucinek antibiotik. Cilem predkladané
disertacni prace je studium antibakteridlniho U¢inku vybranych organickych
kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, ktera je nejcastéjsi pri¢inou
bakterialnich alimentarnich infekci v Evropské unii.



1.1 Taxonomie rodu Campylobacter

Rod Campylobacter byl poprvé zminén roku 1963 (Sebald a Véron)
a zahrnoval pouze dva druhy Campylobacter fetus a “Campylobacter bubulus”
(nyni Campylobacter sputorum), doposud klasifikované jako Vibrio spp. Od té
doby prosla taxonomie rodu Campylobacter dramatickymi zménami.
V soucasnosti zahrnuje 16 druhi (a Sest poddruhti) - C. fetus, C. jejuni, C. coli,
C. lari (NARTC - dtive znamé 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], pfi¢emz mnoho druht dfive oznacovanych jako
Campylobacter spp. bylo prefazeno do jinych rodt, patii mezi né¢ Arcobacter,
Helicobacter a Sulforospirillum.
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oo Campylobacter showae
= Campylabacter rectus
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Obr.1  Fylogeneticky strom jednotlivych druhii rodu Campylobacter odvozeny
na zdklade podobnosti sekvence 16S rRNA. Pro sestaveni stromu byla
pouzita metoda neighbour-joining. Meéritko reprezentuje 5% odlisnost
v sekvenci [3]

Taxonomické zaclénéni rodu Campylobacter

Je nasledujici: kmen Proteobacteria » tfida Epsilonproteobacteria » tad
Campylobacterales » celed Campylobacteraceae » rod Campylobacter



1.1.1 Charakteristika Campylobacter sp.

Bakterie rodu Campylobacter jsou typickymi zastupci Celedi
Campylobacteraceae. Patii sem §tihlé, mirné spiralovité zakiivené tycky, velké
0,2- 0,8 um x 0,5 5 pm. Krats$i formy maji tvar pismene S nebo "profil leticiho
racka" [3].

Mikroskopicky obraz zdvisi do znaéné miry na stafi kultury.
Pro exponencidlni fazi rstu jsou typické kratké spirdlovité formy, které mohou
doséhnout v Casné staciondrni fazi az dvojnasobné délky. Pro starSi kultury
je ptiznaény piechod bunék v kokovité Utvary. Za nevyhodnych podminek
mohou bakterie ptfechazet do tzv. "zivé, ale nekultivovatelné formy". Tento

fenomén jev mmoha smérech analogicky sporulaci u grampozitivnich
bakterii [4].

Bunky netvoifi spdry, jsou gramnegativni a pohyblivé polarné umisténymi
biciky. Neobaleny bi¢ik na jednom nebo obou koncich buiiky umoznuje
charakteristicky rotacni pohyb. Tento pohyb spolu s tvarem bunky usnadnuje
prunik, napf. vrstvou hlenu. Zastupci rodu jsou mikroaerofilni mikroorganismy
S respiratornim typem metabolismu. Energii ziskavaji z aminokyselin
nebo meziprodukt Krebsova cyklu, nefermentuji ani neoxiduji sacharidy. Mezi
dal$i biochemické vlastnosti patfi: redukce fumardtu na sukcinat, negativni
reakce s methyl¢erveni a produkce acetonu a indolu [3, 5].

Neékteré druhy kampylobaktert diky teplotnim pozadavkiim nad 40 °C ziskaly
ptivlastek termotolerantni. Optimalni ristova teplota 30-42 °C je ftadi
do skupiny mezofilnich mikroorganizmd.

1.1.2 Campylobacter jejuni (Jones a kol., 1931; Véron a Chatelain, 1973)
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vétSinou je adaptovan na stievni trakt teplokrevnych zvitrat. Vyskytuje se hlavné
u driibeze. Je Castym patogenem zvitrat, ale patogenni je také pro clovéka.
Na humannich enteritidach se z rodu Campylobacter podili v nejvétsi mife (80—
85 %) [6].

Jsou znamy dva poddruhy, C. jejuni subsp. jejuni a C. jejuni subsp. doylei.
Hlavnim fenotypovym znakem bézné pouzivanym pro odliSeni je neschopnost
C. jejuni subsp. doylei redukovat nitrat. Dalsi charakteristickou vlastnosti
je rozdilny rast pii 42 °C a vysoka citlivost k cefalotinu. AvSak pro oba
poddruhy je pfizna¢na hydrolyza hippuratu [3, 7]. Patogenni role C. jejuni
subsp. doylei neni znama. Typické biochemické vlastnosti a antimikrobialni
charakteristika termotolerantnich druhd rodu Campylobacter jsou shrnuty
Vv nasledujici Tab. 1.



Tab. 1 Diagnostické znaky termotolerantnich druhi Campylobacter sp. [3, 5;
upraveno].

Druh C. jejuni C.coli | C.lari | C. fetus
Poddruh _su_bsp subsp_ subsp
jejuni | doylei fetus

Aerobni rust pfi 30 nebo 36 °C - - - - -
Mikroaerobni rist pii | 25 °C - - + +

37°C + + + + +

42 °C + - + + Casteéné
Rist v pfitomnosti NaCl (4 %) - - - - -
Biochemické testy prikaz oxidazy + + + + +

prukaz katalazy + + + + +

redukce nitratu + - + + +

hydrolyza hippuratu + + - - -

hydrolyza indoxyl + + + - -

acetatu

produkce sirovodiku ) ) ) * *
Citlivost na kyselina nalidixova S S S R R
antibiotika cefalotin R S R R S

penicilin R R R R R

TTC (trifenyl

tetrazoliumchlorid) R R R S S

+, pozitivni; -, negativni; S, senzitivni; R, rezistentni

1.2 Epidemiologie onemocnéni Campylobacter sp.

Na pielomu 80. a 90. let patiila kampylobakterioza v Ceské republice k témét
neznamému onemocnéni. Cetnost vyskytu kampylobakteriéz zaznamenala
zasadni zvrat az po roce 1995, kdy se trend nemocnosti prudce zvysil a jiz fadu
let ma toto onemocnéni stabiln¢ vzristajici tendenci. Pocty hlaSenych infekci
kampylobakteriézy a salmoneldozy se dlouhodobé piiblizovaly (dynamiku
vyskytu obou onemocnéni v Ceské republice v letech 1999-2008 znazoriiuje
Obr. 2). Vroce 2000 bylo evidovano témér 17 000 piipadii onemocnéni
kampylobakteriézou a jiz v roce 2005 pocet hlasenych infekci piekrocil hranici
30 000 ptipadt [1]. Podle udaji Narodniho referen¢niho centra pro analyzu
epidemiologickych dat z roku 2007, piekonal vyskyt kampylobakteri6z poctem
hlaSenych onemocnéni vyskyt salmoneldz a zaujal tak prfedni misto ve vyskytu
alimentarnich onemocnéni. Tento stav odpovida situaci v Evropské unii (EU),
kde kampylobakteridza spolu se salmonel6zou predstavuje jedno z nejcastéjSich
onemocnéni tohoto typu. V témze roce onemocnélo kampylobakteriozou
v evropské sedmadvacitce celkem pies 200 000 lidi, coZz je oproti roku 2006
¢trnactiprocentni narust [8]. Pri¢iny vzestupu incidence kampylobakterovych
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enteritid nejsou zcela jasné. Castedny podil se piiklada zvysené informovanosti
lIékarti o této bakterii, zdokonaleni mikrobiologické diagnostiky a zkvalitnéni
klinické diagndzy salmoneldzy ve skutecnosti chybné diagnostikované piipady
kampylobakteriozy. Navic se odhaduje, Ze skuteCny vyskyt kampylobakteriozy
je pravdépodobné nckolikandsobné vysS§i nez udavaji oficialni statistiky.
Divodem je velky pocet nediagnostikovanych onemocnéni, pro ktere
je pfiznacny mirn&jsi prubéh nebo sporadicky vyskyt.

Incidence
{absolutni pocty) i

40.000 -

35.000 -

30.000 A

25.000 A

. \ Campylobacter

20.000 A

15.000 -

Salmonella

0 1 T T T T T T T 1
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Sledované obdobi (roky)

Obr.2  Dynamika vyskytu kampylobakteriozy a salmonelézy v CR v letech
1999-2008 [1; upraveno]

1.2.1 Zpisoby prenosu infekce

Pfenos se uskutecnuje predevSim alimentarni cestou (potravinami nebo
vodou) nebo piimo (napf. kontaktem se zvifetem). Interhuménni pienos
je vzacny, byl nicméné popsan v kolektivnich zafizenich péce o déti
a Vv ustavech socialni péce. Vzacné jsou i1 epidemie kampylobakterioz. V hlaseni
prevladaji sporadické ptipady, nebo ptipady rodinného charakteru.

Pravdépodobné nejcastéjsSim vehikulem onemocnéni jsou potraviny. Infekce
u ¢lovéka casto souvisi s konzumaci syrové nebo nedostate¢né tepelné
opracované drilbeze nebo masa, pfiCemZ vyznamny podil maji zejména
nedostate¢nd tepelné osetiené potraviny typu ,,fast food* (tzv. minutky). Clovék
se mize nakazit také pitim nepasterovaného mléka nebo produkti z takového
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mléka, pitim kontaminované vody, poptipadé vody znezndmych zdroji
a vV neposledni fad¢ sekundarni kontaminaci jiz hotovych potravin. Opomenout
nelze ani pfenos nakazy prostrednictvim nakazenych zvifat (zeyména domacimi
mazlicky) [9-12].

Z 16 doposud objevenych druhi rodu Campylobacter, je nejméné osm z nich
povazovano za potencialni humanni patogeny: C. jejuni, C. coli, C. lari, C. fetus,
C. upsaliensis, C. sputorum, C. concisus a C. curvus [13].

Vice nez 95 % ptipadi kampylobakterové infekce vyvolavaji
tzv. termotolerantni druhy C. jejuni a C. coli [9]. V poslednich letech
se pozornost obraci také na C. upsaliensis a C. lari, jejichz nalez u lidi
je ale mnohem vzacnéjsi. Hlavnim etiologickym agens tedy nadale zustava
C. jejuni (80-90 % infekci). Tato bakterie je soucasti mikroflory stfevniho traktu
fady teplokrevnych zvifat, aniz by u nich vyvolavala klinické pfiznaky
onemocnéni. Z toho divodu jsou infikovand zvifata na jatkach, pii pouziti
béZnych zdravotnich kontrol, v podstaté nezachytitelna. Velmi ¢astym nositelem
C. jejuni jsou ptaci a dribez, coz je davano do souvislosti s jejich zvySenou
télesnou teplotou, ktera je pro tyto bakterie ptizniva (Campylobacter je schopen
ristu v teplotnim rozmezi 3046 °C, optimalni riistovou teplotou je 42 °C).
Proto neptekvapi, ze za nejrizikovéj§i potravinu z hlediska mozZnosti
onemocnéni kampylobakteriozou se povazuje pravé dribezi maso (podle
Cetnych literarnich zdroji kontaminované od 20-90 %). Trend spoticby
driibeziho masa bezesporu piispiva k narGstu vyskytu kampylobakteriozy.
Primérna spotieba dribeziho masa v Evropské unii je pomérné stabilni
a pohybuje se kolem hodnoty 22,7 kg/osobu. V Ceské republice je spotfeba
driibeZe nad urovni primeéru statlh Evropské unie a vykazuje dlouhodoby ristovy
trend. Obecné lze fici, Ze spotieba dribeziho masa byla iniciovana tfadou
piiznivych faktordi, mezi nejvyznamnéjsi patii predevsim jeho piiznivé nutriéni
vlastnosti a relativné nizka maloobchodni cena, podpofend zménou Zivotniho
stylu populace.

Vyznam dribeze jako hlavniho plvodce onemocnéni lze demonstrovat
na dioxinové krizi v Belgii v ervnu 1999, kdy diky medializaci piipadu
vyznamn¢ poklesla spotieba dritbeziho masa a souvztazné byl v nésledujicich
mésicich zaznamenan ptechodny (40%) pokles incidence kampylobakteriozy

[14].
1.2.2 Vyskyt a klinické priznaky kampylobakteriozy

Bakterie rodu Campylobacter vyvolavaji akutni stievni infekce u lidi
tzv. kampylobakteriozu a potraty u domacich zvifat. V pfirodé jsou
kampylobaktery zna¢né rozSifeny, vétSina je adaptovana na stfevni trakt
teplokrevnych zvifat. Velmi Castym rezervoarem kmend C. jejuni jsou volné
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cey

Z1jici ptaci a driibez. Pomérné Cetné€ jsou také pozitivni ndlezy u prasat, ale zde
byva izolovan zejména C. coli. Také nalezy u ostatnich hospodaiskych zvirat,
napf. u ovci a skotu nejsou vyjimkou. Z téchto Zivoc¢iSnych zdroji se ¢lovek
nakazi nejCastéji. Infekce nastava pozitim infikované potravy nebo vody,
ale i kontaktem s nakazenymi zvifaty.

.....

enteritida Vv klinickych projevech shodna s jinymi infekcemi bakterialniho
ptvodu. Pribéh nemoci je ovlivnén vnimavosti pacienta k infekcim, virulenci
kmene a vneposledni tadé infekéni davkou. Ta neni piesn¢ stanovena,
ale predpoklada se, ze zejména u malych dé&ti, starych osob
a imunokompromitovanych osob je velmi nizka — méné€ nez 500 bakteridlnich
bunék [15]. Experimentalné bylo zjiSténo, Ze davka 500 az 800 bunck
je schopna vyvolat klinické ptiznaky asi u 10 % mladych a zdravych osob.
Pti reinfekci mivd onemocnéni mirngj§i piiznaky. Je tedy pravdépodobné,
Ze pii Casté expozici mize byt vyvoldna ¢asteCna imunita. Tento jev je spojovan
surcitymi profesnimi skupinami (napf. farmari, veterinafi, zaméstnanci
dritbeZich jatek, feznici aj.), u kterych je kampylobakteriéza povazovana jiz
za profesni onemocnéni.

Na rozdil od salmonel6z (s 48 hodinovou inkuba¢ni dobou) se prvni ptiznaky
kampylobakteriézy objevuji zpravidla dva az pét dnli po ndkaze. Vyjimecné
muze doba inkubace dosahnout az deseti dnt [9]. Kampylobakteridza typicky
probiha jako hemoragické enterokolitida s horeckou, bolestmi hlavy, nevolnosti
a vyraznym prijmem nckdy spifimési krve nebo hlenu. Onemocnéni
je provazeno bolestmi bficha, které mohou imitovat apendicitidu. Alimentarni
nakaza muze vyustit v sekundarni neurologické problémy znamé jako Guillain-
Barrého syndrom, Reiteriv syndrom nebo Miller-Fischeruv syndrom [16, 10].

Zakladnim postupem v 1€cbe, stejné jako u jinych prijmovych onemocnéni,
zustavad stale rehydratace. Podavani antibiotik (erytromycin, tetracyklin,
chinoliny) je indikovano jen v téZSich piipadech. Primérnd doba trvani
onemocnéni je pét az sedm dni a mize odeznit 1 bez terapie. Jsou vSak znamy
I krajni pfipady, kdy onemocnéni kampylobakteriézou skoncilo smrti pacienta.

1.2.3 Epidemiologie onemocnéni

Onemocnéni ma fadu shodnych epidemiologickych charakteristik s infekci
vyvolanou salmonelami. Nejpostizenéj$i skupinou jsou déti mezi 1-4 roky.
Vys$si nemocnost byla zaznamenana také u mladych lidi ve véku 15-30 let, ktera
pravdépodobné souvisi se zménou stravovacich navykt v disledku zvySené
mobility (studijni, pracovni & zahranini pobyty, atp.). Cetnost onemocnéni
Vv prubéhu roku kolisa se znacnou sezonnosti, pfi¢emz kiivka nemocnosti vrcholi
Vv letnich mésicich [9]. VétSina onemocnéni mé sporadicky, piipadné rodinny
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charakter. Epidemie jsou vzacnosti, pokud se vyskytnou, byva ptivodcem vzniku
zejména sekundarni kontaminace jiz ptipravenych pokrmi. Infekce, podobné
jako salmoneloza, predstavuje vyznamny problém nejen v humanni,
ale i veterinarni medicin€, kde vyvolava septické aborty u ovci ¢i hovéziho
dobytka.

1.3 Vyskyt a prezivani Campylobacter sp. v chovech drubeze

Ackoliv jsou zdroje infekce a cesty prenosu Campylobacter sp. stale
predmétem tady debat, epidemiologické udaje zietelné¢ poukazuji na fakt,
ze kontaminované produkty zivociSného plvodu, zvlasté pak dritbez, ptispivaji
nejvyznamnéjsi mérou k vyskytu kampylobakterioz. Tuto hypotézu lze
demonstrovat na dioxinové krizi v Belgii v roce 1999, na nedavnych obavach
Z nakazy ptaci chiipkou, nebo na piikladu Islandu. Zde stejné€ jako v jinych
severskych zemich bylo ptfed rokem 1996 driibezi maso distribuovano prevazné
v zmrazeném stavu. Nicméné zvySena spotiebitelskd poptavka a trhem tizené
tlaky donutily prodejce prodavat dribez chlazenou. Nasledovalo zvySeni
vyskytu kampylobakteriézy u lidi, které Vvroce 1999 dosdhlo urovné
116 hlaSenych piipadl na 100 000 obyvatel. Podle statistik byla v t& dobé
prevalence Campylobacter sp. u driibeziho masa urc¢eného k prodeji 62% [10].

Vv

v soucasné dobé povazovano dribezi maso a dribezi produkty [17, 10, 6].
Ty byvaji zpravidla kontaminovany obsahem traviciho traktu asymptomaticky
kolonizovanych kutat a mohou piedstavovat riziko pro konzumenta,
jestlize s potravou nevhodné manipuluje nebo ji nedostatecné tepelné opracuje.

Campylobacter sp. se vyskytuje nejéastéji v travicim traktu dribeze,
kde je béznou soucasti stievni flory. Campylobacter sp. osidluje u driibeze
piredevSim dolni ¢ast traviciho traktu, zejména slepé stievo, tlusté stievo
a kloaku [18]. Dvodem ¢astého vyskytu u ptakd mize byt vyssi télesna teplota
(42 °C) ve srovnani s vétSinou savcl, ktera je ptizniva pro rist tohoto patogena.
U zijici dribeze byva casto zjiStovana silnd kolonizace stfev bunkami
Campylobacter sp. (10°~10° CFU/g stfevniho obsahu) aniZ by byly pozorovany
klinické ptiznaky onemocnéni [11, 19]. Takto kolonizovana dribez piichazi
na jatky s vysokymi pocty Campylobacter sp., které¢ v pribéhu procesu porazky
kontaminuji nejen téla pordzené dritbeze, ale 1 prostiedi Vnémz se porazka
uskutecnuje [17, 20-22].
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1.3.1 Mechanismus Sii‘eni Campylobacter sp.

Vyskyt Campylobacter sp. v chovech driibeze v Evropské unii se pohybuje
v rozmezi 35-57 % [17]. V Ceské republice byl v roce 2007 podle Monitoringu
zoonoz, puvodcll zoondz a rezistence vuci antimikrobidlnim latkdm vyskyt
termofilnich Campylobacter sp. 45,1% [26].

Pfesny mechanismus S$ifeni Campylobacter sp. v chovech zvifat a cesty
prenosu ze zvitat (respektive z potraviny) na ¢lovéka jsou predmétem fady studii
a nebyly dosud spolehlivé vysvétleny.

Je pravdépodobné, Ze ruzné kmeny C. jejuni maji odlisnou patogenitu
pro driibez a pro Clovéka a také riznou schopnost osidlovat stfevo hostitele.
Campylobacter sp., na rozdil od salmonely, neadheruje k epitelialni sliznici
stteva, ale diky své pozitivni chemotaxi k mucinu osidluje mukédzni vrstvu
stieva a pomoci svych biciki se voln¢ pohybuje [23].

Ke kolonizaci drtibeziho stfeva dochazi pouze vyjimecné pred sedmym dnem
veku, nejcastéji osidleni sttev probéhne az mezi druhym a ¢tvrtym tydnem véku
[17, 19]. Podle studie, kterou ve Velké Britanii provedl Evans a Sayers [24],
je 40 % brojlert v hejnu kolonizovano Campylobacter sp. do ¢tvrtého tydne
véku a az 90 % do sedmého tydne. Také dle dalSich studii mira infekce
Campylobacter sp. v konvenénich chovech vzrusta linearné s délkou odchovu
brojlerovych hybrida [17, 21]. Poéty Campylobacter sp. pomeérné rychle
dosahuji urovné 10°-10’ CFU/g obsahu slepého stieva [19].  Jednou
kolonizované kufe ziistava asymptomatickym nosi¢em az do doby porazky.
Dojde-li k vyskytu patogena u minimalniho poctu jedincii, dochazi diky vysoké
koncentraci zvifat na m’ a vysokym po&tim vyluCovanych bun&k v trusu
k rychlému rozsifeni infekce mezi ostatni kusy. Postupné dochézi k infekci
témeét vSech, nebo vSech brojleri v hejnu a také ke kontaminaci prostiedi,
ve kterém se zvitrata nachdzeji. Stoupajici promotenost hejna se pak v okamziku
dosazeni trzniho véku pohybuje v rozmezi 80-100 % [6, 19]. Rychlé rozsiieni
muze byt zapii¢inéno koprofagii kurat, ale na viné mize byt i voda a krmivo.
Roli vektorli mohou sehravat také drobni hlodavei, hmyz a zejména volné zijici
ptaci (pokud maji moznost pfistupu do hal). K rozsitovani Campylobacter sp.
v chovech dritbeze také napomaha zpiisob chovu a v neposledni fad€ sam ¢lovek
(oSettovatel).

Ptenos plvodce je pravdépodobné zplsoben horizontalnim transferem
Z environmentalnich zdroji (napt. krmivo, neoSetfena voda, ostatni hospodarska
zvirata, divoké ptactvo nebo zafizeni farmy) [10, 20, 21]. Divodem pro toto
tvrzeni jsou subtypizace izolovanych kmenid pomoci molekularné biologickych
metod a sérologickych metod. Makrorestri¢ni analyza izolati C. jejuni prokazala
genetickou variabilitu patogena mezi jednotlivymi farmami, ale vysokou miru
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ptibuznosti klond uvniti farmy. Nicméné v jednotlivych naslednych hejnech
na téze farmé byly potvrzeny nepiibuzné genotypy C. jejuni svéd¢ici o riiznych
zdrojich infekce na dané farm¢ [25]. Moznost vertikdlniho pienosu
Campylobacter sp. z nosnic na kufata prostiednictvim vajec soucasné studie
nepotvrzuji [17, 19, 20]. Fakt, ze dribez zpravidla nebyva infikovana dfive,
nez ve druhém tydnu zivota je jednim z argumentil proti vertikdlnimu pfenosu.

Ackoliv naprosta vétsina brojlerti produkovanych v Ceské republice pochazi
Z konvencnich intenzivnich chovil, povazuji za dilezité zminit studii védeckého
tymu Heuer a kol. [27], ve které se autofi zaméfili na srovnani vyskytu
Campylobacter sp. v rozdilnych typech chovil. Cetnost Campylobacter sp. byla
vyssi u ekologickych chovii (100%) ve srovnani s extenzivnim chovem (49,2%)
nebo s konven¢nimi intenzivnimi chovy (36,7%). Moznym vysvétlenim je veétsi
diraz kladeny na pohodu zvirat (welfare). Tato zvifata jsou vystavena fadé
vliva, které se v intenzivnich chovech dafi eliminovat.

JelikoZ hlavni zdroj infekce brojlerovych hejn nebyl zatim pfesné oznacen,
je prevence na farmach velmi obtizna. Protoze je pienos Campylobacter sp.
V hejnech velmi rychly a neni zisadn€ ovlivnén dobrymi nebo Spatnymi
hygienickymi podminkami v chovu, pro uspés$nou eliminaci tohoto patogena
na konvencnich driibezich farmach se jevi jako zasadni prevence kolonizace
prvniho jedince v hejnu.

1.3.2 Vliv jate¢ného zpracovani na vyskyt Campylobacter sp. u drubeze

Velka ¢ast kontaminanti mikrobialniho ptivodu ptichazi do zpracovatelskych
podnikl z prvovyroby (farmy, chovy) [10, 20, 28]. Z toho divodu kontrola
a prevence na urovni farem predstavuji vyznamny faktor v redukci vyskytu
Campylobacter sp. na opracované dribezi a dribezim mase a piispivaji
tak vyznamnou mérou k eliminaci tohoto patogena v potravinovém fetézci.

Transport zivé driibeze na pordzku je dalSim rizikovym faktorem zvySeni
po¢tu Campylobacter sp. u brojlert [19, 21]. Pfi transportu dochazi vlivem
ptepravnich podminek a stresu ke zvySenému vzajemnému kontaktu zvifat
a vyssi produkci trusu a tim vzrasta kontaminace povrchu tél jednotlivych kusu.
Mikrobiologové z Vyzkumné zemédélské sluzby pii americkém ministerstvu
zemédélstvi dokonce vyhodnotili Ulohu transportnich kleci jako jednoho

vvvvvv

ke kontaminaci brojleri patogenni bakterii Campylobacter.

V sou€asn¢ dob& pouzivané technologie porazeni drlibeZe jsou vysoce
efektivni, ale pfispivaji k vzajemné kiizové kontaminaci porazenych kust.
Kontaminace tél brojleri Campylobacter sp. se v pribéhu zpracovani meéni
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Vv zavislosti na vyrobni operaci. Technologické kroky jako je pafeni, Skubdani,
kuchani, oplachovani a chlazeni, po¢ty bakterii méni a mize béhem nich dojit
také ke kiiZzové kontaminaci poraZenych kust.

Patici lazen miva zpravidla teploty mezi 50 a 60 °C, coZ nepfispiva
vyznamnou mérou k inaktivaci bunék. Zvlasté rizikoveé je pateni pii nizSich
paficich teplotach. Naptiklad pifi pafeni vodou o teplot¢ 50 °C muze diky
pfitomnosti velkého mnoZstvi organickych latek v patici vodé (krev, pefi,
zbytky trusu) dojit k vytvoreni ,,ochranného obalu* a fada mikroorganismi
pak v paficich vodach pieziva i teploty, které jsou v laboratornich podminkach
devitalizacni. Vys8i teploty, které by jiz devitalizaci zpisobily,
nejsou pouzivany z divodu narusovani integrity kize. Presto je prokazano,
ze kontaminace Campylobacter sp. se po pafeni obecné snizuje, je-li pouzito
pafici vody o teplot¢ cca 60 °C [17]. Tuto skute¢nost doklada Tab. 2,
ve které jsou uvedeny prumérné pocty Campylobacter sp. v prubéhu jate¢ného
zpracovani dribeze v zavislosti na jednotlivych technologickych operacich.

Tab. 2 Primémé pocéty Campylobacter sp. (log;o CFU/g kiZe v okoli kloaky)
ze dvou sledovanych jatek (podnik A — pafici teplota 58 °C, chlazeni vodou;
podnik B — pafici teplota 52 °C , chlazeni vzduchem) [19; upraveno]

Technologicky proces Podnik A Podnik B
Vykrveni 3,08 3,16

Paieni 1,04 (58 °C) 1,82 (52 °C)
Skubéni 1,97 2,24

Eviscerace 2,54 2,45 (+ promyti)
Chlazeni 1,35 (voda) 3,73 (vzduch)

Kontaminace je zvyraznéna procesem Skubani, kdy jsou pefové folikuly
obnazeny a tim je usnadnéno pronikani kontaminované tekutiny. Podle studie
Keener a kol. [21] byl C. jejuni izolovan ze Skubacich prsti v 94,4 % a to
ve vysokych poctech. Proto se predpokladd, Ze jde o oblast, ve které¢ muze
snadno dojit ke kiiZové kontaminaci. Nejvice kontaminované byvaji zejména
cetné kozni zahyby v oblasti krku, prsou a pod kiidly, kde se mlize vytvorit
vhodné prostiedi pro piezivani Campylobacter sp.

Kuchani je pravdépodobné nejvice rizikovou technologickou operaci,
kdy I minimalni mnoZstvi obsahu slepého stieva zpusobuje vyznamné zvyseni
po¢tu Campylobacter sp. na povrchu jate¢né upraveného téla. Nebezpeci
se umérné zvysuje, zejména pokud dojde k perforaci sttev nebo volete. Uvedena
fakta podporuji mnohé studie, které dokladaji snizeni poctu kampylobakterii
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po pafeni, ale naopak signifikantni zvyseni v priabéhu skubani a eviscerace [28,
29]. Ztoho divodu se predpoklada, ze cékum a tlusté stfevo jsou
nejpravdépodobnéjSim zdrojem kontaminace na porazkach, tato skutenost byla
potvrzena molekularni typizaci [22].

Dalsi operace zahrnujici promyvani a chlazeni ptispivaji k redukci poctl
mikroorganismi, ale neeliminuji je Gpln¢ [11]. Chlazeni dribeze vzduchem
je vsoucasnosti pouzivano piednostné pied chlazenim vodou. Jedna
se 0 progresivngjsi zpuisob chlazeni, ktery ma vyznam nejen v zabranéni kiizové
kontaminace, ale také v osuSovani povrchu dribeze. Soucasné se v nckterych
zemich pfistupuje ke sprejovému oSetfeni porazené¢ dritbeZze roztokem
organickych kyselin a to pfedevSim kyseliny mlécné nebo octové.

Béhem finalnich operaci, kdy jsou téla omyta a zchlazena, dochazi
k vyraznému snizeni kontaminace (o 50-90 %), piesto vSak vice nez Ctvrtina
chlazené drubeze zistava na konci technologického procesu Campylobacter sp.
pozitivni [30]. Moznym vysvétlenim je, Ze pocateéni pocty bakterii C. jejuni
se v prib¢hu jate¢ného zpracovani sice pozvolna snizuji, avSak v protikladu
s tim stoupa kiizova kontaminace [20]. Pfesto vSe muze jateCné zpracovani
snizit uroven kontaminace dribeze kampylobakterem az o nékolik fada [11].

1.3.3 Vyskyt Campylobacter sp. na dribeZim mase

Cetné studie uvadgji, ze 30 az 100 % dribezich finalnich produkti v obchodni
siti je kontaminovano Campylobacter sp. [17, 31]. Vyssi urovné kontaminace
(az 100%) se obvykle vyskytuji Vv teplejSich mésicich (Cerven—zaii) a nizsi
(50%) v mésici bieznu [32]. Vyskyt této sezonnosti koresponduje s vrcholem
incidence kampylobakteriézy pifi humannich infekcich, coz potvrzuje vyznam
drtibeze jakozto zdroje kampylobakterovych infekci u lidi.

Popisované urovné Campylobacter sp. v Cerstvé dribezi a produktech kolisaji
mezi 10° a 10° log,; CFU na 100g masa [11, 21]. Casta variabilita v zachytu
Campylobacter sp. u driibeze je zplisobena poctem vysetienych vzorkil, mistem
odbéru, metodikou vySetfeni. Bunky Campylobacter sp. jsou také bézné
nalezeny v pozivatelnych drobech, je to ale nejspiSe zptisobeno sekundarni
kontaminaci béhem zpracovani nezZ infekci samotnych organt.

Me¢élo by byt poznamenano, Ze mikrobidlni kontaminace dribeze je z velké
casti povrchovym fenoménem. Je to z toho diivodu, Ze kiize zpravidla nebyva
odstraiovana a mnoho kontaminantd se nachazi pravé na ni [19]. Proto
nepickvapi konstatovani, ze niz$i poéty Campylobacter sp. byly nalezeny
U masa bez kuze [17].
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Nasledné baleni dritbeze, které omezuje ptistup kysliku a udrzuje vysokou
relativni vlhkost, spiSe napomaha k piezivani Campylobacter sp. po dobu
n¢kolika dnt. Stern [33] publikoval dvouletou studii, Vv jejimz prubéhu
monitoroval vliv doby skladovani a sezonni vlivy na pocty Campylobacter sp.
Shledal, ze detekce C. jejuni signifikantné poklesla po 10 dnech skladovani
pti 4 °C. Oproti tomu mrazenim produktd byly pocty kampylobaktert okamzité
sniZzeny pfiblizn€ o jeden tad a zistaly relativné konstantni po celou dobu
skladovani. Bakterie byly schopny piezit -20 °C po dobu nejméné¢ 3 mésicu,
I kdyZz pii velmi nizkych pocétech [11, 34]. MrazZeni tedy pfispiva k vyrazné
redukci poctu prezivajicich buné¢k Campylobacter sp., ale vzhledem k vysokym
urovnim kontaminace nelze povazovat tuto operaci za spolehlivou
pro devitalizaci tohoto patogena [35].

Ostatni typy dribeze predstavuji srovnatelné riziko onemocnéni
kampylobakteridzou, pro své nizsi zastoupeni na trhu potravin, se vSak mira
incidence v téchto ptipadech jevi statisticky mén¢ vyznamna.

Z vyse uvedenych udaji je patrné, Ze driibeZ ptes svoje nesporné dieteticke
I kulinarni pfednosti je a s velkou pravdépodobnosti i bude hlavnim zdrojem
Campylobacter sp.. Proto je zcela na misté snaha objasnit cesty Sifeni
Campylobacter sp. v chovech dribeze a nalézt moznosti eliminace vyskytu
u zivé driabeze.

1.3.4 Faktory ovliviiujici prezivani Campylobacter sp. v potravinach

Pravdépodobnym diivodem nizkych naleztt Campylobacter sp. v potravinach
je vysoka citlivost Campylobacter sp. v prostiedi a prakticky neschopnost
pomnozovani Vv potraviné, coZz v kone¢ném disledku objasiiuje skutecnost,
proc¢ ve spojitosti s kampylobakteriozou nedochazi k explozivnim epidemiim.

Campylobacter sp. muze piezivat predevSim v syrovém mase, mléce
poptipadé ve vodé¢ a pii nevhodné manipulaci sekundarné kontaminovat
jiz hotové potraviny [5, 6, 36].

Mezi hlavni faktory ovliviiujici schopnost piezivani bakterie patii hodnoty
pH. Optimalni prostiedi pro rust C. jejuni se pohybuje mezi hodnotami pH 5,5—
6,5, nicméné vSechny kmeny prosperuji v rozmezi pH 5,5-8,0. Je znama Uzka
vazba mezi ristovym potencialem C. jejuni, hodnotou pH a teplotou prostredi.
Bakterie C. jejuni totiz vykazuji pomérn¢€ malé rozmezi teplot rustu (30—47 °C)
[10]. Vétsina termotolerantnich Campylobacter sp. neni schopna ristu
pii teplotach nizSich nez 30 °C. Z toho diivodu je pomnoZovani pii pokojovych
teplotaich vyrazné¢ omezeno. Campylobacter sp. je také velmi citlivy
k vysuSovani, proto je piezivani snadn&jSi pii chladnéjSich teplotach
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(napt. pti 4 °C), nez pii pokojovych (20-25 °C) [19]. Skladovani
pifi mrazirenskych teplotach snizuje uroven kontaminace, ale k tplné eliminaci
bakterialnich bun¢k nedochazi. Naopak bézné pasteracni teploty Campylobacter
sp. velmi rychle inaktivuji. Uginna je i kratkodob4 pasterace pii 80 °C [11, 37].

Rovnéz tzv. aktivita vody (a,) je schopna ovlivnit nejen rozmnoZovani,
ale i samotnou perzistenci mikrobi v potravinach. C. jejuni je velmi citlivy
na nizkou hodnotu aktivity vody. Pro svij rist vyZaduje minimalni hodnotu
ayw 0,96-0,97 [23]. Pii nizkych hodnotach a,, dochazi k devitalizaci v zavislosti
na teploté prostiedi.

Dals$im vyznamnym rastovym faktorem je koncentrace soli v potravinach.
C. jejuni je povazovan za citlivy mikroorganismus vi¢i pusobeni NaCl
Jiz prostiedi obsahujici 2 % NaCl pusobi na C. jejuni toxicky. Optimalni
koncentrace NaCl pro rast C. jejuni je asi 0,5 %, ale je schopen rust jesté
pti koncentraci 1,5 % NaCl [19, 37].

Jak jiz bylo uvedeno, Campylobacter sp. patii mezi mikroaerofilni
mikroorganismy. K rdstu vyZaduje sniZzenou tenzi kysliku (5 %) a zvySeny
obsah oxidu uhli¢itého (10-15 %). V bézné atmosféie je C. jejuni pomérné
rychle devitalizovan v zavislosti na teploté a vlhkosti prostfedi. Podle nékterych
literarnich zdroji mize modifikovana atmosféra nebo vakuové baleni potravin
paradoxné¢ mirn¢ prodlouzit ptezivani C. jejuni, zejména pii uchovavani
pii chladirenskych teplotach [23, 38]. Piestoze je toto prodlouZeni
zivotaschopnosti povazovano za nevyznamné, z praktického hlediska je dulezité
obdobné situace nepodcenovat, s poukazem na vySe zminéné nizké infekéni
davky.

1.4 Problém antibiotické rezistence

mediciny. Zpoc¢atku svého objeveni ucinkovala zcela spolehlivé, zneskodnovala
vice nez 99,9 % mikroorganismi, vici kterym byla namifena. V soucasnosti
je ztrata ucCinnosti antibiotik (ATB) alarmujici a pfistup k antibiotikim musel
byt ptehodnocen. Celosvétové nartistd rezistence vyznamnych bakterialnich
patogenti k antibiotikiim a nekontrolované se rozsifuji multirezistentni kmeny
patogennich bakterii vyvolavajici obtizn¢ IéCitelné infekce, které prokazatelné
souvisi s naristem morbidity a mortality. Vzestup antibiotické rezistence
je vyvolan zvySenou spotfebou antibiotik a zejména jejich zbyteCnym,
nevhodnym nebo neopravnénym pouzivanim. Dusledky se pak projevuji
Vv selhavani 1éCby, vyssi mortalité a znacnych ekonomickych nékladech.
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V Ceské republice je problém antimikrobialni rezistence a jejiho pfenosu
prostiednictvim mikroorganismil v potravinach aktudlni stejné jako v ostatnich
statech. Zaznamenany byly rezistentni izolaty mezi indikdtorovymi
mikroorganismy, ale zavaznéj$i je  zjisténi  vyskytu  rezistentnich
mikroorganismu zptisobujicich zoonézy (mimo jiné Campylobacter sp.).

V souvislosti s témito patogeny se do popiedi zajmu dostava zejména otazka
pouzivani fluorochinolonii u zvifat uréenych k vyrob&é potravin a S tim
souvisejici rezistence K témto latkam. Ta je nejvyznamnéjsi u kampylobaktert
a salmonel, coZ jsou dvé nejcastéjsi pfi¢iny bakteridlnich alimentarnich infekci
U nas, ale i v Evropské unii [39].

Fluorochinolony Ize charakterizovat jako velmi ucinna antibiotika se Sirokym
spektrem ucinnosti, vyhodnymi farmakokinetickymi a farmakodynamickymi
vlastnostmi. Pomérné snadny vznik rezistence je vSak v soucasnosti fadi mezi
viibec nejrizikoveéjs§i  skupiny antimikrobnich 1é¢iv. Ziskana rezistence
Kk chinolontim je nejcastéji zptisobena mutaci gent fidicich replikaci a segregaci
chromozomalni DNA, méné casto aktivnim efluxem chinoloni z bakterialni
bunky [40, 41]. Pravé fluorochinolony spolu s makrolidy (erytromycin) jsou
Iékem volby u téZkych forem gastrointestindlnich infekci zplsobenych
kampylobakterem [42].

V roce 2006 a 2007 byla v Ceské republice prokazana téméf 50% prevalence
termotolerantnich kampylobakterti u jate¢ni dribeze, pfi¢emz v roce 2006 byl
zjistén vyskyt C. jejuni u 46 % vysettenych vzorkt a v nasledujicim roce u 43 %
vzorkt. Vysledky testovani antibiotické rezistence izolati C. jejuni ve stejném
sledovaném obdobi (tj. 2006 a 2007) ukazuji na problém vysoké rezistence
izolovanych kment k chinolonovym antibiotiklim. Na kyselinu oxolinovou bylo
rezistentnich 77 % a na ciprofloxacin 72 % izolat z driibeze. Kromé toho 26 %
z téchto izolata C. jejuni bylo rezistentnich k ampicilinu, 9 % k streptomycinu
a6 % vykazovalo rezistenci K erytromycinu. Ve vSech pfipadech (vyjma
tetracyklinu) byla prokazana vys$si rezistence veterinarnich izolatd C. jejuni
oproti humannim [43].

Duvodi vzniku rezistentnich kment C. jejuni je nékolik. Mezi
neopomenutelné patii poddvani medikovanych krmnych smési zejména
v produkci prasat a dribeze, u kterych je Campylobacter sp. ptirozenou soucasti
sttevni mikroflory. Rutinni pouZzivani antibiotik ke stimulaci ristu a prevenci
onemocnéni hospodaiskych zvitat ptispélo k vyselektovani rezistentnich kment
a k Sifeni rezistence mezi bakteriemi [44].

Zemé, ve kterych bylo pouzivani fluorochinolonti u hospodaiskych zvirat
zakazdno (Australie) nebo kde jsou pouZzivana stiidmé (Svédsko), vykazuji
velmi nizkou troven rezistence k fluorochinolonim. Naopak zemé, u kterych
je pouzivani fluorochinolonti u hospodafskych zvifat béznou praxi (Spanélsko,
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Cina, USA), je evidovana vys§i rezistence veterinarnich i humannich izolatd
Campylobacter sp. [17, 42, 45].

Nartst rezistence mikroorganismi k fluorochinolonim se datuje pfiblizné
od doby zavedeni pouzivani enrofloxacinu ve veterinarni mediciné. Pfesto vSak
nelze jednoznacné tvrdit, Ze pouzivani fluorochinolonovych ptipravki u zvifat
je jedinou pfi¢innou nartstu rezistence. Svij podil ma i neadekvatni terapie
fluorochinolony v humanni mediciné, zejména u nekomplikovanych
gastroenteritid.

1.4.1 Alternativy nahrady antibiotik

Natizeni Evropského parlamentu a rady ¢&. 1831/2003 z22. zati 2003
0 doplikovych latkdch ve wvyzivé zvifat, ozndmilo dlouho pfipravovanou
a zasadni zménu v pouzivani doplikovych latek u nds oznacovanych jako
antibiotické stimulatory rastu. Timto nafizenim, které vstoupilo v platnost
ve v§ech zemich Evropské unie od 1. ledna 2006, se tedy zddné antibiotické
stimulatory ristu nesméji pouzivat ani k vyrob¢ premixii nebo krmnych smési,
ale ani nesméji byt zkrmovany ve smésich, které byly vyrobeny s pouzitim
téchto latek pred 1. lednem 2006 [46, 47]. Divodem, ktery vedl k zakazu
pouzivani téchto latek, byla zejména moznost vzniku zkiiZené rezistence
u antimikrobnich latek, jeZ jsou pouzivany v humanni terapii.

Snahou tohoto nafizeni je minimalizovat rizika pouzivani veterinarnich 1é¢iv
s antimikrobialnim ucinkem u hospodaiskych zvitat a souborem dalSich opatieni
zajistit u¢inné a bezpecné pouzivani antibiotik v humanni i veterinarni praxi
pfi maximalnim omezeni rizika vzestupu antibiotické rezistence. Je vSak
nerealné antimikrobialni latky z pouzivani v zivoc€isné vyrobé vyloudit, protoze
by mohly negativné¢ ovlivnit zdravotni stav zvifat s ndslednou moZznosti
kontaminace produktl ZivociSné vyroby enteropatogennimi bakteriemi a tim
zvysit riziko vzniku nemoci z potravin u lidi.

Zakaz antibiotickych stimulatord tak otevird prostor alternativnim latkdm,
které by mohly pomoci eliminovat pfipadny negativni dopad tohoto nafizeni.
Jedna se zejména o substituci téchto antimikrobialnich latek alternativnimi
produkty, vi¢i nimz nejsou hygienické namitky, tj. nezanechavaji rezidua
ve tkanich a nedochazi k pfenosu rezistence mezi mikroorganismy a jejimu
Siteni v prostfedi. DalSimi poZadavky jsou zejména: snadnd aplikace, nizkeé
naklady a silny antibakterialni uCinek. K témto latkdm lze pocitat 1 organicke
kyseliny.
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1.5 Organické kyseliny

1.5.1 Obecna charakteristika organickych kyselin

Organické kyseliny (OK) mnachazeji v dneSni dobé Siroké uplatnéni
v rozlicnych oblastech zahrnujicich zejména potravinaistvi (potravinaiska
aditiva, konzervanty, regulatory kyselosti), farmacii, vyrobu Cisticich prostiedk
¢i1 biodegradovatelnych polymert.

OK pftichazejici v avahu patii do skupiny karboxylovych kyselin zahrnujici
jak mastné kyseliny (MK), tak 1 dalsi slouceniny. Karboxylové kyseliny,
spole¢né se svymi solemi tvofi nezbytnou soucdst vSech zivych organismil. Jsou
to substraty klicovych metabolickych déja. OK vyskytujici se v potravé
se vyznacuji pomérné rozsahlou strukturni variabilitou.

Zékladni vlastnosti OK je sniZzeni hodnoty pH prostfedi, coz se miize projevit
antimikrobidlnimi u¢inky viaci pfitomnym mikroorganismim. Antimikrobidlni
ucinky vykazuji kyseliny monokarboxylové 1 s vice karboxyly, aromatické,
hydroxykyseliny, kyseliny nasycené i nenasycené. Ve srovnani s anorganickymi
kyselinami se jedna o kyseliny slabé, u nichZz stupen disociace zavisi na pH
prostiedi. Hodnota pH tudiz ovliviiuje jejich Géinnost [48 - 50]. Antimikrobialni
ucinek OK vsak zavisi krom¢ hodnoty pH podstatné také na koncentraci [51].
K dosazeni uspokojivych ucinkd je nutné aplikovat slabé OK v podstatné
vysSich davkach, nez je tomu u silnych kyselin. Omezenim zde vSak jsou
organoleptické vlastnosti.

Inspiraci Kk vyuziti antimikrobidlnich vlastnosti OK dava sama pfiroda.
Ptikladem mohou byt MK s 8 a 10 atomy uhliku, tj. kyselina kaprylova
a kaprinova, které jsou obsaZeny ve vysoké koncentraci Vv tuku mléka kralika.
Tyto MK vyznamné méni mikrobialni osidleni traviciho traktu sajicich kralikii,
kde zieym¢& plsobi inhibicné vici enteropatogennim bakteriim a chrani tak
mlad’ata pfed onemocnénim traviciho traktu [52].

Slabé OK nachdazeji uplatnéni v potravinaiském pramyslu a pti vyrob¢ krmiv
jiz dlouhou dobu. Mezi bézné€ pouzivané ufinné konzervacni prostiedky patii
zejména tyto Kkyseliny: sorbova, benzoovd, mlécnd, octova, citronova,
propionova a mravené¢i [53]. Ty mohou za urcitych okolnosti vykazovat
antimikrobialni u¢inky vu¢i pritomnym bakteriim, kvasinkam ¢i plisnim [54].
Dalsi slabé OK maji vyznam ptedevsim jako acidulanty.

VétSina pouzivanych organickych kyselin patii mezi latky, které se v zivych
organismech normalné vytvareji a jsou soucasti metabolismu (napt. kyselina
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mlécnd). Tyto latky jsou netoxicke a zcela biologicky rozloZitelné,
proto je v tomto pripadé bezpfedmétna problematika rezidui.

1.5.2 Monoacylglyceroly

Monoacylglyceroly (MAG) jsou parcidlni estery trojsytného alkoholu
glycerolu s vys$simi mastnymi kyselinami. Jejich molekula ma amfifilni povahu
a proto se MAG velmi cCasto pouzivaji jako neionogenni surfaktanty
a emulgatory.  Uplatnéni  nachéazeji v potravindiském,  kosmetickém,
farmaceutickém 1 textilnim primyslu. MAG riznych MK jsou schopny potlacit
Ci zastavit rist Sirokého spektra mikroorganismi, ztoho divodu jsou
Vv poslednich letech intenzivné studovany moznosti jejich  vyuziti
jako antimikrobnich latek.

1.5.3 Mechanismus ucinku organickych kyselin

Ackoliv mechanismus U¢inku OK nebyl doposud zcela objasnén, jsou
schopny navodit Dbakteriostatick¢é a baktericidni ulinky v  zavislosti
na fyziologickém stavu mikroorganismu a fyzikalné-chemickych vlastnostech
externiho prostiedi [55, 56].

Vzhledem k tomu, Ze obecné jsou OK slabymi kyselinami, je hodnota pH
povazovana za primarni determinant jejich u¢innosti, protoze ma vliv na vznikle
mnozstvi nedisociované formy OK. Na mnoha piipadech bylo demonstrovano,
ze pravée forma OK (disociovand, nedisociovand) je extrémné dilezita
pro definovani schopnosti OK inhibovat riist bakterii. Plati obecné pravidlo,
Ze je potfeba desetkrat az dvacetkrat vice disociované kyseliny k dosazeni
stejného inhibi¢niho ucinku co u nedisociované formy OK [57].

Vyse uvedené naznacuje klicovy mechanismus plisobeni OK. Organicke
kyseliny naruSuji membranové funkce a energeticky metabolismus
mikrobidlnich bunék v disledku toho, Ze prochdzi membranou v protonované
formé. Néasledn€ v disledku styku s vy$$i hodnotou pH uvnitt buniky (napf.
hodnota intracelularniho pH E. coli je 7,4 az 7,6 [58]) dochazi k disociaci.
Vzniklé aniony a protony, které nemohou projit plazmatickou membranou
a hromadi se v bunce. Bakterie musi neutralni pH cytoplazmy udrzovat na stalé
hodnoté, aby nebyly ohrozeny funkce makromolekul. Ptebytek proton
vytlacuje protonovou pumpou za spotieby ATP, coZz bunku zbavuje energie
a vyCerpava. Bunkam se pak nedostava energie k plnéni zékladnich Zzivotnich
funkci. Nasleduje fada jevi, které vedou k potlaCenim zdkladnich metabolickych
reakci, poruSeni homeostazy a akumulaci velkého mnozstvi toxickych aniont
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Vv bunice [49, 55, 59, 60]. Mechanismus G¢inku OK na bakterie je schematicky
znazornén na Obr. 3.
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Obr. 3 Schematické znazornéni mechanismu ucinku organickych

kyselin na bakterie [61]

OK maji tedy optimdlni inhibi¢ni efekt pfi nizkych hodnotach pH, které
podporuji nedisociovany stav molekuly. Této skutecnosti lze vyuzit pii inhibici
bakterii vnimavych vi¢i hodnotdm pH. Mezi né se fadi vyznamné patogenni
bakterie, zejména E. coli, Salmonella spp., C. perfringens, Listeria
monocytogenes, Campylobacter sp. [50, 51].

Z povahy ucinku vyplyva, ze OK pilisobi proti aerobnim i1 anaerobnim
organismim. U aerobnich bakterii se uU¢inek OK podobd ulinku latek,
které rozpojuji oxidaci od fosforylace.

Byly navrzeny dal§i mozné mechanismy UCinku, dle kterych
k antimikrobialnimu uc¢inku dochazi vlivem poruseni integrity cytoplazmatické
membrany. Tuto hypotézu potvrzuji snimky streptokoka z elektronového
mikroskopu potizené Bergsson a kol. [62], které zfetelné dokumentuji zmény
ulrastruktury bakterialnich bun¢k (Obr. 4). Spekuluje se, ze OK interferuji
S membranovymi  strukturami a proteiny, ¢imz dochazi k rozpojeni
elektronového transportu a nasledné k poklesu produkce ATP. Dalsi moznou
variantou je, ze OK slouZi jako rozpojovace transportu elektronii a fosforylace,
coz obecné vede Krozptyleni gradientu pH a elektrického potencialu napfic
bunéénou membranou [55, 63-65].
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Russell [65] wvyslovil hypotézu, Ze akumulace aniontl je primarnim
mechanismem ucinku OK a ze nékteré organismy jsou vice rezistentni k OK,
protoZe jsou schopny adaptace na pokles intracelularniho pH.

OK jsou ptisuzovany také dalsi, vedlejsi mechanismy, které zahrnuji: inhibici
zakladnich metabolickych reakci, poruchy transportnich mechanismii, poSkozeni
cytoplazmatické membrany, zmény permeability vnéj$i membrany, poruchy
homeostazy (intracelularni pH), ovlivnéni syntézy makromolekularnich latek
a inhibice nékterych enzymu [54, 55].

> L1 W
H

v

1 .
D & R
N L

c g 100 nm A 100 nm

Obr.4  Snimky transmisni elektronové mikroskopie streptokoka skupiny B [62]

A, C - kontrolni vzorky (bez oSetieni) s neporusenou cytoplazmatickou
membranou (PM) a cytoplazmatickymi telisky (G);
B, D - vzorky oSetiené 10 mM monokaprinem po dobu 30 minut

V souvislosti s rozvojem molekularné biologickych metod piichazi nové
moznosti interpretace mechanismu ucinku. Van Immerseel a kol. [66] ve své
praci publikoval, Ze béhem pasobeni MK na bakterii Salmonella enteritidis
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doslo ke snizeni exprese genu hilA, regulatoru patogenity salmonely. Obdobné
ve studii Gantois a kol. [67] kyselina maselna méla vliv na sniZzeni exprese SPI1
regulacnich gend hilD a invF.

Mechanismus uc¢inku monoacylglyceroli je podobny uclinkim MK.
Kontaktnim mistem je také cytoplazmatickd membrana [68, 69].

1.5.4 Antimikrobialni a¢inky organickych kyselin

Ptimé hodnoceni a porovnavani antibakteridlni u¢innosti jednotlivych kyselin
muze byt zavadéjici, divodem jsou zejména rozdilné fyzikalné-chemické
vlastnosti latek, bakteridlni druhy, rastové podminky, atd. [55, 60]. Navic
konkrétni projev mikroorganismu in vitro se nemusi nutné promitnout do vSech
in vivo moznosti konkrétniho organismu. Uvedené je nutné mit na paméti.
Ptesto lze shrnout soucasné poznatky o antimikrobnim u¢inku OK do nékolika
obecnych zasad.

Kritickymi faktory, které determinuji UCinnost kazd¢ antimikrobidlni latky
vic¢i urcitému mikroorganismu, jsou doba plisobeni a koncentrace [51]. Obecné
se antimikrobidlni uc¢inek organickych kyselin zvySuje se zvySujici
se koncentraci kyseliny a délkou expozice OK [49].

Na rozdil od antibiotik je antimikrobidlni aktivita organickych kyselin
podminéna nizkym pH, proto maji OK vliv predev§im na druhy netolerantni
vici nizkym hodnotam pH [70, 50].

DalSim dtlezitym faktorem ovliviiujicim antibakteridlni aktivitu organickych
kyselin je disocia¢ni konstanta kyseliny (pK,). Eklud [59] sice publikoval data,
dle kterych ob¢ formy (disociovand i nedisociovana) kyseliny sorbové
vykazovaly antimikrobidlni U¢inek, ale obecné pfijimanym nazorem je, ze za
vice ufinnou formu se povazuje nedisociovana kyselina [71-73]. VétSina
organickych kyselin vykazujicich antimikrobialni G¢inek ma hodnotu pK, mezi
3 az 5 [50]. Napiiklad disociacni konstanta kyseliny mlécné, ktera se jako
pfirozeny konzervacni prostredek vyskytuje vtfadé¢ fermentovanych vyrobkd,
je3,83 pii 25 °C. Kyselina octova ma pK, rovno 4,53 (pii 25 °C)
a nedisociovana kyselina benzoova (ktera je asi stokrat G¢innéjsi nez anion)
ma pK, rovno 4,19 (pii 25 °C) [74]. pK, mastnych kyselin o stiedni délce
fetézce je v prameru 4,9 [48].

Inhibicni spektrum organickych kyselin zahrnuje pievazné grampozitivni
bakterie. Gramnegativni bakterie jsou pokladany za odolngj$i vi¢i ucinkim
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bunééné stény a plati pro mnoho jinych antimikrobialnich latek [70, 75].

27



Z dostupnych pramenii nelze jednoznacné usoudit, kterda OK ma nejveétsi
antimikrobidlni aktivitu. Situaci neusnadnuje skute¢nost, Zze v fad¢ in vitro studii
byla prokazana rozdilna citlivost jednotlivych patogenti k OK [62, 69, 75].
U MK byly nalezeny vztahy struktura-ucinek zahrnujici efekt délky uhlikového
fetézce a pocet dvojnych vazeb [76].

Na zaklad¢ vysledkii mnoha publikovanych experimentli Ize vyvodit obecny
zaver, Ze nenasycene MK (napi. olejova, linolova a linoleova) jsou ucinnéjsi
neZ nasycené [77]. Uginek MK zavisi na délce fetézce a piitomnosti dvojnych
vazeb. Omezeny ucinek maji MK s kratkym fetézcem (C,—Cs), tzv. tékavé MK.
Tyto kyseliny piisobi obvykle pouze pti nizkém pH [78]. Antimikrobidlni uc¢inek
MK s dlouhym fetézcem je rovnéZ maly, ziejmée z diivodu nepatrné rozpustnosti
[79, 80]. Antimikrobialni u¢inek MK se snizuje s narGstajici délkou fetézce.
Optimalni délka fetézce nasycenych MK je kolem 12 atomu uhlikd [73, 81].
Aktivita MK s dlouhym fetézcem byla zvySena pfitomnosti dvojné vazby
(napt. Cig.1, Cig:2), pfidani tfeti dvojné vazby naopak antibakteridlni aktivitu
snizilo (pfip. neovlivnilo) [69, 82]. Prestoze pietrvavaji urCité pochybnosti
0 vlivu tieti dvojné vazby na antibakteridlni aktivitu, obecné plati vztah: Cig <
Cig1 < Cigo > Cygs [73]. Rozvétvené MK jsou mirn¢ aktivnéjsi nez MK
S linearnim fetézcem o stejném poctu uhlikovych atomi. U nenasycenych MK
antimikrobialni puasobeni souvisi s geometrickou izomerii. Trans-izomery
nenasycenych MK byly zpravidla neaktivni [ 73].

U¢innost MK roste s jejich schopnosti vstupovat do mikrobialnich membran,
tj. s jejich lipofilnim charakterem. Kyselina laurova, kterd je nejucinngjsi
ze skupiny nasycenych MK, zfejmé vykazuje optimalni rovnovahu mezi
hydrofobni a hydrofilni skupinou. Branen a kol. [83] publikoval, ze hydrofobni
¢ast molekuly nasycenych MK ovliviiuje antibakteridlni aktivitu. ZvySenim
hydrofobicity vlivem prodlouzeni uhlikového fetézce mlze negativné ovlivnit
rozpustnost ve vodnych systémech, a proto na povrchu bakterialni buiitky mohou
hydrofobni skupiny tenzidi branit dosazeni vhodné koncentrace nutné
k interakci s hydrofobnimi proteiny nebo lipidy [84]. Cilovym mistem,
kde pravdépodobné¢ dochazi kvazbé vysSich MK, je cytoplazmaticka
membrana, ve které dochézi k ireverzibilni inhibici funkce aerobniho dychaciho
fetézce [68, 77]. Vyssi MK inhibuji transport aminokyselin do bun¢k [77].

Utinnost OK jakozto antimikrobialnich latek se obecnd zvysuje ptidanim
aniontl, které interferuji s disociovanou molekulou kyseliny. Urcité specifické
kationty mohou také signifikantné zvySit G€¢innost OK zvySenim rozpustnosti
kyseliny v mikrobialni buné¢né membrané [51].

Radou védeckych tymi byly sledovany kyseliny C¢ —C», a to jak volné,
tak ve formé monoglyceridi. U nékterych znich byly zjistény zajimavé
antivirotické uc¢inky (Herpes simplex virus), aktivita viaci fad€ patogennich
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grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Velmi vyznamnou aktivitu v tomto
sméru vykazal monokaprin (1-monoglycerid kapronové kyseliny) a monolaurin
(1-monoglycerid laurové kyseliny) [62, 69, 82].

Za pozornost stoji zminka o antimikrobidlni aktivité kyselin se stfedné
dlouhym ftetézcem (MCFA), resp. o kyselin¢ laurové. Ta vykazovala nejvétsi
inhibi¢ni efekt ze skupiny nasycenych MK vici grampozitivnim bakteriim [62,
73, 75]. Obecné MK vykazovaly nizkou inhibi¢ni aktivitu vi¢i gramnegativnim
bakteriim, vyjma kyselin o stiedni délce fetézce [72, 85]. Kyseliny kaprylova
a kaprinova maji z hlediska antimikrobidlnich vlastnosti ziejmé vyhody proti
ostatnim MK. Jsou castecné rozpustné ve vodé (narozdil od MK s vétsi
molekulovou hmotnosti) a pfitom jsou dostateéné lipofilni, coz usnadnuje
prichod bunéénou membranou [62, 69]. Na grampozitivni bakterie mecla
nejvetsi vliv z monoenovych MK kyselina palmitolejova (Cyg:1) @ Z polyenovych
MK kyselina linolova (Cig,) [72, 75]. Slaby inhibi¢ni 0U¢inek vykazovala
kyselina palmitova (Ci0) a stearova (Cigg), ziejmé z dlvodu nepatrné
rozpustnosti [75]. Kyselina olejova rast nékterych bakterii inhibovala, rist
jinych stimulovala (pfi nizsich koncentracich) [86].

Jak jiz bylo zminéno vysSe, vi¢i MK nelze mit hygienické namitky, nebot
to jsou latky pfirodniho charakteru. Kyselina kaprylova je naptiklad ptitomna
v mateiském a kravském mléce nebo v mléce kokosovych ofechi. Utadem
pro kontrolu potravin a 1€kt (FDA) v USA je vSeobecné uznana za bezpecnou
latku pro pouziti v potravinafstvi (tzv. GRAS 184.1025). Kromé vyse
uvedeného je GCinek antimikrobialnich latek, které interferuji s transportem
iontll znacné staly [77] a vzhledem k predpokladanému mechanismu u¢inku MK
je velmi nepravdépodobné, ze by zplsobovaly zkiiZzenou rezistenci mezi
mikroorganismy.

1.5.5 Organické kyseliny jako alternativa antibiotik

Doplnkové latky v  krmivech (krmnd aditiva) jsou fenoménem,
ktery je v poslednich letech stale vice probiran a vyvolava radu diskusi. Od roku
1967 (rok publikace zpravy Swannovy komise) bylo pouzivani antibiotik
jakozto stimulatorti ristu u hospodaiskych zvitat zpochybnéno. Nasledné
na konci 80. azacatku 90. let, silnd regulacni opatfeni odstranila vétSinu
krmnych antibiotik z trhu EU. Nafizeni Evropského parlamentu a rady
¢. 1831/2003 z22. zati 2003, které vstoupilo v platnost ve vSech zemich
Evropské unie od 1. ledna 2006, bylo poslednim v sérii opatfeni. Nova
legislativa Evropské unie pro doplnkové latky v krmivech souvisi nejen
s konecnou fazi vylou€eni antibiotik z vyzivy zvifat, ale ma za Ukol zarucit,
aby ve vyzivé zvitat byla pouzita jen aditiva s ovéfenou bezpecnosti a i¢innosti.
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doplnkovych latek v krmivech mlize mit zasadni vliv na bezpecnost krmivového
a nakonec potravniho tetézce. Neni jednoduché nahradit produkty, které byly
Vv poslednich 50 letech povazovany obecné za u¢inné. Ackoliv se nabizi nékolik
alternativ, obecna shoda o ucinnosti OK se jevi jakoZto alternativa nejlepsi.
Ditvodem je jejich u€innost, technologickd a ekonomické proveditelnost.

Zatim nejvetSiho uplatnéni doznalo pouziti organickych kyselin ve vyzivé
prasat, kde jsou Uspé$né pouzivany jiz po vice nez 25 let. Tsiloyiannis a kol.
[87] zkouseli nékolik organickych kyselin (mlé¢nou, propionovou, mravenci,
jable¢nou, fumarovou, citronovou) v mnozstvi 1,0-1,6% krmné smési selat.
Pridavek organickych kyselin sniZil vyskyt prijmi, enterotoxigennich kment
Escherichia coli a zvysil pfirGstky hmotnosti selat. Pro kontrolu prdjmu
se nejvice osvédcCila kyselina mlé€nd. Za zminku stoji 1 rlstové-stimulacni
ucinky OK, zejména kyseliny mravenc¢i, fumarové a citronové [88]. Obdobny
ucinek byl pozorovan také u mravencanu draselného [89].

Mimo piimé uéinky na ukazatele uzitkovosti (napt. konverzi krmiva) byl
zejména u Casné odstavenych selat sledovan piiznivy vliv na bilanci dusiku,
vapniku a fosforu a téZ na stravitelnost urcitych zivin (dusikatych latek a tuki)
aenergie [50]. Vétsinu ztéchto vedlejSich mechanism G¢inkd vSak nelze
aplikovat na dribez, protoze tyto vysledky byly ziskany ptfidavanim extrémnich
davek OK, coz se u dribeze neosvédcilo [61].

V mens$im rozsahu byly OK zkouSeny 1 u driibeze, pficemz nejCastéji byla
U pouzita kyselina fumarova. Vogt a kol. [90] zjistili, ze kyselina fumarova
zvysila u kufecich brojlerti konverzi krmiva o 3,5 - 4,0 %. Patten a Waldroup
[91] stanovili, ze optimalni koncentrace kyseliny fumarové z hlediska rychlosti
rustu je 0,5 - 1,0 %. Pii vysSich koncentracich pozorovali jiz snizeni pfijmu
krmiva. Vysledky dalSich pokusii s kyselinou fumarovou u dribeze publikovali
Skinner a kol. [92] a Runho a kol. [93]. Humphrey a Lanning [94] publikovali,
ze pridavek 0,5 % kyseliny mravenc¢i do krmiva brojlert snizil vyskyt salmonely
ze 4,1 na 1,1 %. Ucinek kyseliny jable¢né, sorbové a vinné (0,5 - 2,0 %)
v krmné smési brojlerd studovali Vogt a kol. [95]. Nejlepsi vysledky ziskali
s ptidavkem 1,12% kyseliny sorbové a 0,33% kyseliny vinné. Piidavek smési
kyselin mraven¢i a propionové do krmiva kutat vyznamné snizil kolonizaci
volete a slepého stieva bakterii Salmonella pullorum a mortalitu kuiat [96].
Dle studie Padgett a kol. [97] se pii vykrmu brojlerd miize pozitivné uplatnit
kyselina laurova, kterd plsobi jako antimikrobidlni agens. MCFA mohou
fungovat v krmivu pro zvifata nejen jako jeho antimikrobialni slozka, ale maji
také urcité rastoveé-stimulacni vlastnosti. Ptestoze v pfipadé dribeze
je podstatné méné zkusenosti S aplikaci OK, lze v soucasnoti potvrdit, ze i zde
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jsou OK ucinné za piedpokladu, ze jejich pouzivani je upraveno na zakladé¢
poznatkt o fyziologii a anatomii traviciho traktu dritbeze.

Organicka kyselina musi byt volena peclivé, pokud nema plné antibakteridlni
ucinky, je nutno ji brat jako alternativu. Na rozdil od jinych latek
s antimikrobialnim pusobenim je G¢inek OK zavisly na hodnoté pH prostiedi
[50]. K dosazeni zminénych ucinkli je nutné aplikovat OK Vv podstatné vyssich
davkach, zpravidla 0,5-2,0 % v krmné smeési. Proto je lze povazovat spise
za krmné komponenty a nikoliv krmna aditiva v pravém slova smyslu. Pokud
nelze do krmivového fetézce aplikovat terapeutické mnozstvi téchto
doplnkovych latek, lze vyuzit synergického efektu sjinymi latkami nebo
postupy.

1.5.6 Enkapsulace organickych kyselin

OK se zaCaly ve vétsi mife uplathovat v chovech prasat, az druhotné
v chovech dribeze. Zde se ujala jina feSeni, pfevazné na bazi esencialnich oleji,
nekterych oligosacharidii a polysacharidd [98-101]. Duvodem byla hlavné
nedostatecnd ucinnost pridanych OK do krmiv drtibeze. Pti prichodu krmiva
travicim traktem dochdzi k silné disociaci kyselin, a tim k snizeni jejich
ucinnosti. To vSe omezuje vyuziti OK jako antimikrobidlnich aditiv. S cilem
dosahnout uc¢inku aplikovanych kyselin 1 v distalnich oddilech GIT byl navrZen
proces zvany enkapsulace [61, 102]. Enkapsulace zajist'uje stabilitu uc¢inné latky
a zachovani jeji ucinnosti v premixu nebo ve findlnim krmivu. Jedna
se 0 piistup, ktery poskytuje komplexnéjsi a efektivnéj$i ochrannou bariéru pred
nezadouci bakteridlni florou. Navic pouziti enkapsulace miize zvySi u¢innost
OK pii stejné koncentraci dané OK.

Zapouzdiena latka je v krmivu stabilni a pomaleji se rozpousti v travicim
traktu. Projde zaludkem a uvolni se az v momenté¢, kdy na ni zaptisobi lipaza,
tedy az v tenkém stievé na urovni duodena. Postupnym travenim tukového
matrix jsou uc¢inné latky plynule uvoliiovany. Po vstupu OK do duodena dochézi
k jejich resorpci a tim k postupnému snizeni ti¢inku. Takto chranéna forma OK
pokryva svym ucinkem celé tenké sttevo, ale pro dosaZeni stejného ochranného
ucinku jako u antibiotik je nutné jesté stabilizovat zadni partie GIT. Pro tuto ¢ast
traviciho traktu je vhodné pouzit balastni latky (napf. nékteré oligo- nebo
polysacharidy) [103, 104].

31



2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je studium antibakteridlniho ucéinku vybranych
organickych kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, kterd je nejcastéjsi
pti¢inou bakterialnich alimentarnich infekci v Evropské unii.

Dil¢i cile

V experimentech in vitro:

stanovit inhibi¢ni koncentrace (1Csp) sledovanych organickych kyselin
zjistit, které z testovanych kyselin maji nejvyrazné&jsi antibakterialni ti¢inek

sledovat vliv pH a doby inkubace na antibakterialni u¢inek vybranych
organickych kyselin

Stanoveni antibakteridlniho ucinku organickych kyselin
a monoacylglyceroll s vyuzitim molekularné-biologickych metod

studium mechanismu uc¢inku organickych kyselin a monoacylglycerolt

V experimentech in vivo:

ovéfit uCinek vybranych mastnych kyselin v pokusech na zvifatech —
experimentalni infekce dribeze

Zamétit se zejména na vliv piidavku mastnych kyselin v krmivu
na mikrobialni osidleni traviciho traktu driibeze infikované C. jejuni

na zakladé¢ dosazenych vysledkli posoudit vhodnost pouZziti mastnych
kyselin jako jedné z moznych alternativ nahrady antibiotik ve vyzivé
hospodaftskych zvirat

Zpisob zapojeni do vyzkumné prace Skoliciho pracovisté

Téma disertatni prace bylo feSeno vramci vyzkumnych zaméru
MZe 0002701403 a MZe 0002701404 ve Vyzkumném ustavu zivo¢isné vyroby,
V.V.i., Praha - Uhfinéves. Téma ma nezpochybnitelny vyznam pro bezpecnost
potravin a souvisi proto tzce s problémy, které se fesi na Ustavu technologie
a mikrobiologie potravin FT UTB Zlin. Spoluprace obou pracovist probihala
I Vv minulosti a je mozné ocCekavat, ze vysledky disertace se uplatni nejen
v kvalitnich publikacich, ale i v praxi.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Prehled metod spolecnych pro vSechny c¢asti diserta¢ni prace

3.1.1 Bakterialni kmeny

V experimentech byly pouzity nasledujici kmeny:

- referenéni kmen (lyofilizat) Campylobacter jejuni subsp. jejuni CCM
62147, ktery byl ziskan z Ceské sbirky mikroorganismti pfi Masarykové
univerzit¢ v Brn¢ (CCM). Ekvivalentem je ATCC 33560 z Americké
sbirky mikroorganismu.

- klinicky izolat (izolovany z brojleri Ross 308) Campylobacter jejuni
subsp. jejuni CAMP/VFU 612/21 — rezistentni k erytromycinu (viz Tab. 3);
poskytnut z Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno, Fakulty
veterinarni hygieny a ekologie.

Tab. 3 Citlivost" klinického izolatu k vybranym antibiotikiim
(posktytnuto prof. Steinhauserovou, VFU Brno)

Oznaceni Kod vzorku/ Identifikace NAL CIP ERY TET AMP GEN CMP
kmene ,
Kod chovu

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

ICitlivost k antibiotikiim byla uréena agarovou diluéni metodou + PCR, PCR/RFLP, MAMA-PCR

’NAL = kyselina nalidixové; CIP = ciprofloxacin; ERY = erythromycin; TET = tetracyklin; AMP = ampicilin;
GEN = gentamicin; CMP = chloramphenicol

%R = rezistentni kmen; S = senzitivni kmen, I = intermediarné rezistentni kmen

Zpusob uskladnéni kultur

Kultury byly uchovavany ve tmé pii stalé teploté -70 °C. Do selektivniho
média byl pfidan dimethylsulfoxid (5 %) jako kryoprotektivni Cinidlo.

3.1.2 Kultivace bakterii rodu Campylobacter

Pokud neni uvedeno jinak, byla kultivace bakterii rodu Campylobacter
provadéna dle CSN EN ISO 10272 (Mikrobiologie potravin a krmiv -

33



Horizontalni metoda prikazu a stanoveni poctu Campylobacter spp.). Pouzité
pudy a reagencie (zakoupené od firmy Oxoid, Velka Britanie) jsou uvedeny
v Tab. 4.

Tab. 4 Seznam pid pouzitych k selektivni izolaci bakterii rodu Campylobacter

o . , Oznaceni
Typ pudy Nazev vyrobku vyrobku (Oxoid)
Nutrient Broth No. 2 CMO0067

Campylobacter Growth Supplement  SR0232E

;;l:’)lrllt;olz:llll:;res tona Preston Campylobacter Selective
Supplement SRO117E
Laked Horse Blood SR0048C
Campylobacter Agar Base CM689
Pevna puda Campylobacter Growth Supplement  SR0232E
modifikovany agar ~ Preston Campylobacter Selective
podle Karmaliho Supplement SRO117E
Laked Horse Blood SR0048C

Tyto pudy uréené k selektivni izolaci bakterii rodu Campylobacter jsou
zalozeny na principu, kdy toxické prvky, fotochemicky generované v pudé
nebo produkované metabolismem bakterii, jsou neutralizovany ptidanim
lyzované krve. Zelezité soli, metabisulfit sodny a pyruvat sodny zlep$uji aero-
toleranci Campylobacter sp. Selektivity je dosazeno piidanim cefoperazonu
(omezuje rast gramnegativnich druhti, enterobakterii a Pseudomonas),
vancomycinu (pisobicim na grampozitivni bakterie) a cykloheximidu
(inhibujiciho kvasinky) [105, 106].

Protoze Campylobacter patii mezi mikroaerofilni mikroorganismy, je nutné
upravit kultivaéni prostfedi. Pro upravu atmosféry byl pouzit generator plynu
CampyGen CNO0035 nebo CN0025 (Oxoid, Velka Britanie). Tyto vyvijece jsou
uréeny piimo pro kultivaci Campylobacter sp. a vyrobce zaruCuje standardni
sloZzeni atmosféry. Pro upravu atmosféry V tekutych médiich byla pouzita
pfedem namichana smés plyni - 10 % CO,, 5 % O, a 85 % N, (Linde Gas a.s.,
Ceska republika). Pokud neni uvedeno jinak, byly oba kmeny inkubovany
dle doporu¢eni CCM pii 37 °C po dobu 48 hodin.

34



3.1.3 Testované organické kyseliny

V ramci disertaéni

prace byly testovany organické kyseliny a 1-

monoacylglyceroly, uvedené v Tab. 5 az 8. VSechny uvedené chemikalie byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich spol. s r. o..

Tab. 5 Seznam testovanych nasycenych karboxylovych kyselin

Trivialni nazev

Systematicky nazev

Funk¢ni vzorec

kyselina octova
kyselina propionova
kyselina maselna
kyselina kapronova
kyselina kaprylova
kyselina kaprinova
kyselina laurova
kyselina myristova
kyselina palmitova
kyselina stearova
kyselina jantarova

ethanova kyselina
propanova kyselina
butanova kyselina
hexanova kyselina
oktanova kyselina
dekanova kyselina
dodekanova kyselina
tetradekanova kyselina
hexadekanova kyselina
oktadekanova kyselina
butandiova kyselina

CH;COOH
CH;CH,COOH
CH5(CH,),COOH
CH3(CH,),COOH
CH3(CH,)sCOOH
CH3(CH,)sCOOH
CH3(CH,):4COOH
CH3(CH,);,COOH
CH3(CH,)1,COOH
CH3(CH,):sCOOH
COOH(CH,),COOH

Tab. 6 Seznam testovanych nenasycenych karboxylovych kyselin

Trivialni nazev

Systematicky nazev

Funk¢ni vzorec

kyselina olejova
kyselina fumarova
Kyselina sorbova
kyselina benzoova

cis-9-oktadecenova
trans-butendiova
hexadienova kyselina
benzenkarboxylova
kyselina fenyloctova a-toluylova kys

CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
COOH-CH=CH-COOH
CH;CH=CHCH=CHCOOH
CsHsCOOH

CsHsCH,COOH

Tab. 7 Seznam testovanych hydroxykarboxylovych kyselin

Trivialni nazev

Systematicky nazev

Sumarni vzorec

kyselina jablecna
kyselina citronova

kyselina mlé¢na

hydroxybutandiova

2-hydroxypropan-1,2,3-

trikarboxylova

C4H6O5
CeHgO-

kyselina 2-hydroxypropanova C3HeO3
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Tab. 8 Seznam testovanych 1-monoacylglycerola

Trividlni nazev Systematicky nazev Sumarni vzorec
Cs.0 (monokaprylin) 1-monoacylgycerol C1H»,0,

kys. kaprylové
C10:0 (monokaprin) 1-monoacylgycerol C13H260,

kys. kaprinové

3.2 Pokusy in vitro

3.2.1 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace organickych kyselin

Inhibi¢ni koncentrace testovanych organickych kyselin byla stanovena
méfenim celkového bakteridlniho proteinu pomoci unifikované metody
biuretové reakce [107]. Fotometrické stanoveni koncentrace proteinti biuretovou
metodou je zaloZeno na principu, Ze proteiny a peptidy poskytuji v alkalickém
prostiedi s médnatymi ionty Cervenofialové zbarvené komplexy (absorpéni
maximum 540 nm). Extinkce barevného komplexu je umérna koncentraci
proteinu.

Pro ucely tohoto experimentu bylo vyvinuto selektivni pomnoZovaci médium
bez piridavku krve, jehoz hlavni sloZku tvofi kyselina L-glutamova. Slozeni
média je uvedeno v Tab. 9.

Tab. 9 Slozeni pomnozovaciho média s kyselinou L-glutamovou (500ml)

kyselina L-glutamova - 5 g (DORAPIS s, r.0., Ceska republika)

kvasni¢ny autolyzat - 5 g (Oxoid Ltd., Velka Britanie)

NaCl-25¢g

mineraly - 0,5 ml

Preston Campylobacter Selective Supplement - 2 ml (Oxoid Ltd., Velka Britanie)
Campylobacter Growth Supplement (liquid) -2 ml (Oxoid Ltd., Velka Britanie)
H,O - 500 ml

Bakterie C. jejuni subsp. jejuni CCM 62147 byly inkubovany
v penicilinovych lahvickach ve vyse uvedeném pomnozovaci médiu (viz Tab. 4)
Vv pritomnosti v§ech organickych kyselin uvedenych v kapitole 3.1 (Tab. 5-7),
vyjma kyseliny stearové a olejové. Testované koncentrace kyselin
se pohybovaly v rozmezi 0,1 az 10 mg/ml (konkrétn¢ 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1; 2;
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3; 5; 7 a 10 mg/ml). Média obsahujici pfislusnou koncentraci dané organické
kyseliny byla pfed inokulaci bakterii nasycena smési plynll zajistujici
mikroaerobni prostiedi - 10 % CO,, 5 % O, a 85 % N, (Linde Gas a.s., Ceska
republika), uzavifena a autoklavovana pii 110 °C po dobu 45 minut.
Po vychladnuti byla média naockovana bakterii C. jejuni subsp. jejuni CCM
6214" a inkubovéna pii 37 °C po dobu 48 hodin.

Kazdé pokusné ¢i kontrolni uspotadani bylo paralelné¢ inkubovano ttikrat.
Po 48 hodinové inkubaci bylo zméfeno mnoZstvi proteinu v meédiu pomoci
modifikované biuretové reakce [107]. Absorbance vzorkti byla métfena proti
slepému pokusu. Z regresni rovnice ziskané z kalibra¢ni kiivky byla vypocitana
koncentrace proteinit ve vzorcich. Vlastni inhibi¢ni ucinek jednotlivych
organickych kyselin byl vyjadien hodnotou stfedni u¢inné inhibi¢ni koncentrace
(ICsp), ktera predstavuje koncentraci zkousené latky, pii niz dojde k poklesu
bakterialniho proteinu na polovinu, vztaZzeno ke kontrolnimu vzorku (neoSetien).

3.2.2 Stanoveni vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibi¢ni u¢inek
organickych kyselin

Na zaklad¢ vysledki z pfedchoziho experimentu (viz Kkapitola 3.2.1) byly
vybrany organické kyseliny vykazujici inhibi¢ni ucinek (ICsp < 10 mg/ml).
U téchto kyselin byl sledovan vliv hodnoty pH a doby inkubace na jejich
inhibi¢ni G&inek vici bakterii C. jejuni subsp. jejuni CCM 6214

Narostla kultura bakterii C. jejuni (48 hod pii 37 °C) byla vystavena
po urcitou dobu (5, 10, 20 a 30 min) pusobeni pfislusné organické kyseliny
(konkrétné kyseliny kapronové, kaprylové, kaprinové, sorbové, benzoové,
fenyloctové a fumarové). Vysledna koncentrace testovanych kyselin byla
1 mg/ml a 5 mg/ml (s vyjimkou kyseliny kaprinové, kde byla vzhledem k jejimu
ucinku testovana také koncentrace 0,5 mg/ml). Kyseliny byly do narostlé kultury
pfidany Vv roztoku s dimethylsulfoxidem. Kontrolni vzorky obsahovaly
ekvivalentni mnozstvi dimethylsulfoxidu.

Soucasné byl sledovan vliv rozdilné hodnoty pH na inhibicni ucinek
organickych kyselin. Celkem byly sledovany tii hodnoty pH (2,4; 4,5 a 6,5),
které koresponduji s hodnotou pH v jednotlivych ¢astech GIT dribeze (zaludek,
vole a slepé stievo). Hodnota pH média byla upravena pomoci 5 M roztokt
NaOH a H3PO.,.

Po vySe uvedené expozici byla bakteridlni kultura vyseta na modifikovany
agar podle Karmaliho (viz Tab. 4). Kazdé pokusné ¢i kontrolni uspotadani bylo
paraleln¢ inkubovano tiikrat. Petriho misky byly umistény do anaerostati
a inkubovany za mikroaerofilnich podminek pii 37 °C po dobu 48 hodin. Poté
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byly odecteny vysledné hodnoty, které byly statisticky vyhodnoceny.
Vyznamnost rozdilu (P < 0,05) mezi kontrolou a oSetfenym vzorkem byla
statisticky vyhodnocena analyzou variance ANOVA, minimalni diference Tukey
testem s vyuzitim programu SAS 9.1.

3.2.3 Stanoveni antibakterialniho u¢inku molekularné-biologickou

metodou

Antibakterialni ucinek OK byl sledovan rovnéz molekularné-biologickou
metodou.Vzhledem k faktu, ze C. jejuni kolonizuje zejména zadni ¢ast GIT
dribeze [18], byly experimenty zaméfeny na sledovani inhibi¢niho uc¢inku OK
Vv slabé kyselém prostiedi a prostiedi blizkém neutralnimu pH (tj., pH 5,5 a 6,5).
Inhibi¢ni uéinek OK byl testovan na sbirkovém kmeni C. jejuni CCM 62147
a na klinickém izolatu C. jejuni CAMP/VFU 612/21. Byly testovany vSechny
OK a monoacylglyceroly uvedené v Tab. 5-8.

Izolace DNA

Pted samotnou izolaci DNA byl asepticky pieveden 1 ml narostlé kultury
do sterilnich mikrocentrifuga¢nich zkumavek a centrifugovan pifi 5000 g
po dobu 5 minut. Supernatan byl slit a peleta resuspendovana v 0,5 ml TE pufru
(10 mM Tris HCI1, 1 mM EDTA; pH 8,0) a opét odstfedéna pii 5000 g po dobu
5 minut. Tato procedura byla zopakovana tfikrat. Promyta bakterialni peleta byla
pouzita K izolaci DNA.

K izolaci genomové DNA u kmend C. jejuni byl pouzit komeréni kit
DNeasy” Blood & Tissue Kit (QIAGEN Ltd., Velka Britanie). Zptisob izolace
byl proveden dle pfislusného protokolu vyrobce izola¢ni soupravy. Izolovana
DNA byla nasledn¢ pouzita k analyze metodou real-time PCR.

Primery

K namnozeni cilové DNA byly pouzity specifické primery, pievzaté
z publikace Nogva a kol. [108]. Pouzita sada primer umoziuje amplifikaci
fragmentu o délce 86 bp, ktery zahrnuje oblast 381121 az 381206 publikované
genové sekvence C. jejuni NCTC 11168 (viz Obr. 5). Sekvence jednotlivych
primerti a denatura¢ni teplota je uvedena v Tab. 10. Oligonukleotidové primery
byly nasyntetizovany firmou Generi Biotech s.r.0., Ceska republika.
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gaqacaatat tattgatcge agaagotiit trLaaactagy gottctaggt ggttctgtadg 381000
tagcagctay cactatagght ggoggtgctyg tLttaaaggec agcagaactt acgocattoge 381060
atcaaycthc acaaggaaaa LCcaaatasaaa ttagagygtayd aatgLLtiLt caaactcaaa 38llz0
[ctyaatttga taccttaagt goaghctgty aaagaattta tocotaaagat gagoaagoag 381150
aagghgctat aggtttagge gtgocctlkatt ttatocgataa tocagotagot agtgottaty 381240
gttataatga tagagaatat atgcaaggoe ctttcatgga gggoaaagoc gaacaagoot 3581300
atcaaactoo tatgoaacde asagatattt ttttagaagy cgtgoatgot cttgaagaas 381360
atgctocaaaa gogttatasa asatcLbfLt cLttgocttaa aggtggagat caggataaaa 381420
LLttaagoga tLttgaaaaa ggaaaaatitc aaactacagy CLttaaatct Cottattttt 3814380
Obr.5  Umisténi specifického primeru v genomu C. jejuni NCTC 11168
Tab. 10 Specifické primery uré¢ené pro detekci C. jejuni [108]
. . , , Denaturaéni
Primer Smér Sekvence (5°— 3°) o
teplota (°C)
CAMPFOR  Piimy  CTG AAT TTGATACCTTAAGTGCAGC 6112
CAMPREV Zpétny AGG CACGCCTAAACCTATAGCT 57,01
Real-time PCR

Real-time PCR je varianta PCR, ktera umoznuje pfimou kvantifikaci PCR

produktu v pribéhu reakce.

Vsechny reakce probéhly v termocykleru iCycler iQ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). V reakci byl pouzit
reakéni mix iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, USA),
ktery je optimalizovan pro real-time PCR. SloZeni supermixu je uvedeno

v Tab. 11.

Tab. 11 Komponenty supermixu

Reagencie Koncentrace Komponenty
iQ™ SYBR" Green Supermix 100 mM KCI
40 mM Tris-HCI (pH 8,4)
0,4 mM od kazdého ANTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP)
50 U/ml iTag DNA polymerasa
6 mM MqgCl,
SYBR Green |
20 nM Fluorescein
stabilizatory
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Koneény objem reakéni smési byl 25 pl a obsahoval: 12,5 ul iQ™ SYBR®
Green Supermix, 0,3 ul od kazdého primeru (0,2 uM), 0,5 ul templatové DNA.
Reakéni mix byl doplnén na pozadovany objem DNAsa prostou vodou.
Do kazdé PCR reakce byla zahrnuta negativni a pozitivni kontrola. Reakéni mix
I vzorky byly pfipravovany na ledu.

Teplotni profil pro real-time PCR byl pfevzat z publikace Nam a kol. [109]
s n¢kolika modifikacemi: predenaturace pii 95 °C/3 min, nasledovalo 40 cyklu
(denaturace 95 °C/15 s, annealing 60 °C/15 s, elongace 72 °C/30 s), reakci
zakonlila finalni extenze pii 72 °C/5 min. VSechny vzorky byly meéfeny
minimalné v triplikatech. Pro potvrzeni specifity produktu a vylouceni vzniku
dimeru primeri byla provedena teplotni denaturace a vytvorena kiivka tani.

Pro kazdy vzorek byly ziskany hodnoty Ct, které byly hlavnim vystupem
pro dalsi zpracovani vysledkid. Vysledky byly vyhodnoceny metodou ACt
pro relativni  kvantifikaci [110]. Pfed pouzitim ACt metody byl proveden
validaéni experiment, ktery prokazal, Ze amplifikace u testovanych vzorki
probih4 piiblizné se stejnou efektivitou.

Gelova elektroforéza

Kontrola pfitomnosti a velikosti DNA fragmentdl byla provadéna
elektroforézou na  2,5%  agarozovém gelu. Gel byl pfipraven
rozpusténim agarozy GTQ (Carl Roth GmbH, Némecko) v 1x TAE pufru (50x
TAE pufr: 242 g TRIS, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA, 1000 ml
H,0, pH 8,0) a obarven pomoci SYBR® safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA).
Po ztuhnuti bylo na gel naneseno 8 pl PCR produktu spolu s2 ul 10x
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen, USA). Elektroforéza probihala pii
napéti 90 V po dobu pfiblizné 120 minut. Gel byl vizualizovian na UV
transiluminatoru (EC3™ Imaging System, UVP Inc., USA). K odhadu velikosti
fragmentd byl pouzit velikostni marker TrackIt™ 50 bp DNA Ladder
(Invitrogen, USA).

3.2.4 Studium mechanismu ucinku organickych kyselin

Transmisni elektronova mikroskopie

Vliv kyseliny fumarové a kaprinové na morfologii bunéénych membran
C. jejuni, byl sledovan pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Narostla
kultura C. jejuni CCM 6214" (inkubace za mikroaerobnich podminek po dobu
48 hod pi1 37 °C) byla vystavena pisobeni kyseliny fumarové a kaprinové
(c=1mg/ml). Ob¢ kyseliny byly pfidiny ve formé roztoku
s dimethylsulfoxidem. Kontrolni vzorky obsahovaly ekvivalentni mnozZstvi
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dimethylsulfoxidu. Po 30 minutové expozici za neustalého protrepavani
ve vodni 1azni (pii 37 °C) byly odebrany 2 ml kultury a centrifugovany 10 minut
pii 1500 g. Supernatant byl slit a peleta byla 1 hodinu fixovana v 0,45 ml 5%
roztoku glutaraldehydu (v 0,2 M Na-kakodylatovém pufru), 0,45 ml 0,2 M Na-
kakodylatového pufru (pH 7,4) a 0,45 ml roztoku rutheniové cervené (1,5 mg/ml
v 0,2 M Na-kakodylatového pufru). Po fixaci byl vzorek odstfedén pii 1500 ¢
po dobu 3 min a tiikrat promyt v 0,1 M Na-kakodylatovém pufru (pH 7,4). Déle
bylo pfidano 0,4 ml 4% roztoku OsO, (v 0,2 M Na-kakodylatovém pufru)
a 0,4 ml roztoku rutheniové cervené¢ (1,5 mg/ml 0,2 M Na-kakodylatového
pufru). Vzorek byl fixovan 4 hodiny. Nasledné byl vzorek odstfedén 3 min
pti 1500 g a tikrat promyt v 0,1 M Na-kakodylatovém pufru (pH 7,4). Poté byly
pelety zality 0,5 ml 1% agaru (v 0,1 M Na-kakodylatovém pufru) o teploté
37 °C. Ztakto upraveného vzorku byly po ztuhnuti agaru krajeny kostky
o velikosti ca2 mm®. Vzorek byl dehydratovan stoupajici fadou etanolu
(o koncentraci 30, 50, 70, 96 a 100%). Nasledovalo prosycovani objektu
propylenoxidem a zalévani do pryskyfice (PolyBed 812, Polysciences,
Warrington, USA). Poté byla provedena polymerizace blocku v termostatu
a na ultramikrotomu byly krajeny tenké tezy pro elektronovou mikroskopii.
Vzorky byly prohlizeny na elektronovém mikroskopu JEOL 1200 EX. Cely
postup byl proveden za pomoci RNDr.J. Kaiiky a p. V. Pecha z Ustavu
zivoCiSné fyziologie a genetiky Akademie véd v Libéchové. Pro zhotoveni
podrobnéjSich snimki byl pouzit elektronovy mikroskop Philips CM 100 (Royal
Philips Electronics, Holandsko) s ptidatnou digitalni kamerou Mega View II
(Sis, GmbH, Némecko) pti 80 kV. Snimky zhotovil RNDr. O. Benada, CSc.
Z Mikrobiologického ustavu Akademie véd v Praze.

Sledovani zmén koncentrace K ionti

Pro posouzeni vlivu vybranych antimikrobialnich latek (kyseliny fumarové,
kaprinové a monokaprinu) na permeabilitu bunéénych memran byly pouZity
iontové selektivni elektrody (ISE). Technické tudaje pro pouzité iontove
selektivni elektrody jsou uvedeny v Tab. 12. Zmény v aktivité iontd byly
testovany na sbirkovém kmenu C. jejuni subsp. jejuni CCM 6214".
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Tab. 12 Technické udaje pro pouzité iontove selektivni elektrody

ISE Referentni Mérené koncentrace  Smérnice
elektroda

K*, typ 20-192 Argentchloridové 10— 10" mol/I 55 +/- 3

(2 THETA) typ 10-251 mV/pK

TPP*, typ Kwik-Tip™ Argentchloridova,  0.001 — 10 mol/I 54 mV

(WP, Inc.) typ Dri-Ref™ -5

Pro posouzeni vlivu vybranych antimikrobidlnich latek na permeabilitu
cytoplazmatické membrany byla sledovana zména koncentrace K™ iontd pomoci
draslikové iontové selektivni elektrody 20-192 a referentni argentchloridové
elektrody 10-251 (2 THETA ASE, s. r. 0., Ceska republika). Méfeni byla
provedena na pH/mV metru PHI 04 (Labio a. s., Ceska republika). Pro piipravu
bakteridlni suspenze a nasledné meéfeni byl pouzit postup popsany ve studii
Ohmizo a kol. [111] snékolika modifikacemi. Bakterialni kultura
(v exponencialni fazi rdstu) byla asepticky pifenesena do sterilnich
centrifugacnich zkumavek a centrifugovana pii 3000 g/20 min/4 °C. Peleta byla
tiikrat promyta v pufru obsahujicim 0,1 M cholin chlorid a 0,05 M MOPS-Tris
(pH 7,2). Promyté buiiky byly opét resuspendovany v pufru, pfiCemz vysledna
koncentrace bakterialniho proteinu byla 4 mg/ml. Bakterialni suspenze byla
rozfedénd roztokem obsahujicim 0,1 M cholin chlorid, 0,01 M Tris-laktat
a 0,05 M MOPS-Tris (pH 7,2). Vysledny objem byl 50 ml a findlni koncentrace
proteinu byla 0,2 mg/ml. Za neustalého michani bakterialni suspenze byla
pfidana testovana latka (¢ = 1 mg/ml) ve form¢ roztoku s dimethylsulfoxidem.
Inkubace pokracovala nékolik nasledujicich minut, poté byl ptidan
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) o koncentraci 0,25 mg/ml. CTAB byl
pouzit jakoZto pozitivni kontrola (navozuje 100% vyplaveni K" iontd z bungk)
[112]. Pied kazdym méfenim byla elektroda kalibrovana fadou standarda (10™°—
10" M KCI v 100 mM NaCl). Viechna mé&feni byla provedena pfi pokojové
teplote.

Sledovani redistribuce TPP" ionti

vV v N4 v + - o r.
Soubézné se sledovanim zmén koncentrace K™ iontll byla provedena série
pokust zamétenych na potenciometrické méfeni propustnosti vnéj$i membrany.

Pro méfeni redistribuce TPP" iontll byla pouzita tetrafenylfosfonium (TPP")
iontové selektivni elektroda Kwik-Tip™ a referentni argentchloridové elektroda
Dri-Ref™ (World Precision Instruments, Inc., USA). Mé&feni byla provedena

na pH/mV metru PHI 04 (Labio a. s., Ceska republika). Kalibrace TPP* iontové
selektivni elektrody byla provedena fadou kalibra¢nich roztoka v koncentra¢nim
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rozmezi od 10° do 10° M TPP. Pro zvySeni vodivosti roztoku byl
do kalibra¢nich standardd ptidan 100 mM NaCl.

Postup pii ptipravé bakteridlni suspenze byl obdobny jako u méfeni zmén
koncentrace K* iontdi. Rozdil byl pouze v reagenciich posledniho pufru, ktery
navic obsahoval 10 uM TPP" (déivodem je nastaveni po¢ate¢ni koncentrace
TPP™ iontfl) [111]. Shodné jako u sledovani zmén K* iontdl, byly za neustalého
michani k bakterialni suspenzi jednotlivé pfidany testované latky (kyselina
fumarova, kaprinovda a monokaprin) ve formé roztoku dimethylsulfoxidu,
vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Nasledovala n¢kolikaminutova inkubace.
Poté byl pfidan cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) o koncentraci
0,25 mg/ml, jehoz ptidavek zplsobil dalS$i zmény v propustnosti vné&jsi
membrany. VSechna méfeni byla provedena pti pokojové teploté.

3.3 POKUS in vivo

3.3.1 Experimentalni infekce driibeze

Experiment byl zaméfen na studium moznosti sniZzeni vyskytu
Campylobacter spp. u brojlerovych kutat pomoci suplementace krmnych smési
mastnymi kyselinami, konkrétné kyselinou kaprylovou (Cg) a kaprinovou (Cy).
Tyto mastné kyseliny o stfedni délce ftetézce v predchozich in vitro
experimentech prokazaly nejvyrazngjsi antibakteridlni aktivitu vici sledované
patogenni bakterii.

Experiment byl uskutecnén ve spolupraci s belgickou firmou Nutrition
Sciences N. V. a Ghent University (Department of Veterinary Public Health
and Food Safety).

Pokusna kurata

Do pokusu bylo zatazeno celkem 48 kutat hybridni kombinace ROSS 308.
Zvitata byla ziskana ndkupem z firmy XAVERgen, a.s. Kufata byla do pokusu
zatazena jako jednodenni. Po pifevzeti byla zvaZzena a ihned umisténa
do odchovné haly. Dalsi individudlni vazeni se provadéla vzdy jednou tydné.
Kromé Zivé hmotnosti kufat, byly v pribéhu pokusu sledovany dal§i zakladni
parametry uzitkovosti (tj. spotfeba krmiva, zdravotni stav, tthyn).

Krmné smési

Koncept vyzivy (zalozeny na dvoufazové vyziveé) pro brojlery masného typu
ROSS 308 byl postaveny tak, aby zajiStoval odpovidajici pfisun energie a vSech
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ostatnich nepostradatelnych zivin po celou dobu vykrmu (krmivo neobsahovalo
kokcidiostatika). Slozeni krmnych smési jednotlivych diet bylo koncipovano
S ohledem na zachovani shodné¢ skladby nutri¢nich hodnot. Detailni sloZeni
krmnych smési je uvedeno v Tab. 13 a 14. Slozeni krmnych smési bylo
optimalizovano firmou Nutrition Sciences N. V. (Belgie). Finalni krmné smési

dodala firma Vitamex N. V. (Belgie).

Tab. 13 Slozeni startérové smési (g/kg)

Ingredience Dieta A — pozitivnia Dieta B - pokusna Dieta C - pokusna
negativni kontrola skupina I. skupina Il.
Extrudovana kukufice 26,95 26,70 25,63
Soja 14,70 14,70 14,70
Sojovy extrahovany Srot 23,99 23,99 23,99
Sojovy 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
Hydrogenuhlicitan sodny 0,07 0,07 0,07
Dihydrogenfosfore¢nan 0,05 0,05 0,05
Vépenaty monohydrat
Vépenec 0,08 0,08 0,08
PSenice (mletd) 28,00 28,00 28,00
Enzym fytaza 0,05 0,05 0,05
Minerélni premix 3,00 3,00 3,00
Smés Cg/Cyp - 0,50 -
(volna forma)*
Smés Cg/Cyp - - 2,23
(enkapsulovana
forma)**

* Obsahuje Cg 25 %, Cyo 25 % a oxid kiemicity 50 %

** Obsahuje Cg 5,5 %, C19 5,5 %, olejnaty potah 30 % a rostlinny nosi¢ 59 %
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Do véku 10 dnii byla kufata krmena startérem, poté se pozvolna piechéazelo
na dokrmovou smes. Ob¢ kontrolni skupiny byly krmeny standardni krmnou
smési. Krmna smés u pokusnych skupin byla obohacena ptidavkem mastnych
kyselin ve formé volné (pokusna skupina I.) nebo enkapsulované (pokusna
skupina II.). Rozd¢leni brojlerit do pokusnych skupin véetné uvedeni ptislusné
krmné smési je schematicky zndzornéno na Obr. 6.

Pokusna skupina I. | Pokusna skupina II.
» volna forma MK » enkapsulovand MK

(0,25 % Cga ClO)

(0,25 % Cs a ClO)

Pozitivni kontrola
» standardni KS

Negativni kontrola
» standardni KS

*MK = mastna kyselina; KS = krmna smés

Obr. 6 Rozdéleni pokusnych skupin

Tab. 14 Slozeni dokrmové smési (g/kg)

Ingredience Dieta A — pozitivnia Dieta B - pokusna Dieta C - pokusna
negativni kontrola skupina I. skupina Il.
Psenice 23,65 23,40 22,33
Extrudovana kukufice 20,00 20,00 20,00
Soja 20,00 20,00 20,00
Sojovy extrahovany Srot 14,31 14,31 14,31
Sojovy 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 sodny 0,03 0,03 0,03
Hydrogenuhli¢itan sodny 0,04 0,04 0,04
Psenice (mleta) 15,00 15,00 15,00
Enzym fytaza 0,05 0,05 0,05
Mineralni premix 3,00 3,00 3,00
Smés Cg/Clo - 0,50 -
(volna forma)*
Smés Cg/Co - - 2,23
(enkapsulovana
forma)**

* Obsahuje Cg 25 %, C19 25 % a oxid kfemicity 50 %
** Obsahuje Cg 5,5 %, C10 5,5 %, olejnaty potah 30 % a rostlinny nosi¢ 59 %
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Charakteristika pokusu

Pokus probihal v pokusné akreditované staji pro kufata v aredlu Vyzkumného
Gstavu  zivodisné vyroby (VUZV) v.v.i., Praha — Uhiinéves. Vyzkumny
experiment vychazel z Projektu pokusu ¢. 3/2008 (MZe 90081) podle § 11
vyhlasky ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvifat a byl
schvalen odbornou komisi VUZV, v.vi. a piislusnym statnim organem.
Schvaleni projektu pokusu bylo oznameno piislusSnému organu veterinarni
spravy.

Pokus probihal po celou dobu vykrmu, tj. od 1.-42. dne véku kurat, struktura
pokusu je schematicky znazornéna na Obr. 7. Zvitata byla rozd€lena do Ctyf
skupin po dvandcti, dle schématu: pokusna skupina 1., pokusna skupina II.,
pozitivni kontrola, negativni kontrola. V pribéhu prvnich dvanacti dnti byla
kurata ustdjena po skupindch na podestylce v klimatizované hale.
Od dvanactého dne veéku byla premisténa do individualnich bilan¢nich kleci.
Negativni kontrola byla oddélena plastovou piepazkou.

Dva dny ptfed prvni infekci byly vzorky trusu vSech kutat zaslany
na mikrobiologickou analyzu do akreditované laboratofe (SVU Lysolaje),
za ucelem potvrzeni neptitomnosti Campylobacter sp.

Ctrnacty a dvacaty osmy den vykrmu bylo krmivo pozitivni kontroly a obou
pokusnych skupin kontaminovano kulturou Campylobacter jejuni subsp. jejuni
CAMP/VFU 612/21 (0,5 ml, 10° CFU/ml). Kontaminace krmiva m¢la simulovat
ptirozeny priub¢h infekce kampylobakterem, ktera obvykle nastavd po 14. dni
Zivota kufete. Nasledujici dny byla zvifata krmena pfislusSnou krmnou smeési
(bez bakterialni kultury). Krmna smés byla zkrmovana ad libitum.

Zvitata byla ustijena individudlné¢ az do ukonCeni pokusu. V pribéhu
experimentu byly dvakrat az tfikrat tydné odebirany vzorky trusu
pro mikrobiologické analyzy. Po ukonceni pokusu (utraceni piistrojem Anieut
G.d.: zafizeni na bazi CO,) byla vybrana kufata s primérnou Zivou hmotnosti.
Témto kufatim  byly odebrany vzorky obsahu Zaludku, tenkého stieva
(duodenum, ileum) a slepého stfeva za ucelem provedeni mikrobiologickych
analyz (sledovany byly pocty bakterii z rodu Campylobacter, Lactobacillus
a koliformni bakterie) a dalSich nezbytnych rozborti (napf. genotypova
charakterizace kment).

Po ukonceni pokusu byl veSkery odpad od infikovanych zvifat odborné
zlikvidovan standardnim zptisobem (Asavet a.s., Ceska republika).
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vzorkovani — mikrobiologické analyzy

A
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TSN Ry
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lihent infekce infekce porazka

Obr. 7 Struktura in vivo pokusu

Po celou dobu pokusu byly zachovany standardni mikroklimatické
a technologické podminky pro dany hybrid. Mikroklima v odchovné hale bylo
fizeno klimapocitacem MC 34H (International GmbH, Némecko) a v pokusné
staji, kde byly brojlefi rozdéleni do individualnich bilan¢nich kleci, fidici
jednotkou VCX (REMAK, a. s., Ceska republika). Voda byla distribuovana
pomoci kapatkovych napajecek.

Ochrana prostfedi, pracovniki a zvifat probihala dle schvalenych
veterinarnich podminek a pfipominek M&VS Praha.

Bakterialni kmen

V experimentu byl pouzit kmen Campylobacter jejuni subsp. jejuni (interni
kod - CAMP/VFU 612/21), izolovany z brojler Ross 308, rezistentni
k erytromycinu. Kmen byl poskytnut z Veterinarni a farmaceutické univerzity
Brno, Fakulty veterindrni hygieny a ekologie. Bliz§i specifikace klinického
izolatu je uvedena v Tab. 3.

Kultivace probihala na tekutém médiu podle Prestona (viz Tab. 4)
obohaceném rlistovym a antibiotickym suplementem. Pro zajiSténi
mikroaerofilnich podminek bylo médium prosyceno smési plynti 85 % N,, 10 %
CO,a 5 % O, (Linde Gas a.s., Ceska republika). Inkubace probihala ve vyse
zminéné atmosféie pii 42 °C po dobu 48 hodin.

Bakteriologicka analyza

Bakteriologicka analyza byla zamétena na zastupce rodi Campylobacter,
Lactobacillus a koliformni bakterie.

Bezprostiedné po usmrceni kutat byly vypreparovany travici trakty a obsahy
zaludku, tenkého stfeva (duodenum, ileum) a slepého stfeva byly asepticky
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nafedény fyziologickym roztokem a vysety na pfislusny selektivni agar.
Pro stanoveni poc¢tu koliformnich bakterii a bakterii rodu Lactobacillus byly
pouzity selektivni plidy MacConkey agar a Rogosa agar (Oxoid, Velka
Britanie). Naockované pudy byly inkubovany aerobné po dobu 24 hodin
pti 37 °C (koliformni bakterie), laktobacily byly inkubovany anaerobné po dobu
72 hodin. Vzorky traveniny naockované na selektivni agar pro zachyt
kampylobakteri (modifikovany agar podle Karmaliho) byly kultivovany
v anaerostatech, za pouziti komer¢né vyrabénych generatord plynti (CampyGen,
Oxoid, Velka Britanie). Doba inkubace 48 hodin pii teploté 42 °C.

Po uplynuti kultivaéni doby byly typické kolonie spocitiny a pocty byly
vyjadieny jako dekadické logaritmy celkového poctu jednotek tvoticich kolonie
na lg ptisluSné traveniny. Vybrané bakteridlni kolonie vyrostlé na selektivnim
agaru pro kampylobaktery byly izolovany v Cist¢ kultufe a podrobeny
genotypové charakterizaci kment.

Real-time PCR

Metoda real-time PCR byla pouzita pro kvantifikaci poctd bakterii rodu
Campylobacter a to jednak v pribéhu experimentu (dvaktrat az tfikrat tydné
byly analyzovany vzorky trusu), ale také po ukonceni experimentu, kdy byly
analyzovany jednotlivé ¢asti traviciho traktu (Zaludek, duodenum, ileum
a cékum).

Ze vzorkl ur¢enych pro analyzu bylo asepticky odebrano 200 mg. K izolaci
bakterialni DNA byl pouzit komeréné dostupny kit QIAamp® DNA Stool Kit
(Qiagen Ltd., Velka Britanie), vlastni izolace DNA byla provedena dle instrukci
vyrobce.

Pouzité reagencie a postup pii analyze vzorki DNA pomoci real-time PCR
byl shodny s postupem uvedenym v kapitole 3.2.3. Vsechny vzorky byly méfeny
v triplikatech. Po ukonceni real-time PCR reakce byla za u¢elem zjisténi povahy
produktii PCR analyzovana kiivka tani. K vyhodnoceni vysledkii byla pouzita
metoda absolutni kvantifikace, ktera ptimo determinuje vychozi pocet kopii
cilovych molekul. Nezniamé koncentrace cilové DNA ve vzorcich byla
vypocCitana s pouzitim kalibra¢ni kifivky, kterd byla ziskana z dilu¢ni série
standardll o znamé koncentraci DNA.

PCR produkty byly detekovany elektroforézou na 2,5% agarozovém gelu
obarveném pomoci SYBR®™ safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA). Detailngjsi
postup je uveden v kapitole 3.2.3.

Statistika

Jednotlivé sledované charakteristiky (intenzita ristu, konverze krmiva, atd.)
byly vyjadieny prostym aritmetickym primeérem, ktery byl charakterizovan
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sttedni chybou priméru. Priikaznost rozdilu mezi priméry byla zjiStovana
programem ANOVA a pro nasledné testovani byl pouzit Scheffeho test.
Obdobn¢ byly vyhodnoceny rozdily mezi pokusnymi skupinami v poctech
sledovanych bakterii. Pro statistické zpracovani byl pouzit program SAS 9.1.

PCR-RFLP - subtypizace Campylobacter spp.

Vybrané bakterialni kolonie ze selektivniho agaru pro C. jejuni a C. coli byly
izolovany v Cisté kultufe a nasledné testovany PCR-RFLP subtypizaci.

Z kazdého vzorku (zvifete) byly izolovany nejméné tfi suspektni kolonie.
Ty byly az do doby analyzy uchovavany pii -70 °C. Pted analyzou byly
bakteridlni buiiky vysety na selektivni agar a kultivovany za mikroaerobnich
podminek po dobu 48 h pii 42 °C. Narostld kultura byla pienesena klickou
do centrifugaéni zkumavky obsahujici 300 ul DNAsa prosté vody. Vzorek byl
peclivé resuspendovan a inkubovan po dobu 17 minut pi1 95 °C, nasledovalo
Sokové zmrazeni na -20 °C. Poté byl vzorek centrifugovan pii 13 000 g po dobu
5 minut a supernatan byl pouzit k dal$imu testovani.

Pro specifickou PCR amplifikaci 1700 bp dlouhého PCR produktu byly
pouzity primery rozeznavajici sekvenci flagelinového genu A (flaA), prevzaté
z pulikace Nachamkin a kol. [113]. Sekvence pouzitych primerd jsou uvedeny
v Tab. 15. Tato sada primerti umoznuje amplifikaci fragmentu, zahrnujiciho
oblast 1 az 26 flaA genu (pfimy primer) a oblast 1705 az 1728 flaA genu
(zpétny primer) [113].

Tab. 15 Pouzité primery pro PCR typizaci

Primer Smér Sekvence (5°— 3°)
CJUNF Ptimy GGATTT CGT ATT AAC ACA AAT GGT GC
CJUNR Zpétny CTGTAGTAATCT TAAAACATTTIG

PCR reakce o objemu 50 pl obsahovala nasledujici slozky: 0,5 ul 10 mM
dNTP (Invitrogen, USA); 5 ul PCR pufru a 3 pul 25 mM MgCI; (dodano spolu
s Taq DNA polymerazou; Invitrogen, USA); 0,5 ul primeru CJUNF (1ug/ul;
Invitrogen, USA); 0,5 ul primeru CJUNR (1 ug/ul; Invitrogen, USA); 0,4 ul Taq
DNA polymeraza (5 U/ul; Invitrogen, USA); 1 ul templatové DNA. Reak¢ni
mix byl dopInén na pozadovany objem (50 ul) DNAsa prostou vodou. Do kazdé
PCR reakce byla zahrnuta negativni a pozitivni kontrola. Reakéni mix 1 vzorky
byly pfipravovany na ledu.

PCR reakce byla provedena na termocykleru iCycler iQ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) za nasledujicich
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35 amplifika¢nich cykla skladajicich se z denaturace pii 92 °C/15 s, annealingu
pii 45 °C/45 sa extenze pii 72 °C/105 s. Reakci ukonCila finalni extenze
pti 72 °C/5 min. Poté byly PCR produkty uchovavany pii 4 °C az do doby
pouziti pro elektroforézu.

Vysledné amplifika¢ni produkty byly analyzovany v 1% agarozovém gelu
vizualizovaném barvenim ethidium bromidem (1 pg/ml) a jeho excitaci pod UV
zéfenim na transiluminatoru. Jako standard byl pouzit TrackIt™ 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen, USA). V piipad¢ pozitivniho vzorku byl detekovatelny
amplifikacni produkt o velikosti 1700 bp.

Nasledujici druhové rozliSeni bylo provedeno digesci PCR produktu
restrikénim enzymem Ddel (Invitrogen, USA). Do PCR-RFLP reak¢niho mixu
(20 ul) bylo pouzito 15 ul PCR produktu a 5 U restrik¢niho enzymu Ddel, 2 pl
PCR pufru (dodan spolu s enzymem) a 2,5 ul DNAsa prosté vody. Inkubace
probihala pfes noc pii 37 °C. Produkty Stépeni byly separovany
na 3% agarozovém gelu za konstantniho napéti 140 V. Gel byl obarven ethidium
bromidem a vizualizovan UV iluminaci. Jako standard byl pouzit TrackIt'™
100 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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4. HLAVNI VYSLEDKY PRACE

4.1 POKUSY invitro

4.1.1 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace organickych kyselin

Pro ucely tohoto experimentu bylo vyvinuto selektivni pomnozovaci médium
bez pridavku krve, jehoZz hlavni sloZku tvofi kyselina L-glutamova. Srovnani
ristovych kiivek bakterie C. jejuni CCM 62147 kultivované v nové vyvinutém
médiu a bujonu podle Prestona dokumentuji Obr. 8 a 9.

10,00
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pocty bunék C. jejuni (log,q CFU/ml)
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Obr.8  Riistovd kiivka C. jejuni CCM 6214, kultivace v médium
podle Prestona pri 37 °C za mikroaerobnich podminek
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Obr.9  Riistova kivka C. jejuni CCM 62147, kultivace v médiu
S kyselinou glutamovou pri 37 °C za mikroaerobnich podminek
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Tab. 16 Srovnani ICs, testovanych organickych kyselin na bakterii C. jejuni
CCM 6214

Organicka kyselina IC5o (mg/ml)
kys. octova r

kys. propionova r

kys. maselna r

kys. kapronova 9,25 +0,24
kys. kaprylova 3,24+0,14
kys. kaprinova 0,96 + 0,01
kys. laurova r

kys. myristova r

kys. palmitova r

kys. sorbova NS

kys. fumarova 7,10 £ 0,02
kys. jantarova r

kys. benzoova 8,70 £ 0,07
kys. fenyloctova r

kys. mlé¢na r

kys. jable¢na r

kys. citronova r

“ Stanoveno biuretovou metodou; vysledky jsou vyjadfeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), p¥i niz dojde
k poklesu bakterialniho proteinu na polovinu, vztaZzeno ke kontrolnimu vzorku; pramér ze tfi méteni + SD
r = rezistentni (ICsg > 10 mg/ml)

NS = nebylo stanoveno

Tab. 16 uvadi vysledky vnimavosti bakterie C. jejuni CCM 6214"
k testovanym kyselindm. Inhibi¢ni koncentrace byly stanoveny pomoci
modifikované biuretové reakce a vysledky jsou vyjadieny v ICs,
t]. v koncentraci kyseliny (mg/ml), pfi niz dojde k poklesu bakterialniho
proteinu na polovinu, vztazeno ke kontrolnimu vzorku (neoSetfen). Jako
nejefektivnéj$i antimikrobidlni latky byly vyhodnoceny kyselina kaprinova
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a kyselina kaprylova (ICso 0,96 a 3,24 mg/ml). Slaba inhibice rastu C. jejuni
byla pozorovana také u vzorkd oSetfenych kyselinou fumarovou, benzoovou
a kapronovou. Ostatni testované kyseliny nevykazovaly Zadnou nebo pouze
mirnou inhibici. VIiv kyseliny sorbové na inhibici ristu C. jejuni nebylo mozné
zvolenou metodou posoudit z divodu rozruSeni charakteristického zbarveni
komplexu.

4.1.2 Stanoveni vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibi¢ni acinek
organickych kyselin

VIliv hodnoty pH a doby inkubace na inhibi¢ni uc¢inek vybranych organickych
kyselin vi&i bakterii C. jejuni CCM 6214 je uveden v Tab. 17 az 20. Inhibi¢ni
ucinek byl zpavidla zvyraznén aplikaci vy$$i koncentrace kyselin. Vliv
prodlouzeni doby inkubace na inhibicni u€inek kyselin byl marginalni.
V kyselém prostiedi (pH 2,4) byly poCty zivych bunck u vSech testovanych
kyselin pod detek¢énim limitem. Pfi hodnot¢ pH 4,5 a koncentraci kyselin
5 mg/ml doSlo k signifikantni redukci poctu bakterii u vSech testovanych
kyselin, vyjma kyseliny fumarové (jeji UCinek se projevil az s prodlouzenim
doby inkubace). V prostiedi blizkém neutralnimu pH (pH 6,5) byl
antimikrobidlni G¢inek testovanych kyselin nevyrazny, zvlasté pii aplikaci nizsi
koncentrace kyselin. Pouze kyselina kaprinova vykazovala baktericidni uéinek
I pii hodnoté pH 6,5 a koncentraci 1 mg/ml. Nejvyraznéjsi u¢inek ze vSech
testovanych kyselin vykazuje kyselina kaprinova nasledovana kyselinou
kaprylovou. Inkubace C. jejuni CCM 62147 v ptipadé obou kyselin vedla
k signifikantnimu sniZzeni poc¢tu bakterii, a to bez ohledu na hodnotu pH
prostiredi.
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Tab. 17 Poéty zivych bungk (log;o CFU/mI)* C. jejuni CCM 6214" po 5 min
inkubaci s vybranymi organickymi kyselinami pfi rozdilnych hodnotach pH

Organicka Koncentrace PH

kyselina (mg/ml) 2,4 4,5 6,5

kys. kapronova 0 <2 9,5+0,23° 10,5 + 0,23°
5 <2 <2° 7,7 +0,40°

kys. kaprylova 0 <2 9,8 +0,54° 10,9 +0,11°
1 <2 <2’ 10,1 +0,63°
5 <2 <2’ <3

kys. kaprinovd 0 <2 9,2+0,88° 10,2 +0,96
0,5 <2 <2° 3,3+0,03"
1 <2 <2° 2,0+0,32°
5 <2 <2° <2’

kys. sorbova 0 <2 9,2 + 0,30 10,5 +0,55°
1 <2 8,5+0,38° 10,5 + 0,57
5 <2 23+0,11°  9,1+0,20°

kys. benzoova 0 <2 7,6 £0,52° 7,9 +1,33°
1 <2 6,6+0,41°  6,8+0,14°
5 <2 <2° 6,1 +0,13%

kys. fumarova 0 <2 9,1 +1,03° 10,3 +0,35°
1 <2 8,8+0,17% 8,9 + 0,54
5 <2 9,0 +0,31° 6,3 +0,15°

!Zivotaschopné buiiky po expozici organickymi kyselinami (primér ze tii méfeni = SD)

ab.c Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05).
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Tab. 18 Poéty Zivych bunék (log;o CFU/mI)* C. jejuni CCM 6214 po 10 min
inkubaci s vybranymi organickymi kyselinami pfi rozdilnych hodnotach pH

Organicka Koncentrace PH

kyselina (mg/ml) 2,4 4,5 6,5

kys. kapronova 0 <2 9,5+0,49° 10,4 +0,29°
5 <2 <2° 6,7 +0,24°

kys. kaprylova 0 <2 10,3+0,09° 10,7 +0,53°
1 <2 <2’ 9,3 +0,25"
5 <2 <2’ <3°

kys. kaprinova 0 <2 8,9+0,55% 8,8+0,28"
0,5 <2 <2° 2,3+0,10°
1 <2 <2° <2°
5 <2 <2° <2°

kys. sorbova 0 <2 9,3+0,51° 10,6 + 0,62°
1 <2 8,9 + 0,30 10,6 + 0,53?
5 <2 <2’ 9,1 +0,18"

kys. benzoova 0 <2 7,6 £0,48° 8,4+1,16%
1 <2 5,6 +0,10° 7,1 +0,29*°
5 <2 <2° 5,9+0,38"

kys. fumarova 0 <2 9,1+1,13° 10,3 +0,69°
1 <2 9,0+0,17*° 9,6 +0,50
5 <2 7,0+026"  6,8+0,16°

!Zivotaschopné buiiky po expozici organickymi kyselinami (primér ze tii méfeni = SD)

ab.c Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05).
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Tab. 19 Poéty Zivych bunék (log;o CFU/mI)' C. jejuni CCM 6214 po 20 min
inkubaci s vybranymi organickymi kyselinami pfi rozdilnych hodnotach pH

Organicka Koncentrace PH

kyselina (mg/ml) 2,4 4,5 6,5

kys. kapronova 0 <2 9,6 +0,19° 10,6 + 0,13°
5 <2 <2 6,7 +0,21°

kys. kaprylova 0 <2 10,0 £0,05* 10,9 +0,08°
1 <2 <2 8,6 £ 0,09"
5 <2 <2 <3°

kys. kaprinova 0 <2 8,9 + 0,45° 9,6 +0,52°
0,5 <2 <2 2,0 +£0,05°
1 <2 <2 <2
5 <2 <2 <2

kys. sorbova 0 <2 9,6 +0,29° 10,8 + 0,42°
1 <2 7,6£024°  9.8+0,49
5 <2 <2° 9,0 +0,12°

kys. benzoova 0 <2 7,6 £ 0,70 9,8 +0,55°
1 <2 56+031°  85+0,34°
5 <2 <2 7,0 £0,28°

kys. fumarova 0 <2 92 +1,13° 10,6 + 0,33°
1 <2 9,0 +0,36° 10,1 + 0,50°
5 <2 6,4+0,08"  6,8+0,08"

!Zivotaschopné buiiky po expozici organickymi kyselinami (primér ze ti m&feni = SD)

ab.c Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05).
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Tab. 20 Poéty zivych bungk (logio CFU/mI)* C. jejuni CCM 6214" po 30 min
inkubaci s vybranymi organickymi kyselinami pfi rozdilnych hodnotach pH

Organicka Koncentrace PH

kyselina (mg/ml) 2,4 4,5 6,5

kys. kapronova 0 <2 9,7+0,11° 10,7 +0,21°
5 <2 <2° 6,2+ 0,31

kys. kaprylovda 0 <2 10,0 £0,09° 10,9 + 0,09
1 <2 <2 9,9 + 0,49"
5 <2 <2° <3

kys. kaprinova 0 <2 8,9 +0,50° 9,5+0,75a
0,5 <2 <2° <2°
1 <2 <2° <2
5 <2 <2° <2

kys. sorbova 0 <2 9,7+0,15° 10,9 + 0,47°
1 <2 8,7+0,42°  9.7+0,51%"
5 <2 <2° 9,5+ 0,49"

kys. benzoova 0 <2 8,7 + 0,49° 9,6 +0,72°
1 <2 7,8+0,24° 8,6+ 0,34
5 <2 <2° 5,3 + 0,44

kys. fumarova 0 <2 9,4 +1,23° 10,7 + 0,33°
1 <2 9.9+0,63* 10,3 +0,70°
5 <2 45+0,51°  6,8+0,29"

!Zivotaschopné buiiky po expozici organickymi kyselinami (primér ze tif méfeni + SD)

ab.c Hodnoty ve stejném sloupci a sekci s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05).



4.1.3 Stanoveni antibakterialniho u¢inku molekularné-biologickou

metodou

Antibakterialni 0c¢inek organickych kyselin vici sbirkovému kmeni
a klinickému izolatu C. jejuni byl sledovan rovnéz metodou real-time PCR.
Pro potvrzeni specifity PCR produktu a vylouceni vzniku dimeru primeri byla
po kazdém méfeni provedena analyza kiivky tani. Na Obr. 10 a 11 jsou ukazany
k¥ivky tani pro C. jejuni CCM 6214" a C. jejuni CAMP/VFU 612/21.
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Obr.10  KF#ivka tani pro kmen C. jejuni CCM 6214"
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Obr. 11  K¥ivka tani pro kmen C. jejuni CAMP/VFU 612/21
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Elektroforézou na 2,5% agarozovém gelu byla ovéfena kvalita a specifita
PCR reakce. Piedpokladana délka fragmentu podle zdroje Nogva a kol. [108]
méla byt 86 bp. Zietelné projasnéni pod trovni méné viditelné zény 100 bp
potvrzuje spravnost DNA fragmentu patiicimu C. jejuni (viz Obr. 12). Inhibi¢ni
ucinek testovanych organickych kyselin byl vyjadien hodnotou ICsy,
tj. koncentrace zkouSené latky, kterd snizi syntézu bakterialni DNA o 50 %.
Pied pouzitim ACt metody [110] byl proveden valida¢ni experiment,
ktery prokazal, ze je efektivita porovnavanych vzorka skute€n€ srovnatelnd
(E=97+1 %, R*>0,998). Efektivita amplifikace byla stanovena ze smérnice
kalibragni kfivky pouZitim vzorce E = 100*51°P9 1 [114].
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Obr.12  Gelova elektroforéza PCR produktii: (M) 50 bp marker, (A1-3) C. jejuni
CCM 62147, (B1-3) C. jejuni CAMP/VFU 612/21, (C) negativni kontrola

Inhibi¢ni koncentrace testovanych organickych kyselin a monoacylgycerolii
vii¢i bakterii C. jejuni CCM 6214" a klinickému izolata C. jejuni CAMP/VFU
612/21 jsou uvedeny v Tab. 21 a 22. Inhibi¢ni ucinek byl testovan pii hodnotach
pH 5,5 a 6,5, které koresponduji s hodnotami pH zadni ¢asti GIT drtbeze.

Z 21 testovanych latek byly jednoznac¢né nejucinnéj$i kyselina kaprylova,
kaprinovd a laurova (ICsq < 0,10 mg/ml). Inhibice riistu se projevila v slab&
kyselém prostiedi (pH 4,5) vyraznéji nez pii pH blizkém neutrdlnimu (pH 6,5).
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Tab. 21 Inhibiéni koncentrace (ICso)” testovanych organickych kyselin

a monoacylgycerolii vii¢i bakterii C. jejuni CCM 62147

Organicka kyselina pH 5,5 pH 6,5
kyselina octova 5,08 +1,29 7,07 £0,45
Kyselina propionova 2,99 +0,70 4,82 £0,36
kyselina maselna 4,19 £ 0,73 8,87+ 0,16
kyselina kapronova 1,54 +£0,35 4,08 £1,84
kyselina kaprylova <0,1 0,11 £0,04
Kyselina kaprinova <0,1 <0,1
Kyselina laurova <0,1 <0,1
Kyselina myristova 0,21 £0,16 1,94 + 0,20
Kyselina palmitova 1,41 £0,13 3,09 £ 0,54
Kyselina stearova 5,44 £ 0,41 r

kyselina jantarova 3,86+ 0,70 9,01 +1,50
kyselina olejova <0,1 0,38 £0,05
kyselina fumarova <0,1 0,74 £ 0,06
Kyselina sorbova 0,58 +£0,29 4,10+ 0,17
kyselina benzoova 0,68 £ 0,96 2,50+ 1,70
kyselina fenyloctova 3,32+ 1,14 7,30+ 0,41
Kyselina jable¢na 0,14 £ 0,05 0,57 £0,15
kyselina citronova 2,25 +0,39 5,68 £ 1,06
kyselina mlécna 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; vysledky jsou vyjadfeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), pii niZ dojde
k poklesu poc¢tu bakterii na polovinu, vztazeno ke kontrolnimu vzorku (neoSeten); pramér ze tti méteni + SD

r = rezistentni (ICso > 10 mg/ml)
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Tab. 22 Inhibi¢ni koncentrace (ICs)” testovanych organickych kyselin
a monoacylgycerold vuci klinickému izolata C. jejuni CAMP/VFU 612/21

Organicka kyselina pH 5,5 pH 6,5
kyselina octova 7,04+ 0,23 r

kyselina propionova 522+0,71 r

kyselina maselna 6,33 +0,83 r

kyselina kapronova 6,16 £ 1,85 r

kyselina kaprylova <0,1 <0,1
Kyselina kaprinova <0,1 <0,1
Kyselina laurova <0,1 <0,1
kyselina myristova <0,1 0,80 + 0,12
Kyselina palmitova 1,75+ 0,01 2,67 £0,06
Kyselina stearova 7,89 £ 0,34 r

kyselina jantarova 5,81 £ 0,06 r

Kyselina olejova <0,1 0,46 0,12
kyselina fumarova <0,1 0,48 £ 0,29
Kyselina sorbova 2,40 £ 2,57 7,05+ 0,51
kyselina benzoova 1,93 +0,80 3,76 = 0,38
kyselina fenyloctova 5,54+ 0,06 6,40 + 0,27
Kyselina jable¢na 0,56 +£0,16 1,90 £ 0,27
kyselina citronova 5,99 £ 0,57 r

kyselina mlécna 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; vysledky jsou vyjadfeny v koncentraci kyseliny (mg/ml), pii niz dojde

k poklesu poc¢tu bakterii na polovinu, vztazeno ke kontrolnimu vzorku (neoSeten); pramér ze tti méteni + SD

r = rezistentni (ICso > 10 mg/ml)
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Pii hodnoté pH 5,5 byla pozorovana vyrazna inhibice poctu bakterii také
u kyseliny myristové, olejové, fumarové a obou monoacylglyceroli.
V protikladu stim, byl antimikrobialni Uc¢inek kyseliny octové, maselné
a stearové (u obou testovanych kmeni) okrajovy. Klinicky izolat C. jejuni
z dribeze byl méné vnimavy K uéinkiim testovanych latek ve srovnani
se sbirkovym kmenem. V prostredi blizkém neutralnimu pH vykazoval klinicky
izolat rezistenci (ICso > 10 mg/ml) vii¢i sedmi testovanym kyselinam.

4.1.4 Studium mechanismu ucinku organickych kyselin

Transmisni elektronova mikroskopie

Obr. 13 ilustruje zmény morfologie C. jejuni CCM 62147 po 30 minutové
inkubaci s kyselinou fumarovou (B1, B2) a kyselinou kaprinovou (C1, C2).
Vysledna koncentrace kyselin ve vzorku byla 1 mg/ml. V porovnani
S kontrolnim vzorkem (A1, A2) vykazuji buiiky vystavené plisobeni zminénych
kyselin zvétSeni periplazmatického prostoru a v nékterych ptipadech také ztratu
integrity cytoplazmatické membrany. U vzorkd oSetfenych kyselinou
kaprinovou je patrny rozpad bunéénych struktur.

Sledovani zmén koncentrace K ionti

Kalibracni kiivka pro draslikovou iontové selektivni elektrodu je znazornéna
na Obr. 14. Obr. 16 (leva strana) prezentuje vliv kyseliny fumarové (a), kyseliny
kaprinové (b) a monokaprinu (c) na zménu koncentrace K* iontf. Ionty drasliku
byly vyplaveny z bun¢k C. jejuni pridavkem cetyltrimethylamonium bromidu
(CTAB) a menS$i mérou rovnéZ vlivem kyseliny fumarové (1 mg/ml).
Po oSetfeni kyselinou kaprinovou a monokaprinem nebyla zaznamenéna aktivita
K" iontt.
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Obr. 13  Transmisni elektronova mikroskopie bunék C. jejuni CCM 62147
Al, A2 - kontrolni vzorky (tj. bez oSetreni) pricny a podélny rez bunkami
B1, B2 - pusobeni kyseliny fumarove (¢ = 1 mg/ml; 30 min)
C1, C2 - piisobeni kyseliny kaprinove (¢ = 1 mg/ml; 30 min)
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Obr. 14  Kalibracni krivka pro draslikovou iontove selektivni elektrodu

Sledovani redistribuce TPP" ionti

Kalibraéni kfivka pro TPP® iontové selektivni elektrodu je znazornéna
na Obr. 15. Vliv kyseliny fumarové (a), kyseliny kaprinové (b) a monokaprinu
(c) na redistribuci TPP™ iontl u oSetfenych bungk C. jejuni je znazornén
na Obr. 16 (prava strana). Pfidavek kyseliny fumarové do bakterialni suspenze
obsahujici 10 uM TPP chlorid zvysil potencial TPP* elektrody o cca 15 mV.
Naopak piidavek kyseliny kaprinové a monokaprinu nevyvolal o¢ekdvanou
odezvu. Pridanim cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB) do bakterialni
suspenze se potencial elektrody zvysil, v pfitomnosti kyseliny fumarové vsSak
po uplynuti jedné minuty opét klesl.
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Obr. 15  Kalibracni kiivka pro TPP” iontové selektivni elektrodu
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Zmény koncentrace K* a TPP™ iontii mérené pomoci ISE

Buriky C. jejuni CCM 62147 byly osetieny kyselinou fumarovou
(@), kyselinou kaprinovou (b) a monokaprinem (c); prvni Sipka
znazornuje okamzik pridani testované latky (¢ = 1 mg/ml), druha
Sipka oznacuje pridavek CTAB (¢ = 0,25 mg/ml)
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4.2 POKUS in vivo

4.2.1 Experimentalni infekce dribeze

Bakteriologicka analyza byla zaméfena na zastupce rodid Campylobacter,
Lactobacillus a koliformni bakterie. Pocty koliformnich bakterii a bakterii rodu
Lactobacillus byly stanoveny metodou vysevu na selektivni pudy.
Pro kvantifikaci poc¢ta bakterii rodu Campylobacter byla pouzita metoda real-
time PCR a vysledky byly vyhodnoceny metodou absolutni kvantifikace.
Na Obr. 17 je znazornéna standardni kiivka (E = 96,1%, R*= 0,988), ktera byla
ziskdna zdiluéni série standardi o znamé koncentraci DNA. Specifita
amplifikace PCR produktt byla ovéfena analyzou kfivky tani (viz Obr. 18).
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Obr. 18  Experimentalni infekce: kiivka tani pro kmen C. jejuni CAMP/VFU 612/21
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Pocty bakterii C. jejuni izolovanych z trusu brojlerti v pribéhu experimentu
jsou uvedeny v Tab. 23. Z vysledku je patrné, ze prvni infekce (tj. z 14. dne)
se tém¢er neujala. Z toho diivodu se pocty C. jejuni pohybovaly az do doby druhé
infekce kolem hodnoty 3 log;o CFU/g Vv piipadé negativni kontroly byly pocty
po celou dobu vykrmu pod detek¢énim limitem (< 3 log;o CFU/Q).

Tab. 23 Poéty bakterii (log;o CFU/g)' Campylobacter jejuni v trusu brojlerti
(analyzy provedené po infekci klinickym izolatem C. jejuni CAMP/VFU
612/21)

VéEk kuiat Pokusna skupina
Kontrola (-) I 1. Kontrola (+)
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS)
16. den <DL <DL <DL <DL
18. den <DL? 3,41+ 0,67 3,38 + 0,66° 3,37 +0,68"
21. den <DL <DL <DL <DL
24. den <DL? 3,09 + 0,20 3,37 +0,90° 3,25+ 0,45
28. den <DL? 3,67 +0,58" 3,37 +0,60° 3,40 + 0,49"
30. den <DL? 531+0,62° 3,09 + 0,29° 7.24 + 0,65°
32. den <DL? 6,97 + 1,06 6,39 + 1,65° 8,20 + 0,49°
35. den <DL? 7,64 £ 0,98° 5,95+ 1,50° 7,11 +0,98°
37.den <DL? 6,29 +1,31° 6,56 + 1,43% 7,51 +0,95°
39. den <DL? 5,89 + 1,55 6,81 + 1,54° 6,89 + 0,72

! Stanoveno metodou real-time PCR (primér + SD)
KS = krmna smés, MK = mastna kyselina, DL = detekéni limit (3 Log;o CFU/g)
25 ¢ Hodnoty ve stejném fadku s odlisnymi indexy jsou signifikantng odlisné (P < 0,05)

Dvacaty osmy den vykrmu bylo krmivo pozitivni kontroly a obou pokusnych
skupin opét kontaminovano kulturou Campylobacter jejuni subsp. jejuni. Dva
dny po nakaze pocty bakterii C. jejuni u pozitivni kontroly vzrostly na hodnotu
7,24 logyo CFU/g. U pokusnych skupin 1. a II. doslo oproti pozitivni kontrole
k signifikantnimu sniZzeni poéti bakterii, pficemz inhibice poctu bakterii byla
vyraznéj$i u pokusné skupiny II. Tento trend setrvaval po nasledujich 9 dnt,
poté se poéty C. jejuni u pozitivni kontroly a obou pokusnych skupin opét
vyrovnaly.

Vliv suplementace krmiv MK na po¢ty bakterii C. jejuni Vv jednotlivych
¢astech traviciho traktu je zaznamenan v Tab. 24. U pokusnych skupin 1. a II
byla pozorovana signifikantni inhibice poctu bakterii C. jejuni, poéty bakterii
se pohybovaly zpravidla o jeden fad nize oproti pozitivni kontrole.

67



Tab. 24 Vliv suplementace krmiv MK na poéty bakterii (log;o CFU/g)*
Campylobacter jejuni v jednotlivych ¢astech traviciho traktu

Cast GIT Pokusna skupina
Kontrola (-) I 1. Kontrola (+)
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS)
Zaludek <DL? 4,89 + 0,36 4,95 + 0,73 4,97 +0,23"
Duodenum <DL? 3,97 +0,89" 3,80 + 0,62° 4,76 +0,41°
lleum <DL? 4,33 +0,93 4,28 + 0,65 6,02+ 1,72°
Cékum <DL? 7,06 £ 1,79° 6,85+ 1,79° 8,93 + 0,92°

! Stanoveno metodou real-time PCR (pramér + SD)
KS = krmna smés, MK = mastna kyselina, DL = detekéni limit (3 Log;o CFU/Q)
25 ¢ Hodnoty ve stejném fadku s odlisnymi indexy jsou signifikantng odligné (P < 0,05)

Ptidavek mastnych kyselin mél zanedbatelny vliv na pocty bakterii
Lactobacillus. Signifikantni rozdil byl obdrzen pouze ve slepém stieve (viz Tab.
25), pocty bakterii byly v pokusné skupiné I. o necely fad niz$i nez u negativni
kontroly. Vyskyt laktobacili ve zbyvajicich ¢astech traviciho traktu nebyl
ucinkem mastnych kyselin vyznamné ovlivnén. Rovnéz v ptfipad€ pocth
koliformnich bakterii nebyly zaznamendny vyrazngjsi rozdily mezi pokusnymi
skupinami. Vyjimkou byla pokusna skupina II., ve které doSlo k signifikantni
inhibici ristu bakterii v duodenu a céku (viz Tab. 26).

Tab. 25 Vliv suplementace krmiv MK na poéty bakterii (log;o CFU/g)" rodu
Lactobacillus v jednotlivych ¢astech traviciho traktu

Cast GIT Pokusna skupina
Kontrola (-) I 1. Kontrola (+)
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS)
Zaludek 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
lleum 7,31 +£1,27 7,88 £0,94 7,73 + 0,64 8,19+ 0,70
Cékum 9,77+0,51*®  9,45+0,51" 9,92 +0,47%" 10,09 + 0,34%

! Stanoveno metodou vysevu na selektivni agar (pramér + SD)
KS = krmna smés, MK = mastna kyselina, DL = detekéni limit (3 Log;o CFU/Q)
%" Hodnoty ve stejném fadku s odlignymi indexy jsou signifikantng odligné (P < 0,05)
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Tab. 26 Vliv suplementace krmiv MK na pocty koliformnich bakterii
(logio CFU/g)' v jednotlivych &astech traviciho traktu

Cast GIT Pokusna skupina
Kontrola (-) I 1. Kontrola (+)
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS)
Zaludek 334+ 1.41 3.14+0.54 3.28 +0.83 3.32+0.97
Duodenum 5.11+0.20° 5.84 +0.36° 527+0.37° 6.09 + 0.82°
lleum 7.61 +1.63° 725+1.09%°  6.08+0.21° 7.32 + 1.44%P
Cékum 8.68 +1.35 7.20+1.23 7.35+1.99 8.47+2.18

! Stanoveno metodou vysevu na selektivni agar (pramér + SD)
KS = krmna smés, MK = mastna kyselina, DL = detekéni limit (3 Log;o CFU/g)
ab Hodnoty ve stejném fadku s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05)

Vliv testovanych diet na zakladni parametry uzitkovosti je uveden v Tab. 27.
Sledované parametry uzitkovosti v ramci jednotlivych pokusnych skupin byly
pomérné¢ vyrovnané. Rust brojleri byl sledovan pravidelnym véazenim
v sedmi dennich intervalech. PfirGstky hmotnosti odpovidaly rdstovym
standardim daného hybridu driibeze, pro ktery je charakteristickd vysoka
intenzita rastu (viz Tab. 28). Suplementace krmiv mastnymi kyselinami snizila
prirastky Zzivé hmotnosti, rozdily ale nebyly statisticky vyznamné. Konverze
krmiva byla uvSech pokusnych skupin vyrovnana, primérna hodnota
se pohybovala kolem 1,6. Za celou dobu vykrmu byla evidovana pouze jedna
ztrata uhynem (U negativni kontroly).
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Tab. 27 Vliv suplementace krmiv MK na zékladni parametry uzitkovosti' (g)

Sledovany parametr Pokusna skupina Hladina
uZzitkovosti Kontrola (-) 1. 1. Kontrola (+) vyznamnosti
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS) (P)
Pocate¢ni hmotnost 45+ 19 47+ 4,0 45+3,0 47 +32 0,1397
Kone¢na hmotnost 2813 £ 144,9 2644 + 118,8 2569 + 327,8 2722 +£271,1 0,0900
o denni prirtstek 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 = krmna smés, MK = mastna kyselina
! Primér + S D
ab Hodnoty ve stejném fadku s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05)

Tab. 28 Vliv suplementace krmiv MK na intenzitu ristu’ brojlertt ROSS 308 (g)

Vék kuiat Pokusna skupina Hladina
Kontrola (-) 1. 1. Kontrola (+) vyznamnosti (P)
(standardni KS) (volna MK) (chranéna MK) (standardni KS)
0. den 45+19 47 +4,0 45+ 3,0 47 +£ 3,2 0,1397
7. den 126 +11,8° 149 + 18,8° 139 + 16,5*° 123 +18,9° 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 +1449 2644 £118,8 2569 + 327.8 2722 +£271,1 0,0900

"KS = krmna smés, MK = mastn4 kyselina
! Primér + S D
ab Hodnoty ve stejném fadku s odlisnymi indexy jsou signifikantné odlisné (P < 0,05)



Subtypizace Campylobacter jejuni byla provedena s pouzitim kombinované
metody PCR a analyzy délkovych polymorfismi genu pro flagelin (flaA). PCR-
RFLP profily byly identické u vSech vysetfovanych vzorkt (viz Obr. 19 a 20).
Vysledky tedy potvrzuji, ze vSechny pokusné skupiny (mimo negativni
kontrolu) byly infikovany identickym klonem.
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Obr. 19  Vizualizace PCR produktii na 1% agarézovém gelu: (M) 100 bp
marker, (1-19) testované vzorky
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Obr. 20 Fragmenty vzniklée RFLP amplikomi PCR za pouziti restrikcniho
enzymu Ddel: (M) marker, (1—14) testované vzorky C. jejuni



5. DISKUSE

5.1 POKUSY in vitro

5.1.1 Stanoveni inhibi¢ni koncentrace organickych kyselin

Nabizi se né€kolik metod pro stanoveni antibakterialniho ucinku rtznych
slouc¢enin. V ptipadé Campylobacter jejuni nebylo mozné k sledovani ristu plné
vyuzit postupy pouzité v minulosti (napt. méfeni rezidualni koncentrace glukozy
v médiu nebo méfeni optické denzity [70], protoZe bakterie neutilizuji glukdézu
a pridavkem mastnych kyselin jsou média zakalena). Problém byl vyfeSen
vyvinutim selektivniho kultivaéniho média bez ptidavku krve, jehoZz zakladni
slozku (zdroj energie) tvori kyselina L-glutamova. Inhibi¢ni koncentrace OK
byla stanovena méfenim koncentrace bakteridlniho proteinu v kultufe pomoci
biuretové metody.

Obdrzené¢ vysledky wukazuji rozdilnou inhibi¢ni aktivitu testovanych
organickych kyselin viigi C. jejuni CCM 6214". Nejvyrazn&jsi antibakterialni
aktivitu vuci této bakterii vykazovala kyselina kaprinova (ICsy = 0,96 mg/ml),
nasledovana kyselinou kaprylovou (ICsq = 3,24 mg/ml). Vysledky jsou ve shodé
se studii, kterou prezentoval Thormar a Bergsson [72]. Tyto kyseliny
pii nizkych koncentracich inhibovaly také rast bakterii Escherichia coli,
Salmonella sp. a Clostridium perfringens [70], pfi¢emz inhibi¢ni u¢inek OK byl
vice patrny u Cl. perfringens (tj. u grampozitivni bakterie) nez u bakterii
gramnegativnich. K obdobnym zavérim dospél také Bergsson a kol. [62],
ktery testoval vliv MK na inhibici grampozitivnich bakterii. Kaprinova kyselina
byla jedinou kyselinou z testovanych MK, ktera vykazovala vysokou inhibi¢ni
aktivitu vi¢i vSem kmentim S. aureus.

Antibakterialni ucinek kyselin 0 urCité (stfedni) délce fetézce naznacuje,
ze inhibice bude ovlivnéna jejich fyzikalné chemickymi vlastnostmi.
Ob¢ kyseliny (Cg a Cy9) maji z hlediska antimikrobialnich vlastnosti ziejmé
vyhody oproti ostatnim mastnym kyselinam. Jsou ¢aste¢né rozpustné ve vodée
a ptitom jsou dostatecné lipofilni, coz usnadiiuje priichod bunéénou membranou.

Slaba inhibice rustu C. jejuni byla obdrzZena také aplikaci kyseliny fumarové,
benzoové a kapronové, jejich ICsy se pohybovala v rozmezi 7,10-9,25 mg/ml.
Zajimavy je ucinek kyseliny fumarové, ktery pii koncentraci okolo 10 mg/ml
vykazoval antimikrobialni aktivitu, avSak pfi nizkych koncentracich
se projevoval spise rustoveé stimulacni G¢inek. Obdobny ucinek byl pozorovan
také u nékterych MK. Nieman [81] popisuje ristove stimulacni efekt pii aplikaci
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nizkych koncentraci MK, pficemz stimulacni vlastnosti vykazovaly pievazné
nenasycené MK s dlouhym fetézcem (Cyg).

Ostatni testované kyseliny nevykazovaly zddnou nebo pouze mirnou inhibici.
Slaby antibakterialni ucinek téchto organickych kyselin ziejmé souvisi
S hodnotou pH média a disociovanou formou kyselin.

Inhibi¢ni ucinek Kyseliny octové, propionové ¢i citronové viaci C. jejuni,
jak 0 ném informuji néktefi autofi [115, 116], nebyl v této praci pozorovan.
Rozdily v dosazenych vysledcich Ize pfiCist zeyména rozdilnym bakteridlnim
kmentiim a odliSnym experimentalnim podminkam.

5.1.2 Stanoveni vlivu hodnoty pH a doby inkubace na inhibi¢ni icinek
organickych kyselin

Antimikrobialni aktivita testovanych organickych kyselin byla do zna¢né
miry ovlivnéna hodnotou pH, vyraznéji se projevovala v prostiedi s vyssi
aciditou. Tento zavér se shoduje s piedchozimi vyzkumy na E. coli,
Salmonella spp., Clostridium perfringens [48, 117] a dalSich patogennich
bakteriich v¢etné C. jejuni [118].

Bakterie jako je C. jejuni nejsou schopny rustu pii nizkych hodnotach
intracelularniho pH a vysoka acidita prostfedi je pro C. jejuni naprosto
baktericidni [118]. Toto konstatovani je zcela v souladu s vysledky ziskanymi
V ramci této prace, nebot’ pii hodnot¢ pH média 2,4 byly pocty bakterialnich
bunék u vSech testovanych kyselin pod detekénim limitem.

Nejvyraznéjsi G¢inek ze vSech testovanych kyselin vykazovala kyselina
kaprinova a kaprylova. Aktivita kyseliny kaprinové byla natolik vysoka, ze ani
v piipad¢ aplikace nizsich koncentraci nedoslo Vv prostiedi blizkém neutralnimu
pPH kjejimu snizeni. Oproti tomu byl inhibi¢ni Gc¢inek kyseliny kaprylové
(c =1 mg/ml) do zna¢né miry ovlivnén hodnotou pH prostiedi. Pii hodnoté pH
6,5 byl obdrzen pomérné nevyrazny pokles poctu bakteridlnich bun¢k, zatimco
Vv prostiedi s hodnotou pH 4,5 byl u¢inek baktericidni.

Obdobn¢ i u ostatnich kyselin méla hodnota pH vyrazny vliv na jejich
aktivitu. Kyselina sorbova vykazovala pfi hodnoté¢ pH 4,5 a koncentraci 5 mg/ml
témér baktericidni ucinek, naopak pii pH blizkém neutrdlnimu byla inhibi¢ni
aktivita nizka, ale i presto doslo k redukci o jeden rad.

Rovnéz vyssi koncentrace kyseliny benzoové vykazovala pti hodnoté pH
média 4,5 baktericidni ucinek. Zato aplikace stejné koncentrace v prostfedi

blizkém neutralnimu nevykazovala statisticky vyrazné snizeni poctu bungk,
to bylo obdrzeno az prodlouzenim doby inkubace.
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Inhibi¢ni ucinek kyseliny sorbové a benzoové vuci bakterii C. jejuni sledoval
také Shin a kol. [115]. Aplikaci téchto kyselin o findlni koncentraci 10 mg/ml
pti hodnoté pH 5,5 a 6,5 klesly pocty C. jejuni pod detekéni limit. Vysledky této
prace tedy koresponduji s vyse uvedenymi.

NV w

kyselin. Signifikantni inhibice rastu C. jejuni kys. fumarovou byla pozorovana
teprve v souvislosti s prodlouzenim doby inkubace (pH 4,5; ¢ = 5 mg/ml).

Pozoruhodné je, ze pocty bunék C. jejuni oSetfené¢ kyselinou fumarovou
(c=1 a 5 mg/ml) a kyselinou benzoovou (¢ = 1 mg/ml), se mirné zvysily
v prib¢hu inkubace. Nabizi se vysvétleni, Ze oSetfené bunky C. jejuni ziskaly
¢astecnou odolnost K ptisobeni téchto kyselin, ktera mohla byt zprosttedkovana
efluxni pumpou. SniZeni intracelularni koncentrace antimikrobidlni latky
je rozsifeny mechanismus antibiotické rezistence u riznych druht bakterii [119].

Silnou zavislost antibakteridlniho u¢inku OK na hodnoté pH popisuje také
Chaveerach a kol. [118]. Dle jejich vysledkt pocty bun¢k C. jejuni oSetfené
kyselinou mraven¢i, propionovou a octovou pii pH prosttedi 4,0 klesly
pod detek¢ni limit, kdezto pii hodnoté pH 5,0 a 5,5 byly po¢ty bunék C. jejuni
redukovany o dva az tfi fady.

Z vysledkli je patrné, Ze inhibi¢ni U¢inek OK je zavisly na hodnoté pH
a ustava pii neutralni hodnoté pH. Naproti tomu vliv prodlouzeni doby inkubace
na inhibi¢ni u¢inek OK byl marginalni. V piipadé pisobeni kyseliny kaprinové
na C. jejuni byla vSak inhibi¢ni aktivita natolik vyrazna, ze hodnota pH média
zde nehrala vyraznou roli. Antimikrobialni ptisobeni ostatnich kyselin v§ak bylo
do znac¢né miry zavislé na hodnoté pH (vyssi pfi niz§im pH). Z téchto poznatki
Ize logicky usoudit, ze v piipad¢ suplementace krmiv OK lze ofekavat vétsi
antibakterialni U¢inek Vv zaludku nez v tenkém stievé, protoze toto prostiedi
mimo jiné podporuje aktivni, nedisociovanou formu OK.

5.1.3 Stanoveni antibakterialniho ucinku molekularné-biologickou

metodou

Existuje n¢kolik metod pro hodnoceni antibakteridlniho u¢inku sledovanych
latek. V ramci této disertacni prace byly pro sledovani ucinku OK na bakterii
C. jejuni zvoleny dvé stézejni metody - unifikovana metoda biuretové reakce
a real-time PCR. Na zéakladé dosazenych vysledkl lze konstatovat, ze ob¢
metody shodné vyhodnotily mastné kyseliny o stiedni délce fetézce jakozto
nejucinngjsi. Nicméné vzhledem k nizké biochemické aktivité C. jejuni
a pomé&rn¢é naro¢né kultivaci této bakterie se zda byt metoda real-time PCR
vhodnégjsi. Tato molekularné-biologicka metoda umoziuje relativné rychlou,
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velmi citlivou a specifickou detekci C. jejuni, coz jsou podstatné divody
k jejimu upiednostnéni.

Antimikrobialni aktivita testovanych kyselin vici C. jejuni se ukazala byt
zna¢né variabilni, divodem miize byt omezena schopnost nékterych kyselin
proniknout bunénou sténou pii hodnoté pH 5,5 a 6,5. Nejvyrazngj$i inhibicni
aktivitu vykazovaly kyselina kaprylova, kaprinova a laurova (tj. mastné kyseliny
o stfedni délce fetézce s8, 10 a 12 atomy uhliku). Tyto mastné kyseliny
vykazovaly baktericidni ucinek i za vyssi hodnoty pH prostiedi. Citlivost
C. jejuni k u¢inkim kyseliny kaprinové dokladaji i snimky z transmisniho
elektronového mikroskopu, které demonstruji ztratu integrity cytoplazmatické
membrany a dezorganizaci cytoplazmy.

Rovnéz na zaklad¢ vysledkd dalSich publikovanych studii byva mastnym
kyselinam o stfedni délce fetézce prisuzovan nejveétsi antimikrobialni uc¢inek
Z béznych organickych kyselin. Tyto MK vykazuji antimikrobialni aktivitu viici
Sirokému spektru bakterii. Podle studie Skiivanové a kol. [70], kyselina
kaprylova a kaprinova inhibovala rist bakterii Escherichia coli a Sallmonella
sp., zatimco Kyselina laurova inhibovala rast Clostridium perfringens. Studie
publikovana Kabara a kol. [73] rovnéz vyhodnotila kys. laurovou jakozto
nejucinnéj$i  z testovanych  nasycenych  karboxylovych  kyselin  viici
grampozitivnim  bakteriim. Dal§i studie potvrzuji  vEétSi  vnimavost
grampozitivnich bakterii vic¢i ptusobeni MK nez bakterii gramnegativnich
[62, 69].

Antibakterialni u€inek kyselin o stfedni délce fetézce naznacuje, Ze inhibicni
aktivita bude ovlivnéna jejich fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi [120].
K dosazeni antibakterialniho G¢inku je nutné, aby dand kyselina byla natolik
lipofilni, aby byla schopna adsorpce na bunécny povrch. Zaroven vSak musi byt
castecné rozpustnd ve vode. Tyto pozadavky zieymé nejlépe spliiuji kyseliny
kaprylova, kaprinova, laurova a myristova (tj. kyseliny s Cg- Cyy).

Za pozornost stoji také antimikrobidlni aktivita kyseliny olejové a fumaroveé.
Kyselina olejova byla oznacena za latku, potlacujici rist nezadouci mikroflory
na dribezi kuzi [86].

Kyselina mlé¢na a citronova, které nachdzeji vyznamné uplatnéni naptiklad
pii chemické dekontaminaci chlazené dribeze, patfily mezi stfedné aktivni
kyseliny. Jejich inhibi¢ni aktivita, obdobné jako u dalSich testovanych kyselin,
byla podpotena nizs$i hodnotou pH.

Antibakterialni aktivita byla potvrzena i u monoacylgycerold. Pfi niz§im pH
(5,5) byla inhibi¢ni aktivita monokaprylinu i monokaprinu srovnatelna
s aktivitou kys. kaprylové nebo kaprinové. Antibakterialni aktivitu MK
a monoacylglycerolti vici bakterii C. jejuni sledoval Thormar a kol. [82].
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Vysledky této studie oznacily 1-monoacylglycerol kys. kaprinové za latku
S nejvyssi inhibini aktivitou. Monokaprin byl u€inny vic¢i fadé humannich
I veterinarnich izolatd C. jejuni. V studii Nair a kol. [69] vykazoval
monokaprylin inhibi¢ni aktivitu vi¢i Escherichia coli a fadé grampozitivnich
bakterii.

Vedle efektu inhibi¢niho byl zaznamenan u nékterych organickych kyselin
také UCinek stimulacni. Tento efekt byl pozorovan pii aplikaci nizkych
koncentraci (0,1 mg/ml) a pouze u nékterych kyselin (kys. citronova, fumarova,
jable¢na a jantarova). Sellars a kol. [121] publikoval vysledky, dle kterych
kyselina fumarova v prostfedi se snizenou tenzi kysliku stimulovala rist
C. jejuni. Tento nalez vysvétluje tim, Ze kyselina slouzila jako alternativni
ptijemce elektronti. Zastupci rodu Campylobacter ziskavaji  energii
z aminokyselin nebo meziprodukti Krebsova cyklu, nefermentuji ani neoxiduyi
sacharidy. Proto uiCit¢ OK ve vhodnych koncentracich nemusi inhibovat,
ale misto toho mohou stimulovat bakterialni rust [48, 122].

Klinicky izolat C. jejuni CAMP/VFU 612/21 byl méné vnimavy k ptisobeni
organickych kyselin, nez sbirkovy kmen C. jejuni CCM 6214,

Obdrzené vysledky potvrzuji, Ze antimikrobialni aktivita organickych kyselin
vici bakterii C. jejuni je rozdilna a suplementace krmiv v nékterych piipadech
mize mit jen zanedbatelny vyznam. Z testovanych organickych kyselin
vykazuje potencial inhibovat rist bakterii C. jejuni, v koncentracich jez jsou
uplatnitelné také in vivo, zejména kyselina kaprylova, kaprinova a laurova.

5.1.4 Studium mechanismu ac¢inku organickych Kyselin

Snimky z TEM ukazuji zménu morfologie bun&k C. jejuni CCM 6214"
oSettenych kyselinou kaprinovou a v mens$im rozsahu také Kkyselinou
fumarovou. Zatimco u kontrolnich vzorkti (bez oSetfeni) bunky C. jejuni
vykazovaly typickou morfologii (tj. zakiivené tyCky az spirdlky), u vzorka
osetftenych OK prevladaly kokoidni formy. Opomenout nelze ani vyrazné
zvétSeni  periplazmatického prostoru a tendenci rozruSeni integrity
cytoplazmatické membrany. Obdobné vysledky publikovali také jini autofi
[123, 124, 125], podle nichz kterych zména v kokoidni formu indikuje ztratu
integrity membrany, kterd predstavuje degenerativni zmény charakteristické
pro star$i, hladovéjici bunky nebo buiky vystavené stresu.

Dle vysledki této prace Kyselina fumarova zvysila permeabilitu vnéjsi
membrany, integrita membran vSak zlstala zachovana. Kyselina kaprinova
neovlivnila membranovou permeabilitu, piesto dle snimkil z transmisni
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elektronové mikroskopie byly bunky C. jejuni poskozeny ve vétSim rozsahu
nez bunky oSetfené kyselinou fumarovou.

Tsuchido a kol. [126] naznadil, Zze lyze bunck Bacillus subtillis indukovana
autolytickymi enzymy, nezli rozrusenim bunénych membran MK. Je tedy
pravdépodobné (a vysledky této disertaCni prace tuto predstavu podporuji),
ze organické Kkyseliny uplatiuji jejich antimikrobidlni ucinky rozdilnymi
mechanismy.

Kyselina kaprinova a jeji monoacylglycerol vykazovaly v experimentech
zaméfenych na zmény membranové permeability téméer shodnou odezvu.
Lze tedy vyslovit hypotézu, Ze rovnéz jejich mechanismy G¢inku by mohly byt
obdobné nebo zaloZeny na blizkych principech.

5.2 POKUS in vivo

5.2.1 Experimentalni infekce driibeze

Omezeni vyskytu kampylobakteri v chovech dribeze mtize mit pozitivni vliv
na prevalenci Campylobacter sp. u dribezich produkti a nasledné pfispét
k redukci incidence humannich kampylobakterioz. Byla stanovena hypotéza, dle
které pokles poc¢ti C. jejuni na jate¢né upraveném téle o dva fady muize prispét
az k tficetinasobnému sniZzeni vyskytu humani kampylobakteriozy [127].
Na zaklad¢ tohoto piedpokladu je nejvyznamnéjSim zplisobem, jak omezit §iteni
infekce u lidi, zamezeni kolonizace traviciho traktu brojlert touto bakterii.

Zamérem experimentalni infekce bylo zjistit, zda zvolené mastné kyseliny
mohou zabranit infekci kufat kampylobakterem, nebo ji alespont Castecné
eliminovat. Pro in vivo testovani byly zvoleny dvé formy mastnych kyselin —
volnd forma a enkapsulovana forma, S niZ je spojovan piedpoklad prodlouzeni
ucinnosti MK pfi prichodu GIT driibeze. Tento pifedpoklad byl potvrzen.
Enkapsulovana forma MK, oproti form¢ volné, signifikantné snizila pocty
C. jejuni v trusu brojleri. Vyssi inhibi¢ni Gc¢inek enkapsulované formy MK
je také patrny ve vzorcich z jednotlivych ¢asti traviciho traktu, nicméné rozdil
mezi ucinkem enkapsulované a volné formy MK zde nebyl statisticky prikazny.

Mozny mechanismus u¢inku MK na bakterii C. jejuni byl zminén
jiz V literarnim prehledu. Nejcastéji je uvadeéna piedstava chemiosmoticka
(tj., MK v nedisociované formé prochazi do bunky, kde pfi hodnoté
intraceluldarniho pH ca 7,2 uvoliiuje proton, jehoz export spotfebuje energii,
ktera se pak nedostdva k dal§im ucelim), nicméné je pravdépodobné,
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ze na redukci C. jejuni se podileji také dalsi mechanismy. MK mohou negativné
ovlivnit vn€j$i membranové funkce bakterie potfebné pro kolonizaci
hostitelského organismu (napf. snizeni adheze) nebo mohou mit ptimy inhibi¢ni
vliv na expresi faktord virulence nezbytnych pro kolonizaci [66, 128].

Experimentalni infekce drubeze ukézala, Ze testované MK nejevi rlstoveé
stimula¢ni ucinek, ale suplementace krmiv témito MK do jisté miry ovliviiuje
mikrobidlni osidleni traviciho traktu driibeze. Provedeny experiment dale
poukéazal na skuteCnost, Ze inhibi¢ni G€inek mastnych kyselin se v distalnich
oddilech traviciho traktu snizuje. Z toho diivodu by bylo vhodné obdrzeny
ucinek enkapsulované formy MK doplnit o dalsi synergicky pfistup zaméfeny
na stabilizaci zadni casti GIT. V uvahu piipadaji zeyména balastni latky,
které se ve vysokém podilu dostanou az do tlust¢tho stfteva, kde jsou
metabolizovany bifidobakteriemi a laktobacily. Na zdklad¢ tohoto principu
je podporovana laktogenni mikroflora, a tim snizovano riziko travicich poruch
bakterialniho ptivodu [104, 129].

Suplementace krmiv 0,25 % MK neméla negativni vliv na zdkladni parametry
uzitkovosti ani na mortalitu. V navazujicich experimentech by bylo vhodné
optimalizovat koncentraci aplikovanych kyselin tak, aby byl v idealnim ptipadé
zvySen ucinek OK a soucasné nedochazelo ke snizeni ptijmu krmiva.

Zaznamenala jsem pouze dvé studie zabyvajici se aplikaci MK o stfedni délce
fetézce do krmiv brojlert za uc¢elem snizeni vyskytu Campylobacter sp. Tyto
studie v loiiském roce publikoval Santos a kol. [128, 130]. Dospél k zavéru,
ze ur¢ité koncentrace kyseliny kaprylové maji potencidl snizit kolonizaci GIT
driitbeZze kampylobakterem. Jakozto nejvhodné&jsi koncentraci vyhodnotil 0,7%
kys. kaprylovou, vyssi koncentrace mély negativni vliv na pfijem krmiva
a uzitkovost. Na rozdil od této studie, kde byl sledovan vliv pfidavku MK
do desatého dne véku kufat, trval nami provedeneny experiment po celou dobu
Klasického vykrmu brojlerd (42 dnt). Tento pfistup bezesporu poskytuje
ucelengj$i obraz o vlivu ptidavku MK na kolonizaci traviciho traktu brojlert
kampylobakterem ataky o zakladnich parametrech uzitkovosti, které nelze
opomijet. V druhé studii byla testovana terapeutickd suplementace krmiv
podobu 72 hodin pied porazkou. Tento zplsob aplikace kys. kaprylové
0 koncentraci 0,7 a 1,4 % snizil kolonizaci slepého stfeva kampylobakterem o tii
az Ctyti fady.

Dalsi nedavno pulikovana studie Van Deun a kol. [131] byla zaméfena
na aplikaci MK s kratkym fetézcem. Dle jejich vysledkti enkapsulovana forma
kyseliny maselné neuspéla v potlaceni kampylobakterové infekce u driibeze,
piestoze in Vvitro vykazovala baktericidni ucinek vuaci C. jejuni. Kyselina
maselna vin vitro pokusech provedenych vramci této disertatni prace

78



vykazovala slaby inhibi¢ni G¢inek a z toho diivodu nebyla zvazovana moznost
jeji aplikace in vivo.

Uginek monokaprinu na eliminaci kampylobakterové infekce u driibeZe
sledoval Hilmarsson a kol. [132]. Dle zavéru této studie ptidavek monokaprinu
do vody nebo krmiva dva az tfi dny pted porazkou driibeze mize signifikantné
prispét ke snizeni poctd C. jejuni. Na rozdil od MK, mize byt ptrekazkou
rutinniho vyuziti monokaprinu jeho vysoka pofizovaci cena.

Obdobné snahy pouziti organickych kyselin Ize nalézt také ve vyzive prasat,
kde védecké prace dokladaji snizeni vyskytu priymi enterotoxigennich kment
E. coli a zvySené prirtistky hmotnosti selat [56, 87]. Pozornost zasluhuje
publikace Marounek a kol. [133], ve které bylo kromé ristové stimula¢niho
efektu MK zaznamenéno také zpozdéni vylu€ovani oocyst kryptosporidii.

ZkouSen byl také vliv MK na rlst a mortalitu brojlerovych kralikt. Pridavek
kyseliny kaprylové v mnozstvi 5 g/kg granulovaného krmiva nem¢l vyznamny
vliv na pfirGistky Zivé hmotnosti, statisticky vyznamné vSak snizil Uhyn kralika
z 16,7 % na nulu [134]. Dle studie Skiivanové a kol. [135] suplementace krmiv
kyselinou kaprylovou a monoacylgyceroly snizila u brojlerovych kraliki vyskyt
enteropatogeni E. coli O103. OK tedy mohou nalézt uplatnéni pii nahradé
antibiotik pouZivanych k prevenci prijmovych onemocnéni zvitat po odstavu.

Organické kyseliny byly rovnéz navrzeny jako prostiedek snizujici
kontaminaci  povrchu jatecné opracované drubeze patogeny [86].
Dekontaminace povrchovych vrstev masa postitkem OK ovSem piichazi
v avahu pouze za predpokladu, Ze OK neovliviiuji negativné senzorické
vlastnosti produktu.

Pouziti MK k suplementaci krmiv ma dobré piedpoklady byti akceptovano
jak producenty dribeze a tak 1 zpracovateli, protoZze nema negativni vliv
na parametry uzitkovosti, ani na mortalitu dribeze. Navic ob& testované
kyseliny jsou vSeobecné povazovany za bezpeéné (GRAS) a v neposledi fadé
jsou dostupné.

Vysledky této prace, obdobné¢ jako dalsi studie [128, 130] potvrzuji potencial
MK o stfedni délce ftetézce jakozto alternativy krmnych aditiv, nicméné
je nezbytné provést dalsi experimenty zaméfené na srovnavaci krmné a bilan¢ni
pokusy. Rovnéz by bylo potiebné detailnéjsi sledovani vlivu ptfidavku MK
na komensalni sttevni mikrofloru driibeze.
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6. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Z poznatkli shrnutych v literarnim piehledu vyplyva, Ze zdkaz pouzivani
krmnych antibiotik v chovech hospodaiskych zvifat miize negativné ovlivnit
zdravotni stav zvifat s naslednym rizikem kontaminace produktl Zzivocisné
vyroby enteropatogennimi bakteriemi a tim zvySit nebezpeci vzniku nemoci
z potravin u lidi. Vznikla situace vytvaii potfebu hledat alternativni krmna
aditiva, ktera by alespoi z ¢asti nahradila ti¢inek antibiotik.

Cilem ptredklddané prace bylo sledovani uinku vybranych organickych
kyselin na bakterii Campylobacter jejuni, ktera je nejcastéjsi piicinou
bakterialnich alimentarnich infekci v Evropské unii.

Ptinos pro védu:

- Stanoveni inhibi¢nich koncentraci a objasnéni vlivu dalSich faktort (pH,
doba inkubace) na antimikrobidlni Gc¢inek sledovanych organickych kyselin
a monoacylglycerold vii¢i bakterii C. jejuni

- bylo navrzeno nové médium pro kultivaci Campylobacter spp.
bez ptidavku krve

- prispévek  kpoznani mechanismu U¢inku  organickych  kyselin
a monoacylgycerolt, ktery neni v souc¢asné dob¢ zcela objasnén

- Uceleny podklad pro navazujici studium antimikrobidlniho u¢inku
organickych kyselin a jejich uplatnéni jakozto ndhrady krmnych antibiotik

- vysledky diserta¢ni prace jsou a budou publikovany v odborném tisku,
Vv mezinarodnich védeckych Casopisech a prezentovany na tuzemskych
a zejména zahrani¢nich védeckych konferencich

Pfinos pro praxi:

- prikaz mozZnosti nahrady krmnych antibiotik organickymi kyselinami
a ovéfeni v podminkach experimentalni infekce
- podklad pro kontrolu pienosu Campylobacter sp. z driibeze na ¢lovéka -

stanoveni zasad pouZzivani organickych kyselin jako alternativy krmnych
antibiotik s antimikrobialnim u¢inkem vaci C. jejuni
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7. ZAVER

Mapovanim a prevenci alimentarnich ndkaz se zabyvd mnoho védeckych
tymi po celém svéte. Sledovani antimikrobidlnich vlastnosti nejriiznéjSich latek
jesté ziskalo na aktudlnosti zakazem pouzivani doplikovych latek ve vyzivé
zvirat, ktery zacal platit ve vSech zemich Evropské unie od 1. ledna 2006.

V souCasné dob& je proto znacnd potieba nalézt a zkouSet takové
antimikrobidlni latky, vii¢i nimZ nejsou hygienické namitky, tj. nezanechava;ji
rezidua ve tkanich anedochazi k pfenosu rezistence mezi mikroorganismy
a jejimu Sifeni v prostiedi. Organické kyseliny, které jsou predmétem této prace,
vyse uvedené pozadavky spliuji.

Dosud dostupné studie neposkytuji  potfebny uceleny pichled
0 antibakteridlnich ~ Gc¢incich  organickych  kyselin vaéi C.  jejuni.
V publikovanych védeckych pracich bylo zpravidla testovano pouze omezené
mnozstvi organickych kyselin. Situaci neulehcuje ani fakt, Ze experimenty byly
provedeny za rozdilnych podminek. Z toho divodu je pak nasledné srovnavani
ucinku testovanych latek velice slozité, ne-li nemozné. Jeden z ptinost
predkladané prace spociva v naprave tohoto nedostatku. V experimentech byla
testovana vétSina organickych kyselin, které se uplathuji v potravinafstvi
¢i krmivarstvi a které maji pfedpoklad inhibovat riist bakterii.

V ramci predlozené disertatni prace byly pro sledovani inhibi¢nich u¢inkt
organickych kyselin na bakterii C. jejuni zvoleny dvé zakladni metody —
unifikovana metoda biuretové reakce a real-time PCR. Obé& pouzit¢ metody
shodné¢ vyhodnotily mastné kyseliny o stfedni délce fetézce, jakoZto
nejucinnéjsi. Nicméné fada studii, tuto nevyjimaje, shledava real-time PCR
metodu jako relativné rychlou, velmi citlivou a se specifickou detekcei, coz jsou
podstatné divody k jeji preferenci.

Antimikrobialni aktivita testovanych kyselin a monacylglycerolli viici
C. jejuni se ukazala byt znacné variabilni. Nejvyrazngjsi inhibi¢ni aktivitu
vinvitro pokusech prokazaly kyselina kaprylova, kaprinova a laurova
(tj. kyseliny o stfedni délce fetézce s 8, 10 a 12 atomy uhliku). Tyto mastné
kyseliny vykazovaly baktericidni G¢inek bez ohledu na hodnotu pH prostredi.
Citlivost C. jejuni kucinkim kyseliny kaprinové dokladaji i snimky
z transmisniho elektronového mikroskopu. Antibakteridlni UCinek kyselin o
sttedni délce fetézce naznacuje, ze inhibi¢ni aktivita bude ovlivnéna jejich
fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi.

Vyraznou inhibi¢ni aktivitu prokazaly také dalsi kyseliny — myristova,
olejovd, fumarova a jableCna. Antibakteridlni aktivita byla potvrzena
I U monoacylgylcerold. Ostatni testované kyseliny patfily mezi stiedné aktivni
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pfipadné nevykazovaly inhibici. Slaby antibakterialni G¢inek téchto organickych
kyselin zfeyjmé& souvisi s hodnotou pH média a disociovanou formou kyselin.

Vedle efektu inhibiéniho byl u nékterych kyselin zaznamenan také ucinek
stimulacni. Tento efekt byl pozorovan pouze pii aplikaci nizkych koncentraci
kyselin, které jsou soucasti Krebsova cyklu (tj. kys. citronova, fumarova,
jable¢na a jantarova).

Klinicky izolat C. jejuni CAMP/VFU 612/21 byl méné vnimavy k ptisobeni
organickych kyselin, nez sbirkovy kmen C. jejuni CCM 6214,

Na zaklad¢ vysledkii experimentli ve kterych byl sledovan vliv hodnoty pH
a doby inkubace na inhibicni U€inek 1ze potvrdit, Ze U€inek organickych kyselin
je hodnotou pH ovlivnén do zna¢né miry. Vyraznéji se projevuje v prostiedi
s vyssi aciditou. Oproti tomu vliv prodlouzeni doby inkubace na inhibi¢ni
ucinek kyselin byl marginalni.

Soucasti disertacni prace byl také in vivo pokus — experimentalni infekce
driitbeze. Zadmérem tohoto experimentu bylo zjistit, zda zvolené mastné kyseliny
mohou zabranit infekci kufat kampylobakterem, nebo ji alespont castecné
eliminovat. Pro in vivo testovani byla vybrana kyselina kaprylova a kaprinova.
Zvolené kyseliny byly aplikovdny do krmiv ve volné nebo enkapsulované
formg. Z vysledki je patrné, Ze enkapsulovana forma mastnych kyselin,
oproti form¢ volné, vyznamné snizila pocty C. jejuni. Experiment dale poukazal
na skutec¢nost, Ze inhibi¢ni ucinek mastnych kyselin se v distalnich oddilech
traviciho traktu snizuje (a to 1 v pfipadé enkapsulované formy). Z toho diivodu
by bylo vhodné obdrzeny ucinek enkapsulované formy doplnit o dalsi
synergicky pfistup zaméfeny na stabilizaci mikroflory zadni ¢asti GIT.

Vysledky in vivo experimentu potvrzuji potencial mastnych kyselin o stiedni
délce fetézce jakozto alternativy stavajicich krmnych aditiv. Jejich pouziti
k suplementaci krmiv ma dobré piedpoklady byti akceptovano jak producenty
driibeZe a tak 1 zpracovateli, protoZe nemd negativni vliv na zakladni parametry
uzitkovosti, ani na mortalitu dribeze. Navic ob¢é testované kyseliny jsou
vSeobecné povazovany za bezpecné (GRAS) a vneposledni fadé maji
piijatelnou potizovaci cenu.

Piedlozena disertaéni prace poskytuje podklady pro kontrolu pienosu
Campylobacter sp. z driibeze na ¢lovéka. Dle obdrzenych vysledki se organické
kyseliny ftadi vedle probiotik, rostlinnych extrakti a bakteriocini mezi
alternativy krmnych antibiotik, jejichz pouzivani bylo nafizemim Evropského
parmalentu a rady ¢. 1831/2003 zakazano.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMP ampicilin

ATB antibiotika

ATP adenosintrifosfat

Aw vodni aktivita

bp pocet nukleotidl ¢i part bazi

Cio kyselina kaprinova

Cs kyselina kaprylova

CCM Ceska sbirka mikroorganismi

CFU pocet jednotek tvoricich kolonie

CIP ciprofloxacin

CMP chloramfenikol

Ct prahovy detek¢ni cyklus

CTAB cetyltrimethylamonium bromid

Cxy mastna kyselina s x poCty uhlikli a y poc¢tu dvojnych vazeb
Ddel restrikéni enzym

DL detek¢ni limit

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotidtrifosfat

E efektivita amplifikace

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
ERY erytromycin

FDA ufad pro kont rolu potravin a 1€kt v USA
flaA gen kodujici flagelin

GEN gentamicin

GIT gastrointestinalni trakt

GRAS Vseobecné povazovany za bezpecny
ICxo polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
ISE iontove selektivni elektrody

K* ionty drasliku

Ka disociacni konstanta kyseliny

KS krmna smés

log dekadicky logaritmus

MAG monoacylglycerol

MCFA mastné kyseliny o stfedni délce fetézce
MK mastné kyselina

NAL kyselina nalidixova

OK organické kyseliny

P hladina vyznamnosti

PCR polymeréazova fetézova reakce
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pH
pKa
RZ
real-time PCR
RFLP

SD

TEM

TET

TPP

WHO

vodikovy potencial

I0910 Ka

korelacni koeficient

kvantitativni PCR v redlném case

délkovy polymorfismus restrikcnich fragmenti
standardni odchylka

transmisni elektronova mikroskopie
tetracyklin

tetrafenylfosfonium

Svétova zdravotnickd organizace
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