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Stanoveni inhibi¢nich Gcinkli mastnych kyselin se stredni
délkou rezézce na vybrané bakterie

Souhrn

Cilem prace bylo stanovit inhibi¢ni aktivitu mastnych kyselin se stfedni délkou retézce
(MCFAs) vaci Salmonella enteritidis 147/7F4, S. typhimurium K3, Enterococcus cecorum CCM
4385, E. faecium CCM 6226, Staphylococcus aures ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300.

Za minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) bylo povaZzovdano mnoiZstvi aditiva, které
zpUsobilo 80% ubytek rastu bakterii v porovnani s kontrolou. Inhibi¢ni aktivita byla
posuzovana po 24 - hodinové inkubaci a nasledném zméreni zakalu ve vSech 96 jamkach
mikrotitra¢ni desticky. Pro kultivaci bylo vyuzito Miller-Hinton bujonu. Testovano bylo celkem
17 aditiv.

Nejméné ucinnad byla aditiva vinhibici gramnegativnich bakterii rodu Salmonella.
Nejnizsi stanovend MIC Cinila 2048 pg/ml Cit12/CitA (50/50), CinA/Ci2 (50/50), GML/CinA
(50/50) vici S. enteritidis 147/7F4. Ostatni aditiva rist neinhibovala. V pfipadé S. typhimurium
K3 ani jedno aditivum nezpUlsobilo MIC nizsi nez 4096 pg/ml.
stanovend MIC pro S. aures ATCC 29213 byla 56 pg/ml pfi vyuZiti C12/Ci4 (70/30). Zbyla aditiva
inhibovala rist v koncentracich 128-2048 ug/ml. Pro S. aureus ATCC 43300 byla nejnizni MIC
64 pg/ml namérena za pfidani aditiva C12/C1a+GML+CinA (24,5/10,5/35/30). Ostatni aditiva
inhibovala rist v koncentracich 64-2048 pg/ml.

Grampozitivni bakterie rodu Enterococcus reagovaly na aditiva obecné dobre. Vibec

evvs

evvs

pro E. faecium CCM 6226, 64 pg/ml, byla namérena pro ¢tyfi aditiva— C12/C14+GML (35/15/50),
C12/C14+GML, GML (90), C12/C14 (70/30). MIC aditiv inhibujicich E. faecium CCM 6226 Cinily
128-1024 pg/ml.

Z vysledkl je patrné, Ze aditiva s obsahem MCFAs, a to jak samotnych, tak i v kombinaci
s dalsimi antibakteridlnim cinidly, plsobi inhibicné predevsim na grampozitivni bakterie.

Klicova slova: mastné kyseliny, bakterie, minimalni inhibi¢ni koncentrace, antibakterialni



Determination of inhibitory activity of medium-chain fatty
acids towards selected bacteria

Summary

The main focus of this bachleor thesis is on determination of the minimal inhibitory
concentrations of medium chain fatty acids against selected bacteria, namely Salmonella
enteritidis 147/7F4, S. typhimurium K3, Enterococcus cecorum CCM 4385, E. faecium CCM
6226, Staphylococcus aures ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300.

The minimal inhibitory concentration was determined by microdilution method, by
comparing the growth of bacteria in wells with and without antibacterial agents. Antibacterial
activity was analyzed after one day long incubation in Miller-Hinton broth by performing
microdilution test in 96-well microtitration plates. In total 17 aditives were tested.

Based on our results the aditives in inhibition of gram-negative strains of Salmonella
were the least effective. The lowest MIC (2048 ug/ml) that inhibited S. enteritidis 147/7F4
showed Cit12/CitA (50/50), CinA/Ci12 (50/50), GML/CinA (50/50). Other aditives did not have
the ability to inhibite the growth of bacteria. In case of S. typhimurium K3 the MIC of all aditives
did not get lower than 4096 pg/ml.

Bacterial strains of Staphylococcus were sensitive to all aditives. The lowest MIC (56
ug/ml) caused by Ci12/Ci14 (70/30) inhibited the growth of S. aures ATCC 29213. Other aditives
showed MIC in range from 128 to 2048 ug/ml. C12/c14+GML+CinA (24,5/10,5/35/30) proved to
be the best in inhibition of S. aureus ATCC 43300, efectivenes starting at MIC 64 pug/ml. Other
aditives showed MIC in range from 64 to 2048 ug/ml.

Gram-positive strains of Enterococcus were generally sensitive to tested aditives. The
strongest antibacterial activity was observed in Ci4, that inhibited E. cecorum CCM 4385 by
MIC 32 pg/ml. Other aditives showed MIC in range from 64 to more than 4096 pg/ml. In most
cases GML based aditives did not inhibit the growth of E. cecorum CCM 4385.

The strongest antimicrobial activity against E. faecium CCM 6226 was observed in
relation to four adititives: C12/C14+GML (35/15/50), C12/c1a+GML, GML (90), C12/C14 (70/30).
MIC equals to 64 pg/ml in all four cases. Other aditives showed MIC in range from 128 to 1024
g/ml.

In conclusion, antimicrobial effect of MCFAs, GML, citric and cinnamon acid was
observed mostly in gram-positive bacteria.

Keywords: fatty acids, bacterium, minimum inhibitory concentrations, antibacterial
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1 Uvod

Nadmérné vyuzivani antibakteridlnich pripravkd v medicingé, zemédélstvi a veterinarni

rve

praxi zapriCinilo celosvétovy narlst antibakteridlnich rezistenci. Infekce zpUsobené
vynalozené Usili vedou tyto infekce procentualné castéji k umrti ¢lovéka a zvirat (Tang et al.,
2017).

Ve velké mire prispéla k rozsiteni rezistenci plosna aplikace antibiotik jako ristovych
stimulatord u zvirat. Toto vyuZiti bylo roku 2006 v EU zakazano, avsak v jinych zemich je stale
béZnou praxi (Evropska unie 2019). Rezistentni bakterie se mohou prenaset ze zvifat na
¢lovéka a to bud primym kontaktem nebo prostiednictvim vody a jidla (Marshall & Levy 2011).
Mozny je téz prenos bakterii vzduchem na vzdalenost stovek metr( (Andreoletti et al. 2007).

Dlouhodobym problémem je nedostatek novych antibiotik na trhu. Farmaceutické
firmy nedokazi drzet krok s pfirozenou evoluci mikroorganism(. Mnohé farmaceutické firmy
proto upoustéji od drahého vyvoje pripravkd a soustredi se na vyrobu jinych |éCiv (Bartlett,
Gilbert, & Spellberg 2013). Hledaji se tak nové prostredky v boji s bakteriemi (Tang et al. 2017).

Mozné teSeni predstavuji mastné kyseliny a jejich derivaty, jejichz antimikrobidlni
ucinky vaci bakteriim, virdm, protozoa a houbam jsou znamé jiz mnoho let (McGaw, Jager, &
Van Staden 2002). Mastné kyseliny dokazi pronikat pres bunécné stény bakterii, ovliviiovat
metabolismus bunék ¢i destabilizovat bunécnou membranu a zpUsobit zanik buriky (Desbois
& Smith 2010). Jejich ucinek byl prokazan jak na grampozitivni, tak na gramnegativni bakterie
(McGaw et al. 2002).

Zdrojem mastnych kyselin o rliznych délkach retézce jsou rostlinné oleje ziskavané
prevainé z tropickych rostlin. Zivo¢isnym zdrojem mastnych kyselin jsou mateiskd mléka
véetné lidského (Lemarié, Beauchamp, Drouin et al. 2018).



2 Cil prace

Cilem prace bude stanovit inhibi¢ni aktivitu mastnych kyselin se stfedni délkou fetézce
(MCFA) na vybrané druhy bakterii rodl Salmonella, Enterococcus a Staphylococcus
mikrodilu¢ni metodou. Vysledky vyhodnotit a diskutovat s dostupnou literaturou.
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3 Literarni reserse

3.1 Mastné kyseliny

Jedna se o karboxylové kyseliny, tvofeny jsou 4-26 uhliky uspofddanymi do alifatického
fetézce. Dle pfitomnosti dvojné vazby délime mastné kyseliny (MK) na nasycené a
nenasycené. Existuji v podobé volnych mastnych kyselin (VMK) ¢i jako soucast lipid(, tj. estert
vyssich mastnych kyselin s glycerolem (Moss, Smith, & Tavernier 1995).

Nasycené MK (saturated fatty acids-SAFA) obsahuji ve svém fetézci pouze jednoduché
vazby. Naopak nenasycené maji ve svém fretézci pritomnu bud jednu dvojnou vazbu
(monounsaturated fatty acids-MUFA) &i vice dvojnych vazeb (polyunsaturated fatty acids-
PUFA) (Engelking 2015).

Dle délky retézce délime MK do ctyr skupin — s kratkym retézcem (short chain fatty
acids - SCFAs - C;1-Cs), se stfedné dlouhym fetézcem (medium chain fatty acids - MCFAs - Ce-
C12), s dlouhym fetézcem (long chain fatty acids - LCFAs - C13-C21) a s velmi dlouhym fetézcem
(very long chain fatty acids - VLCFAs - Cy+) (Moss et al. 1995). V tabulce ¢.1 pod textem je
vypsan prehled nasycené mastnych kyselin s barevné vyznacenymi MCFAs.

MK jsou biologicky aktivni, ovliviuji bunéény a tkanovy metabolismus, funkci a odpovéd
na hormonalni a jiné signaly. Maji vliv na transkripcni faktor (Calder 2015). Coz je protein, ktery
urcuje miru transkripce genetické informace z DNA do messengerové RNA (Huber et al. 2017).
MCFAs reguluji metabolismus enterocytl a hepatocytd, stimuluji lipogenezi a glukoneogenezi,
naopak inhibuji glykolyzu. Zasahuji do anabolismu a katabolismu bunék (Papamandjaris,
Macdougall, & Jones 1998). Témito vlastnostmi MK do jisté miry ovliviuji zdravi ¢lovéka a
zvirat (Calder 2015).

Tabulka 1 Prehled nasycenych mastnych kyselin

Trividlni Systematicky Funkcni vzorec

nazev nazev
(o} Maselnd Butanova CH3(CH2)2COOH
Cé6 Kapronova Hexanova CH3(CH2)4COOH
c8 Kaprylova Oktanova CH3(CH2)6COOH
C10 Kaprinova Dekanova CH3(CH2)8COOH
C12 Laurova Dodekanova CH3(CH2)10COOH
Ci4 Myristova Tetradekanova CH3(CH2)12COOH
Cle Palmitova Hexadekanova CH3(CH2)14COOH
C18 Stearova Oktadekanova CH3(CH2)16COOH
C20 Arachovd Eikosanova CH3(CH2)18COOH
C22 Behenova Dokosanova CH3 (CH2)20COOH
C24 Lignocerovd  Tetrakosanova CH3(CH2)22CO0H
C26 Cerotova Hexakosanova CH3(CH2)24COOH
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3.1.1 Antimikrobialni uc¢inky mastnych kyselin

Antimikrobidlni Gcinky MK a jejich derivatd jsou znamy jiz po mnoho let. MK dokazi
inhibovat rust rozlicnych druhl bakterii, virl, protozoi a hub. Predevsim pulsobi na gram-
pozitivni bakterie s vyjimkou malého mnozZstvi gramnegativnich. Délka retézce MK rozhoduje
o specificité uc¢inku na dany patogen. Grampozitivni bakterie reaguji nejvice na MK s delSimi
fetézci, a to i za pfitomnosti v nizsSich koncentracich. Naopak gramnegativni bakterie inhibuji
Iépe SCFAs, avsak pritomny musi byt ve vyssich koncentracich. Stereochemie MK téz ovliviiuje
antimikrobialni plsobeni. Cis-izomery nenasycenych MK jsou antimikrobialné ucinnéjsi nezli
trans-izomery (McGaw et al. 2002).

3.1.2 Pusobeni volnych mastnych kyselin na metabolismus bakterii

MCFAs i LCFAs v nasycené i nenasycené podobé, které proniknou pres vnitfni membranu
bakterii, se mohou potenciondlné navazat na prenasece elektron-transportniho fetézce.
Navdzanim na prenaseCe dochazi kjejich rozpohybovani ¢i Uplnému premisténi
mimo membranu buriky. Elektron-transportni retézec je dale narusovan snizovanim fluidity
membrany a zabranovanim interakci mezi jednotlivymi prenaseci. Témito kroky dojde
k naruseni schopnosti elektron-transportniho fetézce prenaset elektrony, coz vede
k poskozeni protonového gradientu a snizeni membranového potencidlu a stim spojené
zpomaleni produkce ATP. Potencidlni energie, kterd je vytvorena elektron-transportnim
retézcem, se uvolnuje ve formé tepla a neni vyuzita na tvorbu ATP, diky ¢emuZ bakterie
postrada energii pro svlj metabolismus (Desbois, Smith 2010).

3.1.3 Lyza bunék

Pokud dojde k proniknuti volnych nenasycenych MK do vnitini membrany bakterialni
bunky stavad se membrana vice fluidni a propustné;jsi. Vnitini obsah bunky tak mlze pronikat
do mimobunécného prostoru a zamezit rGstu buriky. Dochazi-li k nadmérné rychlému
zvySovani fluidity, membrana se stdva nestabilni, coz vede k lyze buriky (Desbois, Smith 2010).

3.1.4 Bakterialni rezistence

Objev antibiotik pomohl k zachrané milion( Zivot( na celém svété. Od zacatku vyuzivani
antibiotik uplynuly jiz desitky let. Za tuto dobu si mnohé bakterie dokazaly vytvorit bakterialni
rezistenci (Golkar, Bagasra,Gene 2014). Ke vzniku rezistence dochazi diky mutaci bakterialnich
genl Ci ziskani exogennich genU rezistence, které v sobé nesou R-plasmidy (Livermore,
Macgowan,Wale 2018). Rezistence se rozmaha zdlvodu predepisovani nevhodnych
antibiotik nebo jejich nadmérnému uzivani (Golkar et al. 2014). Antibiotika se hojné vyuzivaji
k urychleni rdstu hospodarskych zvirat. 80 % veskerych antibiotik ve Spojenych statech
americkych (USA) bylo predepsano pravé zvifratdm (Jackson et al. 2015). V USA Zije 4,6 %

12



celosvétové populace, avsak podileji se ze 46 % na celosvétovém trhu s antibiotiky. Pacient
americké nemocnice ma pfriblizné o 49 % vyssi Sanci k nakazeni methicilin-rezistentnim
Staphylococcus aureus (MRSA), nez pacient z Nizozemska (Bartlett et al. 2013).

MnoiZstvi nové vyvinutych a schvéalenych antibiotickych pripravkd se obecné
s pribyvajicimi roky snizuje (Mella 2005). Graf ¢. 1 zobrazuje pocCet nové vyvinutych a
schvalenych antibiotickych pfipravkd na izemi USA. Z grafu je patrny klesajici trend s vyjimkou
v roce 2014, kdy byly schvéleny ¢tyri nové pripravky (Ventola 2015).

Evropska unie (EU) ma oproti USA pfisnéjsi pravidla pro nakladani s antibiotiky (Bartlett
et al. 2013). Antibiotika jako rdstové stimulatory jsou v EU zakazany od roku 2006. Ale i pres
to se EU potykd s obdobnymi problémy jako Amerika. Pfes 2/3 antibiotik je aplikovano
zviratim ve vykrmu. Antibiotika touto cestou pronikaji do Zivotniho prostredi (Evropska unie
2019).

(Tang et al. 2017) prokazali, Ze snizenim davky antibiotik u hospodarskych zvirat dojde
téz ke sniZzeni mnoZstvi mikroorganismu, které jsou rezistentni k antibiotikim. Veterinarni
podavani antibiotik Uzce souvisi se vznikem bakteridlnich rezistenci u ¢lovéka (Evropska unie
2019). Vyuziti antimikrobidlnich vlastnosti MK pfi prevenci a |écbé onemocnéni je do
budoucna moZnou variantou (McGaw et al. 2002).

POCET SCHVALENYCH NOVE
VYVINUTYCH ANTIBIOTIK V USA

(o)}
i
i i i
i i i
o
) I\
I [e2]
1980- 1985- 1990- 1995- 2000- 2005- 2010-

1984 1989 1994 1999 2004 2009 2014

Graf 1 MnoZstvi nové vyvinutych a schvdlenych antibiotickych pripravki v USA (Ventola, 2015).
3.2 Mastné kyseliny o stredni délce retézce
3.2.1 Kapronova kyselina

Kapronova kyselina je sama o sobé bezbarvou olejovitou tekutinou vonici po syru.
Bezpecna je konzumace do 1 g kys. kapronové na 1 kg télesné hmotnosti (Traul et al. 2000).
Pfirozené se nachazi v kozim a kravském mléku (Haenlein, 2004). Kokosovy olej obsahuje 0,2
— 0,5 % kapronové kyseliny, ze vSsech MK pfitomnych v kokosovém oleji je to procentualné
nejméné viz tabulka ¢. 2 (Cabellero et al. 2003). Pusobi antimikrobidlné na Streptococcus
mutans, bakterii, ktera se obvykle nachazi v dutiné Ustni (Huang et al. 2011).
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Tabulka 2 SloZeni kokosového oleje dle (Cabellero et al. 2003)

Nazev mastné kyseliny % zastoupeni

Kapronova kyselina 0,2-0,5
Kaprylova kyselina 5,4-9,5
Kaprinova kyselina 4,5-9,7
Laurova kyselina 44,1-51
Myristova kyselina 13,1-18,5
Palmitova kyselina 7,5-10,5
Stearova kyselina 1,0-3,2
Arachidonova kyselina | 0,2-1,5
Olejova kyselina 5,0-8,2
Linolova kyselina 1-2,6

3.2.2 Kaprylova kyselina

Pfirozenym zdrojem kaprylové kyseliny jsou kokosovy olej (6-10 % z pritomnych MK) a
palmojadrovy olej (2-5 % z pfitomnych MK). V prodeji jsou potravinové doplriky s kaprylovou
kyselinou, které slibuji zlepseni traveni. Potencionalni vyhody suplementace jsou predmétem
studii (Lemarié et al. 2018).

Mléko je jedinym zivociSnym zdrojem kaprylové kyseliny, obsah se lisi u jednotlivych
ZivocichU. Lidské mléko obsahuje 0,5 % kaprylové kyseliny (z prfitomnych MK), kravské 1-2 %,
kozi 3 % a krali¢i dokonce az 18 % kaprylové kyseliny ze vSech pritomnych MK (Lemarié et al.
2018).

Nové byla prokazana spojitost kaprylové kyseliny a ghrelinu. Kaprylova kyselina se
kovalentné vaze na peptid ghrelinu a dokaze ovlivnit jeho fyziologickou ¢innost (Lemarié et al.
2018). Ghrelin je peptidovy hormon produkovany perifernimi organy, ovliviiuje také ¢innost
mozku. PovaZuje se za hlavni regulator glukézového metabolismu. Jeho plsobeni je
ovliviiovano enzymem ghrelin-O-acyltransferaza (GOAT), ktery dokdaze vytvofrit aktivni formu
tohoto metabolického hormonu. GOAT acylaci progherlin da vzniknout acyl ghrelinu.
Pochopeni podstaty fungovani GOAT je dulezité k rozklicovani metabolismu ghrelinu a s nim
souvisejici regulace apetitu a rozvoj obezity i rezistence k inzulinu (Khatib et al. 2015).

Kaprylova kyselina v mnozstvi 2 g na 1 kg krmné davky zpUsobuje rychlejsi rast, nizsi
mortalitu a zlepSeni traveni u selat. Byla zaznamendna efektivnéjsi konverze krmiva (1,3 kg
krmiva/1 kg pfirtstku) v porovnani s kontrolni skupinou selat (Hanczakowska, Szewczyk, Okofi
2011)

3.2.3 Kaprinova kyselina

Kyselina kaprinova je slozkou palmojadrového a kokosového oleje pfiblizné z 6 % (Beare-
Rogers, Dieffenbacher, Holm 2007). Po pfidani do krmné davky selat v mnozstvi 2 g na 1 kg
smési byl zaznamenan vyssi denni prirdstek, nizsi mortalita a také lepsi stravitelnost protein(
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ve stravé, v mensi mite zlepseni traveni vlidkniny. Nejsilnéjsi ucinek méla kyselina kaprinova na
rozméry strevnich klkd. U selat, kterym byla zkrmovana strava s kyselinou kaprinovou,
dosahovaly klky délky 306 um, u kontrolni skupiny pak délky 233 um. Tento narUst zapricinuji
vySe zminéna pozitiva (Hanczakowska et al. 2011).

3.2.4 Laurova kyselina

Hlavnim zdrojem laurové kyseliny je kokosovy a palmovy olej. Pfidavkem kyseliny
laurové do potravy dochazi k celkovému zvyseni hladiny cholesterolu v krvi. AvSak zvysuje
predevsim hodnoty HDL cholesterolu (Mensink, Zock, Kester, Katan 2003). Kokosovy olej
obsahuje nejvice pravé laurové kyseliny, a to az z51 % (Cabellero et al. 2003). Ddle ji
nachazime v oleji z jader datli, ve sloZeni je hned na druhém misté za kyselinou olejovou,
procentudlné zastupuje 17,8 % z celku (Besbes et al. 2004).

Lidské materské mléko obsahuje 6,2 % laurové kyseliny z celkového tuku. Jedna se o
hlavni antibakterialni a antivirovou slozku materského mléka (Lieberman, Enig, & Preuss
2006). U kravského mléka je obsah ponékud mensi, pouze 2,9 % laurové kyseliny z celkového
tuku. Kozi mléko obsahuje 3,1 % laurové kyseliny z celkového tuku (Beare-Rogers et al. 2007).

Z organickych kyselin ma nejvyssi in vitro aktivitu proti Campylobacter jejuni pravé
laurova kyselina. Bakterie rodu Campylobacter jsou ¢astymi pavodci prlijmovych onemocnéni
Clovéka. Zdrojem nakazy je dribez (Hankel et al. 2018).

Laurova kyselina maze byt vyuZita jako alternativa k1é¢bé Acne vulgaris namisto
antibiotik. PUsobi antimikrobialné na Propionibacterium acnes, které rozviji zanétlivé procesy
v kUzi (Nakatsuji et al. 2009).

3.3 Mastné kyseliny o stredni délce retézce v potravinach

MCFAs nejsou v lidském jidelnicku tak hojné zastoupeny jako LCFAs. Vyjimku tvofi
prevaziné asijské staty, které ve velkém mnozstvi konzumuji kokosovy olej (Labarthe, Gélinas,
Des Rosiers 2008). V pfipadé zapadni stravy poskytuji MCFAs méné nez 2 % z celkové prijaté
energie. V nasich podminkach je ptirozenym zdrojem MCFAs pfedevsim mléko hospodarskych
zvirat (Lemarié et al. 2018).

3.3.1 Mastné kyseliny v mléce hospodaiskych zvifat

Jednotlivé druhy mléka se mimo jiné liSi zastoupenim MK. Kozi mléko je oproti
kravskému bohatsi o maselnou, kapronovou, kaprylovou, kaprinovou, laurovou, myristovou,
palmitovou a linolovou kyselinu. Naopak obsahuje méné stearové a olejové kyseliny. Diky
prevazujicimu vyskytu kapronové, kaprylové a kaprinové kyseliny v kozim mléce byly ndzvy
téchto kyselin odvozeny od latinského pojmenovéani pro kozu - Capra aegagrus hircus
(Haenlein 2004).

Mlécny tuk je z hlediska zastoupeni lipid jednim z nejkomplexnéjSich pfirodnich tuka.
Triacylglyceridy kravského mléka jsou syntetizovany zvice nez 400 riznych MK. Rozdily
v obsahu jednotlivych kyselin jsou dany druhem zvirete, Slechténim, fazi laktace, bachorovou
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fermentaci, sloZzenim krmné davky a také sezonnimi rozdily. V Iété, kdy chodi kravy na pastvu,
obsahuje jejich mléko nizsi podil nasycenych MK a vyssi podil nenasycenych MK. V zimé je
tomu presné naopak (Lindmark Mansson 2008).

Kozy, kterym byla zkrmovana ve vétsi mife zelena pice, poskytovaly mléko s vyssim
obsahem maselné, kapronové, stearové, olejové, a-linolenové a eikosanové kyseliny, oproti
kozam, které mély zelené pice méné. Ty ale produkovaly vice kaprinové, laurové, myristové,
palmitové a linolové kyseliny. Krmivo s vy$sim obsahem vojtésky zpUsobilo vytvoreni méné
nezadoucich trans-Cis.1 MK, tj. elaidové kyseliny (Haenlein 2004).

Tabulka ¢.3 porovnava obsah pridmérného zastoupeni MK (g/100 g mléka) u koziho a
kravského mléka (Haenlein 2004).

Tabulka 3 Obsah MK v kravském a kozim mléce v gramech na 100 g mléka dle (Haenlein 2004)

Kozi mléko (g) Kravské mléko (g)

Cs:.0—kapronova kys. 0,13 0,11
Cs:0 — kaprylova kys. 0,09 0,06
Ci0:0 — kaprinova kys. 0,1 0,04
Ci2:0- laurova kys. 0,26 0,08
Ci4:0- myristova kys. 0,12 0,09
Ci6:0— palmitova kys. 0,32 0,34
Cis:0 — stearova kys. 0,91 0,88
Ce-14 0,44 0,4

Ce-14 celkové MCT 0,89 0,61
Cs-13 celkové SAFA 2,67 2,08
c16:1 palmitoolejova kys. 0,08 0,08
Cis:1— olejova kys. 0,98 0,84
Cle:1-221 MUFA 1,11 0,96
Cis:2 linolova kys. 0,11 0,08
Cis:3 linolenova kys. 0,04 0,05
Cis:2-18:3 celkové PUFA 0,15 0,12

3.4 Metabolismus mastnych kyselin

MK a to jak volné, tak i navazené v komplexnich lipidech hraji daleZitou roli
v metabolismu. Nalezneme je ve vSech bunéénych membranach. Jsou hlavnim zdrojem
zasobni energie. MK, které jsou soucasti komplexnich lipidG predstavuji zdroj tepelné,
elektrické a mechanické izolace. Soucasti lidského jidelnicku byvaji z 30-35 %. Jeden gram
tuku dodad télu 38 kJ. Dospély ¢lovék za den zkonzumuje pfiblizné 85 g tuku, vétsSinou ve
formé triacylglycerid(. V pribéhu traveni vznikaji volné mastné kyseliny (VMK) a
monoacylglyceroly. Transport z krevniho recisté, absorbce a samotné traveni se odliSuje u
mastnych kyselin dle délky retézce (Rustan, Drevon 2005).
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3.4.1 Transport z krevniho fecisté do jater

Transport MCFAs i SCFAs je v porovnani s LCFAs mnohonasobné rychlejsi. MCFAs jsou
premistovany ze stfev pfimo do jater prostfednictvim portalni Zily. V krevnim Fecisti se VMK
napojuji na plazmatické prenasece — albuminy (Schonfeld, Wojtczak 2016). Pro porovnani
LCFAs musi nejprve proniknout do lymfy, ktera se nachdazi v okoli stfev. Nasledné putuji
mizovody v podobé chylomikron( do hrudniho mizovodu, mista, kde se sléva lymfa z vétsiny
télnich organl a Usti zde do krevniho recisté. AZ vtento moment mohou LCFAs zahdjit
transport krvi do jater, kde dochazi k jejich metabolismu (Aoyama, Nosaka, Kasai 2007).

3.4.2 Traveni a absorpce

Po uspésném transportu do jater podléhaji MCFAs katabolickym preménam. Nejcastéji
dochdzi k B —oxidaci (Schonfeld, Wojtczak 2016). f —oxidace je katabolicky proces, ktery
probihd u eukaryotnich bunék v matrix mitochondrii. Dochazi ke vzniku acetyl-CoA, ktery
vstupuje do Krebsova cyklu a redukovanych koenzymd, které postupuji do dychaciho retézce
(Houten, Wanders 2010).

Muze probéhnout i Q-oxidace. K ni dochazi v endoplazmatickém retikulu ¢i cytoplazmé
bunék pfi naruseni  —oxidace a to u MK s 10-12 C. Vznikaji dikarboxlové kyseliny (Lemarié et
al. 2016).

Do bunéénych mitochondrii pronikaji SCFAs a MCFAs nezdvisle na pritomnosti enzymu
karnitinu. Karnitin je nepostradatelny pfi pfenosu LCFAs (Papamandjaris et al. 1998). SCFAs a
MCFAs ovliviuji vznik energie v mitochondriich dvéma zplsoby. Dodavaji redukéni koenzymy
do dychaciho fetézce a c¢astecné snizuji oxidacni syntézu ATP (Schonfeld, Wojtczak 2016).

Absorbované MCFAs jsou rychleji hydrolyzovany a komplexnéji metabolizovany nezli je
tomu u LCFAs (Aoyama et al. 2007). Rychlejsi vstfebavani je zajisténo mensi molekulovou
hmotnosti MCFAs, diky niz mlzZe pankreaticka lipaza efektivnéji uc¢inkovat (Papamandjaris et
al. 1998).

LCFAs se po proniknuti do vnitfniho prostoru bunky aktivuji na odpovidajici Acyl-Co
derivaty. Ty jsou bud zakomponovany do mezibunécné tukové tkané anebo vstupuji do
mitochondrii, kde probéhne jejich B-oxidace (Labarthe et al. 2008). MCFAs nejsou
zabudovavany do tukové tkané (Schonfeld, Wojtczak 2016).

3.4.3 Vliv konzumace MCFAs a MCT na obezitu

U pacientl s nadvahou, kterym byla podavana strava bohatd na MCFAs doslo k redukci
hmotnosti a zvySenému vydeji energie oproti pacientim, ktefi prijimali stejné mnozstvi kalorii
avsak z diet bohatych na LCFAs (Lemarié et al. 2018).

U obéznich i u zdravych mysi konzumace triglycerid( o stredni délce fetézce (MCT)

optimalizuje télesnou hmotnost a zvysuje citlivost k inzulinu. MCT sniZuji u mysi zadsoby

jaternich tukovych kapicek a bilé tukové tkané. Stimuluji termogenezi hnédé tukové tkané.
Strava bohatd na MCT tak predstavuje jednu z moznosti prevence obezity, steatdzy jater a
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diabetu 2. typu. Tato onemocnéni jsou z ¢asti pric¢itana stravé bohaté na triglyceridy s dlouhym
retézcem (Rial et al. 2020).

3.4.4 \Vyuziti MCFAs pf¥i lécebnych dietach

Diky rychlé absorpci, kterd nevyzaduje dodani energie, jsou MCFAs vyuZivany pfi |éCbé
malnutrice ¢i malabsorpce. ZvySeny pfijem MCFAs je vhodny pti uritych typech
kardiomyopatie, kdy pravé MCFAs dodavaiji potfebnou energii myokardu (Schénfeld, Wojtczak
2016).

Navyseny pfijem MCFAs je také nutny pfivrozené poruse [ —oxidace LCFAs (Schonfeld,
Wojtczak 2016). Poprvé byly pouzity v praxi v50. letech 20. stoleti k |éc¢bé Spatného
vstiebavani tukd (Labarthe et al. 2008).

Studie na krysach a lidech prokazala, Ze strava bohatd na MCFAs vede k mensimu riziku
vzniku rezistence kinzulinu, nez je tomu u stravy, ve které prevladaji LCFAs (McCarty,
DiNicolantonio 2016).

3.4.5 MCFAs a ketolatky

Po vstupu do jaternich mitochondrii, dojde k S-oxidaci MCFAs. Nadbytecny Acetyl-coA,
ktery se nemuUzZe uplatnit v jinych metabolickych drahach, vstupuje do ketogeneze, pohani
tvorbu ketolatek. Ketolatky predstavuji alternativni zdroj energie pro télo. Strava bohata na
MCFAs zvysuje koncentraci ketolatek v krevni plazmé, a to bez dlouhodobého odepirani
sacharidd. Navyseni ovSsem neni tak drastické jako pti dlouhotrvajicim hladovéni i jidelnicku
ochuzeném o sacharidy (McCarty, DiNicolantonio 2016).

Pacienti pfi této dieté pokryvaji svoji denni spotiebu energie z 40-60 % triglyceridy o
stfredni délce tetézce. Ketogenni dieta ma slibny potencidl pfi lécbé neurologickych
onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, epilepsie ¢i autismus (Lemarié et al. 2018).

Avsak dodrzovani ketogeni diety pouze za uUcelem redukce hmotnosti neni optimalni.
Jedna se o striktni dietu, kterou vétsina jedincti nedokaze dlouhodobé dodrzovat, dostavit se
mUzZe i jojo efekt (Campos 2017).

3.5 Ostatni aktivni sloZky testovanych pripravki

3.5.1 Myristova kyselina (LCFAs)

Tato 14-ti uhlikovad nenasycena kyselina je soucasti lidskych bunéénych membran, avsak
v nizSich koncentracich nez kyselina palmitova ¢i stearova (Stillwell 2016). Z hlediska poctu
uhlikd ji zafazujeme do kategorie kyselin s dlouhym retézcem.

Své jméno ziskala podle latinského oznaceni pro muskatovy ofiSek, Myristica fragrans, ze
kterého byla poprvé izolovana. Krom muskatového otisku ji nalezneme v palmojadrovém oleji,
kokosovém oleji, mlé¢ném tuku a v materském mléce (Beare-Rogers et al. 2007). Kravské
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mléko obsahuje 8-14 % kyseliny myristové, lidské mléko v priiméru 8,6%. Kyselina myristova
prispiva ke zvySovani hladiny cholesterolu v krvi (German, Dillard 2010).

Chen et al. (2019) zkoumali antibakterialni uéinky myristové kyseliny vaci Listeria
monocytogenes, bakterii, ktera zplisobuje infekce traviciho Ustroji. Myristova kyselina ma na
L. monocytognes inhibi¢ni vliv, zapfic¢inuje smrt bunék. Pfitomnost myristové kyseliny vede ke
zméné permeability a integrity bunécné stény bakterii. DalSim moZznym mechanismem zniceni
bunék se ukazala byt schopnost myristové kyseliny navazat se na buné¢nou DNA a zménit jeji
strukturu. Z vysledkd studie vyplyvd mozZnost vyuziti pfirozenych antibakteridlnich ucink(
myristové kyseliny v potravinarském primyslu pfi konzervaci potravin.

Suplementaci myristovou kyselinou bylo dosazeno sniZzené produkce metanu u dojnic.
Po suplemetaci nedoslo ke zméné procentudlniho obsahu konjugované linolové kyseliny ani
trans-mastné elaidové kyseliny (Odongo et al. 2007)

3.5.2 Citronova kyselina

Citronova kyselina (CsHsO7) je klicovym meziproduktem citatového cyklu. Ro¢né se ji
na svété vyrobi pfiblizné 1,5 milionU tun. V soucasnosti se primyslové ziskava predevsim
fermentaci za pomoci kultry Aspergillus niger (Kirimura, Honda,Hattori 2011). Hojné se vyuZiva
v potravinarském primyslu, kde pini funkci konzervantu. SniZuje pH potravin a napojul, ¢imz
usmrcuje pritomné mikroorganismy ¢i zamezuje jejich mnozeni (Nielsen, Arneborg 2007).

Citronova kyselina zpomaluje mnozeni Saccharomyces cerevisiae a Zygosaccharo-
myces baiii. Pfitomnost citronové kyseliny ovliviiuje metabolismus téchto kvasinek. Dochazi
ke snizené produkci ethanolu a navysené syntéze glycerolu, coz vede ke snizené produkci ATP
(Nielsen, Arneborg 2007).

Kirimura et al. (2011) zkoumali reakci ¢tyr rGznych druhl bakterii z rodu Schigella: S.
sonnei, S. flexneri, S. boydii, S. dysenteriae pfi vystaveni citronové kyseliné. Nejvyssi
antimikrobialni aktivitu prokazala citronova kyselina vici S. boydii. Pti koncentraci nizsi nez 3
% nebyl pozorovan zadny inhibi¢ni uéinek u S. sonnei.

Roztok citronové kyseliny o koncentraci 0,75 % sniZzuje kontaminaci povrchu vajec
bakteriemi Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Esherichia coli a Staphylococus
aureus (Oulkheir et. al. 2015).

3.5.3 Skoricova kyselina

Skoficovd kyselina (CoHsO2) je organickou kyselinou prirozené se vyskytujici
v rostlinach. Ma sSiroké spektrum biologickych ucink( a proto i potencidl stat se soucasti nové
vznikajicich 1éciv (Sova 2012). Ziskava se ze skoficovnik(, predevsim ze skoricovniku ¢inského
(Cinnamomum cassia), pochazejiciho z jizni Ciny a skofice cejlonské (Cinnamomum verum).
Susena kura se pridava diky svému aroma do parfémui a pokrm0. DUllezitou roli hraje i
v tradi¢ni mediciné. Pfidanim skotice do jidla zlepSujeme zdravi naSich stfev, potazmo
snizujeme pravdépodobnost rozvinuti rakoviny tlustého stfeva (Brodowska et al. 2016).
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(Leach, Kumar 2012) prokazali, Ze klra skoficovniku ¢inského plsobi pozitivné pfi 1écbé
diabetu. Ammar et al. (2016) pozorovali antibakterialni aktivitu esencialnich olejd ziskanych z
Cinnamonum aromaticum vuci E. coli, Kluyvera spp. a Klebsiella spp. Giordani et al. (2006)
zjistili pti in vitro pokusech antifungalni ucinky Cinnamomum cassia, kterych by se mohlo
vyuzit pfi lécbé kandiddzy. Za zminku stoji také schopnost esencialniho oleje, ziskaného z
Cinnamomum cassia, potlacovat rist mnohych plisni z rodu Aspergillus. Guzman (2014)
pripisuje kyseliné skoficové antibakterialni uc¢inek na tuberkuldzu zplsobujici Mycobacterium
tuberculosis.

3.5.4 Monolaurin

Monoester laurové kyseliny, monolaurin (GML — glycelor monolaurate), prokazuje
vysoké antibakterialni a antivirové ucinky. Casto ma vyssi biologickou aktivitu neZli samotna
laurova kyselina. Monolaurin se v lidském téle vytvari z laurové kyseliny pfitomné ve stravé.
Avsak neni zjisténo, jaké presné mnozstvi monolaurinu télo skuteé¢né z daného mnozstvi napr.
kokosového oleje vytvori (Lieberman, Enig, & Preuss 2006).

GML je latkou se silnymi antibakterialnimi Ucinky proti grampozitivnim bakteriim, napr.
Bacillus anthraxis (Schlievert, Peterson 2012). Dale na pfitomnost monolaurinu reaguje S.
aureus a Mycobacterium terrae. Naopak E. coli a Klebsiella pneumoniae se ukazaly byt
ucinkdm monolaurinu odolné (Preusset et al. 2005). Monolaurin pUsobi virucidné na obalené
viry. Zabranuje fuzi obalenych vir( s burikami savci. Ma schopnost zabranovat zanétiim
sliznice. Zanét sliznice je pro nékteré druhy vird klicovy pro proniknuti pres slizni¢ni bariéru
(Schlievert, Peterson 2012). Znamé jsou antibakteridlni uUcinky monolaurinu vudi
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie Ci Listeria monocytogenes. Do urcité miry je
ucinny i proti viru HIV, spalnicek, chfipky, zardének nebo také viru Epstein-Barr (Lieberman,
Enig, & Preuss 2006)

Po pridani monolaurinu do krmné davky brojler( Fortuoso et al. (2019) pozorovali vyssi
narUst prsni svaloviny a sniZzeni hodnoty Eimeria spp. a obecné nizsi pocet bakterii ve stolici
v porovnani s kontrolni skupinou. Nepozorovali Zadné negativni ucinky na organismus
brojleri. Na zakladé téchto vysledk( se monolaurin zda byt vhodnou nahradou ¢i doplikem
klasické antibiotické |écby.

Mimo jiné je tato povrchové aktivni latka bézné vyuZivand v kosmetice a
potravinarském pramyslu (Witcher, Novick, Schlievert 1996). ProdluZuje trvanlivost vyrobka,
napomaha pri vyrobé emulzi (Ruzin, Novick 2000). Obecné je povazovan za bezpecné a zdravi
neskodlivé aditivum (Schlievert, Peterson 2012).

Suplementace monolaurinem posiluje imunitni systém clovéka. Doporuéena denni
davka pro dospélého ¢lovéka cini 1-3 g. UZivat jej mohou i déti ve véku od 3-10 let, a to
v mnozstvi do 30 mg (Lieberman, Enig, & Preuss 2006).

20



3.5.5 Synergismus antibakterialnich Cinidel

Kombinace MCFAs a organickych kyselin mlZe vést k zesileni antibakteridlnich

ucinkd, tedy synergismu (Kim & Rhee 2013). Ve svych pokusech s E. Coli 0157:H7 Kim & Rhee
(2013) pozorovali navySeni antibakteridlnich GcinkG za pouziti kombinace citronové a
kaprylové kyseliny, které samostatné vykazovaly zanedbatelné antibakterialni ucinky. Za
pouziti pratokové cytometrie a mikroskopické analyzy odhalili rozdily v naruseni membran
bakterii, které mély souvislost pravé se synergickym efektem aditiv. Aplikace pouze MCFAs ¢i
organickych kyselin zpUsobila disrupci membrany, avsak i nadale dochazelo k ristu kolonii a
poskozeni membrany bylo vratné. Naopak buriky vystavené pulsobeni kombinace aditiv
vykazovaly jasnou desintegraci membrany, Ci vedly pfimo k zaniku buriky. Batovska et al.
(2009) zaznamenali zesileni antibakteridlnich ucinkl pfi zkombinovani monolaurinu s laurovou
kyselinou a také monolaurinu a monokaprinu.

3.6 Bakterie rodu Salmonella
3.6.1 Charakeristika

Bakterie rodu Salmonella byla poprvé indentifikovana roku 1855 izolaci z traviciho
traktu prasete domaciho (Sus scrofa domestica) kontaminovaného prase¢im morem. Nazev
ziskala po americkém patologovi Dr. Salmonovi, ktery se na objeveni podilel. Salmonely jsou
jednim z nejvice se vyskytujicich patogenl v potravé c¢lovéka. Odhaduje se, Ze celosvétové
maji na svédomi 93,8 milionU pripad( nakazy z jidla, z toho 155 tisic vede kazdorocné k umrti.
Témeér vSsechny kmeny salmonel vykazuji patogenitu, protoZe dokazou efektivné napadnout
buriku, zreplikovat se a prezit v téle hostitele (Eng et al. 2015).

Rod Salmonella patfi do celedi Enterobacteriace, jednd se o gramnegativni,
fakultativné anaerobni tycinky, které nevytvareji spory. Optimalni ristova teplota se pohybuje
okolo 37°C. Vétsina zastupcl je motilnich (Sanchez-Vargas, Abu-El-Haija,Gomez-Duarte 2011).
Bakterie se pohybuji pomoci dlouhych, heliakalnich flagel, tj. bi¢ik( lokalizovanych na povrchu
bunky. Biciky jsou tvorené nékolika proteiny, rozdilné kombinace proteinli jsou
charakteristické pro dané druhy bakterii. Diky bic¢ikim se dokazi bakterie premistit na mista
vhodna ke kolonizaci (Sporing et al. 2018). Bic¢iky usnadnuji bakteridlni adhezi a tvorbu
biofilmu (Abramo et al. 2012), avsSak jsou i hlavnim cilem pro imunitni obranny systém. Pomoci
signalll z bunécéného obalu bakterie mlze dojit k zastaveni syntézy flagel a tim i zhorseni
podminek pro imunitni reakci. Patogen dokaze rozpoznat v jaké fazi kolonizace se nachazi
a prizpusobit tomu i flagelarni biosyntézu (Sporing et al. 2018).

3.6.2 Zastupci rodu Salmonella

Nejcastéji zplsobuje onemocnéni zvifat i ¢clovéka Salmonella enteritidis a Salmonella
typhimurium. S. Enteritidis byva spojovana s konzumaci kontaminovanych vajec a dribeziho
masa, zatimco S. Typhimurium s konzumaci vepfového, hovéziho a masa kureciho (Thung et
al. 2016).
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Novy taxonomicky systém (viz tabulka ¢. 4) povazuje Salmonella enteritidis, Salmonella
paratyphi, Salmonella typhimurium a Salmonella typhi za heterotypni synonyma pro
Salmonella enterica subsp. enterica (bacterio.net). V tabulce €. 5 je pro porovnani rozepsan
zastaraly taxonomicky systém, ktery ale maze byt vyuzivan i dnes.

Tabulka 4 Dle bacterio.net k datu 21.10.19

Novy taxonomicky systém

Salmonella bongori

Salmonella enterica

Salmonella enterica subsp. arizonae
Salmonella enterica subsp. diarizonae
Salmonella enterica subsp. enterica
Salmonella enterica subsp. houtenae
Salmonella enterica subsp. indica
Salmonella enterica subsp. salamae
Salmonella subterranea

Tabulka 5 Dle bacterio.net k datu 21.10.19

Zastaraly taxonomicky systém

Salmonella bongori

Salmonella choleraesuis

Salmonella choleraesuis subsp. arizonae
Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis
Salmonella choleraesuis subsp. diarizonae
Salmonella choleraesuis subsp. houtenae
Salmonella choleraesuis subsp. indica
Salmonella choleraesuis subsp. salamae
Salmonella enteritidis

Salmonella paratyphi

Salmonella subterranea

Salmonella typhi

Salmonella typhimurium

3.6.2.1 Salmonella enteritidis

S. enteritidis se vymyka svou schopnosti prezit ve vajeném bilku, ktery pro mnohé
mikroorganismy predstavuje nepfiznivé prostiedi. Antimikrobidlni podminky ve vejcich jsou
vytvareny pritomnosti lysozymu, enzymu se schopnosti narusovat bakteriadlni sténu a také
ovotransferinu, ktery ma baktericidni Gcinek (Baron et al. 2016).
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V obdobi mezi lety 2004-2016 bylo v Evropské unii zaznamenano celkem 983 pripad
vajec infikovanych S. enteritidis. Nejcastéjsi infikovanou komoditou bylo maso brojlerd,
celkem 3317 evidovanych pripad( v daném obdobi (viz tabulka ¢. 6) (EFSA & ECDC 2017).

Tabulka 6 Zaznamenané pripady infikace jidla Salmonellou enteritidis v zemich EU dle (EFSA & ECDC 2017).

Vejce 765 25 102 22 23 22 24 983
Vyrobky obsahujici vejce | 94 7 7 4 3 1 3 119
Maso brojler( 1451 107 298 499 551 136 275 3317
Veprové maso 196 21 22 17 11 10 31 308
Hovézi maso 125 2 4 18 13 2 9 173

3.6.2.2 Salmonella typhimurium

Jedna se o patogenni bakterii u ¢lovéka zpUsobujici gastroenteritidu. Toxickou ji ¢ini
predevsim jeji vnéjsi membrana tvorena z vétsi ¢asti lipopolysacharidy, které ji ochranuji pred
vnéjsSim prostiedim. U mysi zplsobuje infekci celého organismu s projevy podobnymi
brisnimu tyfu u Clovéka, ktery zplsobuje S. enterica serovar Typhi. S. typhimurium napada
i centralni nervovy systém mysi, coz mize vést k umrti ¢i dozZivotnim nasledkim. Pokusy na
mysich bylo zjisténo, ze S. typhimurium dokaze proniknou pres hematoencefalicka bariéru
a dostat se do kontaktu s mozkovou tkani, kterou prokazatelné poskozuje (Chaudhuri et al.
2018).

3.6.3 Pripady nakazy ¢lovéka salmonelou v Ceské republice

Zarok 2017 bylo v Evropské unii evidovano celkem 93 583 pfipadli ndkazy salmonelou.
To predstavuje 19,7 nemocnych na 100 000 lidi. Nejvyssi pocet nakazenych byl zaznamendm
v Ceské republice (108,5 nemocnych na 100 000 lidi). P¥ehled viech zaznamenanych pfipadd
salmoneldzy na tzemi CR je vypséan v tabulce €. 4. Na druhém misté v poétu ndkaz se umistilo
Slovensko se 106,5 pripady ndkazy na 100 000 obyvatel. Naopak nejmensi pocet nakazenych
byl na Kypru, dale v Recku, Italii, Portugalsku a Rumunsku. V Ceské republice se naprostd
vétSina nemocnych nakazila salmonelou na nasem Uzemi. Naopak ve Finsku se 76,3 %
nemocnych nakazilo pti pobytu v zahrani¢i (Food & Authority 2018).
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Tabulka 7 Pfipady zaznamenané salmoneldzy na tizemi CR v letech 2014 -2017 dle (Food & Authority 2018)

2017 2016

Celkem Prepocet na Celkem Prepocet na
nemocnych 100 000 lidi nemocnych 100 000 lidi
11473 108,5 11610 110

2015 2014

Celkem Prepocet na Celkem Prepocet na
nemocnych 100 000 lidi nemocnych 100 000 lidi
12 408 117,7 13 255 126,1

3.6.4 Rezistence rodu Salmonella k antibiotikim

Rezistence bakterii rodu Salmonella k antibiotikim je zavaznym problémem, na ktery
bylo poprvé upozornéno v 60. letech 20. stoleti, kdy pfestalo byt uc¢inné antibiotikum
chloramphenicol a postupem ¢asu i antibiotika dalsi (Trust, Bartlett 1979). Sérotypy salmonel
vykazujici MDR (multidrug-resistant) fenotyp maji schopnost vytvaret hybridni plazmidy, které
nesou informace o antimikrobialni rezistenci sérotypu proti tradicnim antibiotik(im, jako jsou
chloramphenicol, tetracyklin, ampicilin a streptomycin (Thung et al. 2016).

Rozsiteni rezistence je nasledkem castého pridavani antibiotik do potravy zvirat za
Ucelem zrychleni rastu a vyuZivani antibiotik v 1é¢bé bakterialnich infekci. Zvysuje se tak riziko
prenosu kmen( MDR salmonel ze zvifete na ¢lovéka prostfednictvim konzumace nakazeného
masa, ¢i vodou nebo potravou kontaminovanou zvifecimi vykaly. Urcité kmeny MDR salmonel
byly také nalezeny v télech exotickych zvitat, konkrétné zelv. MDR kmeny salmonel se

e

vyskytovaly i ve vodnim prostredi, kde tito ZivoCichové Ziji (Eng et al. 2015).
3.6.5 Prevence ndkazy

Nejlepsi prevenci proti ndkaze salmonelou je spravné zachazeni s jidlem, dostatecna
tepelna uprava pokrm0 a dodrzovani zakladnich hygienickych navykd. V rozvojovych zemich
je klicovy pfristup k pitné vodé a rozsifovani povédomi o nakaze. Vysledky studii také ukazuiji,
Ze Castecné ucinna je i vakcinace proti salmonele (Sanchez-Vargas et al. 2011).

Ockovani zvifat se nabizi jako vhodny prostfedek prevence ¢i snizeni prenosu
mikroorganismuU ze zvirat na Clovéka. V praxi se vyuZzivaji 3 typy vakcin — Zivé bakterie rodu
Salmonella, usmrcené bakterie rodu Salmonella, ¢i kombinace obou zminénych (Sanchez-
Vargas et al. 2011).

Vakciny Salmonella byly testovany na rlznych ZivocisSnych druzich. Na prasatech
realizovali experimenty Sanchez-Vargas et al. (2011), ktefi vakciny Uspésné podali brezim
prasnicim za ucelem omezeni ndkazy selat. Dérea et al. (2010) pak zkoumali Gcinky vakcinace
na kufata masného typu. PFi vpraveni vakciny do téla bylo porovnanim ockovanych
a neockovanych zvirat zjisténo, Ze ockovani jedinci maji nizsi prevalenci salmonel v tenkém
stfrevé. Pouze 38,3 % ockovanych brojler bylo infikovanych oproti 64,2 % nenaockovanych.
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Reprodukéni organy byly u ockovanych brojler(i zasazeny ze 14,22 % versus 51,7 %
u nenaockovanych.

3.7 Bakterie rodu Staphylococcus
3.7.1 Charakteristika

Pod mikroskopem byly bakterie poprvé spatieny v preparatu infikované tkané ledvin.
Objevil je némecky védec Von Recklinghausen v roce 1871. O devét let pozdéji, roku 1880,
Louis Pasteur a Sir Alexander Ogston prokazali, Ze tyto koky-formuijici bakterie jsou patogenni.
Pojmenovani pro rod Staphylococcus vymyslel Sir Alexander Ogston (Bhunia 2008).
Grampozitivni bakterie rodu Staphylococcus zarazujeme do celedi Staphylococcaceae.
Bakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici a fakultativné anaerobni. Mohou se vyskytovat, a to
jak samostatné, tak ve dvojicich, parech, tetradach a retézcich (o 2-3 bunkach). Bunécéna sténa
obsahuje peptidoglykan a kyselinu teichoovou (Schleifer, Bell 2015).

3.7.2 Zastupci rodu Staphylococcus

Zastupce rodu Staphylococcus najdeme predevsim na kiZi, sliznicich a v koZnich
Zlazach Clovéka, dale u savcl a ptakd. U zdravych jedincl se stafylokoky bézné vyskytuiji.
Vytvafii kolonie uvnitf a vné téla, avsak pfti vytvoreni vhodnych podminek mohou predstavovat
potencionalni patogeny. Stafylokoky rozdélujeme do dvou skupin: koaguldza pozitivni
a koagulaza negativni (Marsilio, Di Francesco,Di Martino 2018).

3.7.2.1 Koaguldza negativni stafylokoky

vevys

Staphylococcus epidermidis. Zpusobuje infekce mocovych cest a predstavuje problém pfi
podstupovani ambulantni dialyzy, dadle maze zpUsobit infekci pfi zavedeni protetickych
kloubnich ndhrad a permanentnich kardiostimulator(. V 80. letech 20. stoleti se objevil MRSE
(methicillin rezistentni S. epidermidis), ktery byl ¢asto smrtelny pro pacienty po transplantaci
srdce. S. epidermidis je spojovan se vznikem mastitidy u krav. Zanét mlécné zlazy krav
zpUsobuje také S. warneri a S. haemolyticus (Schleifer, Bell 2015). Vybrané kmeny koagulaza
negativnich stafylokokU se nachazeji v tabulce €. 8.

Tabulka 8 Prehled vybranych kmeni koaguldza negativnich stafylokoki dle (Mack et al. 2005)

Koaguldza negativni

S. epidermidis S. lentus S. simulans

S. haemolyticus S. carnosus subsp. carnosus | S. warneri

S. capitis S. feli S. saprophyticus
S. hominis S. caprae S. gallinarium

S. pettenkoferi S. hominis S. muscae
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3.7.2.2 Koaguldza pozitivni stafylokoky

Koagulaza pozitivni stafylokoky jsou bézné komenzalni mikroorganismy a pfilezitostné
patogeny lidi i zvifat. V tabulce ¢. 9 je vypsan prehled typickych hostitell pro jednotlivé MO.
Zejména nebezpecnym je methicillin-rezistentni S. aureus (MRSA).

Tabulka 9 Prehled vybranych koaguldza pozitivnich stafylokokd dle (Hennekinne et al. 2010)

Koaguldza pozitivni Hostitel

S. aureus subsp. aureus ¢loveék, zvirata
S. aureus subsp. anaerobius | ovce

S. intermedius pes, kiin, holub
S. hyicus prase, kure
S. delphini delfin

S. schleiferi subsp. coagulans | pes, kocka
S. lutrae vydra

3.7.2.3 Staphylococcus aureus

S. aureus se vyskytuje na povrchu kliZe a sliznic u 20-30 % zdravych jedinct (Andreoletti
et al., 2007). Z toho pfiblizné 3 % pripadaji na methicillin-rezistentni S. aureus (Hanselman et
al. 2009). Vétsinou nepredstavuje pro ¢lovéka zadné zdravotni riziko, ale pfi oslabeni imunity
muze vyvolat infekci pokozky, pronikat do otevienych ran a v horsim pfipadé infikovat i vnitini
télni tkané (Andreoletti et al., 2007). Nékteré kmeny vytvafi enterotoxiny, které jsou odolné
vuci proteolytickym enzymOm (Marsilio et al. 2018).

S. aureus je ¢astym spoustééem mastitidy u krav. Prevalence stafylokokové infekce se
lisi mezi jednotlivymi staty, pohybuje se mezi 5-30 %. Riziko prenosu mikroorganisma hrozi
predevsim pfi dojeni (Marsilio et al. 2018).

3.7.2.3.1 Rezistence S. aureus k antibiotikim

Mezi lety 1950-1960 zapricil S. aureus Uumrti mnoha nemocnicnich pacientd na
nozokomidlni nakazu. Od roku 1959 byl klécbé stafylokokové infekce nové wvyuzivan
methicillin, protoZze nékteré kmeny S. aureus se staly rezistentnim na do té doby
predepisovany penicilin (Enright et al. 2002). V 80. letech 20. stoleti se poprvé obijevili
methicillin-rezistentni S. aureus (MRSA) kmeny. S. aureus se vyvinul ve velmi Gcinny patogen,
s vysokym stupném virulence, ktery je rezistentni na mnohd antibiotika, coz zna¢né ztézuje
lécbu pacientd (Soni, Chakrapani, Chopra 2015).

3.7.2.3.2 Methicilin sensitivni S. aureus

Kromé obligdtné znamych MRSA kmen( existuji i méné diskutované methicillin-
sensitivni kmeny S. aureus tzv. MSSA kmeny. Hlavni rozdil spociva v jejich reakci na
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antibiotikum methicillin. MRSA obsahuje gen kédujici rezistenci k methicilinu a dalsim R-
laktamdm. U MSSA se mohou R-laktamova antibiotika navazat na receptory v bunécné
membrané, narusit syntézu peptidoglykanu a zpUsobit zanik burniky (Deurenberg, Stobberingh
2008). Projevy onemocnéni jsou u obou typd obdobné. MRSA i MSSA jsou zavaznymi
patogeny, které mohou ohrozit lidsky Zivot (Hallin et al. 2007).Data z tabulky ¢. 10
charakterizuji pacienty s nosokomialni MRSA a MSSA infekci. Umrti je vy$3i v p¥ipadé infekci
zpUsobené MRSA kmeny. MRSA i MSSA jsou Castéjsi u muzd nez u Zen. Jak ukazuji hodnoty
z tabulky €. 11 nejéastéji dochazi k nakazeni MRSA infekci u pacient na oddéleni intenzivni
péce, naopak MSSA maji ve svém organismu casto pacienti dochazejici pravidelné na
hemodialyzu. Data byla shromaZdovana po dobu 5 let v britské nemocnici Guy’s and St.
Thomas. Celkem bylo diagnostikovano 433 pacientd s MSSA infekci a 382 pacinetd s MRSA
infekci (Melzer et al. 2003)

Tabulka 10 Charakteristika pacient( s nosokomidlni MRSA a MSSA bakterémii dle (Melzer et al. 2003)

MRSA-infikovani pacienti (%) MSSA-infikovani pacienti(%)

Pacienti, ktefi se zotavili 70,4 86,4
Umrti z dGsledku infekce 11,8 5,1
Zeny 42,7 29,8
MuZi 57,3 70,2

Tabulka 11 Mista, kde doslo k nakaZeni MIRSA ¢i MISSA infekci dle (Melzer et al. 2003)

MRSA-infikovani pacienti (%) MSSA-infikovani pacienti(%)

Hemodialyza 16,5 33,7
Onkologie 4,5 9,5
Po operaci srdce 10,7 9,9
Oddéleni intenzivni péce 27,5 5,3

3.7.2.3.3 Vyskyt S. aureus v potravinach

S. aureus se €asto nachazi v malych koncentracich v syrovém masu (veprové, kureci,
hovézi, kruti, skopové, kralici) a také v mlécnych vyrobcich (mléko, syry). V priméru testované
maso obsahuje 0-1,2 % MRSA izolatd (maso testovano v Madarsku, Francii, Italii, Japonsku
a Koreji) (Bortolaia, Espinosa-Gongora, Guardabassi 2016). Vyssi koncentrace byla namérena
v Pakistanu, kde syrové mléko obsahovalo 10,4 % MRSA izolat(. Dale mohou byt stafylokoky
kontaminované pudingy, salatové dresinky, lahtdky a morské plody (Andreoletti et al. 2007).

3.7.2.3.4 Vyskyt S. aureus v prostiedi

Zivocigna produkce je zdrojem vzdudnych polutantd, které jsou nebezpeéné pro Zivotni
prostiedi. Vzduch na farmach obsahuje plyny, prachové ¢astice a mikroorganismy. Nejvyssi
koncentrace bakterii byla detekovana na slepicich farmach, kde 80 % vzdusnych
mikroorganismU pochazi z rodu Staphylococcus. Bakterie z farem mohou vzduchem putovat
na vzdalenosti 150 az 250 metrd. Pracovnici na farmach bez pochyb vdechuji MRSA pfitomny
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ve vzduchu, avSsak namnozZeni bakterii hrozi spiSe u pracovnikl, ktefi prichazi se zviraty
do primého kontaktu (29 % pracovnik( je MRSA pozitivnich), nezli pouze inhalaci (Andreoletti
et al. 2007).

3.8 Bakterie rodu Enterococcus
3.8.1 Charakteristika

Vyvoj oznaceni pro rod Enterococcus zapocal roku 1899, kdy védec Thiercelin
predstavil verejnosti nové pojmenovani pro jim objevenou stfevni grampozitivni bakterii.
Thiercelin se také pokusil o zaloZeni rodu Enterococcus, avsak nedockal se podpory u svych
kolegl. Roku 1906 se enterokoky staly podskupinou rodu Streptococcus. Az roku 1984 diky
praci védcd Schleifer a Kilpper-Balz vznikl novy, samostatny rod Enterococcus, ktery je
zararovan do kmene Firmicutes (Svec, Franz 2014).

Enterokoky jsou grampozitivni, kataldza negativni, fakultativné anaerobni bakterie,
které nevytvari spory. Maji schopnost prezit v neptiznivém prostiedi, odolavaji Sirokému
spektru teplot (5-65 °C), rozmezi hodnot pH (4,5 — 10) a také vysokym koncentracim NaCl. Diky
tomu maji predpoklad k rychlé adaptaci a kolonizaci prostiedi (Fisher, Phillips 2009).
Optimalni rdstova teplota je 37 °C. Bunky Casto tvofi kratsi fetizky. Pohyblivost byla prokazana
pouze u E. Gallinarum a E. Casseliflavus, ostatni zastupci nejsou motilni (Svec, Franz 2014).
Enterokoky zarazujeme mezi bakterie mlééného kvaseni (Fisher, Phillips 2009). Jsou pritomny
v syrovém mléce a chovaji se jako prirodni startery mlééného kvaseni, dokdzi prezit pfi
ochlazeni mléka a také jeho pasteraci (Hanchi el al. 2018).

3.8.2 Zastupci rodu Enterococcus

Po mnoho let byl rod Enterococcus povazovan za zdravi neskodny. Bakterie rodu
Enterococcus jsou soucasti prirozené strevni mikroflory Clovéka i zvirat, avsak muze byt
nebezpecnym nosokomialnim patogenem, ktery je schopny vyustit az v bakteriémii Ci
endokarditidu u ¢lovéka (Svec, Franz 2014). Svému onemocnéni podlehne 61 % pacient(
trpicich enterokokovou nosokomidlni ndkazou (Fisher, Phillips 2009).

Vyuziti enterokoky nachazely a stale nachdazi ve zdravotnictvi. Pacientim jsou
enterokoky podavany ve formé probiotik predepisovanych pfi l[éCbé prlijmovych onemocnéni,
zpUsobenych otravou z potravin. U enterokokl se mimo jiné vyuZiva jejich schopnosti
produkovat bakteriociny (Svec, Franz 2014).

DaleZitou roli hraji i v potravinarském primyslu. Potraviny dokazi, jak znehodnotit, tak
chutové vylepsit. Enterokoky se mohou namnozit na mase a zpUsobit jeho kazeni. Na druhou
stranu hraji dlezitou roli pfi zrani a vytvareni aroma u tradi¢nich fermentovanych produktl —
syrll a klobas, predeviim v oblasti Balkdnu a Stfedomofi (Svec, Franz 2014). Misto typického
vyskytu pro dané zastupce je popsano v tabulce ¢. 12.
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Tabulka 12 Prehled vybranych enterokokt

Zastupci Vyskyt

Enterococcus canis GIT pst

Enterococcus casseliflavus rostliny, silaZe, puda

Enterococcus cecorum GIT prasat, kocek, psq, telat
Enterococcus columbae stfeva holubt

Enterococcus hirae stfeva kurat

Enterococcus durans GIT sténat, holubu, telat

Enterococcus faecalis vykaly ¢lovéka a teplokrevnych Zivocicht
Enterococcus faecium GIT ¢lovéka, zelenina, ovoce, syry
Enterococcus lactis mléko, mlécné vyrobky

3.8.2.1 Vyskyt enterokoki v prostredi

Enterokokové bakterie nachazime v plidé, povrchovych vodach, cistickach odpadnich
vod a odpadnich vodach, na povrchu rostlin a uvnitf gastrointestinalniho traktu teplokrevnych
ZivocichUll. Pritomnost téchto bakterii ve vodé je ukazatelem jeji kvality. ZvySeny vyskyt indikuje
fekalni znecisténi (Svec, Franz 2014).

3.8.2.2 Enterococcus cecorum

Poprvé byl izolovan ze strev slepic, ale pfitomen je i u prasat, kocek, psu, telat a kachen.
E. cecorum je komenzalni bakterii, ktera dfive nebyla povaZovana za nebezpecnou, avsak
vroce 2002 byly ve Skotsku a Nizozemsku poprvé popsany patogenni kmeny E. cecorum
napadajici chovy slepic. Od té doby je kazdoro¢né popisovan vyskyt i v dalSich zemich Evropské
unie, Jizni Afriky a Spojenych stati americkych (Jung el al. 2018).

Zastoupeni E. cecorum v travicim traktu slepic se méni v prabéhu jejich Zivota. U
jednodennich kurat se E. cecorum nevyskytuje. Tti az ctyr tydenni kufata maji minoritni
zastoupeni E. cecorum mezi enterokokovymi a streptokokovymi druhy. Dominantnim se
komenzalni E. cecorum stava aZ u dvanacti tydennich jedincl. Patogenni kmeny se ve stfevech

AR

komenzalnich druhl E. cecorum (Jung el al. 2018).
3.8.2.3 Patogenni Enterococcus cecorum

U brojlerd zplsobuje onemocnéni skeletu. NejvyraznéjSim projevem je paralyza
ptakd nastava z divodu sepse, ¢i dehydratace a podvyzZivy zpUsobené paralyzou. Infikovani
jedinci mohou byt IéCeni antibiotiky, avSak pro jiz paralyzované ptaky je antibioticka lécba
neucinna a jedinym reSenim je utraceni. Derivaty penicilinu jsou nejcastéji vyuzivanymi lécCivy.
Casta je rezistence na tetracyklin a makrolidy (Jung et al. 2018).
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3.8.2.3.1 Rezistence Enterococcus cecorum k antibiotik(im

Pri testech bylo zjisténo, Ze vétsina kmenU E. cecorum zajisténych z jatecné upravenych
tél (JUT) zvirat je rezistentni na linkomycin (72 %) a tetracyklin (61,3 %). 70,7 % enterokoku
ziskanych z JUT bylo rezistentnich na vice nez dvé antibiotika (Jackson et al. 2015).

Antibioticka rezistence E. cecorum ma vliv na zdravi nejen zvirat, ale i lidi. Rozvinuti
infekce u c¢lovéka je pomérné vzacné. Projevy zahrnuji endokarditidu, sepsi a peritonitidu.
Nachylnéjsi jsou pacienti dlouhodobé IéCeni steroidy, podvyZiveni jedinci ¢i pacienti s cirhdzou
jater. Zdroj lidské nakazy zUstava neobjasnén. Objevuji se domnénky o spojitosti s konzumaci
infikovaného masa (Jung et al. 2018).

3.8.2.4 Enterococcus faecium

E. faecium je spolecné s E. faecalis nejhojnéji zastoupenym enterokokem lidského
zazivaciho traktu. Vykaly obsahuji 10°>-107 E. faecium na 1 gram (Fisher, Phillips 2009).
Testy byla prokazana pritomnost této bakterie v syrech, rybach, veprovém a mletém hovézim
mase (Fisher, Phillips 2009). E. faecium nalezneme také na zeleniné (saldt, rajcata, redkvicky,
Spenat, celer, zeli) (McGowan et al. 2006).

3.8.2.4.1 Rezistence Enterococcus faecium k antibiotikim

Vzhledem kdfivéjSimu zarazeni enterokoklli mezi stafylokoky byl klécbé
enterokokovych infekci vyuzivan vyhradné penicilin, avSak neluspésné, protoZze na vétsinu
enterokokl penicilin neplsobi baktericidné (Arias, Murray 2012). Penicilinova rezistence je
u E. faecium déana vice faktory. Jednim z nich je pfitomnost enzymu transpeptidazy, ktery
syntetizuje material bunécné stény a penicilin jeho cinnost v pfipadé enterokokl nijak
nenarusuje (Murray 2000).

E. faecium také nereaguje na |écbu ampicilinem (Sirokospektré penicilinové
antibiotikum). Bakterie produkuji protein vazajici penicilin, ktery ma nizkou afinitu k beta-
laktamGOm (Arias, Murray 2012).

Diky pfitomnosti chromozomalniho genu kédujiciho aminoglykosid-modifikujici enzym
je zabranéno synergii mezi bunécnou sténou a baktericidnimi aminoglykosidy (Gold 2001).

Prvni zaznam o rezistenci k vysokym koncentracim vankomycinu pochdzi z roku 1988,
kdy E. faecium casto zpUsoboval infekce mocovych cest u nemocnicnich pacientll a nedafilo
se tlumit infekci (Gold 2001). Vankomycin-rezistenti enterokoky se rychle rozsifili a najdeme
je v nemocnicich téméF ve viech zemich svéta (Courvalin 2006). Obrazky ¢. 1 (pro Ceskou
republiku), 2 (pro Slovensko), 3 (pro Finsko) znazorfuji procento invazivnich izolatl E. faecium
rezistentnich na vankomycin mezi lety 2011-2018 a porovnavaji vysledky s prlmérem EU.

evvs

bakterii nalezneme ve Skandindvii (European Centre for Disease Prevention and Control 2018).
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4 Metodika

4.1 Materidl a metody

7 v s

4.1.1 Material vyuzity v praktické ¢asti bakalarské prace
4.1.1.1 Bakteridlni kmeny

V tabulce €. 13 je vypsan prehled bakterialnich kmen, vici kterym byla zkoumana
antimikrobidlni aktivita samostatnych MK ¢i jejich kombinace s dalsimi antibakteridlnimi

latkami.
Tabulka 13 Prehled bakteridlnich kmend

Druh Kmen Specifikace

Staphylococcus aureus ATCC 29213 | MSSA

Staphylococcus aureus ATCC 43300 | MRSA

Salmonella enteritidis 147/7F4 klinicky izolat — infekce kurete
Salmonella typhimurium | K3 klinicky izolat

Enterococcus faecium CCM 6226 probioticka kultura

Enterococcus cecorum CCM 4285 klinicky izolat — divoka kachna; jatra

Jednotlivé kmeny pochazaly z niZze uvedenych zdroju:
— ATCC - American Type Culture Collection (Manassas, USA)
— CCM — Ceska sbirka mikroorganism@ (Masarykova Univerzita, Brno, CR)
— 147/7F4 a K3 — klinické izolaty (Vysoka $kola chemicko-technologicka, Praha, CR)

4.1.1.2 Aditiva

Celkem byl zkouman efekt sedmi aditiv v17 rlznych kombinacich. Jednalo se
o komercni pripravky na bazi MK, citronové kyseliny a skoficové kyseliny poskytnuté

holandskou firmou Daa Vision (Oss, Holandsko). Tabulka ¢. 14 obsahuje seznam vsech
testovanych aditiv.

Tabulka 12 Prehled testovanych aditiv

Cs/Cio GML (90)

Ci GML/CinA (50/50)

Cia GML+CitA (50/50)

C12/C14(70/30) GML+CitA (70/30)

C12/CitA (50/50) C12/C14+GML

C12/CitA (70/30) C12/C14+GML (35/15/50)

C12/CinA (50/50) C12/C12/GML+CitA (24,5/10,5/35/30)
C12/CinA (70/30) C12/C14+GML+CinA (24,5/10,5/35/30)
C12/C14+CitA (35/15/50)
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4.1.1.3 PouZité chemikdlie

Kultivaéni médium

Bakteridlni kmeny byly kultivovany v Miller-Hinton bujonu (MHB), ktery byl
predpfipraven firmou Oxoid (Praha, CR). Kultivaéni médium je prodavéano v dehydratované
formé. V této podobé muize byt skladovano pfi teplotdch 10-30 °C. Médium pfripravené
k poutziti, tedy v kapalné formé, se skladuje pfi teploté v rozmezi 2-8 °C. Pfipravuje se z21 g
dehydratovaného MHB bujonu a 1 litru destilované vody. PIné rozpusténa smés je sterilovana
v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 min. Pfi 25 °C se pH média pohybuje v rozmezi 7,3
1+ 0.1. V tabulce ¢.15 je vypsané slozeni pouzitého bujonu.

Tabulka 13 SloZeni bujonu firmy Oxoid (Praha, CR)

Standartni slozeni MHB g/l

Hovézi maso, dehydratovany odvar 300
Kaseinovy hydrolyzat 17,5
Skrob 1,5

Dalsi vyuzité chemikalie
— Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, Praha, CR)
— Methylthiazolyl diphenyl-tetrazolium bromid (MTT; Sigma Aldrich, CR)

4.1.1.4 Pristroje a pomucky

— Analytické vahy

— Trepacka-vortex

— Inkubator

— Plynovy kahan

— Infinite® 200 PRO Microplate Reader (Tecan, Svycarsko)
— Autoklav

— Mechanické pipety

— Multikanalova pipeta

— Stojan na zkumavky

— Injekéni stiikacky

Plastovy spotiebni material

—  Spicky k pipetam

— Mikrozkumavky s vickem

— Zkumavky se zatkou a kulatym dnem

— Centrifugacni zkumavky se Sroubovacim uzavérem
— Rezervoary na vzorky pro vicekandlové mikropipety
— 96 - jamkové mikrotitracni desticky
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4.1.2 Metody

4.1.2.1 Testovdni antibakteridlni aktivity komercnich pripravki na bdzi mastnych kyselin,
kyseliny skoricové a kyseliny citronové

Ke stanoveni minimadlnich inhibi¢cnich koncentraci (MIC — minimum inhibitory
concentration) komercnich pripravkd na bazi mastnych kyselin, kyseliny skoricové a kyseliny
citronové bylo pouzito in vitro mikrodiluéni metody s tekutym médiem v 96 - jamkové
mikrotitracni desti¢ce. Testy byly koncipovany dle nejnovéjsSich poznatkd (Cos, Vlietinck,
Berghe, & Maes, 2006) (Hecht et al. 2012).

Pro pfipravu zasobnich roztok(l testovanych latek byly vySe vypsané komercni
pripravky rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO; Sigma-Aldrich, Praha, CR) na pozadovou
koncentraci 409 600 ug/ml. Nasledné byly zasobni roztoky protfepany, aby doslo k radnému
rozpusténi.

Mikrotitracni desti¢ka byla uzplsobena pro testovani dvou riznych MO, obsahovala
sloupce pro kontrolu ristu a kontrolu Cistoty viz obr. €. 4. Sloupec kontroly ristu neobsahoval
aditiva, ale byly zde naockovany MO. Naopak sloupec pro kontrolu Cistoty by spravné nemél
vykazovat zadné znamky pritomnosti bakterii.
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Obrdzek 2 RozvrZeni mikrotitracni desticky — kontroly

Do kazdé Zluté vyznacené jamky (viz obr.C. 5) bylo pipetou (fadek A) a multikanalovou
pipetou (fadky B-H) aplikovano 90 pl MHB.
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Obrdzek 3 Aplikace kultivacniho média



Zasobni roztoky byly znovu protfepany a doplnény na pozadovany objem MHB tak, aby
koncentrace ucinné latky ¢inila 4 096 pg/ml roztoku. Nové vytvoreny roztok (na obr. ¢. 6
znazornén modrou barvou) byl multikandlovou pipetou aplikovan do vsech jamek mimo
sloupce pro kontrolu rdstu a kvality. V prvnim fadku (A) bylo aplikovano 2x 90 ul roztoku.
Nasledné bylo multikanalovou pipetou odebrano z fadku (A) 90 ul a premistéto do radku (B).
Stejny objem byl odebran a pfemistén i u vSech nasledujich radk(. Z posledniho radku (H) bylo
taktéz odebrano 90 ul, které nebyly dale nikam aplikovany. V mikrotitracni desti¢ce byla
témito kroky vytvorena sestupna redici fada zasobniho roztoku testované latky v MHB (90 pl),
zacinajici na koncentraci 4 096 pg/ml.
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Obrdzek 4 Zndzornéni sestupné redici rady

Takto pripravena mikrotitracni desticka mohla byt naockovana bakteriemi (na obr. ¢. 7
znazornéno ,X“). Inokulum bakterii bylo standardizovdno na hustotu 5*10° CFU/ml| méfenim
v nefelometru na zakladé McFarlandovy zakalové stupnice. Inokulum bylo naockovano do
jamek k zasobnimu roztoku testované latky v objemu 10 pL. Desticky s bakteriemi byly
inkubovany 24 hodin pfi 37°C.
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Obrdzek 5 Zaockovadni bakteriemi



4.1.2.2 Stanoveni minimdlni inhibi¢ni koncentrace

Inhibicni aktivita byla odvozena dle narlstu MO v médiu. NarUst byl posuzovan

mérenim zakalu v jednotlivych jamkach za pomoci Infinite® 200 PRO Microplate Reader
(Tecan, Svycarsko) pfi vinové délce 405 nm. Pro spravnost vysledku je dleZité uplné
rozpusténi vzorkl, nerozpusténé Castice mohou ovliviovat vysledky méreni. Z toho
dlvodu mikrotitracni desti¢ky obsahovaly kontrolu rdstu a kontrolu Cistoty.
v jamkach oproti kontrole byly hodnoceny jako MIC. Konec¢nd koncentrace DMSO
nepresahla ve vzorcich 1 %. Napipetovanim 25 pl methylthiazolyl diphenyl-tetrazolium
bromidu (MTT; Sigma Aldrich, CR) do viech jamek mikrotitra¢ni desticky bylo umoznéno
vizudlni zhodnoceni a zdokumentovani antimikrobidlni aktivity. VSechny vzorky byly
testovany v triplikatech a ve tfech nezavislych experimentech.
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5 Vysledky

5.1 Minimalni inhibiéni koncentrace

Po 24 - hodinové inkubaci bakterii vjamkach mikrotitracnich desticek byly namérenim
hodnot zakalu stanoveny MIC aditiv. Jako MIC je oznac¢ena minimalni koncentrace, kterd
inhibuje rast 80 % pritomnych bakterii. Prehled vSsech MIC je vypsan v tabulce ¢. 14, ktera se
nachazi na str. 43.

5.1.1 MiIC-bakterie rodu Staphylococcus

Porovnanim nami namérenych MIC zanesenych do grafu ¢. 2 se obecné citlivéjSim na
pritomnost aditiv ukazal byt S. aureus ATCC 29213 (na grafu zndzornén modie). Tento
bakterialni kmen pfi porovnani ucinkl jednotlivych aditiv dosahuje stejnych, nebo nizsich MIC
(ug/ml) nez je tomu u S. aureus ATCC 43300.

2048
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Graf 2 Porovndni vysledkt MIC pro bakterie rodu Staphylococcus

Nejméné ucinnym aditivem se ukazala byt kombinace Cs/Cio a to pro oba dva
bakteridlni kmeny. MIC pro Cs/Cio €ini 2048 ug/ml (zdokumentovano na obr. €. 8 pod textem).
Nejvyraznéjsi rozdily plsobeni aditiv se projevily pfi aplikaci C12/CitA (70/30), C12/CinA (50/50)
a C12/CinA (70/30). MIC pro S. aureus ATCC 29213 byla o 384 pg/ml niZzsi.

Nejnizsi inhibi¢ni koncentrace, 56 pug/ml, byla namérena pfti vyuziti C12/Ci4 (70/30) na
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schopnou inhibice (64 pg/ml) vykazovala pro S. aureus ATCC 29213 tfi aditiva-GML (90),
C12/C1a +GML (35/15/50), C12/C1a +GML+CinA (24,5/10,5/35/30).

Pro S. aureus ATCC 43300 byla nejnizni MIC (64 pug/ml) namérena za pridani aditiva
C12/C14 +GML+CinA (24,5/10,5/35/30) (zdokumentovano na obr. ¢. 9 pod textem). S. aureus
ATCC 43300 z naseho méreni v porovnani se S. aureus ATCC 43300, vychazi jako vice odolny
vGéi plsobeni 7 aditiv — C12/Ci4 (70/30), C12/CitA (70/30), C12/CinA (50/50), C12/CinA (70/30),
GML 90, C12/C14+GML, C12/C14+GML (35/15/50).

Staphylococcus aureus 29213 / Staphylococcus aureus 43300

Aditivum: Cg/C4o Aditivum: Cg/C1g

Obrézek 6 Mikrotitracni desticky po 24 hod. inkubaci — S. aureus 29213 /S. aureus 43300, aditivum C8/C10 (Foto: Lalouckovd
2019)

Staphylococcus aureus 29213 / Staphylococcus aureus 43300

Aditivum: C;,/C14+GML+CinA Aditivum: C1,/C44(70/30)
(24,5/10,5/35/30)

Obrdzek 7 Mikrotitracni desticky po 24.hod inkubaci- S. aureus 29213 /S. aureus 43300, vlevo aditivum C12/C14+GML+CinA
(24,5/10,5/35/30), vpravo aditivum C12+C14 (70/30) (Foto: Lalouc¢kovd 2019)
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5.1.2 MiIC-bakterie rodu Salmonella

Nejméné vyrazna antimikrobialni aktivita aditiv byla zaznamenana vuici S. typhimurium
K3. Reagovala pouze na kombinaci C12/CitA v poméru 50/50 a 70/30. MIC se v pfiromnosti
aditiv rovnala 4096 pg/ml. MIC vSech ostatnich aditiv byla vy$si nez 4096 pg/ml.

S. eneteritidis 147/7F4 se prokazala byt taktéZ velmi odolnou vicéi plsobeni aditiv.
Nejucinnéjsi se ukazaly byt kombinace CitA/ Ci2 (50/50), CinA/C12 (50/50), GML/CinA (50/50).
MIC Cinila 2048 ug/ml. U ostatnich aditiv MIC presahovala 4096 pg/ml. Jak vyplyva z grafu
¢. 3. aditiva byla v 6 pfipadech ze 17 G¢inéjsi v inhibici rdstu S. enteritidis 147/7F4. Bakterie
rodu Salmonella z naseho méreni vychazeji jako nejméné citlivé k aditivim (viz obr. ¢. 10).
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Graf 3 Porovndni vysledkt MIC pro bakterie rodu Salmonella

Salmonella enteritidis 147/7F4 [ Salmonella typhimurium K3

Aditivum: C,,/CitA (50/50) Aditivum: C4,/CitA (70/30)
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Obrdzek 8 Mikrotitracni desticky po 24 hod. inkubaci — S. enteritidis 147/7F4 / S.typhimurium, vpavo aditivum C12/CitA

(50/50), vlevo aditivum C12/CitA (70/30) (Foto: Lalouckovd 2019)
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5.1.3 MiIC-bakterie rodu Enterococcus

V prdmeéru byl nejcitlivéjsi na pritomnost vsech aditiv E. faecium CCM 6226. Nejnizsi MIC
(64 pg/ml) byla namérena pro Ctyfi aditiva-C12/C14+GML (35/15/50), C12/C14+GML, GML (90),
Ci12/C14 (70/30). Nejméné reagoval na pritomnost samotné Cis4, MIC Cinila 1024 pg/ml.
testovanych bakterii. Tuto nejnizsi MIC zpUsobilo pét aditiv-Ci2, C14, C12/CitA (70/30), C12/CitA
(50/50), Ci12/CinA (70/30). Na druhou stranu u Sesti aditiv byla MIC vyssi nez 4096 pg/ml,
jednalo se prevainé o aditiva s obsahem GML. Vysledné MIC vSech aditiv jsou vneseny do
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Graf 4 Porovndni vysledkd MIC pro bakterie rodu Enterococcus
5.1.4 Porovnani ucinkt aditiv

Z grafu ¢. 5 vyplyva, Ze ani jedno z aditiv sestavajicich se pouze z MK nebylo
ucinné na S. enteritidis 147/7F4 a S. typhimurium K3 v koncentraci nizsi nez 4096
CCM 62264. Samotna laurova kyselina ¢i v kombinaci s myristovou kyselinou v poméru
(70/30) vykazovaly nejvyssi antimikrobialni aktivitu. Kombinace Cs/Cio méla s vyjimkou

E. faecium CCM 62264 nejnizsi antimikrobidlni potencial. Myristova kyselina jako
zastupce LCFAs pUsobi méné inhibi¢né na E. faecium CCM 62264 v porovnani s MCFAs.

40



POROVNANI UCINKU MK
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Graf 5 Porovndni antimikrobidlni tc¢innosti MK

Graf ¢. 6 zobrazuje inhibicni ucinky MK po pfidani CitA ¢i CinA v riznych pomérech.
Kombinace C12/CitA (50/50) ma stejné inhibi¢ni Uc¢inky na zkoumané bakterie (vyjma salmonel)
jako pfFi pouZiti pouhé Ciz. PFi snizeni mnozstvi citonové kyseliny z poméru C12/CitA 50/50 na
pomér 70/30 dojde taktézZ ke snizeni inhibi¢niho Ucinku vaci S. enteritidis 147/7F4. MIC se
navysi z 2048 pug/ml na vice nez 4096 pug/ml. Stejny trend pozorujeme i pfi kombinaci C12/CinA.
Pfidavkem CitA k C12/Cia (50/35/15) dojde ke sniZeni antibakteridlnich ucink(i v porovnani
s C12/C1a (70/30). MIC E. cecorum CCM 4285 stoupla z pavodnich 32 pug/ml na vice nez 4096
ug/ml.

MK V KOMBINACI S KYSELINAMI
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Graf 6 Porovndni ucinki C12 v kombinaci s kyselinami
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Aditiva s obsahem GML, jejichz antibakteridlni potencidl je zobrazen na grafu
¢. 7, dobre inhibuji S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300 a E. faecium CCM 6226.
Inhibiéni Ucinky proti nami zvolenym kmen({m salmonel vykazuje jen GML v kominaci s CinA
(50/50). Tato kombinace taktéz inhibuje rlst 80 % bakterii E. cecorum CCM 4285 pfi
koncentraci 2048 pg/ml. Za pfitomnosti GML, CinA prokazala vyssi inhibi¢ni Uc¢inky v porovnani
s CitA. MIC pro aditiva s CinA dosahuji nizsich ¢i stejnych hodnot jako aditiva s CitA.
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Graf 7 Porovndni ucinnosti aditiv v kombinaci s GML
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Tabulka 14 MIC vSech testovanych aditiv

Staphylococcus Staphylococcus Salmonella Salmonella Enterococcus Enterococcus
aureus ATCC 29213 | aureus ATCC 43300 | enteritidis 147/7F4 | typhimurium K3 | faecium CCM 6226 | cecorum CCM 4285

C8/C10 2048 2048 >4096 >4096 512 1024
C12 128 128 >4096 >4096 128 32
C14 256 256 >4096 >4096 1024 32
C12/C14 (70/30) 56 256 >4096 >4096 64 32
C12/CitA (50/50) 128 128 2048 4096 128 61
C12/CitA (70/30) 128 512 >4096 4096 128 32
C12/CinA (50/50) 128 512 2048 >4096 160 64
C12/CinA (70/30) 128 512 4096 >4096 128 32
C12/C14+CitA (35/15/50) 512 512 >4096 >4096 128 >4096
GML (90) 64 128 >4096 >4096 64 >4096
GML/CinA (50/50) 128 128 2048 >4096 128 2048
GML+CitA (50/50) 128 128 4096 >4096 128 4096
GML+CitA (70/30) 128 128 >4096 >4096 128 4096
C12/C14+GML 64 128 >4096 >4096 64 >4096
C12/C14+GML (35/15/50) 64 256 >4096 >4096 64 >4096
C12/C14/GML+CitA

(24,5/10,5/35/30) 128 128 >4096 >4096 256 >4096
C12/C14+GML+CinA

(24,5/10,5/35/30) 64 64 4096 >4096 128 >4096
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6 Diskuze

Tuky jsou nenahraditelnou soucasti vyzivy ¢lovéka a zvirat. Primdarné poskytuji organismu
energii, napomahaji lepsimu vstfebavani vitaminl a udrZovani homeostazy vnitfniho
prostredi. Prodluzuji dobu traveni stravy. Ovliviiuji metabolismus na bunééné urovni. Tukova
tkan je mistem syntézy hormon( (Calder 2015).

Setkdvame ses délenim tukd na nasycené, mononenasycené, polynenasycené
(Engelking, 2015). Dale jsou kategorizovany dle délky retézce na ty s kratkym, stfedné
dlouhym, dlouhym a velmi dlouhym rfetézcem (Moss et al. 1995).

Kazdy typ tuku ma svij specificky ucinek na organismus. Zafazenim urcitého druhu
tuku do stravy Clovéka, ¢i krmné davky zvifete, mGzeme ovlivnit zastoupeni mikroorganismu
v GIT (Hanczakowska et al. 2016), hladinu cholesterolu v krvi (Mensink et al. 2003), ¢i slozeni
tukové tkané a vytvareni tukovych zasob u zvifat (Baido & Lara 2005). Do popredi se dostava
otazka vyuziti MK jako rlstovych stimulatord (Hanczakowska et al. 2016) (Zeit et al. 2015).
Jsou mozZnou alternativou klécbé bakteridlnich infekci, nebot plsobi inhibicné na
grampozitivni i gramnegativni bakterie (Hanczakowska et al. 2011) (Hankel et al. 2018) (Chen
et al. 2019).

Vysledky popsané v praktické casti této bakalarské prace potvrzuji antibakteridlni
ucinky MK. (McGaw et al. 2002) uvadéji, Ze grampozitivni bakterie vice reaguji na MK nezli
gramnegativni bakterie z dlivodu odlisné stavby bakterialni stény. Dale poukazuji na existenci
vztahu mezi délkou retézce MK a jejim antimikrobidlnim Gcinkem vic¢i grampozitivnim
bakteriim. Cim del3i Fetézec, tim znatelngjsi jsou inhibiéni Gcinky. Tato tvrzeni koresponduji
s nasimi vysledky. Specidlni postaveni mezi MCFAs ma laurova kyselina. (Preuss et al. 2005)
konstatuji, Ze laurova kyselina ma vyssi antibakteridlni potencial nez kaprylova, kaprinova
a myristova kyselina. Antibakteridlni uc¢inek laurové kyseliny by mohl byt potencialné navysen
pfiin vivo testech z divodu premény laurové kyseliny na monolaurin o vyssi biologické aktivité
(Lieberman, Enig, & Preuss 2006)

(Batovska et al. 2009) ve své praci uvadéji hodnoty MIC pro tfi kmeny S. aureus (209,
146 MR, ATCC 33862 USA). Nejnizsi MIC zaznamenali pti vyuZiti laurové kyseliny, a sice 125
ug/ml pro S. aureus 209 a vice néz 500 pug/ml u zbylych dvou bakteridlnich kmend. A¢koli jsme
testy provadéli na odliSnych bakteridlnich kmenech (ATCC 43300, ATCC 29213), vysledky MIC
byly obdobné. Vyse uvedeni autofi publikovali také MIC myristové kyseliny pro shodné
bakterialni kmeny. MIC ¢inila u vSech tfech >500 pg/ml, co? je vice neZ v pfipadé naseho
méreni. Tyto vysledky davaji za pravdu predpokladu, Ze rozdilné druhy bakterialnich kmenu
reaguji odliSné na pritomnost MCFAs. (Melzer et al. 2003) ve své studii poukazuji na
procentudlné vyssi umrtnost pacientll v disledku MRSA infekci nezli MSSA infekci. Nejenze
ma MRSA vyhodu v podobé rezistence vici methicilinu, jak ukazalo nase méreni, je i kmen
ATCC 43300 (MRSA) vice odolny vici pasobeni sedmi aditiv v porovnani s ATCC 29213 (MSSA)
a tim i potencialné nebezpecnéjsi. (Lieberman, Enig, & Preuss 2006) (Preuss et al. 2005)
popisuji silné antibakterialni ucinky monolourinu vicéi S. aureus. (Preuss et al. 2005) urcili MIC
monolaurinu pro kmen ATCC 33591 - 62,5 pg/ml. (Batovska et al. 2009) naméfili nizsi MIC pro
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kmen ATCC 33862 USA - 7,8 ug/ml. Nami zjisténé MIC monolarinu byly vyssi. Opét ziejmé
z divodu rozdilnosti bakteridlnich kmenud. (Ruzin & Novick 2000) konstatuji, Ze laurova
kyselina mdze byt z ¢asti zodpovédna za inhibi¢ni G€inky monolaurinu proti S. aureus. Cinnosti
Staphylococcus spp. se monolaurin rychle hydrolyzuje na laurovou kyselinu a glycerol.
(Schlievert & Peterson 2012) ve svych vysledcich oznacuji monolaurin za baktericidni pfi 200x
nizsi koncentraci, nez je koncentrace laurové kyseliny pfi testech na S. aureus MN8. V nasem
experimentu se tato skutec¢nost nepotvrdila. Kmen ATCC 29213 mél pouze 2x nizsi MIC
monolaurinu v porovnani s laurovou kyselinou. MIC pro ATCC 43300 byla pro obé aditiva
shodna. Rozdily jsou pravdépodobné dané odlisnosti kmenu, to ostatné potvrzuje (Schlievert
& Peterson 2012) testem 54 rlznych kmen( Staphylococcus spp. a uréenim primérné
baktericidni koncentrace monolaurinu 300 pg/ml. (Schlievert et al. 1992) konstatuji, ze
monolaurin je ucinny pti blokovani nebo oddaleni produkce exotoxini patogennimi
grampozitivnimi bakteriemi.

Bakterie rodu Salmonella spp. nereagovaly ani vjenom ptipadé na samotny
monolaurin (MIC >4096 pg/ml). Dospéli jsme ke stejnému zavéru jako (Skrivanova et al. 2007),
ktefi u tfech kmend Salmonella spp. naméfili MIC >5000 pg/ml pro monolaurin. Tento
vysledek je také ve shodé s (Schlievert, Peterson 2012), ktefi spojuji monolaurin predevsim
s uCinky na grampozitivni bakterie. Thormar, Hilmarsson, & Bergsson (2006) konstatuji, Ze
schopnost inhibovat gramnegativni bakterie maji pfedevsim monoacylglyceroly, které maji
ve své molekule navazanou jinou mastnou kyselinu nez laurovou.

Skrivanova, Savka, & Marounek (2004) oznacili kaprylovou kyselinu za jedinou MK
s antibakteridlnimi ucinky vaci S. enteritidis, S. typhimurium, S. infantis. Tato kyselina jako
jedind z MK snizovala vyuziti glukdzy bakteriemi. Inhibi¢ni koncentrace kaprylové kyseliny, pfi
které je bakteriemi vyuzito 50 % glukdzy, se pohybuje v rozmezi 0,75-1,17 mg/ml. Inhibi¢ni
ucinky kaprylové kyseliny jsme v ramci naseho experimentu nepozorovali, nebot samotna
kaprylova kyselina nebyla vyuzita ani jako jedno aditivum. V kombinaci s kaprinovou kyselinou
nezpUsobila inhibici testovanych kment Salmonella spp.

Organické kyseliny plsobi bakteriostaticky na Salmonella spp. Citronova kyselina
inhibuje rast MO pfi pH 4,05. Roztok citronové kyseliny o koncentraci 0,75 % sniZuje
kontaminaci povrchu vajec bakteriemi Salmonella typhimurium (Oulkheir et al. 2015).
Skrivanova et al. (2007) stanovili MIC, pfti testech na tfech kmenech Salmonella spp., vys$si nez
5000 pg/ml pfi poufZiti kyseliny citronové. Kyselina citronova byla proto vyuZivana jako
aditivum pouze v kombinaci s dalSimi latkami. Antibakterialni efekt byl pozorovan pouze
v pripadé vyuZiti C12/CitA (50/50) na S. enteritidis 147/7F4.

Rostlina skoficovniku obsahuje nepreberné mnozstvi biologicky aktivnich latek. Jednou
z nich je i kyselina skoticova, latka s vyznamnymi antimikrobialnimi Gcinky. Derivaty skoficové
kyseliny vykazuji antibakteridlni, antivirové a antifungdlni vlastnosti (Sova 2012)(Guzman
2014). Ammar et al. (2016) pozorovali antibakteridlni aktivitu esencialnich oleji ziskanych
z Cinnamonum aromaticum vUc¢i gramnegativnim bakteriim. Chang, Chen, Chang (2001)
publikovali hodnoty MIC skoficové kyseliny pro S. aureus (MRSA) a Salmonella spp., Cini
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shodnych 1000 pg/ml. Na pfitomnost skoficové kyseliny v kombinaci s GML (50/50) reaguje
kmen 147/7F4 jiz za nizsi koncentrace. Naopak u kmene K3 nebyla prokazana zadna citlivost.

Jak bylo jiz zminéno (Schlievert, Peterson 2012) povazuji monolaurin za latku obecné
dobre inhibujici grampozitivni bakterie. V rozporu s timto tvrzenim jsou nami namérené MIC
monolaurinu pro grampozitivni E. cecorum CCM 4285 (MIC >4096 pg/ml). Moznym divodem
je Casta rezistence enterokokll na mnoho bézné pouzivanych antibakteridlnich ¢inidel, které
se vyuzivaji k 1écbé infekci zplsobenych grampozitivhimi bakteriemi (Banerjee, Anupurba
2015). Zaznamu o pusobeni MK na E. cecorum je v odborné literature nedostatek. Vyjma
monolaurinu je rlst E. cecorum inhibovan vsemi testovanymi MK, coZ je ve shodé
s predpokladem (Hovorkova, Lalouckovd, & Skfivanova 2018), které ze svych vysledk
prisuzovaly predevsim laurové kyseliné a dalsim MCFAs inhibi¢ni G¢inky vaci E. cecorum.

E. faecium CCM 6226 se ukdzal byt nejcitlivéjsi kulturou. VSechna aditiva vyvolala
inhibi¢ni Uc¢inky, véetné téch s GML, coz byl hlavni rozdil oproti E. cecorum CCM 4285. Vysledky
MIC nebylo mozZné porovnat, nebot Ucinkim MK na E. faecium se jesté nikdo pred nami
nevénoval. Pravdépodobné z divodu nizsiho zastoupeni E. faecium v GIT. V travicim traktu
ptactva, predstavuje jen 10,1 % z pritomnych enterokokd. Nejhojnéji zastoupenym
enterokokem je E. faecalis - 74,7 % (Stepien-Pysniak et al. 2016). E. faecium byl doposud
prozkoumavan spise jako rlstovy stimulator a probiotikum (Hanczakowska et al. 2016).
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7 Zavér

Ziskané vysledky z méreni MIC mikrodiluéni metodou v 96-jamkovych mikrotitracnich
destickach, davaji za pravdu radé publikovanych védeckych poznatk(i vénovanych této
problematice. Vysledky potvrzuji, Ze aditiva obsahujici MCFAs pUsobi inhibicné na nami
zkoumané patogenni bakterie. Vyznamné antibakterialni Gac¢inky MCFAs byly zaznamenany
predevsim vici grampozitivnim bakteriim. Laurova kyselina méla ze vSsech MCFAs nejvyssi
inhibi¢ni potencidl. Jeji inhibi¢ni G¢inky byly navyseny v kombinaci s myristovou kyselinou
v poméru 70:30.

Nebyly prokdzany antimikrobialni u¢inky samotnych MK na bakterie rodu Salmonella.
Avsak laurova kyselina v kombinaci s monolarinem ¢i citonovou nebo skoficovou kyselinou
dokazala inhibovat rlst S. enteritidis 147/7F4. S. typhymurium K3 byla odolnd vici pdsobeni
vSech aditiv.

Rozdil v antibakteridlnim uUcinku monolaurinu nebyl v porovnani s laurovou kyselinou
nijak velky. Tento zavér neodpovida poznatklim z literarni reserse. Otazkou také zGstava, proc
aditiva s obsahem monolaurinu obecné neinhibuji rist E. cecorum CCM 4285 presto, Ze se
jedna o grampozitivni bakterii. Navic E. faecium CCM 6226 reaguje na vSechna aditiva véetné
téch s monolaurinem. Pro vytvoreni definitivnich zavérl o ucincich MK na bakterie rodu
Enterococcus je zapotiebi dalSiho zkoumani.

VSechna testovana aditiva obecné dobre inhibovala rlst S. aureus ATCC 29213,
S. aureus ATCC 43300 a E. faecium CCM 6226. Antibakterialni efekt se neprokazal u rady aditiv
pti pasobeni na E. cecorum CCM 4285, S. enteritidis 147/7F4, S. typhimurium K3.

Lze konstatovat, Ze MCFAs, monolaurin, citronova a skoficova kyselina jsou prihodnymi
aditivy do krmnych davek zvifat a mozZnou alternativou k antibiotické |écbé. Jejich ucinkl je
mozno vyuzit i v dopliicich stravy ¢lovéka.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboll

ATP adenosintrifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

GML glycerol monolaurat

GOAT gherlin-O-acyltransferaza

JUT jatecné upravené télo

LCFAs long-chain fatty acids - mastné kyseliny o dlouhé délce retézce
MCFAs medium-chain fatty acids - mastné kyseliny o stfedni délce retézce
MCT medium chain triglyceride - triglycerid o stfedni délce fetézce
MDR multidrug resistant - resistentni na vice typu léciv

MHB Miller-Hinton bujén

MIC minimal inhibitory concentration - minimalni inhibi¢ni koncentrace
MK mastna kyselina

MO mikroorganismus

MRSA methicilin-rezistentni S. aureus

MSSA methicilin-sensitivni S. aureus

RNA ribonukleova kyselina

SCFAs short-chain fatty acids - mastné kyseliny o kratké délce retézce
VLCFAs very long-chain fatty acids - mastné kyseliny o velmi dlouhé délce retézce
VMK volné mastné kyseliny
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