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Antibakterialni u¢inky rostlinnych oleji s obsahem mastnych kyselin o

stiredni délce retézce

Souhrn

PiedloZena diplomova prace se zabyva studiem antibakterialnich G¢inkt rostlinnych oleju
sobsahem mastnych kyselin o stfedni délce ftetézce (MCFA). Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) osmi vybranych oleji byly stanoveny jako modus nejnizsich
zaznamenanych koncentraci oleju, které vedly k 80% ubytku rtstu 13 kment patogennich a 6
komenzalnich bakterii oproti kontrole. Testovany byly kokosovy (Cocos nucifera), palmovy
(Elaeis guineensis), palmovy cerveny (Elaeis guineensis), palmojadrovy (Elaeis guineensis),
Cuphea (C. lanceolata a C. ignea), babassu (Attalea speciosa, syn. Orbignya speciosa),
tucuma (Astrocaryum vulgare) a muru-muru (Astrocaryum murumuru) olej. Jejich
antibakterialni aktivita byla stanovena vuéi bakteriim Bifidobacterium animalis, B. longum,
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Enterococcus cecorum, Escherichia coli,
Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, S.
infantis, S. typhimurium a Staphylococcus aureus. U vSech oleji byly plynovou
chromatografii identifikovany hodnoty koncentraci jednotlivych mastnych kyselin v nich
obsazenych. MIC jednotlivych oleji byly stanoveny na zékladé¢ mikrodilu¢niho testu v 96-
jamkové mikrotitracni desti¢ce. Byla zjiSténa nutnost Stépeni vybranych oleji lipazou pro
aktivaci jejich antibakteridlnich Gginkt. Zadny z oleji nebyl G&innym inhibitorem rdstu
gramnegativnich bakterii ani po nastépeni. Palmovy a palmovy Cerveny olej nebyl aktivni
oleje tucuma vac¢i C. perfringens; ostatni oleje poté inhibovaly rist C. perfringens
Vv koncentracich od 0,25 do 4,5 mg/ml. Kokosovy, babassu, Cuphea, palmojadrovy, muru-
muru a tucuma olej inhiboval bakterie E. cecorum pi#i koncentracich 1,12 — 4,5 mg/ml.
Citlivost L. monocytogenes byla prokazana pouze u oleje ze semen rostliny Cuphea
Vv koncentraci 1,12 mg/ml. MIC olejii inhibujicich S. aureus nabyvaly hodnot od 0,56 do 2,25
mg/ml a byly jimi kokosovy, babassu, Cuphea, palmojadrovy, muru-muru a tucuma olej.
Ptiznivym efektem byla nezjisténa citlivost bakterii B. animalis, B. longum, L. acidophilus a
L. fermentum vici zadnému z testovanych oleji. Lze konstatovat, ze rostlinné oleje s obsahem
MCFA maji po naStépeni lipdzou antibakteridlni i¢inky viici grampozitivnim bakteriim, aniZ

by ovliviiovaly komenzalni mikrobiotu traviciho traktu.

Kli¢ova slova: mastné kyseliny, bakterie, inhibice, antibakteridlni, vyziva



Antibacterial effect of plant oils containing medium-chain fatty acids
Summary

This diploma thesis focuses on antibacterial effect of plant oils containing medium-chain fatty
acids (MCFA). The minimum inhibitory concentration (MIC) of eight chosen plant oils was
defined as the mode of the lowest concentrations that were able to reduce the bacterial growth
of 13 pathogenic and 6 beneficial intestinal strains of bacteria by 80 %. Coconut (Cocos
nucifera), palm, red palm and palm kernel (Elaeis guineensis), Cuphea (C. lanceolata and C.
ignea), babassu (Attalea speciosa, syn. Orbignya speciosa), tucuma (Astrocaryum vulgare),
and muru-muru (Astrocaryum murumuru) oils were selected. Their antibacterial activity was
tested towards following bacteria: Bifidobacterium animalis, B. longum, Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens, Enterococcus cecorum, Escherichia coli, Lactobacillus
acidophilus, L. fermentum, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, S. infantis, S.
typhimurium and Staphylococcus aureus. To identify the fatty acids composition of tested oils
a gas chromatography was used. Consequently, the MIC of each oil towards all the bacteria
was determined by a broth-microdilution test in 96-well microtitration plates. The essentiality
of cleavage of selected oils by lipase was observed, in order to activate their antibacterial
effect. None of the tested oils exhibited any potential to inhibit the growth of Gramnegative
bacterial strains even after cleavage. Furthermore palm and palm red oil did not exhibit any
antibacterial action towards any of the tested bacterial strains. The strongest antibacterial
activity was observed in tucuma oil, that inhibited C. perfringens by MIC=0.14 mg/ml. Other
oils inhibited the growth of C. perfringens in concentrations from 0.25 to 4.5 mg/ml. The
growth of E. cecorum was inhibited by coconut, babassu, Cuphea, palm kernel, muru-muru
and tucuma oil in MIC range between 1.12 — 4.5 mg/ml. The only compound active against L.
monocytogenes was Cuphea oil (MIC 1.12 mg/ml). Oils that were able to inhibit the growth
of S. aureus strain showed MIC from 0.56 to 2.25 mg/ml (coconut, babassu, Cuphea, palm
kernel, muru-muru and tucuma oil). Undetected susceptibility of B. animalis, B. longum, L.
acidophilus and L. fermentum bacterial strains to tested oils was evaluated as a positive effect.
According to the foregoing statements, it can be concluded that the plant oils containing
MCFA show antibacterial effect towards Grampositive strains of bacteria after their cleavage

by lipase. No showed influence to beneficial intestinal microflora can be a big advantage.

Keywords: fatty acids, bacteria, inhibition, antibacterial, nutrition
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1 Uvod

Antibiotické ucinky latek pfirodniho charakteru jsou znamy jiz od starovéku (Bassett et al.,
1980; Cook et al., 1989; Nelson et al., 2010). Pouziti antibiotickych preparati v zivo¢isné
vyrob¢ je uzce spjato s jejim sméfovanim k co nejvyssi produkei s idealnim hospodatskym
vysledkem (Jukes et al., 1950; Moore et al., 1946). Ruku v ruce s masivnim pouzivanim

antibiotik se vSak objevila i schopnost bakterii t¢émto latkdm vzdorovat.

Rezistence patogennich mikroorganismii a variabilita jejich adaptacnich mechanismi vici
antibiotickym preparatim se Casem ukazala byt zavaznym problémem (Starr a Reynolds,
1951). Jednim z pokust ke snizeni jejich neuvazlivého pouzivani se stala osvéta o uzivani
antibiotik v humanni mediciné a v zemédé€lstvi pak zakaz antibiotickych stimulatort rtstu

(EU, 2003).

Toto omezeni vSak miiZe byt diivodem rozvoje onemocnéni zplisobenych enteropatogennimi
bakteriemi v chovech hospodaiskych zvirat, ktera byla diive omezovana pravé zkrmovanim
antibiotickych stimulatort rlistu, a k moZnému sniZeni bezpe€nosti potravinarskych produktt

zivoc¢iSného ptuvodu.

Vzhledem ktémto okolnostem se zvySila poptavka po alternativnich zdrojich latek
s antibakterialnim G¢inkem. Jednim z nich jsou prokazatelné¢ organické kyseliny (Freitas et
al., 2006; Roth a Kirchgessner, 1998), mezi které jsou fazeny i mastné kyseliny o stfedni
délce tfetézce (MCFA; medium-chain fatty acids). Zdroji MCFA jsou rostlinné oleje fady
palem a jinych rostlin pfedevsim tropickych oblasti, kde je jejich antibakteridlni potencial

vyuzivan jiz po fadu staleti v lidové mediciné (Avancini et al., 2008; Lima et al., 2015).

V mezich rozsahu této prace dosud nebyly studovany antibakterialni uc¢inky rostlinnych olejt,
které obsahuji mastné kyseliny o stfedni délce fetézce, proti enteropatogennim bakteriim.
Zejména pak V literatuie chybi poznatky o uCinku téchto olejii vici trdveni prospéSnym
bakteriim, jakymi jsou Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp., ale také vuci patogennim

enterokokum.



2 Hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza

Oleje s obsahem mastnych kyselin o stfedni délce fetézce vykazuji antibakterialni aktivitu.

2.2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace olejii s obsahem
mastnych kyselin pro vybrané enteropatogenni bakterie. AKktivitu stanovit s nebo bez
ptedchoziho $tépeni triacylglyceroli pomoci in vitro inkubace daného oleje s pankreatickou

lipazou.



3 Literarni reSerse

3.1 Bifidobacterium spp.

Bakterie rodu Bifidobacterium (¢eled’ Bifidobacteriaceae) jsou anaerobni, grampozitivni,
nepohyblivé tyCinky variabilniho tvaru, které netvoii spory a nejsou odolné vici kyselému
prostiedi. Lze je nalézt v podobé¢ kratkych, pravidelnych, uzkych bunék se Spi¢atym koncem;
bunék pravidelného kokoidniho tvaru; dlouhych bunék s drobnymi ohyby ¢i vy¢nélky anebo
rozsédhle vétvenych. Na koncich mohou byt buiikky lehce rozdvojeného kloubového ¢i
Spachtlovitého tvaru. Buiniky jsou ¢asto spojeny do podoby fetizkd, mohou se vSak vyskytovat
také samostatné Ci jako agregaty ve tvaru hvézdy, pismene ,,V* nebo palisady (Whitman,
2005a).

Optimalni kultiva¢ni teplota se pohybuje mezi 37—41 stupni Celsia (s vyjimkami). Schopnost
rustu pii teploté 45 stupnii Celsia od sebe odliSuje lidské a zvifeci druhy bifidobakterii —
zvifeci jsou toho na rozdil od lidskych pfi této teploté schopny. Optimalni pH pro nastartovani
vyvoje je 6,5 az 7,0 a pii kyselém (4,5-5,0) a i zasaditém (8,0-8,5) pH nerostou (Whitman,
2005a).

Bifidobakterie vykazuji tyto biochemické znaky: jako zdroj dusiku se uplatiiuje amoniak.
Neprodukuji oxid uhlicity. Kataladza negativni. Metabolickymi procesy tvofi malé mnozstvi
kyseliny maselné a propionové. Bakterie vykazuji sacharolytickou aktivitu. Barveni

methylenovou modfi dava nepravidelnou odpovéd’ (Biavati a Mattarelli, 2005).

Vyskytuji se ve stfevé Cloveka, riznych druhi zvirat véetné véel medonosnych. Pfitomnost
lze detekovat také v silazi a fermentovanych mléénych produktech (Gavini et al., 1991).
Mnozstvi GC je 47-67 mol%. Druhovym piedstavitelem je Bifidobacterium bifidum (Biavati
a Mattarelli, 2005).

3.1.1 Bifidobacterium longum subsp. infantis

Morfologie bunék tohoto poddruhu se nijak neodliSuje od jinych bakterii rodu
Bifidobacterium. Nefermentuje pent6zy. Predominantni moznost izolace je predevsim

z vykali mlad’at krmenych matetskym mlékem (Biavati a Mattarelli, 2005).



3.1.2 Bifidobacterium animalis subsp. animalis

Kmen B. animalis subsp. animalis vykazuje znaky typické pro cely rod Bifidobacterium, jak
je popsano vyse. Kultury nerostou ani v kyslikové atmosféte obohacené oxidem uhli¢itym a
v médiich, kde zakladem je mléko. Optimalni teplota pro kultivaci je mezi 3941 stupni

Celsia. Zdrojem tohoto poddruhu jsou predev§im mysi vykaly (Biavati a Mattarelli, 2005).
3.2 Campylobacter spp.

Rod Campylobacter (¢eled Campylobacteraceae) zahrnuje gramnegativni, mikroaerofilni,
chemoorganotrofni bakterie s respiratornim typem metabolismu, jehoZ bunky ptedstavuji
ty¢inky o velikosti 0,2-0,8 X 0,5-5 um, spiralovité zakiivené ¢i ve tvaru pismene ,,S, tvorici
kratké fetizky a ve starych kulturach ménici tvar bun€k na sféricky nebo zakulaceny (Brenner,

2005; Ng et al., 1985).

Charakteristicky vyvrtkovity pohyb vétSiny druhli umoziuje bicik, ktery je 2 az 3krat delsi
nez samotna buiika, a ktery je umistény na jednom nebo na obou koncich buiiky. Optimalni
kultivacni teplota bakterii je 35-37 stupni Celsia, pficemz inhibice nastava pii teploté pod 4
stupné Celsia. (Brenner, 2005; Ketley, 1997; Smibert, 1978). Kampylobaktery vykazuji tyto
biochemické znaky: oxidaza pozitivni (vyjimka C. gracilis, C. concisus a C. showae), Vogel-
Proskauerova (V-P) reakce a barveni methylovou ¢erveni dava negativni odpovéd’. VétSina

druht redukuje nitraty. Kampylobaktery netvofi Zadna barviva ani pigmenty (Vandamme et
al., 2005).

Bakterie rodu Campylobacter Ize nalézt v organech reproduk¢niho aparatu, v travicim traktu a
Vv ustni dutin¢ vétsiny zvitat i cloveéka, kde ptisobi patogenné (Smibert, 1974). Obsah GC bazi
se pohybuje od 29 do 47 mol%. Druhovym pfedstavitelem je Campylobacter fetus
(Vandamme et al., 2005).

3.2.1 Campylobacter jejuni subsp. jejuni

Bunécna sténa tohoto poddruhu obsahuje bud’ samotnou D-galaktézu ¢i kombinaci D-
galaktozy s D-glukézou a D-manndzou (Smibert, 1970). Buniky samotné mohou obsahovat
1-5 plasmidu (Tenover et al., 1985) s prevalenci 19 (Austen a Trust, 1980) az 95 % (Lee et
al., 1994), s ¢imz je spojena plazmidové zprostfedkovana rezistence vici nékterym druhiim

antibiotik (kanamycin, tetracyklin a chlaramfenikol) (Taylor, 1992).



Jako patogen zptisobuje aborty ptfedevsim ovci, ale 1 koz a skotu. Mlze zptisobovat prijmova
onemocnéni zvifat a je spojovan se zloutenkou u nékterych druht ptactva. U cloveka je
celosvétové nejrozsifenéjSim pivodcem gastroenteritid, zplsobuje septikémii a potraty
(Vandamme et al., 2005). Nakaza urcitymi kmeny C. jejuni subsp. jejuni je predispozi¢nim
faktorem k neurologickému syndromu Guillain-Barré (Nachamkin et al., 1998) a k Miller-

Fisher syndromu (akutni zanétliva demyeliniza¢ni polyneuropatie) (Roberts et al., 1987).
3.3 Clostridium spp.

Rod Clostridium zahrnuje grampozitivni (alesponi v ranych vyvojovych stadiich), sporulujici,
obligatn¢ anaerobni bakterie tyCinkovitého tvaru, které pokud vykazuji schopnost pohybu,
jsou obrvené podél celého obvodu bunky. Ziskavani energie probiha z vazeb uvnitf
anorganickych 1 organickych latek (chemoorganotrofie, chomoautotrofie, chemolitotrofie) za
produkce smési organickych kyselin a alkoholli obvykle ze sacharidii ¢i peptoni. Mohou
vykazovat sacharolytickou a (nebo) proteolytickou aktivitu, a proto mezi substraty
metabolickych cest patii sacharidy, alkoholy, aminokyseliny, puriny, steroidy, ale i1 jiné
organické latky. Nékteré druhy klostridii jsou schopné fixovat vzduSny dusik, avSak zadné

nejsou schopny bakterialni redukce sulfata (Whitman, 2005b).

Klostridie vykazuji tyto biochemické znaky: vétSina ze 168 druhui je katalaza negativni.
Tolerance ke kysliku je znacné¢ variabilni, jelikoz nckteré druhy jsou v pfitomnosti
atmosférického kysliku schopné plnohodnotného rastu, avSak nesporuluji. Pro vétSinu
klostridii je optimalni pH pro rast mezi 6,5 a 7 a teplota 30—37 stupiii Celsia. Obsah GC 22—

53 mol% a druhovym ptedstavitelem je Clostridium butyricum (Rainey et al., 2009).
3.3.1 Clostridium perfringens

Na peptonovych kultivacnich pidéch s ptidavkem kvasnic a glukozy se buiiky o velikosti
0,6-2,4 x 1,3-19 um vyskytuji samostatné ¢i v parech. Spory mohou byt ziidkakdy spatfeny
vV podminkach in vivo, vopacném piipadé jsou vSak velké, ovalné, centralizované C¢i
subterminalni a zvétSuji svou velikosti buiiku. Teplotné rezistentnich kmeny vykazuji vyssi
rezistenci k letalnim davkam gama radiace. Optimalni kultiva¢ni teplota jednotlivych typt se
také 1i$i - pro typ A, D a E je to 45 stupiii Celsia, pro typy B a C je to shodné 37 i1 45 stupnil
Celsia. Zvyseny tlak kysliku pasobi baktericidné na vSechny typy C. perfringens. Na krevnich
agarech lze rozlisit tfi stupné hemolyzy — alfa delta a théta (Whitman, 2005b). Dale byla také
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popsana synergicka hemolyza C. perfringens a Streptococcus agalactiae (CAMP fenomén)
(Gubash, 1978).

K biochemickym znakim vétS§iny kment patii zkvasovani sacharézy (95 % kment),
glycerolu, inulinu a sorbozy; produkuce amoniaku, sulfanu, resazurinu a acetyl-methyl-
karbinolu; hydrolyza hippuratu; redukuce neutralni cervené a produkce lecithindzy. Kultury
vSech typi produkuji velké mnozstvi kyseliny octové, maselné a mlééné a naopak malé

mnozstvi kyseliny propionové, mravenci a jantarové. (Rainey et al., 2009).

C. perfringens je charakteristicka produkci zna¢ného mnozstvi rozpustnych substanci — diky
17 genum kodujicim exo- a endotoxiny (Songer, 1996) — zpusobujicich rizné toxické efekty
v podminkach in vitro i in vivo. Rozlisuje se pét typa C. perfringens (A, B, C, D a E) na
zakladé prevazujiciho toxinu. Typ A produkuje alfa toxin; typ B alfa, beta a epsilon toxin; typ
C produkuje alfa a beta toxin; typ D alfa a epsilon toxin a typ E produkuje alfa a iota toxin
(Petit et al., 1999). Zadny z uvedenych typt nemtize byt definovan na zakladé celularni &i
kolonidlni morfologie, biochemickych reakci ¢i na zéklad€¢ analyzy mastnych ¢i jinych
organickych kyselin jakozto koncovych produkti metabolismu za pomoci plynové nebo

kapalinové chromatografie (Rainey et al., 2009).

Vyse zminéné ,.exotoxiny* jsou povazovany za hlavni faktor virulence tohoto druhu
klostridii. Alfa toxin je fosfolipaza C hydrolyzujici lecitin na fosforylcholin a diglycerid a je
produkovana vSemi péti typy C. perfringens. Letalnim efektem tohoto toxinu je lyze buné¢né
membrany, pravdépodobné jako nasledek hydrolyzy membranového lecitinu (Awad et al.,
2001; Songer, 1996; Titball et al., 1999). Pusobenim alfa toxinu dochazi ke svalové smrti pii
myonekréze zpisobené plynovou snéti z infekce C. perfringens u ¢loveka i zvirat. Alfa toxin
zpusobuje také intravaskularni hemolyzu, enterotoxikémii ovci, Cerstvé narozenych alpak,
v lidské péci chovanych divokych koz, sobti a dale také kufat. U prasat vyvolava
hypersensitivitu vedouci k artritidé s eventudlni deformaci kloubii, k parakeratoze a
proliferativni glomerulonefritidé. U ¢loveéka dochéazi u C. perfringens typu A a u nékterych
kment typt C a D také k produkci enterotoxinu, ktery je uvolilovan sporulaci poztenych spor
Vv gastrointestinalnim traktu, kde poté dochazi k hromadéni tekutin (tenké stievo) a zpiisobuje
tim syndrom otravy z jidla, ktery muze vyustit v letalni enteritidu (Rainey et al., 2009). C.
perfringens typ A je také nejcastéjsim puvodcem nekrotické enteritidy driibeze (Cooper a
Songer, 2009; Crespo et al., 2007; Gholamiandehkordi et al., 2007) — viz Obrazek 1. Dal§im



toxinem, ktery je primarné spojovan s kmeny C. perfringens typu A je tzv. B-podobny toxin
nekrotické enteritidy (NetB), ktery byl izolovan z kurat, ktera prodélala NE (Keyburn et al.,
2006; Van Immerseel et al., 2009). NetB toxin sdili 38% podobnost s beta-toxinem C.
perfringens a 31% podobnost s alfa-toxinem S. aureus, avsak byl izolovan i v piipadé kurat,

ktera nevykazovala zadné znaky nekrotické enteritidy (Martin a Smyth, 2009).

Obrazek 1: Nekrotizujici kolon v disledku infekce C. perfringens typ A (Bos et al., 2005)

Mechanismus ucinku beta toxinu, ktery je produkovan typem B a C, neni jasné¢ zndm, ale
piedpoklada se, Ze se jednd o jedno-fetézcovy polypeptid, ktery je znacné citlivy k ptisobeni
trypsinu, a ktery zptasobuje zvyseni kapilarni propustnosti. Intraven6zné zpiisobuje beta toxin
uvoliovani endogennich katecholamini. Plisobenim beta toxinu je nejvice zasazen
gastrointestinalni trakt v ptipadé typu B u ¢lovéka, jehnat, telat, selat, ovei a v piipadé typu C
u hiibat, jehnat, ovci a koz. Vyznamnym kofaktorem pro rozvinuti tohoto onemocnéni
vyvolaného beta toxinem je absence trypsinu v travicim traktu mlad’at (Rainey et al., 2009).

Tweten (2001) poukazuje na vyznamnou roli beta toxinu pfi tvorbé poru v cévach.

Epsilon toxin je povazovan za ¢tvrtou nejjedovatéjsi latku svéta (Gill, 1982). Tepelné labilni
epsilon toxin je aktivovan proteolytickymi enzymy traviciho traktu (trypsin) z potencidlné
netoxického prototoxinu, ktery je produkovan C. perfringens typu B a D. Tento toxin v téle
aktivuje adenylcyklazu, kterd zpisobuje zvySeni vaskularni permeability a nasledné vyvolava
nekrozu tkani. Timto efektem je nejvice ohrozen mozek, u kterého dochdzi k cerebralnimu
edému a odumirani mozkové tkané, zpisobujici smrt. Epsilon toxin je cytotoxicky pro
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peritonealni makrofagy morcat a kraliki. Toxin C. perfringens typu D zplsobuje
enterotoxikémii jehnat, ovci, koz, skotu, ¢incil a vzacné i ¢loveéka (Rainey et al., 2009; Stiles
et al., 2013).

I6ta toxin je produkovan pouze kmeny typu E. Toxin se sklada ze dvou casti a je produkovan
ve formé prototoxinu aktivované¢ho proteolytickymi enzymy organismu. Letalita spociva ve
zvySeni propustnosti cév a epiduralni nekréze predevsim pro ovce a skot, vzacné vSak pro
telata; u kralikti pak zpusobuje antimikrobialné-indukované kolitidy (Rainey et al., 2009;
Sakurai et al., 2009; Stiles et al., 2013).

Zna¢né mnozstvi kment C. perfringens je citlivé k bakteriociniim, které produkuji enterokoky
(napt. Streptococcus faecuim) (Kramer a Brandis, 1975). C. perfringens z pudnich izolatd
miuze produkovat aktivni inhibitory C. botulinum typu A, B, E a F (Smith, 1975). Urcité
kmeny C. perfringens také produkuji bakteriociny, které jsou aktivni vici jinym kmenim C.
perfringens. Bakteriociny ptsobi na makromolekularni trovni pfedev§im inhibici syntézy

DNA, RNA a proteini (Mahony a Li, 1978).

VétSina betalaktamovych antibiotik vykazuje pomérné¢ dobrou tuc¢innost proti infekcim
zpusobenym C. perfringens, avSak je pozorovana zvySujici se rezistence, obzvlast
k penicilinu G (Williamson, 1983). Chloramfenikol, klindamycin a metronidazol jsou vysoce
aktivni k véts$iné izolatu, naopak erythromycin a tetracyklin jsou aktivni méné (Schwartzman
et al., 1977). Jiz se vyskytuji ptipady rezistence pravé k tetracyklinu, erythromycinu, ale i
lincomycinu a klindamycinu pfedevS§im u kmenu izolovanych z vykali prasat a dribeze,

kterym byla podavana v ramci prevence v krmivu (Osman a Elhariri, 2013;).

Tento druh je celosvétoveé nejrozsirenéjSim patogennim mikroorganismem. Rizné kmeny se
mohou objevovat v pidg, ale i v travicim traktu. Typy B, C, D a E jsou navic obligatnimi
parazity zvifat, piileZitostné také ¢lovéka. Mezi zdroje C. perfringens patii ptidni i moisky
sediment, obleceni, Cerstvé mléko, syry, polokonzervované masné produkty a zvéfina, a jako

patogen patii mezi ty nejéastéji izolované pii infekcich u ¢lovéka (Rainey et al., 2009).
3.4 Escherichia spp.

Bunky bakterii rodu Escherichia (¢eled” Enterobacteriaceae) predstavuji rovné cylindrické
tyCinky se zakulacenymi okraji o velikosti 1,1-1,5 X 2,0-6,0 pum, které se b&€zn€ vyskytuji
samostatné ¢i v parech; nepohyblivé, ale 1 pohyblivé diky bicikim po obvodu bunky.
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Escherichie jsou gramnegativni, chemoorganotrofni, aerobni ¢i fakultativné anaerobni
(vyskytuji se vSak 1 anaerobni biotypy) bakterie s respiratornim i fermentativnim
metabolismem (Scheutz a Strockbine, 2005). Teplotni naroky vétsSiny kmend se pohybuji ve
sttednich hodnotach (1545 stupiii Celsia) s optimem mezi 21 az 37 stupni Celsia, piic¢emz
nékteré kmeny jsou schopné piezivat v teplotach okolo 7,5 (Shaw et al., 1971) i 49 stupit
Celsia (Herendeen et al., 1979). Optimalni pH pro rast je mezi 5 a 9 (Scheutz a Strockbine,
2005).

Biochemicka aktivita bakterii rodu Escherichia: oxidaza negativni, laktézu zkvaSuje vétSina
kment Escherichia coli. Neroste v prostiedi s pfidavkem KCN a obvykle neprodukuje sulfan.
Mezi diferenciaéni testy jednotlivych druhti rodu Escherichia patii rist na pudach s KCN,
utilizace malondtu a produkce kyselin z D-adonitolu, celobidzy, dulcitolu, laktédzy,
D-mannitolu, melibidzy, D-sorbitolu a mukatu (Scheutz a Strockbine, 2005). Mnozstvi GC
v DNA je 48-59 mol% a druhovym piedstavitelem je Escherichia coli (Garrity, 2005).

3.4.1 Escherichia coli

E. coli je charakteristickym zastupcem celého rodu. Je piirozenou a nezbytnou soucasti
bakterialni mikrobioty traviciho ustroji Cloveéka i zvifat. VétSina kmena E. coli je
nepatogennim komenzalem tlustého stieva (Hudault et al., 2001). Avsak jisté sérotypy hraji
vyznamnou roli pfi intra- i extraintestinalnich onemocnénich piedev§im z divodu Sirokého
spektra virulencnich faktori, kterymi disponuji, a tim padem se dostavaji do role

oportunistického patogenu (Sousa, 2006).

Kmeny izolované z intestindlnich infekci (intraintestindlni onemocnéni) mohou byt roziazeny
na zakladé epidemiologické evidence, fenotypovych vlastnosti, klinickych ptiznakii nemoci,
kterou zpisobuji, a specifickych virulen¢nich faktordt do minimalné Sesti ruznych skupin:
enteropatogenni E. coli (EPEC), enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteroinvazivni E. coli
(EIEC), enteroagregativni E. coli (EAggEC), difizné adherentni E. coli (DAEC), Shiga toxin
produkujici E. coli (STEC) neboli Vero cytotoxin produkujici E. coli (VTEC) (Scheutz a
Strockbine, 2005). Nov¢jsi pohled na rozdéleni escherichii podava Mainil (2013).

EPEC byla prvni skupina E. coli, ktera se zacala rozliSovat jako seskupeni kmend zptisobujici
détska prijmova onemocnéni. S postupujicim poznanim vSak byla Edelmanem a Levinem
(1983) EPEC definovana jako ,prijmova onemocnéni zpusobujici E. coli nalezici

k séroskupinam epidemiologicky povazovanym za patogenni, jejiz patogenita vSak neni
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zpusobena ani teplotné labilnimi ¢i stabilnimi enterotoxiny, avSak ani Shigella-podobnou
invazivitou®. V soucasné dob¢ doslo k redefinici na zdkladé¢ O:H antigenni vybavy sérotypti
vazanych k ur¢itému onemocnéni (Kaper, 1996). Mechanismus patogenniho ucinku pak
spociva ve schopnosti adherence K enterocytim, cytoskeletalni piestavbé a naslednému
vyhlazeni mikroklkd pomoci vezikul uvoliujicich se z Iézi na povrchu epitelu (Nataro a

Kaper, 1998) — viz Obrazek 2.

Obrazek 2: Interakce EPEC a hostitelské buriky

1. pocateéni adherence, 2. vyhlazovani mikroklki, 3. kone¢né pfilnuti (Sussman, 1997)

Kmeny ETEC jsou vyznamnou pfi¢inou prijmovych onemocnéni jak ¢loveka, tak domacich
zvitat. ETEC ptfimo nenapadaji epitelialni buiiky stfev, ale produkuji alesponi jeden ¢i vice
enterotoxintl, které jsou bud’ termolabilni (podobnost s cholera toxinem), ¢i termostabilni
(Cohen a Giannella, 1995). Tyto enterotoxiny zpusobuji zvySenou stfevni sekreci aktivaci
guanylatcyklazy (termostabilni toxiny) nebo adenylatcyklazy (termolabilni toxiny). ETEC
kmeny jsou hostitelsky specifické na zakladé interakce faktorti bakterialni kolonizace a

epitelialnich receptoru (Gaastra a Svennerholm, 1996).

EIEC kmeny jsou velice podobné bakteriim rodu Shigella, a proto maji zna¢nou schopnost
invaze a mnoZeni v bunkéch epitelu tlustého stfeva Cloveéka. Priblizné dvé tfetiny EIEC

kmend je laktoza negativni (Acheson a Keusch, 1995).

Skupina EAggEC je charakteristickd vyznamnou schopnosti agregativni adherence
(autoaglutinace bakterialnich bunék k sob¢) k bunikam in vitro (Nataro et al., 1987). Nékteré
druhy EAggEC zptisobuji prijem a dal$i stfevni problémy véetné borborygmi a kiec¢i (Nataro
a Steiner, 1995). Dle epidemiologickych studii je EAggEC ptuvodcem takzvanych
,cestovatelskych® priajmu (Scotland et al., 1994; Vargas et al., 1998).
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DAEC jsou definovany schopnosti difizni adherence k bunkam na povrchu fimbrii za pomoci
adhezini (Scaletsky et al., 1984). Mechanismus jejich patogenity spociva ve schopnosti
adherence k HeLa a HEp-2 bunkam za pomoci rizn¢ kédovanych proteini (Croxen a Finlay,
2010).

STEC neboli VTEC kmeny jsou charakteristické schopnosti produkce jednoho ¢i obou
z dvou antigenné rozdilnych, obvykle pomoci bakteriofagli zprosttedkovanych, cytotoxint
Stx2 nebo VT2 (Konowalchuk et al., 1978). V ramci této skupiny je rozliSovana jesté
podskupina enterohemoragickych kment E. coli (EHEC), které zptsobuji hemoragické
kolitidy (Scheutz a Strockbine, 2005).

Kmeny zpasobujici extraintestinalni infekce u Clovéka délime do skupiny extraintestinalné
patogennich E. coli (EXPEC), které produkuji mnozstvi toxin schopnych lyzu erytrocytd (a-
hemolysin), do skupiny uropatogennich E. coli (UPEC), zpusobujicich napiiklad
pyelonefritidy (Katouli, 2010) a do skupiny neonataln¢ meningitidni E. coli (NMEC)
(Scheutz a Strockbine, 2005). U hospodaiskych zvifat jsou kmeny E. coli schopny vyvolat
rizna onemocnéni véetné kolibakteridlnich priymi, kolibakteriadlni toxémie prasat, koliformni

mastitidy a infekce mo¢ového traktu (Garrity, 2005).

3.5 Enterococcus spp.

Enterokoky (Celed’ Enterobacteriaceae) maji sférické ¢i ovalné bunky o rozmérech 0,6-2,0 x
0,6-2,5 um. V tekutém médiu se vyskytuji v parech ¢i v kratkych fetézcich. Jsou to
grampozitivni, fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni bakterie s fermentativnim
metabolismem, které netvoii endospory, a které jsou také Casto pohyblivé diky nepatrnému
bi¢iku. Vyznacuji se nezietelné viditelnym pouzdrem (kapsulou). Bakterie rodu Enterococcus
maji komplexni zivinové pozadavky. Determinujicim znakem je schopnost ristu na agarech
pti pH 9,6 s piidavkem 6,5 % NaCl a s 40% piidavkem Zlu¢i. Teplotni optimum pro kultivaci
je 35-37 stupnu Celsia, avSak n€které druhy jsou schopné rustu pti 42—45, ale i 10 stupnich
Celsia, a proto vykazuji vysokou rezistenci k vysuSeni (Whitman, 2005b). Enterokoky
vykazuji tyto biochemické znaky: kataldza negativni (n€které druhy vykazuji
pseudokataldzovou aktivitu p¥i kultivaci na agaru s pfimési krve), ureaza negativni (Svec a

Devriese, 2009).
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Vyskytuji se bézné v piirod¢ a jsou soucasti stievni mikrobioty savct a ptaku (pfitomnost ve
vykalech) a i dalSich zvirat (Vankerckhoven et al., 2008). Jiné druhy jsou propojeny
s rostlinnou ti8i, dalsi mohou byt izolovany z vodniho prostfedi. Neékteré druhy jsou pavodci
pyogennich infekci (Devriese a Pot, 1995; Wood et al., 2002). Ackoliv jsou enterokoky
prirozené komenzalové, mohou byt také prilezitostnym patogenem a vyvolavat onemocnéni
(Arias et al., 2010) — infekce mo¢ového aparatu, bakteriémie a endokarditidu (Weng et al.,
2013). Obsah GC je 35,1-44,9 mol%. Druhovym ptedstavitelem je Enterococcus faecalis
(Whitman, 2005b).

3.5.1 Enterococcus cecorum

E. cecorum, v prekladu enterokok divertiklu tlustého stifeva, vykazuje hemolyzu na agaru
s ov¢i krvi a slaby rtst pii pH 9,6. Kmeny neptezivaji vystaveni teploté 60 stupit Celsia po
dobu 30 minut, preferuji zvy$enou koncentraci oxidu uhli¢itého v atmosféie (Svec a Devriese,
2009). Lze ho izolovat ze vzorki zvifat, ¢lovéka a z vody (Devriese et al., 1992; Svec a
Devriese, 2009).

3.6 Lactobacillus spp.

Burky rodu Lactobacillus (¢eled” Lactobacillaceae) maji podobu riuzné dlouhych, Stihlych,
obCas zahnutych tyCinek, casto koryneformnich kokobacili. Jsou to nesporulujici,
gramnegativni, fakultativné anaerobni, nepohyblivé bakterie. Nékteré kmeny obsahuji vnitini
granule a jejich vzhled mize byt snadno pozménén gramovym barvenim ¢i methylenovou
modii. Vyznacuji se fermentativnim metabolismem a obligatn€ sacharolytickou aktivitou.
Minimaln¢ polovinou koncovych produktt je laktat, ktery neni dale fermentovan. Pigmenty

maji Zlutou, oranzovou az Cervenou barvu, avSak jejich produkce je vzacna (Hammes a

Hertel, 2009).

Laktobacily vykazuji ndasledujici biochemickou aktivitu: kataldza a cytochromoxiddza
negativni (z diivodu chyb¢jicich porfyrini). Nekteré kmeny vSak v pfitomnosti hemu
rozkladaji peroxid vodiku pomoci kataldz ¢i pseudokatalaz. Kasein neni traven, ale vétSina
kmend produkuje mens$i mnozstvi rozpustného dusiku (Hammes a Hertel, 2009). Bakterie
rodu Lactobacillus maji komplexni pozadavky na rustové podminky zahrnujici
aminokyseliny, peptidy, derivaty nukleovych kyselin, vitaminy, soli, mastné Kyseliny, estery

mastnych kyselin a zkvasitelné sacharidy (Elli et al., 2000). Tyto naroky jsou charakteristické
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pro jednotlivé druhy (Rogosa et al., 1961) nebo dokonce kmeny (Ledesma et al., 1977).
Optimalni kultiva¢ni teplota se pohybuje v rozmezi od 30 do 40 stupnti Celsia, avSak nékteré
druhy jsou schopny rlstu v rozmezi 2—53 stupnii Celsia. Bakterie jsou acidotolerantni, pH
optimum obvykle mezi 5,5-6,2 a rist je redukovan pfi neutralnim a alkalickém pH (Hammes
a Hertel, 2009).

Bakterie rodu Lactobacillus lze nalézt v mléénych produktech, jadrném krmivu, masu a
rybich produktech, pivu, ving, ovoci a ovocnych dzusech, nakladané zelening, kyselém zeli,
silazich, vod¢, pidé a odpadnich vodach. Laktobacily jsou soucasti pfirozené mikrobioty
dutiny Ustni a traviciho traktu a také vaginalni mikrobioty ¢lovéka i mnoha druhti zvirat.
Nejsou patogennimi organismy, avSak mohou byt pfi¢inou pro vznik jinych onemocnéni ¢i
pro vstup jinych patogenti do organismu (Whitman, 2005b). Obsah GC bazi je 32-55 mol% a
druhovym ptedstavitelem je Lactobacillus delbrueckii. (Hammes a Hertel, 2009)

3.6.1 Lactobacillus acidophilus

Buiiky tohoto rodu jsou nepohyblivé, obligatné homofermentativni tyCinky se zaoblenymi
konci o celkové velikosti 0,6-0,9 um x 1,5-6 pum, které se bézné vyskytuji samostatné, v paru
¢i v kratkych fetizcich. Kolonie na TGA agaru jsou hrubé s rozptylenymi okraji. VéEtSina
kment L. acidophilus fermentuje Skrob a ma specifické Zivinové pozadavky — pantothenat
vapenaty, kyselina mravenci, niacin a riboflavin jsou esencialni; pyridoxal, tiamin, tymidin a
vitamin B, nejsou vyzadovany. L. acidophilus byl izolovan ze vzorku stiev ¢lovéka i zvitat,
lidské dutiny ustni, vaginy a vina. Pozice ve fylogenetickém stromu rodu je ve skupiné

Lactobacillus delbrueckii (Hammes a Hertel, 2009).
3.6.2 Lactobacillus fermentum

Bakterie L. fermentum piedstavuji obligatné heterofermentativni nepohyblivé ty¢inky
0,5-0,9 um $iroké a variabilné dlouhé, které se objevuji jednotlivé &i v parech. Zivinové
pozadavky — esencialni pantothendt vapenaty, niacin a tiamin a neesencialni riboflavin,
pyridoxal a kyselina mraven¢i. Nalezy tohoto rodu jsou béZzné v drozdi, mléénych a
kvaSenych vyrobcich, zkvaSeném rostlinném materidlu, hnoji, odpadni vod¢, dutiné Gstni a ve
vykalech ¢loveka. Fylogeneticky nalezi ke skupiné Lactobacillus reuteri (Hammes a Hertel,
2009).

13



3.7 Listeria spp.

Rod Listeria, pojmenovany podle Lorda Listera, anglického chirurga a prikopnika antisepse,
predstavuji pravidelné, kratké ty¢inky o velikosti 0,4—0,5 um x 1-2 um, ukonéené paralelné ¢i
tup¢ a vyskytujici se jednotlivé ¢i v podobé kratkych fetizkti. Ve starSich kulturach ¢i u kultur
v hrubé fazi rustu se vyvijeji filamenta del$i jak 6 um. Jsou to grampozitivni (ve starich
kulturach byva pozitivni odpovéd na Grammovo barveni ztracena), ne-acidorezistentni
bakterie, které netvoti ani spory, ani kapsuly. Pfi kultivaci v prostiedi pod 30 stupni Celsia se
u vSech druhii vytvari biciky po celém obvodu buiky a umoznuji tim bunkam pohyb. Ve
vztahu ke kysliku jsou listerie fakultativné anaerobni az aerobni. Kolonie do 48 hodin stari
jsou do 1,5 mm Siroké v praiméru, kulaté, priusvitné, lehce konvexni, s hladkym a celistvym

povrchem, bez pigmentti (McLauchlin a Rees, 2009).

Rast je limitovan teplotami pod 0 a nad 45 stupiii Celsia; optimalni kultivacni teploty pro
listerie jsou v rozmezi 30-37 stupnu Celsia. Deaktivace bakterii probihd pii zahtati nad 60
stupnii Celsia po dobu 30 minut. Optimalni pH pro rist je mezi 6 az 9 (McLauchlin a Rees,
2009). Mezi biochemické znaky bakterii rodu Listeria patii: produkce cytochromovych
enzyml pozitivni; homofermentativni, anaerobni, katabolicky metabolismus glukézy
s koncovymi produkty ¢itajicimi L(x)kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou a jiné. Pro vyvoj

vyZaduji organické rustové faktory (Whitman, 2005b).

Listerie jsou Siroce rozsifené v piirodé a byly izolovany jak z ptidy, vegetace, odpadnich vod,
vody, krmiv pro zvifata, Cerstvého i zmrazeného kufeciho masa, jateCnich zbytkd, tak
z vykall zdravych zvirat i ¢lovéka. L. monocytogenes je patogenem c¢loveéka a spolecné s L.
ivanovii také patogenem riuznych zvifat, pfedevS§im vSak ovci a koz. Predominantnim
kontaminantem je pak jidlo a krmivo zneciSténé ptitomnosti listerii. Vzhledem ke schopnosti
ptezivat v riznych prostiedich (v€etné téch oSetfenych konzervanty, jako je chlorid sodny
nebo dusi¢nan sodny) po dlouhou dobu i pfi nizkych teplotich je L. monocytogenes
povazovana za rizikovy faktor i pro chlazené pokrmy (Farber a Peterkin, 1991). Obsah GC
v DNA je 36-45,5 mol%. Druhovym piedstavitelem tohoto rodu je Listeria monocytogenes
(McLauchlin a Rees, 2009).
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3.7.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je Siroce rozsifena v piirod¢, v¢. pudy a bahna, odpadni vody a vegetace, |
ve vykalech zvifat a ¢loveka, jejichz je patogenem. VétSina ptipadi nakaz je z potravy Ci
krmiv. U ¢loveéka zplsobuje systémova onemocnéni (vétSinou septikémii a meningitidu) u

osob se snizenou imunitou a také u nenarozenych déti (McLauchlin a Rees, 2009).
3.8 Salmonella spp.

Bakterie rodu Salmonella nalezi do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jsou to fakultativné anaerobni
gramnegativni rovné ty¢inky o velikosti 0,7-1,5 X 2-5 pum, obvykle pohyblivé, s bi¢iky po
celém obvodu. Tvofi kolonie o priméru 2-4 mm. Zivotni optimum se pohybuje okolo 37
stupiii Celsia. Energii ziskavaji rozkladem chemickych organickych latek respiratorni i

fermentativni metabolickou cestou (Popoff a Le Minor, 2005).

Salmonely vykazuji tyto biochemické znaky: oxidaza negativni, kataldza pozitivni, indol a
V-P negativni, methylova Cervenn a Simmonstv citrat pozitivni, dekarboxylace lysinu a

ornitinu pozitivni, variabilni reakce pti dehydrolizaci argininu (Garrity, 2005).

Vyskytuji se u Clovéka, teplo- i studenokrevnych zvifat, v potravindch a v ptirod¢. Jsou
patogenem Cloveéka 1 mnoha druhii zvirat. Nékteré sérovary jsou druhove specifické. Pivodce
paratyfu, bfiSniho tyfu, gastroenteritidy a septikémie (Ewing, 1969). Druhovym
predstavitelem je S. choleraesuis. V Kauffmann-Whiteové schématu jsou sérovary odliSovany
Cisly a pismeny pfifazenymi k riznym antigenim — O (somaticky), Vi (kapsularni) a H
(bicikovy) (McWhorter-Murlin a Hickman-Brenner, 1994). Mnozstvi GC v DNA je 50-53
(Garrity, 2005).

3.8.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis

Antigenni vzorec serovaru Enteritidis je 1,9,12:9,m:-. Ptitomnost faktoru Ol je spojena
s lyzogenizaci. Je vSudypfitomnym patogenem a puvodcem infekci Clovéka a zvifat.

V poslednim desetileti také velice ¢astou pri¢inou salmonelového zanétu zaludku u ¢lovéka

(Popoff a Le Minor, 2005).
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3.8.2 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Antigenni vzorec serovaru Typhimurium je 1,4,[5],12:1:1,2. Pfitomnost faktoru Ol je stejné
jako u serovaru enteritidis spojena s lyzogenizaci, v tomto piipadé konvertovaciho fagu iota
nebo PLT22. Je také kosmopolitnim a frekventovanym pivodcem gastroenteritid clovéka

(Popoff a Le Minor, 2005).
3.9 Staphylococcus spp.

Bakterie rodu Staphylococcus maji sférické, 0,5-1,5 um velké bunky kulatého tvaru,
vyskytujici se jednotlivé, V parech, tetradach, kratkych fetizcich (3—4 buiky) a
charakteristickych hroznovitych nepravidelnych utvarech. Stafylokoky jsou nepohyblivé,
grampozitivni bakterie, které netvoii klidova stadia, ani kapsulu kolem buiiky. Jejich bunécna
sténa obsahuje peptidoglykan (diamino kyselina — L-lysin) a kyselinu teichoovou (Schleifer a
Bell, 2009).

Jsou to fakultativni anaerobové (s vyjimkou S. aureus subsp. anaerobius a S. saccharolyticus)
a chemoorganotrofové s respiratornim i fermentativnim metabolismem. Zdrojem uhliku a
energie jsou sacharidy a aminokyseliny. Pro vétSinu druhti je koneénym produktem
fermentace glukézy v anaerobnich podminkach kyselina mléénda, v aerobnich podminkach
potom oxid uhli¢ity a kyselina octova. Zivinové pozadavky stafylokoki jsou riizné. Vétsina
druhtt vyzaduje organicky zdroj dusiku (napf. aminokyseliny a vitaminy skupiny B) (Schleifer
a Bell, 2009).

Stafylokoky vykazuji nasledujici biochemické vlastnosti: Kkatalaza pozitivni, oxidaza
negativni reakce. Bunky stafylokoku jsou citlivé k lyze lyzostafinem, avSak rezistentni k 1yze
lysozymem. N¢které druhy jsou také odolné vuci novobiocinu, erytromycinu, bacitracinu a
naopak citlivé k furazolidonu, nitrofuranu, fenolim, salicylanilidim, karbanilidim a

halogentim (Schleifer a Bell, 2009).

Ptirozené populace stafylokokt jsou pfitomny na kiizi, v koznich zldzach a na mukozovych
membranach teplokrevnych zvifat. ROzné druhy maji Uzké, anebo naopak Siroké jak
hostitelské spektrum, tak ekologickou niku vyskytu. DalSi druhy jsou oportunistickymi
patogeny ¢lovéka a/nebo zvitat (Vandenesch et al., 1995). Mnozstvi GC rodu Staphylococcus

je 27-41 mol%, druhovym piedstavitelem je Staphylococcus aureus (Schleifer a Bell, 2009).
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3.9.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus

S. aureus subsp. aureus je nepohyblivy, nesporotvorny, grampozitivni kok o velikosti
0,5-1,0 um, ktery se vyskytuje samostatn¢, v parech nebo v utvarech. Kolonie jsou vétsi nez
Smm Vv priméru, maji vyvySeny profil, jsou hladké, lesklé, pruhledné, s celistvymi okraji.
Zabarveni je Sedé, zluté az oranzové. Kmeny, které jsou opouzdiené, vytvareji mensi a
vypouklejsi kolonie (Schleifer a Bell, 2009). Jsou to fakultativni anaerobi, a proto vykazuji
nejlepsi riust pii teplotdch 30-37 stupntt Celsia v médiich saz 10 % chloridu sodného.
Z glukozy tvoti v anaerobnich podminkach D- a L-laktat (Whitman, 2005b). S. aureus subsp.
aureus je citlivy k novobiocinu, ale rezistentni k penicilinu G a methicilinu (MRSA —

methicilin-rezistentni S. aureus) (Cox et al., 1995).

Neékteré kmeny jsou schopné produkce enterotoxinti (A, B, C — 3 typy, D a E). Odpovédi na
vstup do organismu je produkce enterotoxin-podobnych proteind, zpisobujicich syndrom
toxického Soku. K presnéjsimu ur¢eni kmenti S. aureus slouzi fagotypizace. Chromozomova a
plazmidovda DNA mize byt pfenesena do piislusné bunky prijemce transdukci nebo

transformaci (Altemeier et al., 1982).

S. aureus subsp. aureus byl izolovan z nazalni membrany (anteriorni nozdry, nasopharynx) a
ktze teplokrevnych zivocichii. Muze byt pfi¢inou infekci, otravy jidla a syndromu toxického

Soku (Whitman, 2005b).

3.10 Epidemiologicka situace vyskytu alimentarnich infekci a otrav ve

svété av CR

Dle Svétové zdravotnické organizace (2015a) — World Health Organisation, WHO — jsou
mezi patogeny zpusobujici onemocnéni traviciho traktu fazeny bakterie rodu Aeromonas spp.;
bakterialni toxiny produkujici Bacillus cereus, Clostridium perfringens, a Staphylococcus
aureus; Brucella spp.; Campylobacter spp.; Clostridium botulinum; enteroagregativni E. coli;
enteropatogenni E. coli; enterotoxicka E. coli; Helicobacter pylori; Leptospira spp.; Listeria
monocytogenes; Mycobacterium bovis; Vibrio cholerae.; Salmonella spp. (tyfoidni o

netyfoidni); Shiga-toxin produkujici E. coli; Shigella spp. a Yersinia spp.

Nejcastéjsi pri¢inou umrti kvili nemocim indukovanym potravou a zaroven o nejvice let
Zivota pripravujici disabilitou jsou bakterie rodu Salmonella spp., pfenasejici se na ¢loveéka

konzumaci kontaminovanych potravin Zivo¢isného plivodu, pfevazné z masa, dribeZe, vajec a
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mléka (WHO, 2015a) — viz Graf 1 a 2. Invazivni salmonelové infekce jsou hlavni pfi¢inou
onemocnéni s nejvy$si mortalitou v oblastech rozvojového svéta, obzvlast potom

Vv subsaharské Africe a ¢astech indického a asijského subkontinentu (Kariuki et al., 2015).

Nejvice ohrozenou skupinou jsou déti mladsi péti let, u kterych je az 30 % umrti zavinéno
kontaminovanou potravou (WHO, 2015b). Nejvice piipadi détské nakazy invazivni
netyfoidni salmonelou vykazuje vékova skupina od Sesti mesicti do tii let, coz podporuje
vyznam pasivni ziskané humoralni imunity v prevenci invazivnich onemocnéni (Gordon et
al., 2008). Invazivni netyfoidni S. enterica je nejvyznamnéj$im patogenem zpUsobujicim
infekce krevniho ob&hu oblasti subsaharské Afriky, obzvlast u déti a HIV pozitivnich
dospélych, ktefi vykazuji nizkou hodnotu CD4 T-lymfocytt, s mortalitou mezi 10-30 %
(Reddy et al., 2010). V Evropském spolecenstvi doslo meziro¢né k 15,3% narGstu vyskytu
onemocnéni zpusobenych bakteriemi Salmonella spp. na 23,4 pifipadd mezi 100 tisici
obyvateli (EFSA, 2015). Ve Spojenych statech americkych dosahuje mira onemocnéni
zpusobenych salmonelami hodnoty 15,2 na 100 tisic obyvatel (CDC, 2015).

Mezi hlavni, celosvétové rozSifené pivodce prijmovych onemocnéni, patii predevSim
v rozvojovych zemich EPEC a ETEC; dohromady zpusobujici ca 63 tisic amrti (WHO,
2015a) — viz Graf 2. Je znama rezistence a transdukce gend této rezistence vici antibiotikim
u jistych patogennich druhd E. coli (Johnson et al., 2007). Vyznamnym pienaseCem
patogennich E. coli je také driibez a potencialné dilezitym mistem pro koncentraci a mnozeni
je v chovech stelivo (Diarrassouba et al., 2007). Rozvinuté zemé maji v systému evidence
onemocnéni z potravy séroskupinu O157, nalezici mezi enterohemoragické E.coli,
zpusobujici onemocnéni z potravy v disledku produkce Shiga toxinu, a ktera je proto fazena
mezi STEC (VTEC) (Lim et al., 2010). Evropsky ufad pro kontrolu potravin — European
Food and Safety Authority, EFSA — (2015) uvadi vyskyt onemocnéni zpisobenych
séroskupinou 0157 E. coli v mife 1,56 na 100 tisic obyvatel v EU a Centrum pro kontrolu a
prevenci nemoci — Centres for Disease Control and Prevention, CDC — (2015) v mife 1,15 na
100 tisic obyvatel v USA.
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a=0,05 (WHO, 2015a)

Medianova hodnota poctu umrti z onemocnéni z potravy vyvolanych
bakteriemi v roce 2010 pfi a=0,05 (WHO, 2015)
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Graf 2: Medianova hodnota let ztraceného Zivota s disabilitou z onemocnéni z potravy vyvolanych

bakteriemi v roce 2010 p¥i a=0,05 (WHO, 2015a)
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Graf 1: Medianova hodnota poctu umrti z onemocnéni z potravy vyvolanych bakteriemi v roce 2010 pri
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WHO (2016a) také uvadi, ze celosvétové nejvice rozsifenym patogenem, ktery zptisobuje
gastroenteritidy, jsou bakterie rodu Campylobacter spp. prostfednictvim kontaminovaného,
nedostatecné tepeln¢ osetfené¢ho dribeziho masa nebo kontaminované vody — viz Graf 3. Ke
kolonizaci dochazi expozici s kontaminovanym prostiedim, pfi¢emz z vétSiny zvitat se stavaji
asymptomaticti pienaSe¢i onemocnéni (Humphrey et al., 2007). NejCastéjSimi patogeny
gastrointestinalniho traktu ¢loveéka jsou shodné v Evropském spolecenstvi jiz od roku 2005
kampylobaktery s rostoucim trendem vyskytu mezi roky 2013 a 2014 o 9,6 %, S tmrtnosti
0,01 % a vyskytem 71 piipadi na 100 tisic obyvatel (EFSA, 2015).

Graf 3: Medianova hodnota po¢tu onemocnéni z potravy vyvolanych bakteriemi v roce 2010 pri a=0,05
(WHO, 2015a)

Medianova hodnota poctu onemocnéni z potravy vyvolanych bakteriemiv
roce 2010 pfi a=0,05 (WHO, 2015)
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Predpoklada se, Ze oficidlni Gdaje o vyskytu kampylobakteridzy jsou zna¢né podhodnoceny a
skutecné hodnoty mohou byt 10 az 100krat vyssi, jelikoZ u vice nez 75 % kufat chovanych a
porazenych v zemich Evropského spolecenstvi je mozné nalézt bakterie rodu Campylobacter
spp. (EFSA, 2010). CDC (2015) uvadi vyskyt kampylobakteriozy v USA Vv mife 14,28
piipadi na 100 tisic obyvatel. Dle statistik EFSA (2015) je v Ceské republice dlouhodobg
zaznamenavan nejvys$i vyskyt salmonelozy a kampylobakteridzy ze vSech c¢lenskych statu

Evropskeé unie (126,1 resp. 197,4 vyskytlh onemocnéni na 100 tisic obyvatel).
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Vzhledem k vysoké mife umrtnosti patfi mezi dulezitd onemocnéni z potravy také listeridoza
(Behravesh et al., 2011). L. monocytogenes piedstavuje nejveétsi hrozbu pro osoby se snizenou
imunitou a projevuje se komplexni septikémii, meningitidou, meningoencefalii a aborty
(Doganay, 2003). EFSA (2015) hlasi za rok 2014 30% narist vyskytu listeriozy oproti roku
2013 — 0,52 pripadd na 100 tisic obyvatel Evropského spolecenstvi s celkovym poctem 210
umrti (nejvyssi hodnota od roku 2009). Incidence v USA je 0,3 hlaSenych onemocnéni na 100
tisic obyvatel (CDC, 2015). Mezi nejohrozenéjsi skupiny v EU nalezi osoby starsi 85 let, v
USA potom tehotné Zeny (EFSA, 2015; CDC 2015).

C. perfringens patii mezi nejvyznamnéj$i patogeny vzhledem ke svému rozsahlému rozsiteni
v prostfedi, spérdm schopnym piezivat jak v pide, tak v travicim traktu ¢lovéka i zvifat a
vzhledem ke schopnosti rychlého ristu a produkci velkého spektra toxini (Lindstrom et al.,
2011). Diky vySe uvedenému vykazuje rtizné klinické symptomy od infekei kiize a m&kkych
tkani (Shin et al., 2003), pies gastroenteritidy (East et al., 1998), plynné snéti (Fujita et al.,
2010), nekrotizujici enteritidy (East et al., 1998), abscesy jater (Tabarelli et al., 2009),
endophthalmitidy (Lauer et al., 2005) a bakterémie az po septicky Sok s akutni hemolyzou
(Fujita et al., 2010; Kapoor et al., 2007).

Umrtnost pacientl s bakterémii C. perfringens se v obdobi 30 dnti pohybuje od 27 do 44 % a
je zavazna z divodu minimalnich symptomua (Chen et al., 2001; Shah et al., 2009). V roce
2014 bylo ve statech Evropského spolecenstvi hlaseno celkem 840 piipadi otravy z jidla v
dusledku bakterialnich toxind, z ¢ehoz toxiny C. perfringens byly puvodcem 124 z nich
(14,7 % vsech ptipadi) (EFSA, 2015).

Zvysujici se rezistence gramnegativnich organismi k antibiotikim zpisobuje sekundarni
infekce pii pooperaénich stavech a u jedinct se sniZenou obranyschopnosti organismu (Jarvis,
2001). Archibald a Jarvis (2011) konstatuji, ze 18 % infekénich epidemii mezi 1éty
1946-2005 bylo v USA zplsobeno organismy se zvySenou odolnosti k uréitému druhu 1é¢iv
(S. aureus, E. faecalis aj.). Proto je dilezita kontrola Siteni MRSA, ktery je nejvyznamngj$im
nemocni¢nim patogenem zvysSujicim morbiditu i mortalitu, vydaje za nemocni¢ni péci a
prodluzujicim samotnou dobu 1é¢eni (Monecke et al., 2011). Stejné tak je narustajici
rezistence enterokokd k vankomycinu (VRE — vankomycin rezistentni enterokok) pokladana
za zavazny problém vzhledem ke zdravi ¢loveéka (Kwon et al., 2012) na zakladé schopnosti
ziskat a dal pfedavat geny rezistence, ¢imzZ se tyto bakterie staly zavaznym nozokomialnim

patogenem (Jahan et al., 2015).
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3.11 Historie pouZivani antibiotik a antibiotickych stimulatori ristu

Vv historii mediciny (Aminov, 2010). Oproti béznému piedpokladu, ze vystaveni latkam
s antibiotickym uc¢inkem je datovano az ve 20. stoleti, byla zjiSténa ptitomnost tetracyklinu
v lidskych ostatcich ze starovéké Nubie z obdobi 350550 naseho letopoctu (Bassett et al.,
1980; Nelson et al., 2010), ¢i ze vzorkid ziskanych ze stehennich kosti ¢loveéka z fimského
obdobi z oazy Dakhleh v Egypté (Cook et al., 1989). Distribuce tetracyklinu v kostech
pochéazi z materialu obsahujiciho tuto latku, ktery byl soucasti diety tehdejSiho cClovéka
(Aminov, 2010), a je divodem nizké miry infekénich onemocnéni v nubijské populaci a
absence infekce kosti ze vzorkt z oazy Dakleh (Armelagos, 1969; Cook et al., 1989). Dalsim
zdrojem antimikrobialnich latek pouzivanych po staleti je tradi¢ni ¢inska medicina (Wong et
al., 2010).

Paradigmatem pro budouci vyzkum lé€iv s antimikrobidlnim U¢inkem je povaZovan objev tii
latek — Salvarsanu, Prontosilu a penicilinu (Aminov, 2010). Salvarsan, ktery syntetizovali
Ehrlich a Halta (1910), byl po rozsahlém vyzkumu a nasledném systematickém screeningu
pouzivan k 1écbé syfilitidy. Oproti tomu Prontosil, vykazujici antimikrobialni aktivitu u fady
onemocnéni (Domagk, 1935), byl od pocatku lehce dostupny, a je proto spojovan s rozsifenou
sulfonamidovou rezistenci, kterd je zalozena na mobilnich genetickych elementech a je

podporovana absenci antibiotické selekce (Enne et al., 2004).

Vzhledem ke strmému popula¢nimu rdstu je maximalizace zivo¢iSné produkce logickym
fesenim problému podvyzivy vice jak 10 % obyvatel Zemé (FAO et al., 2015). Jednou z cest,
jak naplnit potencial produkce jsou antibiotické stimulatory rtistu, které se zacaly v zivocisné
produkci pouzivat ptiblizné¢ ve cCtyficatych letech minulého stoleti z divodu zefektivnéni
produkce u dribeze (Moore et al., 1946) a prasat (Jukes et al., 1950) a z davodu prevence a
lécby infekénich onemocnéni. JelikoZ neékteré bakteridlni druhy soutézi se svym hostitelem o
ziviny (Mitsuhiro a Jun-ichi, 1994) a az 6 % energie krmné davky prasat je ztraceno ¢innosti
mikrobioty traviciho traktu (Vervaeke et al., 1979), bylo dlouhodobou analyzou prokazano,
ze pouziti antibiotik v obdobi pfedvykrmu prasat stimuluje riist v priméru o 16,4 % a zlepSuje
vyuziti krmiva o 6,9 % (Cromwell, 2002) redukci celkového poctu a/nebo snizenim poctu
druht bakterii v travicim traktu zvitat (Close, 2000; Collier et al., 2003).
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Jiz v roce 1951 (Starr a Reynolds) jsou zaznamenany prvni znamky antibiotické rezistence po
zkrmovani antibiotickych aditiv potravinovym zvifatim v experimentu, pii kterém byl
podavan kritdm streptomycin. Prvni navrh k zdkazu sub-terapeutického pouzivani
antibiotickych stimulatort rdastu v krmivech, v souvislosti s vytvafenim rezistence u lidskych

patogent, byl podan britskému parlamentu v roce 1969 (Swann).

Terapeutické pouzivani antibiotik je vyuzivdno u nemocnych jedincl, avSak v zivociSné
produkci bylo a nékde jesté je obvyklé a efektivnéjsi vyuzivani schémat hromadné medikace
krmiv ¢i vody, pfedevs§im u skupin zvitat se zvySenym infek¢énim tlakem, jako je transport, ¢i
odstav (McEwen a Fedorka-Cray, 2002) — viz Tabulka 1. V nedavné minulosti byl cilem
vyzkumii predev§im vyvoj novych latek schopnych bojovat proti nové ¢i opakované
vznikajici rezistenci patogend vici latkdm s antimikrobidlnim uc¢inkem pomoci modifikace

stavajicich antibiotik (Chopra et al., 2002).

Tabulka 1: Pouziti antimikrobialnich latek v krmivu (McEwen a Fedorka-Cray, 2002)

Typ pouZiti Utel pouiti Zpusob pouziti Podani Projevy onemocnéni
1k x Nemocni jedinci;
Injekené, e .
— . . Individualni pokud skupinové,
Terapeutické Terapie krmivo, S e T
voda Skupinové nektefi neprojevuji znamky
onemocnéni
Injekéné,
Metafylaxe Profylaxe, terapie krmivo, Skupinové U nékterych jedinct
voda
Prevence Nejsou zfetelné, avsak néktefi
Profylaxe . Krmivo Skupinové jedinci v subklinické fazi
onemocnéni <
onemocnéni
Stimulace ristu Krmivo Skupinové Nejsou
Zefektivnéni Krmivo Skupinové Nejsou
Subterapeutické | konverze krmiva
Nakazova profylaxe Krmivo Skupinové Nejsou

Prvni zemi, omezujici zakonem pouziti antibiotik jako stimulatort riistu, bylo Svédsko v roce
1986 (Aarestrup, 2003). Vzhledem ke zvySujicim se problémim s vySe zminénou rezistenci
Sirokého mnozstvi bakterii k latkam s antimikrobialni aktivitou (NAS, 2006; WHO, 2014)
bylo nafizenim Evropské komise (Natizeni ¢. 1831/2003/CE) roku 2006 sub-terapeutické
pouZzivani antibiotickych stimulatorti riistu v krmivech pro zvifata v rdmci Evropské unie
zna¢né omezeno (Castanon, 2007). Jelikoz toto omezeni mélo v nékterych zemich negativni
ucinek na zdravi a produktivitu zvitat (Casewell et al., 2003), je v soucasnosti kladen velky

diiraz na hledani novych krmnych aditiv, ktera by byla schopna udrzet zvifata v maximalni
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zdravotni i produkéni kondici (Bomba et al., 2006; Castillo et al., 2008; Castro, 2005; Chen et
al., 2005; Hammer et al., 1999; Ljungh et al., 2006).

3.12 Bakterialni rezistence K antibiotikiim

Rezistence bakterii vii€i antibiotikim mtize byt zpiisobena riznymi mechanismy, rozdélenymi
do dvou skupin — (A) pfimé vlastnosti bakterialni bunky zptsobujici antibiotickou rezistenci:
(a) modifikace genova — napf. mutace ADP-ribosyl transferdzy zplsobujici rezistenci k
rifampinu (Mazel a Davies, 1999); (b) modifikace enzymova — napt. methylace adeninovych
rezidui ve 23S rRNA udé€lujici rezistenci k makrolidim (Zalacain a Cundliffe, 1990);
(c) nahrazovani — napft. ochrana ribozomu proti navazani antibiotika pomoci proteinu Tet(O)
zpusobujici rezistenci k tetracyklinu (Li et al., 2013); (d) ochrana na bunééné ¢i populacni
urovni — napf. schopnost sekrece velkého mnozstvi exopolysacharidu, tvoficich bariéru proti
navazani antibiotik (Nwodo et al., 2012); a (B) bakteriemi iniciovana pfeména antibiotika
zpusobujici jeho deaktivaci: (a) modifikace antibiotik — napi. acetylace aminoglykosidi
(Ramirez a Tolmasky, 2010); (b) destrukce antibiotik — napf. pasobeni P-laktamaz na
B-laktamova antibiotika (Sandanayaka a Prashad, 2002) a (c) vytlaceni antibiotika z buiiky —
napt. vyuziti vytokové pumpy (Soto, 2013). Ne vSechny mechanismy mohou byt zafazeny
K jedné ¢i druhé skuping, jako napiiklad koncept takzvané ,pribuzenské selekce®, na trovni
populace az systému, kdy rezistentni bakterie poskytuji ochranu jinym, senzitivnim bunkam
(Lee et al., 2010).

Jiz pfed masivnim rozvojem uplatnéni penicilinu naznacovala néktera pozorovani schopnost
bakterii jeho inaktivace enzymatickou degradaci (Abraham a Chain, 1940). Pozdé;si
nadmérné pouzivani antibiotik vedlo k rozvoji rezistentnich patogennich kmenti bakterii
(Budifio et al., 2005; Wegener et al., 1998) a ke kontaminaci potravniho fetézce
antibiotickymi rezidui (Chen et al., 2005; Roselli et al., 2005). Dle zpravy Evropského centra
pro prevenci a kontrolu onemocnéni (2009) — European Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC - kazdoro¢né okolo 25 000 pacientl v Evropské unii umira na nasledky
infekci bakteriemi, které jsou rezistentni vii¢i riznym druhiim 1é¢iv. ZvySena pozornost je
proto vénovana programim na zodpovédné pouzivani antibiotik nejen v terapii onemocnéni
zpusobenych praveé bakteriemi, ale naptiklad i pti 1é¢bé tuberkulozy, malarie, chiipky a viru
HIV (WHO, 2015c) — viz Graf 4.
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Graf 4: Procentualni podil ¢lenskych stati se systémem kontroly rezistence u bakterii obecné a u
kauzativnich plivodcii tuberkuldzy, malarie, chipky a infekce virem HIV v Evropském regionu

(WHO, 2015¢)

Procentualni podil clenskych stati se systémem kontroly rezistence u
bakterii obecné a u kauzativnich ptavodca tuberkulozy, malarie, chiipky a
infekce virem HIV v Evropském regionu (WHO, 2015)

50

40

\.____
30 -
20 —
? L

bakterie tuberkuloza malarie chripka virus HIV

Hano Hne neznamy udaj

3.13 Alternativy antibiotik a neantibiotické stimulatory ristu v Zivo¢iSné

produkci

Znacnym problémem je nejen stavajici rezistence bakterii, ale 1 schopnost odolavat i
modernéj$im 1é¢iviim, jako je tomu v piipadé patogennich bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae,
u nichz se vyvinula rezistence nejen k puvodné pouzivanému penicilinu, ale i semi-
syntetickym penicilinim, cefalosporinim a novéjSim karbapenemim (Kumarasamy et al.,
2010). Je proto dulezité hledat nové alternativy antibiotickych 1éCiv, jakymi miuze byt
V humanni mediciné pasivni imunizace (Keller a Stiehm, 2000), nebo fagova terapie (Monk et
al., 2010). Moznosti je také farmakologické inzenyrstvi produkujici antibiotika s hybridni
aktivitou, jako jsou rifamycin-chinolonova lé¢iva (Robertson et al., 2008). Dal$im piistupem
ke snizeni rezistence bakterii vii¢i antibiotikim jsou nové zdroje antimikrobidlnich latek,
napiiklad mofsky ekosystém (Rahman et al., 2010), zivo¢isné a rostlinné peptidy (Hancock a
Sahl, 2006), ¢i piirodni lipopeptidy bakterii a hub (Makovitzki et al., 2006) s antimikrobialni

aktivitou.

V Zivocisné produkci se v soucasnosti v zemich, kde doSlo k omezeni, ¢i zdkazu pouZivani
antibiotickych stimulator ristu, uplatiiuji takzvané neantibiotické stimuldtory ristu, mezi

které patii prebiotika a probiotika, enzymy, organické kyseliny (Marounek et al., 2007),
25



synbiotika (Bomba et al., 2002), bakteriociny, bakteriofagy (Caly et al., 2015), rostlinné
extrakty (Jouany a Morgavi, 2007), oxid zine¢naty (Ou et al., 2007) a jilové mineraly
(Phillips et al., 2002).

3.13.1 Probiotika

Probiotika jsou definovana jako ,,zivd mikrobidlni hmota pouzitelnd jako krmné aditivum
s ptiznivym efektem na ptijemce v dasledku zlepseni intestindlni mikrobidlni rovnovahy*
(Fuller a Tannock, 1999). Probiotika mohou také zleps$it hostitelovu imunitu, morfologii
stfevni sliznice, nebo mohou stimulovat metabolismus, a tudiz snizovat riziko infekce
oportunistickymi patogeny (Caly et al., 2015). Probiotické bakterie maji také schopnost
produkce molekul s antimikrobialni aktivitou va¢i specifickym patogenim, tzv.
bakteriocinim, nebo mohou piimo inhibovat adhezi patogend, ¢i produkei patogennich toxint
(Joerger, 2003; Pan a Yu, 2014). Nékteré z prospésnych bakterii mohou také pusobit jako
soupefi patogennich kmenti uvnitt traviciho traktu hostitele (Marinho et al., 2007). Mezi
probiotika patfi kvasinky (Hatoum et al., 2012); n¢které druhy rodu Bacillus produkujici
bakteriociny a antimikrobialni peptidy (Cochrane a WVederas, 2016; Lee, 2011,
Mongkolthanaruk, 2012); enterokoky produkujici kyseliny mlé¢ného kvaSeni a enterociny
(Cao et al., 2013) a bakterie mlé¢ného kvaseni (Cao et al., 2012) — viz Tabulka 2.

Tabulka 2: Mikroorganismy pouZivané jako probiotika (Fooks a Gibson, 2002; Kumprecht et al., 1994;
Lodemann et al., 2006; Ouwehand et al., 2002)

Rod Bakterialni druh
. acidophilus

. casei

. rhamnosus

. reuteri

. plantarum

. fermentum
brevis

. helveticus

. delbriickei

Lactobacillus

SN

. lactis

. faecium

. thermophilus
. pentosaceus
. subtilis

. cereus

. toyoi

. hatto

Lactococcus
Enterococcus
Streptococcus
Pediococcus

Bacillus

W wmwWw ol mr
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Pokracovani Tabulky 2

B. mesentericus
B. licheniformis
Bifidobacterium B. bifidum

B. pseudolongum
B.breve

B. thermophilum
Saccharomyces S. cerevisiae
Avirulentni Escherichia coli E. coli

3.13.2 Prebiotika

Prebiotika jsou krmna aditiva, vétSinou v podobé nestravitelnych oligosacharidi — viz
Tabulka 3, kterd stimuluji pfirozenou komenzalni mikrobiotu a zlepSuji ptiznivy efekt
probiotik na hostitele (Patel a Goyal, 2012). Tyto sacharidy s kratkym fetézcem vyvolavaji
zménu v morfologii stfev a snizuji pH traveniny, ¢imz ptispivaji ke snizeni poctu patogennich
bakterii (Abd El-Khalek et al., 2012). Piidavek do krmné davky ovliviiuje obsah tékavych
mastnych kyselin, podil rozvétvenych fetézcii u kyselin a obsah kyseliny mlééné a amoniaku
v travicim traktu (Pié et al., 2007). ZvySena koncentrace mastnych kyselin s kratkym
fetézcem stimuluje pfirozenou bakteridlni aktivitu, proliferacni aktivitu bifidobakterii a
kyselin mlécného kvaSeni a zvySuje také produkci butyratu, ktery je hlavnim energetickym

zdrojem enterocytti (Houdijk et al., 2002).

Tabulka 3: Zdroje prebiotik (Tuohy et al., 2005; Zimmermann et al., 2001)

Nestravitelné oligosacharidy Vznik
Manooligosacharidy enzymaticka syntéza z manozy
Galaktooligosacharidy trans-galaktosylace laktozy spolu
Fruktooligosacharidy CasteCna enzymaticka hydrolyza inulinu, ¢i trans-fruktosylace ze sacharézy
Olygosacharidy s6ji extrakce ze sojové syrovatky
Isomaltooligosacharidy enzymaticka hydrolyza S$krobu, nebo trans-glukosylace maltozy
Xylooligosacharidy enzymaticka hydrolyza xylanu
Inulin izolace z ¢ekankového kofene
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3.13.3 Synbiotika

Synbiotika jsou preparaty obsahujici probiotickou i prebiotickou slozku, zvysujici pasaz
probiotickych bakterii horni ¢asti stfev a napomahajici kolonizaci jejich lokalnich receptori
(Bomba et al., 2002; Maxwell et al., 2004). Maji signifikantni synergicky stimula¢né—rastovy
efekt (Kumprecht a Zobac, 1998; Shim et al., 2005), snizuji mortalitu, zvySuji pocty
bakterialnich druhti pfirozené se vyskytujicich v travicim traktu (Frece et al., 2009) a navic
také zvySuji produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Bird et al., 2009). Synbioticky
efekt vykazuje také inkorporace nenasycenych mastnych kyselin do probiotickych preparat
(Bomba et al., 2002; Bontempo et al., 2004; Ringe et al., 1998).

3.13.4 Enzymy

Ptidavek enzymil do krmnych smési je béZnou praxi v dritbezafském priamyslu vzhledem
k vysoké viskozité¢ traveniny dribeze, kterou beta-glukanazy a arabinoxylazy snizuji
(Almirall et al., 1995), ¢imZz zvySuji absorpci zivin, redukuji dostupnost substrati pro
nezadouci mikrobialni proliferaci vileu a céku (Almirall a Esteve-Garcia, 1994), ¢imz

zlepSuji kvalitu podestylky a ¢istotu vajec (Brufau et al., 2006).
3.13.5 Organické kyseliny

Ptidavek organickych kyselin a jejich soli ke krmivu vykazuje antimikrobidlni G¢inky a
piiznivy efekt na stravitelnost a resorpci zivin (Freitas et al., 2006; Roth et al., 1998).
Antimikrobialni efekt organickych kyselin spoc¢iva v tom, ze snizuji pH zaludku pod hodnotu
6 a také v tom, Ze jsou schopny penetrovat ve své nedisociované formé bakterialni sténu, a
tim padem nicit urcit¢é druhy mikroorganismu (Hansen et al., 2007). Dle efektu, kterym
pusobi, lze rozd¢lit organické kyseliny do dvou skupin: prvni skupina zahrnuje kyselinu
mlé¢nou, fumarovou a citronovou a je charakteristicka neptimym efektem redukce bakterialni
populace diky snizeni pH zaludku; druhd skupina zahrnuje kyselinu mravenci, octovou,
propionovou a sorbovou a charakterizuje ji ptimy efekt nizkého pH v travicim traktu na
bunéénou sténu gramnegativnich bakterii, ¢imZ zabranuje replikaci jejich DNA (Castro, 2005;
Hansen et al., 2007). Organické kyseliny ptispivaji ke stabilizaci intestinalni mikrobioty svym
biocidnim efektem a také svou schopnosti zlepsit enzymatické traveni (Kirchgessner et al.,
1995; Marinho et al., 2007; Roth a Kirchgessner, 1998).
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3.13.5.1 Mastné kyseliny o stiedni délce Fetézce

Antimikrobialni, antifungalni a baktericidni u¢inky volnych mastnych kyselin a jejich esterti
jsou znamy jiz fadu let (Chattaway et al., 1956; Glassman, 1948), mezi nimi i ty mastnych
kyselin o stiedni délce fetézce (Kabara, 1984). Prestoze neni piesny mechanismus ucinku
zcela objasnén, na kUzi se antibakteridlni efekt uplatiiuje prostiednictvim: destabilizace
bakterialni membrany diky schopnosti snizovat povrchové napéti (Greenway a Dyke, 1979);
rozpojeni syntézy ATP (Galbraith a Miller, 1973); hydroxyperoxiddz mastnych kyselin, které
vytvaieji oxidacni stres (Knapp a Melly, 1986); zvySovani propustnosti membrany
inkorporaci do nenasycenych mastnych kyselin fosfolipidi (Chamberlain et al., 1991) a
inhibice de novo syntézy mastnych kyselin (Sado-Kamdem et al., 2009).

3.13.6 Bakteriociny

Bakteriociny jsou malé, ribosomy syntetizované peptidy, které produkuje cela fada bakterii, a
které jsou klasifikovany na zdkladé své velikosti, struktury a post-translacnich modifikaci
(Cotter et al., 2013). Jeden z hlavnich benefit, ktery bakteriociny poskytuji, je vysoce
specificka antimikrobidlni aktivita, kterd umoznuje pouziti bakteriocinli k 1é¢bé specifickych
infekci bez naruSeni obvyklé mikrobioty stiev (Cavera et al., 2015). Pouziti Cistych
bakteriocinli nebo bakteridlnich druh bakteriociny produkujici, piedstavuje moznou

alternativu ke konven¢nim antibiotikiim (Caly et al., 2015).
3.13.7 Bakteriofagy

Bakteriofagy jsou vysoce druhové specifické viry, které infikuji a ni¢i bakterie produkci
endolyzinii nasledné po své replikaci v hostitelské bunce, a které cili na peptidoglykany, ¢imz
zpusobuji lyzi bakterialni bunécné stény, opetovné uvolnéni fagli z bunky a jejich Sifeni do
jinych bun€k (Nakonieczna et al., 2015). Fagova terapie byla Siroce rozsitena ve ¢tyficatych
letech minulého stoleti pro 1éCbu bakteridlnich infekci a v souCasnosti zaziva vzestup na
oblibé vzhledem k tomu, Ze mulze byt alternativou k 1é€bé onemocnéni, zplisobenych

bakteriemi rezistentnimi k antibiotikim (Caly et al., 2015).
3.13.8 Rostlinné extrakty

Rostlinné extrakty byly po staleti soucasti tradicni mediciny vV mnoha kulturach. Nyni, po

zakazu pouzivani antibiotickych stimulatort ristu, jsou mimo jiné uzivany jako alternativni
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zdroje antimikrobidlnich latek v krmivech, zejména pro brojlery a prasata. Nejedna se pouze o
vyuziti souhrnnych extrakti, ale i jednotlivych ucinnych latek (Borovan, 2004; Hernandez et
al., 2004). Uplatnéni nachazi ptedev§im diky svym antimikrobialnim (Costa et al., 2007;
vlastnostem (Magi et al., 2006). Antibakterialni aktivita rostlinnych extrakti zavisi na jejich
chemickém slozeni a také koncentraci (Russo et al., 1998). Mezi nejvyznamnéjsi rostlinné
bioaktivni latky s vySe zminénymi G¢inky patii taniny (Mueller-Harvey, 2006) a saponiny
(Cheeke, 2000). Mezi rostliny, které maji vyznamny G¢inek na stimulaci ristu, patii oregano,
skofice, mexicky pepi (Hernandez et al., 2004; Manzanilla et al., 2004), tymian, hiebicek
(Namkung et al., 2004), ¢esnek (Tatara et al., 2008) a hefmanek (Zanchi et al., 2008).

3.13.9 Zinek a oxid zinecnaty

V téle hojné zastoupeny zinek je prvkem podilejicim se na celé fad€ bunéénych funkci véetné
replikace, transkripce a prenosu signalu (Vallee a Falchuk, 1993). Je soucasti fady enzymi a
diky své roli v regulaci metabolismu proteinti a aminokyselin je rovnéZ dilezitym dietetickym
faktorem (Ou et al., 2007; Wang et al., 2008). Dale je zinek stabilizatorem citlivé bakterialni
mikrobioty, inhibuje rast nékterych patogent a stimuluje imunitni odpovéd’ organismu (Case
a Carlson, 2002; Han a Thacker, 2009; Hajberg et al., 2005). Snizuje virulenci nékterych
mikroorganismi jako Staphylococcus aureus (Walsh et al., 1994), Salmonella typhi,
Aeromonas hydrophylia (Filteau a Tomkins, 1994) a je schopen redukce intenzity prijmu
zpusobenych ETEC (Li et al., 2006; Roselli et al., 2005).

3.13.10 Jilové mineraly

Ptirodni extrahované jily (bentonit, zeolit, kaolin atd.) jsou kombinaci riznych jilovych
minerald, které se 1i§i svym chemickym slozenim (Vondruskova et al., 2010). Pfidavkem jilu
do krmné davky lze imobilizovat toxicky material v gastrointestindlnim traktu zvifat a zna¢né
snizit biologickou dostupnost a toxicitu téchto latek v téle (Lemke et al., 2001; Phillips et al.,
2002). Jilové mineraly jsou schopné dekontaminace alflatoxind (Magnoli et al., 2008; Phillips
et al., 2002; Thieu et al., 2008), rostlinnych metabolitd (Dominy et al., 2004), tézkych kovi
(Abbes et al., 2007; Katsumata et al., 2003) a toxini (Knezevi¢ a Tadi¢, 1993).
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3.14 Charakteristika a vlastnosti mastnych kyselin

Mastné kyseliny (MK) jsou monokarboxylové, alifatické organické kyseliny obsazené
Vv esterifikované formé v rostlinnych, ¢i zivoc¢isnych tucich, oleji a vosku. Ptirodni MK maji
fetézec slozeny ze 4 az 28 uhlikd (obvykle nerozvétvenych, v sudém poctu) a mohou byt

nasycené i nenasycené (McNaught, 1997) — viz Obrazek 3.

Obrazek 3: Struktura MK — A — nasycena MK, B — nenasycena MK s methylaci karboxylové skupiny
(Desbois a Smith, 2010)

A B
A OH = 0 OCH, ]
c »  karboxylova skupina N c / : | methylace karboxylové
I o (hydrofilni) I [ skupiny
H— cI: —H | H— ‘Iz —H
H—C—H H—C \
H CI: H H g
I I
H—C—H H—C—H
| | uhlikovy Fetézec | I dvojné vazby v uhlikatém
H—C—H | (hydrofébni) H—C—H fetézci
I I
H—C—H H—C
I Il
H— (IJ —H H —fl-?
H— (I.‘. —H | H— (|3 —H
H—C—H | methylova skupina H—C—H
fl'l (hydrofobni) fl'l

Dle délky fetézce lze rozdélit MK do ¢tyt skupin: (a) MK s kratkym fetézcem (SCFA — short-
chain fatty acids; fetézec do Sesti uhlikil), (b) MK se stiedné¢ dlouhym fetézcem (MCFA; Cg
az C12) (Huang et al., 2011; Khan a Igbal, 2016), (c) MK s dlouhym fetézcem (LCFA — long-
chain fatty acids; C13 az Cz) (Dayrit, 2015; Huang et al., 2011), (d) MK s velmi dlouhym
fetézcem (VLCFA — very long-chain fatty acids; fetézec s vice jak 22 uhliky) (Olson et al.,
2014).

MK jsou amfipatické — karboxylova skupina je hydrofilni a ionizovatelna ve vod¢, uhlikaty
fetézec je hydrofobni (Desbois a Smith, 2010). Rozpustnost MK ve vodé je v nepiimé
korelaci s délkou uhlikatého fetézce — rozpustnost klesa umérné k prodlouzeni; MK s kratkym
fetézcem jsou vzhledem k polarit¢ karboxylové skupiny ve vod€ mirné rozpustné a MK

S dlouhym fetézcem jsou v podstaté nerozpustné. Prodluzovanim uhlikatého fetézce a
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snizovanim poctu dvojnych vazeb v tomto fetézci dochdzi ke zvySovani bodu tdni MK
(Stoker, 2012). MK jsou vzhledem ke svym nizkym disociatnim konstantam fazeny ke
slabym kyselindm; v podstaté nerozpustné LCFA a VLCFA neovliviiuji hodnotu pH roztoku
(Cullum, 1994; Rustan a Drevon, 2005).

Geometrickd izomerie nenasycenych MK piedstavuje dvoji moznost navdzani vodikd na
uhlikovy fetézec — V ptipad¢ diagonalné rozdilné polohy dvou vodikti vazanych na uhliky
spojené dvojnou vazbou se jednd o polohu trans, v ptipadé umisténi na stejné strané fetézce
se jedna o polohu cis (Valenzuela a Morgado, 1999). Trans izomery mohou byt produkovany
prumyslovym  zpracovanim (hydrogenaci) nenasycenych oleji a vznikaji také
Vv gastrointestinalnim traktu prezvykavcu; Cis izomery jsou méné termodynamicky stabilni a
maji niz$i bod tani nez trans izomery (Almendingen et al., 1995). Dvojna vazba MK s cis
konfiguraci je v ptirodé naprosto bé€zna, zatimco trans izomery jsou vzacné (Nelson et al.,
2008). Vzhledem k nejnovéjsim studiim nejsou hydrogenované oleje, které jsou primarnim
zdrojem pramyslové produkovanych trans MK, dle amerického Utadu pro kontrolu potravin a
1é¢iv — Food and Drug Administration, FDA — od ¢ervna 2015 ve vyzivé ¢lovéka povazovany

za bezpecné (GRAS status — generally recognised as safe) (FDA, 2015a).

Pocet dvojnych vazeb poté déli MK do tfi dalSich skupin — viz Tabulka 4:
() SAFA — saturated fatty acids — nasycené mastné kyseliny neobsahuji zadnou dvojnou
vazbu, (ii) MUFA — mono unsaturated fatty acids — monoenové kyseliny s jednou dvojnou
vazbou v fetézci uhliku, (iii) PUFA — poly unsaturated fatty acids — polyenové kyseliny s vice

jak jednou dvojnou vazbou v uhlikatém fetézci (Rustan a Drevon, 2005).

MK jsou vysokoenergetickym zdrojem (37 kJ g™ tuku), GloZistém energie (napf. adipdzni
tkan), izolantem téla (teplotnim, elektrickym i mechanickym) (Rustan a Drevon, 2005), jsou
soucasti bunéénych membran (fosfolipidy) a hraji dilezitou roli pfi pfenosu signalu v téle

(eikosanoidy, genova regulace — transkripce) (Weber, 2002).

Gurr a Harwood (1991) konstatuji, Ze MK se bézné nevyskytuji jako volné karboxylové
kyseliny, protoze vykazuji vysokou afinitu k fad€ proteinli, coZ mize byt demonstrovano
naptiklad jejich inhibi¢nim u¢inkem na vétSinu enzymi. ZvySené mnozstvi MK tedy svéd¢i o

probehlém, ¢i pietrvavajicim bunééném poskozeni lipazami (Gurr a Harwood, 1991).
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Tabulka 4:

MK dle dvojnych vazeb (Rustan a Drevon, 2005)

SAFA

MUFA

PUFA

kyselina kapronova (Cey)

kyselina myristoolejova
(Cl4:l)

kyselina linolova (Cygnec)

kyselina kaprylova (Cgy)

kyselina palmitoolejova
(Cl6:l)

kyselina y-linolenova (Cig:ns)

kyselina kaprinova (Cio:)

kyselina olejova

— cis izomer (Cig:anoc)

kyselina a-linolenova (Cig3ns)

kyselina laurova (Cizq)

kyselina elaidova

— trans izomer (Cig.1not)

kyselina arachidonova (Cyg:4ng)

kyselina myristova (Ci4:)

kyselina eikosenova

kyselina eikosapentaenova

(C204) (Czosn3; EPA)
) . kyselina erukova kyselina dokosahexaenova
kyselina palmitova (Cig:)
(C22:1n0) (C226n3; DHA)

Triacylglyceroly (TAG; MK vazané s glycerolem) zivociSného puvodu, které obsahuji
relativné vysoky podil nasycenych MK, se pii pokojovych teplotach vyskytuji prfedevsim
Vv pevném skupenstvi; oproti tomu TAG rostlinného pivodu, které obsahuji spiSe vétsi podil
nenasycenych MK, jsou obvykle tekuté (Nelson et al., 2008). V rostlinném materialu lze MK
nalézt v podobé esteril glycerolu, ¢i jako soucast lipida, které predstavuji az 7 % vahy suSiny
listd vysSich rostlin a jsou dilezitou soucasti bunéénych stén, chloroplastii a mitochondrii.
Lipidy jsou dualezitym zdrojem energie v prubchu kli¢eni, a proto se ve velkém mnozstvi
nachazeji v semenech a v plodech rostlin, ze kterych mohou byt ziskavany v podobé oleju
(Baxter et al., 1999). Harwood (1980) uvadi, Ze lipidové sloZeni listi vy$$ich rostlin je nejen
druhove specifické, ale i relativné konstantni, a proto je i obsah MK druhové charakteristicky,

avsak oproti sementim je skladba MK listi chudsi.

Rada autori konstatuje, Ze pravé MK jsou zodpovédné za antibakterialni Gi¢inky koneénych
produkt vzniklych béhem frakcionace rostlinnych extrakti (Hemsworth a Kochan, 1978;
McGaw et al., 2002; Wille a Kydonieus, 2003; Yff et al., 2002).

3.15 Mastné kyseliny o stiedni délce Fetézce

Jak jiz bylo uvedeno vyse, skupina MK kyselin o stfedni délce fetézce zahrnuje nasycené
monokarboxylové kyseliny s uhlikatym fetézcem o délce Sesti az deseti (Marten et al., 2006),

podle nékterych autort az dvanacti (Huang et al., 2011; Khan a Igbal, 2016) uhlik. Bohatym
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zdrojem MCFA je kromé triglyceridii se stfedné¢ dlouhym fetézcem naptiklad kokosovy olej
(Wang et al., 2015) a mlé¢ny tuk (Legrand, 2008). Marten et al. (2006) uvadi, ze MCFA
predstavuji z celkového obsahu MK v kokosovém a palmo-jadrovém oleji vice jak 50 hm.%.
V kravském mléce Cg.0 — Cio:0 piedstavuji 4 — 12 % a Ciz0 2 — 5 % z celkového obsahu MK
s ohledem na fazi laktace, genetické zaloZeni jedince a uroven vyzivy (Jensen, 2002). MCFA
V organismu oproti jinym skupinam MK nepotiebuji binding (vazajici) protein (Hamilton,
1989), transportni proteiny (Ahowesso et al., 2015), ani translokdzu mastnych kyselin
(Labarthe et al., 2005) a jsou vynikajicim zdrojem energie vzhledem k jejich upfednostiovani
béhem B-oxidace (Yamada et al., 2012).

Intraluminalni hydrolyza triglyceridd o stfedni délce fetézce a nasledna absorpce MCFA je
rychlejsi a efektivnéjsi v porovnani s LCFA. MCFA stimuluji produkci cholecystokininu,
zlu€ovych fosfolipidi a cholesterolu vyrazn€ méné nez LCFA a oproti nim mohou byt také
absorbovany 1 pii deficitu zluCovych soli v organismu. Po prichodu stfevni sténou jsou
MCFA transportovany portalni Zilou do jater na rozdil od LCFA, kter¢ jsou zabudovavany do
chylomikroni a poté cirkuluji v lymfatickém systému (Bach a Babayan, 1982). Esterifikace
MCFA je v hepatocytech i v jinych bunkach limitovana (Papamandjaris et al., 1998). MCFA
se chovaji v urCitém smyslu spiSe jako gluko6za, nez jako tuky, a proto maji zna¢nou tendenci
k oxidaci (Babayan, 1987). Jak jiz bylo uvedeno vyse, to, Ze MCFA nevyzaduji navazani
k binding proteinu MK, transportnim proteinim, ani k translokaze MK, ovliviiuje nékteré
regula¢ni mechanismy v organismu, coz vede napiiklad ke snizeni bazalni tirovné inzulinu,
normalizaci glukdzové tolerance (Labarthe et al., 2005) a k Gtlumu symptomt metabolického
syndromu (Hajri et al., 2001). Minoritni frakce MCFA, ktera nepodléha metabolizaci
Vv jatrech je distribuovana do perifernich tkani (Bach a Babayan, 1982; Nj a Skillman, 1969).
Zde je tato ¢ast MCFA zabudovavana do adipocitarnich triglyceridi a ovliviiuje
metabolismus takovym zptsobem, Ze mize do zna¢né miry redukovat mnozstvi tukové tkané

a zlepSovat inzulinovou senzitivitu (Han et al., 2003).
3.16 Antibakterialni u¢inky mastnych kyselin o stif‘edni délce Fetézce

Obecné mechanismy antibakteridlnitho uc¢inku organickych kyselin byly popsany vyse
v kapitole 3.13.5 a lze konstatovat, Ze obrana proti mikrobiim pomoci MK je v ptirodé Siroce
roz8itena jak u savci (Georgel et al., 2005; Hemsworth a Kochan, 1978), tak u rostlin
(Weber, 2002), mekkysa (Benkendorff et al., 2005), motskych fas (Kiipper et al., 2006), i
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obojzivelnikt (Rickrode et al., 1986). Samotna antimikrobialni aktivita MK je siln€ ovlivnéna
strukturou a tvarem fetézce (Desbois a Smith, 2010). Casto se uvadi, Ze nenasycené MK
vykazuji vy$$i antimikrobidlni aktivitu oproti nasycenym MK se stejnym poctem uhlika
(Deshois et al., 2008; Feldlaufer et al., 1993; Greenway a Dyke, 1979; Kabara et al., 1972;
Zheng et al., 2005). Uginng&jsi jsou potom cis izomery MK (Feldlaufer et al., 1993; Galbraith
et al., 1971; Kabara et al., 1972). Bylo prokazano, ze MCFA a LCFA jsou vice aktivni proti
grampozitivnim bakteriim nez proti bakteriim gramnegativnim (Galbraith et al., 1971; Knapp
a Melly, 1986; Kodicek a Worden, 1945). Vyraznéjsi efekt na gramnegativni bakterie byl
prokazan u SCFA (Kabara, 1980). Nejvyssi antibakterialni aktivitu z nasycenych kyselin
vykazuji dle nékterych autort MK o délce fetézce 10 a 12 uhliki (Bergsson et al., 2001;
Galbraith et al., 1971; Kabara et al., 1972; Sun et al., 2003), ¢i MK s 14 az 18 uhliky (Wille a
Kydonieus, 2003) — viz Tabulka 5. Rozdily v neshod¢ lze ptiCist pfedev§im nestejnym
metodickym postuptm, které autofi pouzili (Desbois a Smith, 2010).

Tabulka 5: Shrnuti strukturalniho efektu na antimikrobialni aktivitu MK

Struktura MK Bakterialni toxicita
kratky fetézec gramnegativni bakterie (ve vyssich koncentracich, pH dependentni)
dlouhy fetézec grampozitivni bakterie (v nizsich koncentracich, pH nezavisl¢)
izomerie cis izomer G¢inngjsi nez trans izomer
nenasycenost zvyseni aktivity proti grampozitivnim bakteriim

Presny ucCinek MK na bakterie zistava stale nejasny, ale bylo prokazano, ze primarnim cilem
je buné¢na sténa a procesy na ni probihajici (Desbois a Smith, 2010) — viz Obrazek 4. MCFA
pusobi jako anionova povrchové aktivni Cinidla na bunéénou sténu bakterii a zvysuji jeji
propustnost vytvafenim docasnych ¢i trvalych pora (Glassman, 1948). Inhibice ristu i zanik
zvySeni jeji fluidity a vyplavovani vnitiniho obsahu z buniky (Chamberlain et al., 1991;
Greenway a Dyke, 1979). Jini autofi pticitaji antimikrobialni efekt MCFA jejich schopnosti

vyvolat autolyzu bakterialni bunééné membrany (Kenny et al., 2009).

Navazanim na vnitini membranu bunécné stény, ¢i na elektronové pienaSece, zplsobuji
MCFA sniZeni protonového gradientu a membranového potencidlu naruSenim elektronového
transportniho fetézce (Galbraith a Miller, 1973; Peters a Chin, 2003; Sheu a Freese, 1972),
¢imz vyvolavaji nedostateny pfisun substrati ATP-syntdze, rozpojeni oxidativni fosforylace

a nasledné snizeni produkce energie bunky (Beck et al., 2007; Sheu a Freese, 1972). Dalsim
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z efekti MCFA, ktery umoziuje potlaceni bakteridlniho rastu, je inhibice enzyml na
membrang, ¢i v cytosolu (Sado-Kamdem et al., 2009; Won et al., 2007; Zheng et al., 2005),
inhibice pfijmu zivin (napf. aminokyseliny) (Shibasaki a Kato, 2010). Jini autofi uvadi, ze
produkty, vznikajici degradaci MK, mohou byt pfi¢inou jejich antimikrobialniho plsobeni —
peroxid vodiku a reaktivni formy kysliku vznikajici peroxidaci (Knapp a Melly, 1986;
Schonfeld a Wojtczak, 2008), oxylipiny a aldehydy s kratkym fetézcem vznikajici auto-
oxidaci (Adolph et al., 2004).

3.16.1 Kyselina kapronova

Kyselina kapronova (kyselina hexanovd) — Ce¢H1202 — je béznou soucasti mlééného tuku
(2 %), kokosového oleje (<1%) a jinych oleju ziskavanych z palem a vyuziva se pii vyrobé
farmak, umélych dochucovadel, gumarenskych chemikalii, laki a pryskytice (Budavari,

1998). Muze byt uvoliovana pii kazeni potravy, Zivo¢isného odpadu a vegetace (Graedel et
al., 2012).

Huang et al. (2011) pozoruje antibakterialni G¢inek kyseliny kapronové na oralni mikrobiotu
(konkrétné Fusobacterium nucleatum a Streptococcus mutants) a konstatuje, Zze hexanova

kyselina potlacuje rust kvasinek rodu Candida.

Obrazek 4: Schématické znazornéni moznych cili a mechanismi MK v buiice (pFevzato z Desbois, 2010)
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3.16.2 Kyselina kaprylova

Kyselina kaprylova (kyselina oktanova) — CgH1602 — je soucasti tuku kravského mléka, kde
predstavuje 0,53 az 1,04 % z celkového mnozstvi MK (Hall, 1981), tvoii asi 8 % MK
kokosového oleje (Hess et al., 1995) a je soucasti esencidlnich oleju ziskavanych z cyptise
himaldjského, kryptomerie japonské, kafrovniku, muskatového ofiSku, citronové travy,
citrusu, tabakovych listdi, pelynku, hefmanku a jinych rostlin (Burdock, 2009). Uplatiiuje se
mimo jiné pti vyrobé riznych barviv, 1é¢iv, parfému, antiseptik a fungicidl, syntetickych

ochucovadel, hydraulickych kapalin, feznych oleji a pii separaci rud (Elvers, 2010).

Antibakterialni u¢inky kyseliny kaprylové na grampozitivni bakterie jsou velice dobie znamy
(Feldlaufer et al., 1993; Galbraith et al., 1971; Kollanoor-Johny et al., 2012). Feldlaufer et al.
(1993) dokazuje schopnost inhibice rastu Bacillus larvae a Kollanoor-Johny et al. (2012)
pozoruje schopnost kyseliny kaprylové snizit pocet bakterii Salmonella enteritidis v travicim
traktu kufat pfi jejim doplnéni do krmné davky. Kyselina kaprylova vykazuje inhibi¢ni a¢inky
také vuci fasam, coz dokazuje McGrattan et al. (1976) testem schopnosti inhibice rustu
Chlorella pyrenoidosa in vitro difuzni diskovou metodou. Muze také zpusobovat snizeni
poctu prvokid v bachoru, ¢imZz omezi ruminalni methanogenezi (Dohme et al., 2001). Byla

prokazana jeji toxicita na larvy zabronozek solnych (Curtis et al., 1974).
3.16.3 Kyselina kaprinova

Kyselina kaprinova (kyselina dekanova) — CioH2002 — se prirozené vyskytuje v jedlych a
kosmetickych tucich (kokosovy olej — 9,7 %; olej z vaviinu vzneSeného — 37 %;
maslo — 2,7 %) (ECB, 2000). Kyselina a jeji estery se pouZzivaji pti vyrob¢ parfémi, ovocnych
prichuti, zmeékcovadel, pryskyiic a jako meziprodukt vznikd ve vyrobé riznych

potravinatskych aditiv (Elvers, 2010).

Bergsson et al. pozoruji antibakterialni aktivitu kyseliny kaprinové vici bakteriim Chlamydia
trachomatis (1998) a Neisseria gonorrhoeae (1999) a Hanczakowska et al. (2011) zjist'uji, ze
ptidavek kyseliny kaprinové do krmné davky selat omezuje vyskyt E. coli a Clostridium spp.
V jejich travicim traktu. Stejné jako kyselina kapronova, uc¢inkuje i tato kyselina proti
grampozitivnim bakteriim (Feldlaufer et al., 1993; Galbraith et al., 1971; Kabara et al., 1972),
fasam (McGrattan et al., 1976) a prvokiam (Bergsson et al., 1998; Dohme et al., 2001). Navic
vykazuje také antivirotickou (Hilmarsson et al., 2006) a antifungalni aktivitu (Bergsson et al.,

2001; Kabara et al., 1972).
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3.16.4 Kyselina laurova

Kyselina laurova (kyselina dodekanova) — Ci2H2402 — se pouziva pii vyrobé alkydovych
pryskytic, smacedel, mydel, detergentl, kosmetiky, potravinafskych aditiv, jako inertni latka
v insekticidech a v jinych vyrobach (Lewis, 2007). Je ptirozenou soucasti fady esencialnich
olejii v€etné jalovce, mandarinky, kokosu, jahod, arekového masla a oleje kanju (Budavari,
1998).

vvvvv

ristu fas (McGrattan et al., 1976), gramnegativnim (Bergsson et al., 1998; Bergsson et al.,
1999) i grampozitivnim bakteriim (Feldlaufer et al., 1993; Galbraith et al., 1971; Kabara et
al., 1972), proti houbam (Bergsson et al., 2001; Kabara et al., 1972) i prvokim (Dohme et al.,
2001; Thormar et al., 2006). Byla prokazana schopnost kyseliny laurové redukovat virulen¢ni
faktory bakterii, jakymi je produkce B-laktamaz, toxinu vyvolavajiciho syndrom toxického
Soku (Ruzin a Novick, 2000) a hemolyzint (Liaw et al., 2004).

3.17 Rostlinné oleje s obsahem MK o stiedni délce Fetézce

Rostlinné oleje jsou cenové dostupné a celosvétové bézné pouzivané piirodni produkty
(Oguntibeju et al., 2010), obsahujici smési esterti glycerolu a téi mastnych kyselin o rtizné
délce fetézce a stupni saturace, tvorici TAG (Aluyor a Ori-Jesu, 2008; Matulka et al., 2006).
Vzhledem K jejich nutriénim a zdravotnim benefitim pftitahuji pozornost vefejnosti i védci
piedevsim oleje z nekonvencnich zdroji, které obsahuji rizné mnozstvi bioaktivnich slozek
(Idouraine et al., 1996). Panuje obecné presvédéeni, Ze k 1é¢bé mnoha onemocnéni mohou
znacn¢ prispivat pravé bioaktivni soucdsti jako vitaminy, kyselina lipoova, derivaty

polyfenolti a jiné slozky rostlinnych oleju (Gulaboski et al., 2013).

TAG o stfedni délce fetézce jsou definovany jako estery triglyceridi a nasycenych mastnych
kyselin s fetézcem obsahujicim Sest az dvanact uhlikt (Dierick et al., 2002a). TAG se sttedné
dlouhym fetézcem hraji dulezitou roli ve snizovéani inkorporace a ukladéni tuk a olejh
z potravy do tukové tkand (Nosaka et al., 2003). Stépenim téchto triglyceriddi v travicim
traktu jsou uvoliiovany volné mastné kyseliny o stfedni délce fetézce (Marten et al., 2006),
jejichz antibakteridlni efekt byl jiz popsan vySe. Na MCFA je bohaty predevSim olej
tropickych palem jihovychodni Asie (Nielsen, 2002) a jihoamerického kontinentu (Pesce,

1985), ale i olej ziskavany ze semen cévnatych rostlin rodu Cuphea (¢eled” Lythraceae,
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kyprejovité) (Graham et al., 1981; Graham a Kleiman, 1987; Wilson et al., 1960; Wolf et al.,
1983).

3.17.1 Kokosovy olej

Kokosovy olej je ziskdvan z diené¢ olejovité konzistence endokarpu plodi kokosovniku
otfechoplodého (Cocos nucifera; ¢eled” Arecaceae, arekovité, syn. palmy) (Andrade et al.,
2004), jehoz habitem jsou tropické oblasti celého svéta (Purseglove, 1972). Endokarp, tzv.
kopra, obsahuje 65 az 75 % oleje (Singla, 2011). Hlavnimi slozkami oleje jsou kyselina
laurova, ktera mize byt zastoupena az v 50% mnozstvi — viz Graf 5, a a-tokoferol (Arlee et

al., 2013; Marina et al., 2009).

V tradi¢ni mediciné je kokosovy olej na Fidzi pouzivan jako prevence proti vypadavani vlast
(Singh, 1986), na Haiti je soucasti masti na popaleniny (Weniger et al., 1986), v Indonésii
potom masti na poranéni (Sachs et al., 2002). Jsou prokazany Gc¢inky panenského oleje proti
kvasince Candida albicans (Borate et al., 2013), antiviroticky efekt zahrnuje viry s lipidovou
kapsulou (Visna virus, cytomegalovirus a virus Epstein-Barrové) (Arora et al., 2010).
Vzhledem k obsahu MCFA testovali Singla et al. (2011) antibakterialni aktivitu rdznych
druht vyluhti kokosového endokarpu Kirby-Bauerovou diftzni diskovou metodou a dosli
k zavéru, ze vodné roztoky vykazovaly silné antimikrobialni G¢inky vuéi B. subtilis, P.
aeruginosa, S. aureus a M. luteus; za studena destilované extrakty inhibovaly rust B. subtilis a

Aspergillus spp.

Graf 5: MK slozeni kokosového oleje (pfevzato z Marina et al., 2009)

MK sloZeni kokosového oleje
(pievzato z Marina et al., 2009)
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3.17.2 Palmovy olej

Palma olejna (syn. olejnice guinejska; Elais guineensis, ¢eled’ Arecaceae, arekovité, syn.
palmy) je starobylou tropickou rostlinou piivodem ze zapadoafrického regionu, kde je jeji olej
jiz po staleti tradi¢né uzivan nejen pii vafeni (Mancini et al., 2015). V dne$ni dob¢ je
ziskavan z mesokarpu extrakci mokrou ¢i suchou cestou (Mba et al., 2015). Palmovy olej
obsahuje 50 % SAFA (v nejvyssi mife kyselina palmitova — 44 %), 40 % MUFA (hlavné
kyselinu olejovou) a 10 % PUFA (nejvice kyselina linolova) (Edem, 2002; Gee, 2007;
Sambanthamurthi et al., 2000) — viz Graf 6.

Na africkém kontinentu je palmovy olej uz po fadu generaci pouzivan piedevsim jako
médium pro smichani jednotlivych slozek a pro vytvoieni homogenni 1é¢ivé smési (Gruca et
al., 2014). V lidovém Iécitelstvi je palmovy olej pouzivan k 1é¢bé nadoru, bolesti hlavy,
revmatismu, jako afrodisiakum, diuretikum a linimentum (Belay et al., 2011). Olej ziskany

Z mesokarpu je pouzivan v balzamech na externi oSetfeni koznich onemocnéni (Sasidharan et
al., 2010).

Graf 6: MK sloZeni palmového oleje (pfevzato z Edem, 2002)

MK sloZeni palmového oleje
(pfevzatoz Edem, 2002)

-

QO L0 O .0 O 0 0 N 0 2 ol
do (‘crb (}«Q \"\V (} (}{9 (J\"b '\Sb ("\?J (5?) (_:‘r va. \}\5 Q\)

40



3.17.3 Palmovy Cerveny olej

Palmovy Cerveny olej (neboli hruby palmovy olej) se ziskava extrakci suchou ¢i mokrou
cestou a obsahuje jak zdravi prospéSné soucasti jako TAG, vitamin E, karotenoidy ¢i
fytosteroly, tak fosfolipidy, pryskyfice, MK a produkty oxidace lipidi, jejichz aktivita
V organismu muze prispivat k rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni (Sambanthamurthi et
al., 2000). Palmovy cerveny olej pfedstavuje nejbohatsi piirodni zdroj karotenoida (500 az
700 ppm), tokoferoli a tokotrienoli (600 az 1200 ppm) (Edem, 2002; Mba et al., 2015;
Sundram et al., 2003). Antioxidativni vlastnosti, manifestované piedevsim proti reaktivnim
kyslikovym radikalim, hraji vyznamnou roli v procesu starnuti, pfi kardiovaskularnich
onemocnénich a v prevenci nadorovych onemocnéni (Edem, 2002; Ong a Goh, 2002; Sen et

al., 2007). Tokoferoly jsou také ptirozenymi inhibitory syntézy cholesterolu (Edem, 2002).

Palmovy cerveny olej je jedinym rostlinnym olejem s vyrovnanym sloZenim nasycenych a

nenasycenych MK jak pted, tak i po zpracovani (Edem a Akpanabiatu, 2006).
3.17.4 Palmojadrovy olej

Palmojadrovy olej je produkovan extrakci endospermu semen palmy olejné. Palmovy a
palmojadrovy olej maji rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti nejen vzhledem k jejich
rozdilnému slozeni (viz Graf 6 a 7), ale také vzhledem k jejich zamyslené aplikaci (Mba et al.,
2015; Ong a Goh, 2002). Palmojadrovy olej sestava z 85 % ze SAFA, Vv nejvyssi mite
z kyseliny laurové a myristové (Edem, 2002; Gee, 2007; Sambanthamurthi et al., 2000) — viz
Graf 7.

Lidé z vychodni Nigérie pouZzivaji palmojadrovy olej jiz od prehistorickych dob na oSetfovani
kaze (Ubgogu et al., 2006). Ubgogu et al. (2006) ve své praci dokazuji difazni diskovou
metodou na riiznych vzorcich palmojadrového oleje jeho inhibi¢ni efekt na S. aureus a
Streptococcus spp., avsak nepotvrzuje inhibici kvasinky C. albicans. Byla prokazana vyssi
antimikrobialni aktivita palmojadrového oleje vii¢i grampozitivnim bakteriim (S. aureus), nez
bakteriim gramnegativnim (S. typhi a E. coli) (Loung et al., 2014). Zullo et al. (2007)
navrhuji pouziti palmojadrového oleje, vzhledem k vysokému obsahu Cizo, ke konzervaci

nepotravinaiskych produktii, které snadno podléhaji zkéaze.
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Graf 7: MK sloZeni palmojadrového oleje (pi‘evzato z Edem, 2002)

MK sloZeni palmojadrového oleje

(pfevzatoz Edem, 2002)
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3.17.5 Cuphea olej

Pivodem z Nového Svéta (od severu USA po severojizni Ameriku), vétSinou jednoleté, i po
snaze o zkulturnéni stale divoce rostouci (Graham a Kleiman, 1987), rostliny rodu Cuphea
(Celed” Lythraceae, kyprejovité) jsou potencidlnim zdrojem MCFA (obsah oleje v semenech
od 16 do 42 %), ptestoze se obsah téchto MCFA u jednotlivych rodi zna¢né 1isi (Graham et
al., 1981; Graham a Kleiman, 1987; Wilson et al., 1960; Wolf et al., 1983) — viz Tabulka 6.

Tabulka 6: Procentualni zastoupeni MCFA v druzich rostliny Cuphea (pfevzato z Kleiman, 1990)

Druh % zastoupeni MK
Cso Cio:0 Ciz2:0 Cia:0 ostatni
C. painteri 73,0 20,4 0,2 0,3 6,1
C. hookeriana 65,1 23,7 0,1 0,2 10,9
C. koehneana 0,2 95,3 1,0 0,3 3,2
C. lanceolata - 87,5 2,1 14 9,0
C. viscosissima 9,1 75,5 3,0 1,3 11,1
C. carthagenensis - 53 81,4 4,7 8,6
C. laminuligera - 17,1 62,6 9,5 10,8
C. wrightii - 29,4 53,9 51 11,6
C. lutea 0,4 29,4 37,7 111 21,4
C. epilobiifolia 0,3 19,6 67,9 12,2
C. stigulosa 0,9 18,3 13,8 45,2 21,8
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3.17.6 Tucuma olej

Tucuma olej pochazi z jader plodt palmy Astrocaryum vulgare a Astrocaryum aculeatum
(Celed” Arecaceae, arekovité) (Pesce, 1985). Tyto palmy maji habitat v tropickych oblastech
Jizni az Stfedni Ameriky, kde jsou jejich plody oblibenou souéasti jidelnicku (Shanley, 2011),
a ve svém oleji obsahuji znaéné mnozstvi kyseliny laurové (Mambrim a Barrera-Arellano,
1997) — viz Graf 8. Extrakty z dien¢ a kiary plodu palem tucuma vykazuji dle studie
provedené Jobimem et al. (2014) antimikrobialni aktivitu vi¢i grampozitivnim bakteriim (E.

faecalis, B. cereus a L. monocytogenes) a antifungalni aktivitu vaci C. albicans.

Graf 8: MK sloZeni tucuma oleje (pievzato z Mambrim a Barrera-Arellano, 1997)

MK sloZeni tucuma oleje
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3.17.7 Babassu olej

Babassu (Attalea speciosa, syn. Orbignya speciosa; ¢eled” Arecaceae, arekovité) je druh
palem humidnich tropickych oblasti Brazilie, s vyskytem na ¢asto vypalovanych a
degradovanych padach (Ferrari a Soler, 2015; Jackson a Longenecker, 1944). Olej je ziskavan
Z jader plodl, které obsahuji kolem 65 % lipidd, s predominantnim vyskytem kyseliny
laurové (Soler et al., 2007; Urioste et al., 2008) — viz Graf 9. Jsou znamé antibakterialni a

protizdnétlivé Ucinky babassu oleje, vzhledem k vysokému obsahu kyseliny laurové, na kazi

(Yang et al., 2009).
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Graf9:

MK slozZeni babassu oleje (pievzato z Ferrari a Soler, 2015)
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3.17.8 Muru-muru olej

Olej z palmy Astrocaryum murumuru (¢eled” Arecaceae, arekovité), vyskytujici se v oblasti
brazilského tropického pralesa, je velice bohaty na MCFA, obzvlast’ na kyselinu laurovou

(Saraiva et al., 2009) — viz Graf 10

Pravé obsah téchto MK v TAG miize zvySovat zdravotni a vyzivovou kvalitou tohoto oleje
(Sengupta et al., 2015). Protizanétlivy ucinek, antimikrobialni aktivitu a dobrou stravitelnost
dokazuje studie Carlsona et al. (2015).

Graf 10: MK sloZeni muru-muru oleje (pfevzato z Mambrin a Barrera-Arellano, 1997)

MK sloZeni murumuru oleje
(pfevzatoz Mambrin & Barrera Arellano, 1997)
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4 Material a metody

4.1 Teoreticka ¢ast

V teoretické ¢asti této prace byl proveden systematicky piehled literatury zahrnujici poznatky

o enteropatogennich bakteriich, antibiotickych preparatech a jejich substituentech ve vyzive

hospodarskych zvifat a o rostlinnych olejich s obsahem mastnych kyselin o stiedni délce

fetézce. Relevantni zdroje byly hledany v databazich Web of Science, Science Direct,

Springer Link, SCOPUS, Willey Online Library apod. K vyhledavani byla primarné pouzita

tato klicova slova: mastné kyseliny, bakterie, inhibice, antibakteridlni a vyZiva (v anglickém

jazyce: fatty acids, bacteria, inhibition, antibacterial, nutrition).

4.2 Prakticka ¢ast

4.2.1 Material pouZity v praktické ¢asti prace

4.2.1.1 Bakterialni kmeny a kultiva¢ni média

Bakterialni kmeny pouzité pro posouzeni antibakterialni aktivity oleju — viz Tabulka 7:

Tabulka 7: Bakterialni druhy a kmeny pouZité v praktické ¢asti prace

Druh Kmen
Bifidobacterium animalis CCM 4988
MADS
Bifidobacterium longum CCM 4990
TP1
Campylobacter jejuni CCM 6189
CAMP/VFU 612/21
Clostridium perfringens CIP 105178
CNCTC 5454
UGent 56
Enterococcus cecorum CCM 36597
CCM 4285
Escherichia coli ATCC 29522
C6
Lactobacillus acidophilus CCM 4833
Lactobacillus fermentum CCM 91
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Salmonella infantis K2
Salmonella typhimurium K3
Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Jednotlivé kmeny pochazely z nasledujicich zdroji:

— ATCC — Americka sbirka typovych kultur (Manassas, USA)
— CCM - Ceska sbirka mikroorganismii (Masarykova Univerzita, Brno)
— CNCTC - Ceska narodni sbirka typovych kultur (Statni zdravotni ustav, Praha)
— CIP — Kolekce bakterii a virti Pasteurova institutu (Pafiz, Francie)
— Clostridium perfringens UGent 56 poskytnuto Prof. F. Van Immerseelem (University
of Ghent, Belgie)
— Clostridium jejuni CAMP/VFU 612/21 poskytnuto Prof. 1. Steinhauserovou
(Veterinarni a farmaceutickd univerzita, Brno)
— Escherichia coli C6 poskytnuta Prof. A. Milonem (National Veterinary College
v Toulouse, Francie)
— Lactobacillus fermentum CCM 23 a Bifidobacterium animalis MAS5 jsou izolaty ze
sbirky kultur Ceské zemédélské univerzity v Praze
— Salmonella infantis K2 a Salmonella typhimurium K3 jsou izolaty z Ustavu chemické
technologie v Praze
Pro kultivaci vySe uvedenych druhti s vyjimkou bakterii rodu Campylobacter spp. bylo
pouzito tekut¢ médium Wilkins-Chalgren firmy Oxoid (Velka Britanie), jehoz slozeni je
uvedeno v Tabulce 8. Kultivaénim médiem pro Campylobacter spp. byl Nutrient Broth No. 2
s ptidavkem 2 ml smési sterilniho roztoku vody a acetonu (1:1), Preston Campylobacter
Selective Supplement, Campylobacter Growth Supplement a lyzované komské krve — viz

Tabulka 9 — také od firmy Oxoid (Velka Britanie).

Tabulka 8: Slozeni média Wilkins-Chalgren (Oxoid, VB)

SloZeni gl SloZeni gl
trypton 10 L-arginin 1
zelatinovy pepton 10 pyruvat sodny 1
vytazek z kvasnic 5 menadion 0,0005
glukoza 1 hemin 0,005
chlorid sodny 5 pH 7,1 £0,2 pii 25 °C
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Tabulka 9: SloZeni Nutrient Broth No. 2, Preston Campylobacter Selective Supplement a Campylobacter
Growth Supplement (Oxoid, Velka Britanie) pro kultivaci Campylobacter spp.

Nutrient Broth No. 2 Preston Campylobacter Selective Supp. Campylobacter Growth Supp.
SloZeni g/l Obsah lahvi¢ky pro 500 ml média Obsah lahvi¢ky pro 500 ml média
,Lab Lemco* prasek | 10 | polymyxin B 2500 IU | pyruvat sodny 0,125¢
pepton 10 | rifampicin 5,0mg metabisulfat sodny 0,125¢
chlorid sodny 5 trimethoprim 5,0 mg siran zeleznaty 0,125¢
pH7,5+0,2 cycloheximid 50,0mg | voda 2mil

4.2.1.2 Rostlinné oleje

Rostlinny olej z palmy kokosové (Cocos nucifera) a palmojadrovy olej (Elaeis guineensis),
obsahujici vysoky podil kyseliny laurové, byl dodan spoleénosti Sigma-Aldrich (CR). Olej
rostliny Cuphea spp., bohaty na mastné kyseliny o stiedni délce fetézce, byl extrahovan ze
semen rostlin Cuphea lanceolata a C. ignea (USDA-ARS, Plant Germaplasm Inspection
Station, USA). Zakoupenim u firmy Sweet Natural Botanicals (USA) byl pofizen palmovy a
palmovy cerveny olej (Elaeis guineensis), babassu olej (Attalea speciosa), tucuma

(Astrocaryum vulgare) a muru-muru olej (Astrocaryum murumuru).
4.2.2 Metody pouzité v praktické ¢asti prace
4.2.2.1 Extrakce oleje

Olej ze semen rostliny Cuphea bylo nutné extrahovat. Tato extrakce byla provedena
v laboratofi etnobotaniky a etnofarmakologie Fakulty tropického zemédélstvi CZU. Usugeny
rostlinny materidl byl rozdrcen a vyluhovan v 80% methanolu na tiepacce po dobu 24 hodin.
Extrakt byl poté zfiltrovan a zkoncentrovan suSenim na rotacni odparce Rotavapor R-200
(Buchi, Svycarsko) ve vakuu pii 40 stupnich Celsia. Pro stanoveni antibakterialni aktivity byl
vysuseny vzorek rozpustén v dimethyl sulfoxidu (DMSO; Sigma-Aldrich, CR) a koneény

roztok o koncentraci 10 mg/ml byl do doby testovani uskladnén pfi teploté —20 stupiii Celsia.

4.2.2.2 MCFA vV pouZzitych rostlinnych olejich

Skladba a koncentrace MCFA v pouzitych rostlinnych olejich byla stanovena plynovou
chromatografii (GC-FID) v laboratofi Vyzkumného ustavu zivocisné vyroby (Praha-
Uhiinéves, CR). Extrahované MK byly pfevedeny na methylestery alkalickou transmethylaci
dle standardu ISO 5509 (2001). Tyto methylestery byly poté analyzovany na plynovém
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chromatografu HP 6890 (Aglient Technologies, Inc., Santa Clara, USA) s 60 m DB-23
kapildrni kolonou (JaW Scientific, Folsom, USA). Identifikace jednotlivych MK byla

provedena na zdklad¢é porovnani retencnich casti analyzovanych MK se 37 standardy FAME

Mix (Sigma-Aldrich, CR).
4.2.2.3 Priprava olejii pro mikrodiluéni test

Jeden gram kazdého z pouzitych rostlinnych oleji byl rozpustén v 1 ml DMSO a doplnén o
dvé kapky detergentu Tween 80 (Sigma-Aldrich, CR), ¢imz byla vytvoiena olejova emulze.

Poté bylo 100 pl této emulze rozpusténo v 9900 ul jednoho z vyse uvedenych médii s anebo
bez piidavku lipazy. Mnozstvi porcinni pankreatické lipazy (Sigma-Aldrich, CR), které bylo
piidavano do média s olejovou emulzi, bylo vypocitdno dle molekuldrni hmotnosti prevazujici
MK v kazdém oleji a dle deklarované aktivity této lipazy (1 mg = 100 U; 1 U hydrolyzuje 1
mikroekvivalent MK). Naptiklad: kyselina laurovd mé molekularni hmotnost 200 g/mol,
z ¢ehoz vyplyva, ze 1 g kyseliny laurové (0,005 mol = 5 000 umol) bylo nutno hydrolyzovat
s 5000 U lipazy, vzhledem k tomu, Ze 1 mg lipazy obsahuje 100 — 500 U. Na zaklad¢ vySe
zminéného poctu jednotek lipazy schopnych hydrolyzovat kyselinu laurovou bylo 50 mg
lipazy rozpusténo v 9,9 ml ptisluSného média. Lipaza byla do emulze dodana v nadbytku.
Maximalni obsah kyseliny laurové v rostlinnych olejich Cinil 40 %. Emulze byla poté
zahtivana na 37 stupnti Celsia ve vodni lazni béhem hodiny tiepani, ¢imz byl vytvoien

zéasobni roztok kazdého oleje.

4.2.2.4 Testovani antibakterialnich aéinka MK

Pro urc¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace rostlinnych oleji mastnych kyselin o stfedni délce
fetézce In vitro byla pouzita mikrodiluéni metoda s zivnym médiem v 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ce uzptuisobena dle nejnovéjsich poznatka (Cos et al., 2006; Hecht et al.,
2007). V mikrotitraéni desti¢ce byla vytvofena sestupna fedici fada zasobniho roztoku oleje
V odpovidajicim zivném médiu, za¢inajici na koncentraci 4,5 mg/ml. Inokulum bakterii bylo
standardizovano na hustotu 1 x 10° CFU/ml mé&fenim v nefelometru na zékladg
McFarlandovy zékalové stupnice a naockovano do jamek k zdsobnimu roztoku oleje
vV objemu 10 pl — viz Obrazek 5. Mikrotitraéni desti¢ky s bakteriemi, vyzadujicimi anaerobni,
nebo mikroaerofilni podminky pro rist, byly uzavieny do sackl s vyvije¢i oxidu uhli¢itého a

absorbenty atmosférického kysliku (AnaeroGen a CampyGen; Oxoid, CR), ¢mz byly
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vytvofeny anaerobni, popf. mikroaerobni podminky. Desticky byly inkubovany 24 hodin
(resp. 48 hodin v ptipadé C. jejuni) pti 37 stupnich Celsia — viz Ptiloha I a II.

4.2.2.5 Stanoveni minimalni inhibié¢ni koncentrace

Narast organismii v médiu byl hodnocen méfenim zakalu v jednotlivych jamkach pomoci
Infinite® 200 PRO Microplate Reader (Tecan, Svycarsko) pii vlnové délce 405 nm.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC — minimum inhibitory concentration) byly hodnoceny
Vv jamkach oproti kontrole. Konecna koncentrace DMSO neptesahla ve vzorcich 1 %.
Testovanim citlivosti bakterii k penicilinu G byla uréena MIC tohoto antibiotika
v mikrotitra¢nich destickach stejnym postupem jako stanoveni MIC vybranych rostlinnych
olejii. VSechny vzorky byly testovany ve tiech nezavislych experimentech, vyslednou MIC

byl modus ziskanych vysledkl dané série.

Obrazek 5: Design mikrotitra¢ni desti¢ky pro experiment

X Kmen 1 DK Kmen 2 X X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Al M M M
B | M 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 M M
C| M| 1125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 | 1,125 M M
D | M |0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | 0,5625 | M M
E | M |0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | 0,2812 | M M
F | M |0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | 0,1406 | M M
G | M |0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | 0,0703 | M M
H M PK1 PK1 PK1 NK NK NK PK2 PK2 PK2 M M

DK — diluéni kontrola; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola; M — pouze médium
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5 Vysledky

Provedenim vysSe popsaného experimentu byly ziskdny a zpracovany udaje o skladbé a
koncentraci MCFA ve zkoumanych olejich a o MIC jednotlivych rostlinnych oleji na
konkrétni kmeny bakterii, pouzitych béhem pokusu, pomoci mikrodilu¢ni metody v tekutém

médiu.
5.1 Plynova chromatografie rostlinnych oleji MCFA

Porovnanim reten¢nich ¢ast analyzovanych MK se standardy bylo identifikovano slozeni

vsech zkoumanych rostlinnych oleju.

Jako MCFA o nejvyssi koncentraci byly v rostlinnych olejich zjistény kyselina kaprinova a
kyselina laurova. V oleji zrostliny Cuphea byla v nejvyssi mife detekovana kyselina
kaprinova v koncentraci 54,04 mg/kg. Kyselina laurova byla majoritni MCFA v nasledujicich
olejich v prislusnych koncentracich: kokosovy olej — 41,31 mg/kg, palmojadrovy olej — 45,24
mg/kg, muru-muru olej — 46,34 mg/kg, babassu olej — 43,98 mg/kg a tucuma olej — 53,37
mg/kg. V palmovém a v ¢erveném palmovém oleji nebyla ptitomnost MCFA zjisténa — Vviz

Tabulka 10 a Graf 11.

Tabulka 10: Koncentrace MCFA ve vybranych olejich v mg/kg (primér dvou analyz, kazda v triplikatu)

Pivod oleje Mastna kyselina
kapronova kaprylova kaprinova laurova myristova

kokos 0,55 6,73 5,29 41,31 16,5

palma - - - 0,2 1,1
palma jadro 0,25 3,48 3,27 45,24 15,85
palma Cervena - - - 0,23 1,05
Cuphea 0,01 0,82 54,04 3,63 11,31
muru-muru 0,10 1,29 1,30 46,34 28,72
babassu 0,43 6,05 5,52 43,98 15,56
tucuma 0,21 2,47 2,15 53,37 24,82
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Graf 11: Skladba a koncentrace vybranych rostlinnych oleji s obsahem MCFA v mg/kg

Skladba a koncentrace vybranych rostlinnych oleji s obsahem MCFA v

mg/kg
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5.2 MIC vybranych rostlinnych oleji MCFA

Z naméefenych hodnot zdkalu v jamkéch mikrotitracnich desticek po inkubaci zasobniho
roztoku osmi rostlinnych oleji a dvaceti bakteridlnich kment byly vypocitany hodnoty MIC
pro vybrané oleje a bakterie. Méfenim MIC byla urcena 1 citlivost testovanych bakterii

k penicilinu G.

Nebyla pozorovana antimikrobidlni aktivita rostlinnych oleji bez ptedchoziho Stépeni
lipdzou, a proto se nize zminéné vysledky vztahuji pouze na oleje po naStépeni porcinni
pankreatickou lipazou. Obecné lze také konstatovat, ze ani u testovanych oleju s pridavkem
lipdzy nebyla prokézana inhibi¢ni aktivita vii¢i gramnegativnim bakteriim a vic¢i bakteriim

Bifidobacterium spp. — viz Tabulka 11.

Inhibi¢ni koncentrace olejit MCFA se pohybovala v rozmezi 0,14 az 4,5 mg/ml — viz Tabulka
11.

Nejniz$i inhibi¢ni koncentrace byla zjisténa u tucuma oleje pii pouziti na kmen C. perfringens

v v
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vykazovalo zaroven muru-muru a babassu olej opét ke kmeni C. perfringens CIP 105178.
Tyto hodnoty MIC se nevyskytly u Zadnych jinych vybranych rostlinnych oleji. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace 0,56 mg/ml byla zaznamenana u babassu oleje vaci C. perfringens
CNCTC 3659 a UGent 56, u kokosového oleje vuci S. aureus ATCC 25923, u Cuphea oleje
vuci C. perfringens CIP 105179, u muru-muru oleje vuci C. perfringens UGent 56 a u tucuma
oleje vici S. aureus ATCC 25923 — viz Tabulka 11.

NejcitlivejSimi bakterialnimi kmeny vici testovanym olejim byli E. cecorum CCM 3659,
E. cecorum CCM 4285 a S. aureus ATCC 25923, u kterych doslo k inhibici ristu pouzitim
Sesti oleju. P&t oleji ovlivnilo nartst kolonii C. perfringens CIP 105178 a ¢tyfi oleje
inhibovaly rast C. perfringens CNCTC 3659 a UGent 56. L. monocytogenes byla ovlivnéna
pouze jednim olejem (Cuphea) — viz Graf 12 az 15. Ostatni bakterialni kmeny nebyly

ovlivnény piisobenim testovanych oleju.

Nejvyssi antimikrobialni aktivitu vykazoval olej ze semen rostliny Cuphea, ktery byl schopen
inhibice sedmi raznych kment bakterii (35 % uspés$nost). Nasledoval babassu a muru-muru
olej, u kterych byla zjisténa inhibi¢ni schopnost u Sesti bakterialnich kmeni (30 % uspé&$nost).
Tteti v potadi s péti kmeny (25 % uspésSnost), u kterych se projevilo omezeni ristu, byl
palmojadrovy a tucuma olej. Kokosovy olej prokézal inhibi¢ni aktivitu u ttech kment (15 %
uspésnost). Antimikrobialni u¢inek nebyl zaznamenan u palmového a palmového Cerveného

oleje — viz Tabulka 12.

Nebylo zjisténo, Zze by anaerobni bakterie byly citlivéjsi k vybranym olejim oproti aerobnim
bakteriim ¢i naopak. Nebyl zjistén antibakteridlni uc¢inek rostlinnych oleji viici testovanym

prospéSnym bakteriim traviciho traktu.
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Tabulka 11: MIC vybranych rostlinnych oleji MCFA v mg/ml

Pivod oleje
. icilin G
Bakterialni kmen Zdroj kmene palma palma - Penici
] palma | kokos | babassu Servend Cuphea iadro muru-muru | tucuma | (ug/mL)
- . L CCM 4988 >4,5 >4,5 >4,5 >4,5 >4,5 >4,5 >4,5 >45 0,25
Bifidobacterium animalis
MAS > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 0,25
. . CCM 4990 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 0,5
Bifidobacterium longum
TP1 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 1
N CAMP/VFU 612/21 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 25
Campylobacter jejuni
CCM 6189 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 25
CNCTC 3659 > 4,5 > 4,5 0,56 > 4,5 4,50 1,12 1,12 > 4,5 0,03
Clostridium perfringens UGent 56 >45 >4,5 0,56 >45 2,25 >45 0,56 1,12 0,03
CIP 105178 >4,5 >4,5 0,28 > 4,5 0,56 2,25 0,28 0,14 0,03
CCM 3659 > 4,5 2,25 4,5 > 4,5 2,25 2,25 2,25 2,25 1
Enterococcus cecorum
CCM 4285 > 4,5 1,12 2,25 > 4,5 1,12 2,25 1,12 2,25 1
_ . ATCC 29522 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 50
Escherichia coli
C6 >4.5 >45 >45 >45 > 45 > 45 >45 >45 100
Lactobacillus acidophilus CCM 4833 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 0,125
Lactobacillus fermentum CCM 91 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 0,125
Listeria monocytogenes ATCC 7644 >45 >4,5 >4,5 >4,5 1,12 >45 >45 >45 1
Salmonella enteritidis ATCC 13076 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 >45 10
Salmonella infantis K2 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 > 4,5 10
Salmonella typhimurium K3 >4,5 >4,5 >45 >45 >45 >45 >45 > 4,5 > 100
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >45 0,56 1,12 >45 2,25 1,12 1,12 0,56 0,03
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Tabulka 12: Souhrnné zobrazeni MIC testovanych oleji v mg/ml

BA BL cJ CP ECe ECo LA LF LM SE SI ST SA
2 S e 2 | o < 2 2 2 o
. Yo} [ee]
Pivodolje | 21 2\ 2 | F |85 2 |GB| 5 |8E| 2|3 |CB| 5| 3|3 |CE|CE| v ek
3 = 3 Flz8| 3 |8 8 ©°g | 3 2 | <R 3 g | <~ | <= <&
O O 5 O > O O O
kokos
palma

palma cervena

palma jadro

Cuphea

muru-muru

tucuma

babassu

BA —B. animalis, BL — B. longum, CJ — C. jejuni, CP — C. perfringens, ECe — E. cecorum, ECo — E. coli, LA — L. acidophilus,
LF — L. fermentum, LM — L. monocytogenes, SE — S. enteritidis, SI — S. infantis, ST — S. typhimurium, SA — S. aureus

MIC v mg/ml

0,14

0,28 2,25 45
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Graf 12: MIC rostlinnych oleji vii¢i kmeniam C. perfringens

Graf 13: MIC rostlinnych oleji vii¢i kmenim E. cecorum
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6 Diskuze

Alimentarni onemocnéni zpusobena bakteriemi jsou stile jednou z nejvétSich hrozeb pro
vefejné zdravi (WHO, 2016). Vzhledem K rostouci rezistenci k 1é¢ivim u fady bakterii
(Friedman, 2015) a ztoho vyplyvajiciho zakazu uzivani antibiotickych stimulatorti rdstu
v chovech hospodaiskych zvitat (EU, 2003), je nezbytné hledat nové zdroje substanci
s antibakterialnimi G¢inky, jejichz nejvétsim zdrojem jsou piirodni latky (Clardy a Walsh,
2004). Jednim ztéchto zdroji mohou byt rostlinné oleje obsahujici MCFA. Tyto lipidy
mohou byt bézné nalezeny v piirodnich produktech, naptiklad v mléce, a proto lze
predpokladat, ze jsou netoxické k mukoze traviciho traktu (alespon v nizkych koncentracich)
a mohou byt potencidlnimi inhibi¢nimi faktory vii¢i fadé humannich i zvifecich patogent

(Isaacs et al., 1994; Isaacs et al., 1995).

V literatufe je k nalezeni pouze omezené mnozstvi studii antibakterialni aktivity vybranych
rostlinnych oleji viici enteropatogennim ¢i komenzalnim bakteriim. Ucelena studie, kterd by
se zabyvala nejen u¢inky MCFA na enteropatogenni bakterie, ale 1 na bakterie traveni
prospésné, nebyla dosud zpracovéna. Jelikoz by vSak mozna inhibice komenzalnich bakterii
byla kontraproduktivni vlastnosti latek s obsahem MCFA, jsou tyto chybéjici poznatky
nezbytné. Nejsou také dostupné zadné informace o antibakteridlnich ucincich MCFA k
testovanému E. cecorum a zde uvedené vysledky jsou proto té€Zce srovnatelné se soudobou

literaturou.

V piedchozi kapitole zminéné vysledky dokazuji, ze MCFA vykazuji antibakteridlni aktivitu
vaci riznym druhtim bakterii v riznych MIC. Vné¢j$i membrana gramnegativnich bakterii
piedstavuje bariéru proti MK (Sun et al., 2003), naopak bunééna sténa grampozitivnich
bakterii umoznuje zaclenéni téchto MK do vnitini bakterialni membrany (Galbraith a Miller,

1973; Sheu et al., 1975; Sheu a Freese, 1972; Zheng et al., 2005).

Tyto poznatky odpovidaji vysledkiim zjis§ténym vySe uvedenym experimentem, kdy vybrané
rostlinné oleje s obsahem MCFA byly aktivni pouze vi¢i grampozitivhim kmeniim bakterii,
s vyjimkou kment Bifidobacterium animalis a B. longum, které také nalezi do skupiny
grampozitivnich bakterii, ale jejichZ rst nebyl inhibovan ani jednim testovanym. Je vSak
nutno dodat, Ze testovani antimikrobialni citlivosti anaerobnich a pomaleji rostoucich bakterii,
mezi které bifidobakterie patfi, je znacné slozité a Casto je pro presné vysledky nutné provést

velké mnozstvi opakovani. Rezistence k MCFA muze byt u bakterii Bifidobacterium spp.
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vyvolavana absenci ferredoxinového systému, ktery je zodpovédny za metabolizaci vychozich
latek a je pric¢inou rozsdhlé schopnosti odolavat napt. metronidazolu, antibiotika ti¢inného
vuci prakticky vSem obligatnim anaerobum (Lim et al., 1993). Negativni antibakterialni efekt
i vici dals$im traveni pfinosnym bakteriim Lactobacillus acidophilus a L. fermentum
pozorovany ve vlastnim experimentu je ve shodé s Kodickem a Wordenem (1945), ktefi
konstatuji, Ze kyselina kaprylova a kaprinova vykazuji pouze malou inhibi¢ni aktivitu viici L.
helveticus inokulavanym do média s ptidavkem riboflavinu a soli. Tato skutecnost je velice
pozitivnim a vitanym efektem MCFA. Vyjimkou z vySe uvedené skute¢nosti je prokazatelna
aktivita MCFA (obzvlast kyseliny laurové) va¢i gramnegativni bakterii Neisseria
gonorrhoeae, ktera je puvodcem kapavky (Bergsson et al., 1999). Tento rozdil je vSak

pravdépodobné dan rozdilnou metodikou, kterd byla ve vySe zminéném experimentu pouZita.

MK (mezi nimi konkrétné jmenovana kaprylova, kaprinova a laurova kyselina) (FDA, 2015b)
a jejich triacylglyceroly (MCT, medium-chain triacylglycerols) (Sloan, 2012) maji jakoZto
vicetigelova potravinaiska aditiva v lidské potravé americkym Utadem pro kontrolu potravin
a 1é¢iv uznany GRAS status, stejné jako kyselina kapronova, ktera je povolenym aditivem do
potravin uréenych k vyzivé c¢lovéka (FDA, 2015c¢). Z vybranych oleju, pouzitych

V experimentu, ma toto hodnoceni ptimo také kokosovy olej (FDA, 2015d).

Vzhledem k vySe uvedené bezpecnosti MCFA simuluji Decuypere a Dierick (2002b) jejich
piidani spolu s exogenni lipdzou do krmné smési pro selata namisto antibiotickych preparat
in vitro a konstatuji, ze ptidavek téchto slozek vykazuje vyznamné potlaeni vyskytu
nezadoucich mikroorganismu traviciho traktu. V nasledujicim in vivo testu poté zjist'uji, Ze
kontrolované uvoliiovani MCFA se rovna stupni potlaceni bakterialnich poctt v zaludku
zvitat (Dierick et al., 2002a) a konstatuji, Ze¢ mnozstvi MCFA, schopné k potla¢eni stievni
mikrobioty, je 0,35 g na 100 g média. Pfiznivy efekt MCFA na vyvoj traviciho traktu u selat
po odstavu zjistuji Tang et al. (1999). Pozitivni zmény (zvétSeni klkt) v travicim traktu
pozoruji Dierick et al. (2003) u selat, kterym byla pifedkladana krmna davka s ptidavkem
semen Cuphea a exogenni lipazy, a pripisuji je shodné s vysledky této prace pravé vysokému
obsahu kyseliny kaprinové v oleji ze semen Cuphea. Pievazujici obsah kyseliny kaprylové
v semenech C. painteri a C. hookeriana, vySe popsany v resersi, je vyznamny piedev§im
v souvislosti s jeji absenci v semenech palem a zaroven k jejimu antibakterialnimu potencialu.
Je vSak nutno zminit, ze Cuphea semena nejsou bézné dostupnou soucasti krmnych smési
v Evropé, a proto je jejich vyuziti znatné omezené. Priznivy efekt na strukturu epitelu
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traviciho traktu pozoruji ve svém experimentu s krmenim selat smésmi s ptidavkem kyseliny
kaprylové, kaprinové a/nebo fumarové také Hanczakowska et al. (2011). Navic sleduji také
snizeni umrtnosti u selat krmenych smésmi s témito MK; efektivnéjsi vyuziti zZivin krmiva pfi
soucasném zkrmovani kyseliny kaprylové; u smési s kyselinou fumarovou a kaprinovou uvadi
také snizeni poctu C. perfringens (Hanczakowska et al., 2011), které odpovida vysledkim
experimentu této prace. Zde jsou vSak pozorovany nizs§i MIC viéi kmeniim C. perfringens u
olejii s vys$im obsahem kyseliny laurové nez kyseliny kaprinové, coz je vSak pravdépodobné
dano tim, ze Dierick et al. (2003) i Hanczakowska et al. (2011) uskute¢niuji své pokusy v in
vivo podminkach, zatimco zde probehl experiment in vitro. Proto nejsou dosazené vysledky
stoprocentné srovnatelné. Toxicitu C. perfringens ke kyselin€ kaprinové popisuji také Sprong
et al. (2001).

Kyselinu laurovou jako nejvyznamnégjsi MCFA schopnou inhibice C. perfringens potvrzuji i
jiné prace — Galbraith et al. (1971) uvadéji inhibici C. perfringens pii koncentraci 0,05 mg/ml
kyseliny laurové; Skiivanova et al. (2005) stanovuji ve své praci inhibi¢ni koncentraci
kyseliny laurové, pii které dochazi k utilizaci 50 % gluk6ézy z média po jednodenni inkubaci
(ICsp), vaci C. perfringens 0,04 mg/ml; v dalsi praci potom urcuji MIC jako koncentraci
kyseliny laurové zpusobujici viditelné potlaceni rGstu a zaroven snizeni pH kultury C.
perfringens mezi 0,1-0,2 mg/ml v zavislosti na testovaném kmenu (Skiivanova et al., 2006).
tucuma oleje (obsahujiciho cca 64 % kyseliny laurové) vici C. perfringens 0,14 mg/ml.
Prevenci kampylobakteriézy v chovech driibeze tak miize byt jiz prokazany ptidavek kyseliny
kaprylové (Grilli et al., 2013) a kaprinové (Molatova et al., 2011) do krmné davky, soucasné
vSak lze diky vySe uvedenym vysledkim uvazovat i o0 mozné inhibici pomoci kyseliny

laurové.

Jak jiz bylo uvedeno, kyselina laurova je v literatufe oznacovana nejCastéji jako MCFA
s nejsilngjsi antibakterialnim ucinkem (Galbraith et al., 1971; Sun et al., 2003). Jeji
prevalence ve vétSing testovanych rostlinnych oleji je proto pfedpokladanym kli¢em jejich
antibakterialni aktivity. Vzhledem k tomu, ze kokosovy, palmojadrovy, muru-muru, babassu i
tucuma olej obsahuji vice jak 50 % kyseliny laurové, je ziejmé, odkud pochazi jejich
schopnost inhibovat bakterie Staphylococcus aureus. MIC vybranych rostlinnych oleji vici
témto bakteriim se pohybuje v rozmezi od 0,56 mg/ml (kokosovy a tucuma olej — majoritni

kyselina laurova), ptes 1,12 mg/ml (babassu, palmojadrovy a muru-muru olej — majoritni
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kyselina laurova), do 2,25 mg/ml (Cuphea olej — majoritni kyselina kaprinova), a odpovidaji
hodnotam MIC, ke kterym dochazeji Batovska et al. (2009) pii testovani Géinku kyseliny
kaprinové (MIC=2,5 mg/ml nebo 5,0 mg/ml dle testovaného kmene) a kyseliny laurové
(MIC=1,25 mg/ml) vuci S. aureus pomoci diskové difazni metody. Ubgogu (2006) ve své
praci dochazi diskovou difuzni metodou k ndzoru, ze palmojadrovy olej vykazuje
antimikrobialni efekt vi¢i S. aureus, avsak konstatuje, ze zjiStény rozsah ucinku by v in vivo
podminkach byl pravdépodobné vyssi, vzhledem k tomu, ze kyselina laurova v téle ¢lovéka a

zvirat tvofi monolaurin, ktery vykazuje vétsi antibakterialni efekt (Enig, 2001).

Ferreira et al. (2011) dochazeji ve své praci diskovou difuzni metodou k tomu, ze babassu
olej o koncentraci 10 mg/ml neni schopen indukovat inhibi¢ni zoénu vaéi S. aureus, ani E.
coli. Jejich zavér je dan tim, ze neprovedli predchozi §tépeni oleji pied jejich aplikaci, coz
odpovida zavéru popsanému v kapitole 5.2 této prace, a sice, Ze rostlinné oleje s obsahem
MCFA nevykazuji bez piedchoziho Stépeni lipazou zadny antibakteridlni efekt vaci
testovanym kmentim. Po §té€peni porcinni pankreatickou lipazou se vSak babassu olej jevi jako

jeden z nejaktivnéjsich a S. aureus inhibuje jiz pti koncentraci 1,12 mg/ml.

Batovska et al. (2009) ve vySe zminované praci také uvadéji hodnoty MIC vuci bakteriim
Listeria monocytogenes, a sice 2,5 mg/ml u kyseliny kaprylové a kaprinové a 0,31 mg/ml u
kyseliny laurové. Vzhledem Kk rozdilnym metodikam tyto vysledky neodpovidaji piesné
hodnotam naméfenym v této praci (MIC 1,12 mg/ml u Cuphea oleje s dominantni kyselinou
kaprinovou), avSak potvrzuji inhibicni schopnost kyseliny kaprinové vii¢i tomuto

bakterialnimu rodu.

Dle vysledki Hassinena et al. (1951), ktefi uvadi, Ze kyselina kaprinova a laurova inhibuji
rast grampozitivnich i gramnegativnich bakterii v¢etné¢ Escherichia coli, a Marounka et al.
(2003), dle kterych je nejen kyselina kaprinova, ale i kaprylova schopna omezit rist riznych
kmend E. coli, by bylo mozné piedpokladat, ze Cuphea olej by mél vykazovat inhibi¢ni
aktivitu vaci E. coli, vzhledem k vysokému obsahu kyseliny kaprinové. Stejny vysledek by
bylo mozné ocekévat také u oleji s pfevazujicim obsahem kyseliny laurové (kokosovy,
palmojadrovy, muru-muru, babassu a tucuma olej). Antimikrobidlni u¢inek kokosového oleje
v krémovych emulzich proti E. coli popisuje ve své praci Oyi (2010). Tento piedpoklad se
v8ak nepotvrdil, protoze ani jeden z vybranych oleji neinhiboval rist E. coli v zadné

Z méfenych koncentraci.
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Dany vysledek mize byt dan rozdilnou citlivosti riznych kmenti k MCFA a rozdilnymi
metodikami pouzitymi k uréeni MIC, kdy Marounek et al. (2003) urcuji tuto jako koncentraci
MCEFA, pfi které je utilizovano 50 % gluk6zy z média po jednodenni inkubaci. Vyznam muze
byt pfisuzovan také zavislosti antibakterialniho u¢inku MCFA na pH, pfi kterém ucinkuji na
bakterie — prokazana vyssi aktivita pii pH <6 (Marounek et al., 2003), pticemz pH pouzitého
média bylo +7,1 (Wilkins-Chalgren) a +7,5 (Nutrient Broth No. 2). U testovanych oleji

nebylo pH méteno.

Nebyla prokazana citlivost bakterii rodu Salmonella spp. k vybranym olejim. Tento vysledek
je ve shod¢ se Skiivanovou et al. (2004; 2006; 2015), ktefi uvadi, ze MCFA s vyraznymi
antibakterialnimi vlastnostmi vaci S. enteritidis, S. infantis a S. typhimurium je kyselina
kaprylova, ktera vSak neni ptevazujici MCFA v zddném z testovanych olejii (maximalni
koncentrace zde pouze 7 mg/kg). Antibakteridlni efekt kyseliny kaprylové byl pozorovan také
snizenim poc¢tu S. enteritidis v travicim traktu kufat (Kollanoor-Johny et al., 2012). Duarte et
al. (2002) konstatuji, ze vodny roztok rostliny Cuphea vykazuje G¢inky vic¢i gramnegativnim
(E. coli, S. typhimurium) i grampozitivnim (S. aureus) bakteriim; nespecifikuje vsak,
Z kterych ¢asti rostliny byl vyluh proveden, ani které biologicky aktivni latky mohou byt

puvodci tohoto mechanismu.

Oba testované kmeny Enterococcus cecorum patii vedle S. aureus K nejcitlivéjsim kulturam,
které byly pouzity v experimentu, vzhledem ktomu, Ze byly inhibovany Sesti z osmi
testovanych olejii. Jak jiz bylo zminéno vyse, literatura o antibakteridlnich t¢incich MK vici
E. cecorum neni dostupna, avSak Orhan et al. (2011) ve své praci zkoumaji vliv jedlych oleju
bohatych na LCFA vuci E. faecalis a pozoruji jejich vyznamnou inhibi¢ni schopnost vuci
tomuto bakterialnimu druhu. Bylo také prokazano, Zze béhem kultivace v ptitomnosti
monoacylglyceroli (MAG) dochazi jiz pfi koncentraci 25 mg/l k opozdéni ristu (tzv. lag
time) E. faecalis. Nejucinnéj$im se jevi MAG kyseliny laurové, opozdéni ristu vsak
zpusobuji i MAG kyseliny kaprinové a kaprylové (Burikova et al., 2011). Vzhledem Kk vyse
uvedenému lze predpokladat, Ze kyselina laurova a kyselina kaprinovd, obsazené

Vv testovanych olejich, jsou pfi¢inou inhibice riistu E. cecorum.

60



7 Zavér

Cil této diplomové prace, stanovit minimalni inhibi¢ni koncentrace oleji s obsahem mastnych
kyselin pro vybrané enteropatogenni a komenzalni bakterie s nebo bez piedchoziho $tépeni

pankreatickou lipazou, byl splnén.

Teoreticky Uvod do tématu v podobé shrnuti soudobych poznatkli spojenych s
antibakterialnimi u¢inky mastnych kyselin o stiedni délce fetézce byl poskytnut v prvni ¢asti
prace za pomoci piehledu odborné literatury. Enteropatogenni bakterie jsou kauzalnimi
ptvodci fady onemocnéni, kterd na celém svété zplsobuji Cetné ztraty na Zzivotech i
ekonomickém zisku. Vzhledem k evropskému zakazu uzivani antibiotickych preparati ve
vyzivé zvitat (s vyjimkou kokcidiostatik a histomonostatik), je tfeba hledat nové potencialni
zdroje latek schopnych potlaovat Sifeni patogennich bakterii traviciho traktu, jakymi jsou
naptiklad bakteriociny, rostlinné extrakty, probiotika, prebiotika, enzymy a organické
kyseliny, zahrnujici 1 MCFA, které jsou dle FDA bezpecné pro pouZiti v potravinach

urcenych k vyzivé ¢loveéka, a proto 1 jako aditiva do krmiv pro hospodéiska zvitata.

Prakticka cast prace prokazuje platnost fady védeckych poznatkli nabytych v reSersi.
Vysledky této prace, ziskané pomoci standardizované mikrodiluéni metody v 96-jamkové
mikrotitracni desticce, upravené dle nejnovéjSich poznatkil, potvrzuji, ze rostlinné oleje
obsahujici MCFA maji po $tépeni lipazou antibakterialni uc¢inky vici fadé enteropatogennich
bakterii. Byl zjistén vyznamny antibakteridlni efekt MCFA na riist grampozitivnich bakterii.
Testované oleje  projevily své inhibi¢ni  schopnosti  vrozmezi koncentraci
Cuphea, schopny inhibice 7 testovanych bakteridlnich kment. Nejefektivnéj$im byl tucuma
olej, ktery inhiboval rust bakterii C. perfringens CIP 105178 jiz pii koncentraci 0,14 mg/ml.
Neucinny vici vSem z 20ti testovanych bakteridlnich kmenti byl palmovy a palmovy Cerveny
olej. Neprokazany antibakterialni efekt testovanych rostlinnych oleji viéi bakteriim E. coli je
tieba vzhledem k rozdilnym poznatkiim z literarni reSerSe brat jako nejisty. Kladné Ize
hodnotit negativni antibakterialni efekt MCFA vici traveni prospéSnym bakteriim

(Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp.).

Lze konstatovat, Ze MCFA jsou vhodnou alternativou k antibiotickym latkdm se zakédzanym
stimula¢nim u¢inkem vzhledem k nizkym koncentracim, ve kterych jsou schopny tG¢inkovat

v podminkach in vitro, coz potvrzuje prvotni hypotézu této prace.
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P¥ilohy

Priloha I: Mikrotitra¢ni desticka s Fedici fadou zasobniho roztoku tucuma oleje a bakterii Enterococcus

cecorum CCM 3659 a CCM 4285 po 24 hodiniach inkubace (Foto: Lalouc¢kova, 2016)

Piiloha II: Mikrotitraéni desticka s Fedici Fadou zasobniho roztoku muru-muru oleje a bakterii

Enterococcus cecorum CCM 3659 a CCM 4285 po 24 hodinach inkubace (Foto: Lalouc¢kova, 2016)




