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1. Uvop

Ve vyspélych zemich je mikrobidlni kontaminace kufecitho masa jednou z hlavnich
pricin alimentarnich infekci clovéka. NejCastéji se vyskytuji kampylobakteriozy a
salmoneldzy, mezi dal$i patii napt. infekce a intoxikace souvisejici s bakteriemi rodu
Clostridium. Pfitomnost klostridii, hlavni pti¢iny nekrotické enteritidy, pfedstavuje v chovech

drubeze znaéné riziko.

Po zakazu pouZzivani antibiotickych stimulatord ristu ve vyzivé hospodarskych zvitat
predstavuje prevence infekce, a ndsledné kontaminace driibezich produktii, zna¢ny problém.
Zejména proto, Ze maso je zpravidla kontaminovano obsahem traviciho traktu na jatkach. Pro
snizeni rizika lze vyuzit n€kolik strategii, v€etné piidavku latek s antimikrobidlnimi u¢inky do
krmiva. Mezi tyto alternativni antibiotické latky patfi probiotika, prebiotika, organické

kyseliny (v€etn¢ mastnych kyselin), nebo rostlinné extrakty.

2. PATOGENNI MIKROORGANISMY V CHOVECH DRUBEZE

2.1. PSEUDOMOR DRUBEZE

Pseudomor dribeze, nékdy oznaCovany téz jako Newcastleskd choroba dribeze, je
onemocnéni vyvolavané virem z ¢eledi Paramyxoviridae, rod Rubulavirus. Virus je pomérné
odolny vii¢i mirnému zahiati, podminky inaktivace jsou 56 °C/3 hodiny nebo 60 °C/30 minut.
Je citlivy na kyselé pH, ether, formalin a fenol. Preziva dlouhou dobu hlavné ve vykalech.
Hostitelem viru je doméci a divoké ptactvo. Z dribeze je nejcitlivéjsi kur domaci, odolnéjsi
jsou kachny a husy (Anonym2; Vatejka et al., 1989; Jana¢, 1977). Pienos onemocnéni je
mozny piimym stykem zvifat, ale Casto se d&je kontaminovanou krmnou smési, vodou a
komponenty krmiv (Hinton, 2000; Anonym?2). Inkuba¢ni doba je 4-6 dnd, klinické ptiznaky a
mortalita zavisi na virulenci viru. Objevuji se dychaci a nervové pfiznaky, otoky a krevni
podlitiny ve stievech a vnitinich organech a zelené vodnaté prijmy. Onemocnéni se neléci.
Konecna diagndza se provadi pomoci sérologickych testi jako je hemaglutinaéni inhibi¢ni
test a ELISA. Prevence spociva v pfisné karanténé postizenych oblasti. Proti onemocnéni lze
uspésné ockovat pomoci zivé vakciny. Pseudomor dritbeze se endemicky vyskytuje v fadé
oblasti véetné¢ Evropy, nékteré evropské zemé jsou prosty nakazy. Pseudomor dribeze je
podle zdkona o veterinarni péci (Anonym3) § 10 nebezpecnou ndkazou, kterd podléha

povinnému hlaseni. V CR byl posledni ptipad v r. 1998 (Anonym4).



2.2. SALMONELLA

2. 2. 1. Zakladni charakteristiky

Podle Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Popoff a Le Minor, 2005) patfi
rod Salmonella mezi Gammaproteobakterie — fakultativné anaerobni gramnegativni ty¢inky,
podskupina 1 — ¢eled’ Enterobacteriaceae. Salmonely jsou Gramnegativni, pravidelné ty¢inky
o ptibliznych rozmérech 0,7-1,5 X 2-5 um. Obyc¢ejn¢ jsou pohyblivé a to pomoci peritrichné
umisténych bicik. Jsou fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni, pfiCemz mohou
uplatiiovat jak respiratorni, tak fermentativni typ metabolizmu. Salmonely jsou mezofilni
s optimalni kultivacéni teplotou 37 °C. D-glukosa a ostatni sacharidy jsou $tépeny za tvorby
kyselin a obvykle se tvoii také plyn. Oxidasa je negativni, katalasa pozitivni, indol a VVoges-
Proskauer negativni a reakce s metylcerveni a Simmons citratem jsou pozitivni. VE&tSinou maji
lyzin a ornitin dekarboxylasu, ale ptitomnost arginin dihydrolasy je variabilni. H,S je
produkovan, moc¢ovina neni hydrolyzovana, rist na KCN a utilizace malonatu jsou variabilni.
Redukuji nitraty. Spektrum fermentovatelnych sacharidi obycejné zahrnuje L-arabinosu,
maltosu, D-manitol, D-manosu, L-rhamnosu, D-sorbitol, trehalosu a D-xylosu. Vyskytuji se
V travicim traktu lidi, teplokrevnych a studenokrevnych zvifat, v potraviniach, zejména
zivo¢isného pavodu, a v prostiedi, napf. v odpadnich vodach. Jsou ptvodci tyfu,

gastroenteritid a septikémii.

2. 2. 2. Druhy rodu Salmonella a jejich klasifikace

Typovym druhem je Salmonella choleraesuis. Podle soucasné nomenklatury (Holt et
al., 1994, Anonyml) existuji v sou¢asné dob¢é pouze dva druhy a to Salmonella bongori a
Salmonella chleraesuis, pficemz posledné zminény ma jesté 5 poddruhii pojmenovanych jako
Salmonella chleraesuis subsp. arizonae, choleraesuis, diarizonae, houtenae a indica. Dalsi
¢lenéni se provadi pomoci O a H antigend, pficemz se takto v soucasné dobé rozliSuje vice
nez 2500 sérovart. K druhu Salmonella bongori patii méné nez 10 sérovard, jejichz vyskyt je
extrémné nizky, drtiva vétSina proto patii k druhu Salmonella choleraesuis (Holt et al., 1994).
Sérovary jsou oznacovany podle onemocnéni, které vyvolavaji (Typhimurium — tyfus u mysi,
enteritidis — enteritidy u lidi), nebo podle mista vyskytu, resp. prvni izolace, popi. podle
materialu, z kterého byla provedena izolace (dublin, oxford, paris, oysterbeds). Sérovary jsou
bézn¢ oznaCovany jako druhy, coz bude pouzito i V tomto textu, takze napt. sérovar
Salmonella typhimurium by mohl byt uveden také (ze systematického hlediska spravnéji) jako

Salmonella sérovar Typhimurium (Sherris, 1990). Jednotlivé sérovary se zafazuji do péti



skupin, které se oznacCuji fimskymi Cislicemi I-V a 1isi se nékterymi vlastnostmi, napf.

virulenci (Holt et al., 1994).

2.2. 3. Vyskyt

Salmoneldzy jsou znamé jiz od konce devatenactého stoleti. Poprvé byly izolovéany
Z organii prasat, piicemz byly mylné¢ povazovany za pivodce moru prasat. Pozd¢ji byly
izolovany také z krav, mysi a kufat (Hejlicek a Vrtiak, 1982). V soucasné dobé¢ piedstavuje
vyskyt salmonel a jeho disledky celosvétovy problém. Salmonely se nachézeji u vSech druhii
zvitat (savci, ptaci, plazi, ryby) a pomérné Casto i u lidi. Ackoliv nékteré sérovary jsou striktné
adaptovany na urcitého hostitele, vétSina ostatnich ma Siroké spektrum potencialnich hostitela
(napf. S. typhimurium). Nékteré dalsi se vyskytuji pouze v ur€ité lokalité na zem&kouli (napf.
S. sendai na dalném vychod¢é a S. berta v Severni Americe). Naproti tomu rozsifeni jinych
(napft. S. typhimurium) je ubikvitarni. Kmeny pattici k sérologickym skupinam II a III byvaji
Casto izolovany ze studenokrevnych ZzivoCichii a pouze ojedinéle z teplokrevnych zvifat.
Kmeny pattici do sérologickych skupin IV a V byvaji izolovany hlavné z vnéjsiho prostiedi a

jsou ztidkakdy patogenni pro lidi (Holt et al., 1994).

2.3. CAMPYLOBACTER

2.3.1 Zadkladni charakteristiky

Podle Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Vandamme et al., 2005) patii
rod Campylobacter mezi Epsilonproteobakterie ¢eledi Campylobacteraceae. Jsou to — aerobni
a mikroaerofilni, pohyblivé, helikalni a vibroidni gramnegativni bakterie. Jsou to drobné
vibriodné zakiivené ty€inky 0,2-0,5 um x 0,5-5 pm veliké. Buitkky mohou byt jednou c¢i
vicekrat spiralovité zatocené a vyjimecné mohou byt az 8 um dlouhé. Nékdy mohou mit také
tvar pismene S. Ve starSich kulturach se mohou vyskytovat kokoidni tvary. Jsou nesporulujici.
Barvi se gramnegativné. Bunky se pohybuji pomoci polarnich bi¢iki typickym Sroubovitym
pohybem. Jsou typickymi mikroaerofilnimi bakteriemi s respiratornim metabolismem.
Optimalni koncentrace O je mezi 3 az 15 % a CO; 3 az 5 %. Vyjime¢né¢ mohou nékteré
kmeny rust i za atmosférick¢ koncentrace kysliku (tj. 21 %). Nékteré jiné kmeny jsou
anaerobni a v takovém pfipadé¢ vyzaduji rtzné ristové faktory (vodik, fumarat). Jsou
chemoorganotrofni, sacharidy nejsou fermentovany, ani oxidovany. Netvoii zadné kyseliny.
Energie je ¢erpana rozkladem aminokyselin v citratovém cyklu. Zelatina neni hydrolyzovana.
Nemaji lipolytickou aktivitu. Jsou oxidasa pozitivni a ureasa negativni. Neprodukuji pigment.

Neékteré druhy jsou patogenni pro zvitata a lidi. Vyskytuji se v pohlavnich organech, travicim



traktu a v dutiné ustni lidi a zvifat. Jeden druh se schopnosti fixovat vzdusny dusik byl

izolovan ze slanych mocali.

2. 3. 2. Druhy rodu Campylobacter

Rod Campylobacter v souc¢asné dobé zahrnuje 13 druhti (Holt et al., 1994). Z hlediska
zdravi zvitat a lidi maji rozhodujici vyznam C. fetus a C. jejuni. C. fetus je ptivodcem rtznych
infekci u lidi a zvirat. C. fetus subsp. fetus je spojovan se sporadickymi aborty u skotu a ovci.
U cloveéka pusobi horec¢ky a dalsi ptiznaky. Byva izolovan i z krve oslabenych lidi (Krieg,
1984). C. fetus subsp. veneralis je patogenni pouze pro skot, ¢lovék neni vnimavy. C. jejuni

pusobi zmetani u ovci a enteritidy doprovazené horeckami u lidi.

2. 3. 3. Vyskyt

Bakterie rodu Campylobacter se pfirozené vyskytuji v travicim traktu a urogenitalnim
traktu mnoha druhti zvifat. Byly nalezeny u dribeze, psu, kocek, ovci a skotu (Krieg, 1984).
Casty vyskyt je u brojlerovych kufat. V zemich EU je 20 az 87 % hejn kontaminovano.
Relativné nizka promoftenost je ve Svédsku (20 %) a v Holandsku (27 %), vyssi je v Dansku
(43%) a vysoka je napf. v Némecku (64 %). Hlavnim izolovanym druhem je C. jejuni (Jay et
al., 2005). Podobn¢ vysoky vyskyt kamopylobakteri je u skotu, u prasat je kontaminace

naopak nizka (mén¢é nez 5 %), pficemz byva nalezen hlavné C. coli.

Ptenos kampylobakterioz se d&je hlavné fekalné-oralni cestou. Prenos krmivem je
mozny, avSak kampylobaktery v suchych krmnych smésich neptezivaji tak dobie jako
salmonely. Hlavnim zdrojem muze byt kontaminovana pitna voda (Edwards, 1996). Piehled
hlavnich bakterialnich piivodcli onemocnéni z potravin souvisejicich s dribezimi produkty a

cesty jejich prenosu uvadi Tabulka 1.



Tabulka 1. Zdroje bakterialni kontaminace dribezich produktt s hygienickym rizikem pro

cloveka a cesty jejich pfenosu v chovech dribeze

Bakterie

Cesty pienosu

Klinické priznaky

u drubeze

Reference

Campylobacter jejuni

horizontalni
(fekalné-oralni cesta)

vertikalni? (nejednotny

Bez piiznakt nebo

enteritis s prijmem

Hook et al., 2005

Newell and Fearnley,

2003
nazor)
horizontalni Bez ptiznakt, nebo
Salmonella spp. mirné ptiznaky White et al., 1997
vertikélni enteritidy u kufat
Infekce Zloutkového
vacku, omphalitis,
horizontalni
Escherichia coli infekce dychacich Gomis et al., 2003
vertikalni?

cest, septikémie,

cellulitis

Clostridium perfringens

Horizontalni (ptida, voda,

Gl trakt)

predispozi¢ni faktory:

kokcidioza, krmivo s

vysokym obsahem bilkovin

Necroticka enteritis

akutni — vysoka
mortalita (30-50 %)
subklinicka—
zhorSené traveni a
vstiebavani zivin -

shizené ptirtstky

Timbermont et al.,
2010

Cooper and Songer,
2009

Van Immerseel et al.,

2004




2.4. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Podle Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Rainey et al., 2009) je CI.
perfringens zastupcem celedi Clostridiaceae, fadu Clostridiales, ttidy Clostridia, kmenu

Firmicutes.

2. 4. 1. Zakladni charakteristika

Cl. perfringens je grampozitivni, anaerobni, sporulujici, nepohybliva, rovna tycka,
zpravidla s rozméry 0,6-2,4 X 1,3-19 pm. Spory jsou v klinickych izolatech a pii bézné in
vitro kultivaci viditelné ziidka. V piipadé vyskytu spor jsou tyto ovalné, centralné¢ nebo
zpravidla 2-5 mm velké, s hladkym povrchem, $edé az Sedozluté barvy. Mohou produkovat
hemolysin alfa, delta a theta. Optimalni kultiva¢ni teplota pro Cl. perfringens typu A, D a E je
45 °C, typy B a C rostou optimalné pfi teplotach 37 °C i 45 °C. Rozmezi teploty, pii niz Cl.
perfringens obecné roste, se uvadi mezi 20 a 50 °C. Né&které kmeny rostou omezené i pfi
teplotach od 6 °C, Cl. perfringens vSak neni bakterii psychrotrofni. Bakterie fermentuji

sacharidy, jsou rezistentni k pfitomnosti az 20 % zluci a jsou schopny rust pii pH 5,5-8,0.

U bakterie CI. perfringens je dle soucasné klasifikace rozliSovano pét toxotypu, A — E.
Typ A produkuje alfa toxin, typ B produkuje alfa, beta a epsilon toxiny. Typ C se vyznacuje
produkei alfa a beta toxind, typ D produkei alfa a epsilon toxini a typ E produkuje alfa a iota
toxiny. Z hlediska zdravotniho stavu driibeze jsou vyznamné zejména typy A a C, které jsou
spojovany s vyskytem nekrotické enteritidy dribeZe. Pro vyvoj infekce je klic¢ova produkce
nedavno objeveného NetB toxinu (Keyburn et al., 2008; 2010). Jednotlivé typy CI.

perfringens vykazuji variabilni citlivost k antibiotiktim.

2.4.2. Vyskyt

Cl. perfringens se bézné vyskytuje v travicim traktu teplokrevnych zvitat, vcetné
cloveka. Vyskyt je rovnéz Casty v travicim traktu hmyzu, v rostlinném materialu a v padé. U
¢lovéka muze Cl. perfringens za ur¢itych podminek vyvolat onemocnéni z potravin (piehled
viz Tabulka 2.), u dribeze pak muze byt pivodcem nekrotické enteritidy. Nekroticka
enteritida dribeze se fadi mezi zavaznd produkéni onemocnéni a bude o ni detailnéji

pojednano nize v textu.

Vyskyt bakterii rodu Clostridium ptedstavuje celosvétovy problém v oblasti humanni i

veterinarni mediciny (Borriello, 1995). V zemich EU je kazdoro¢né prikaz klostridialnich



toxind zafazen mezi hlavni pfi¢iny onemocnéni z potravin (EFSA, 2012). Cl. perfringens
predstavuje znacné zdravotni riziko 1 v USA, kde jeho vyskyt v potravinach vede ke zhruba
250 000 ptipadti onemocnéni z potravin roéné (Garcia and Heredia, 2011). Jako hlavni zdroje

klostridii v potravinach jsou oznacovany masné vyrobky, zejména hoveézi maso a dribez.

2. 4. 3. Nekroticka enteritida v chovech dritbeZe

Nekroticka enteritida (NE) driibeze je infek¢ni onemocnéni traviciho traktu, vyvolané
bakterii Cl. perfringens produkujici NetB toxin (Nauerby et al., 2003; Gholamiandekhordi,
2006; Keyburt et al., 2008). Onemocnéni bylo poprvé popsano v roce 1961 (Parish et al.,
1961). Vyskyt NE v chovech driitbeze ptedstavuje zna¢né hygienické riziko. Onemocnéni
vyznamn¢ snizuje produkci, coZ je spojeno s naslednymi finan¢nimi ztratami. Vyznamna je v
tomto ohledu nejen manifestace onemocnéni, ale i jeho subklinicka forma. Celosvétove je v
souvislosti s vyskytem NE ro¢ni ztrata v chovech dribeze odhadovana na vice nez 2 miliardy
USD (Timbermont et al., 2011). NE se v chovech driibeze mize vyskytovat jak ve formé
akutni, tak i ve formé subklinické. Ta zpravidla neni diagnostikovéna, tedy ani lé¢ena. Kromé
zdravotniho a hygienického rizika zpisobuje vyskyt subklinické NE 1 snizeni welfare
chovanych zvifat. Subklinickd forma onemocnéni je obecné¢ povazovana za velmi
nebezpecnou, zejména pro jeji perzistenci v chovech a naslednou moznost pifenosu
patogennich bakterii do produktu. Vyvoj klinické formy do zna¢né miry zavisi na vyskytu
predispozi¢nich faktord, zejména na vyskytu kokcidii (Dahiya, 2006). Mortalita u
brojlerovych kufat je zpravidla v rozmezi 2—10 %, ale mtize dosahnout i 50 %. U nosnic byla

pozorovana mortalita na hranici 6,5 % (Lee et al., 2011).

Tabulka 2. Prevalence (%) dominantnich enteropatogent v syrovém driibezim mase

Pocet
Prevalence
testovany Metoda detekce Reference
(%)
ch vzork
243 51 CCDA agar, biochem. test (Api-Campy) ~ Mayrhofer et al,
2004
C. jejuni .
CCDA agar; Gramovo barveni, katalasa,
198 495 Dominguez et al.,
oxidasa, morfologie (mikroskopie) 2002

10



Pocet

Prevalence
testovany Metoda detekce Reference
(%)
ch vzork
CCDA agar
271 823 . L, . Ghafir et al., 2007
biochemicky test (Api-Campy)
CCDA agar; Gramovo barveni, katalasa,
oxidasa, hydrolyza hypuratu;
135 76.3 Stoyanchev et al.,
mikroskopie and hydrolyza indoxyl- 2007
acetatu, morfologie
XLD a McConkey agar
281 16.4 Mayrhofer et al.,
sérova aglutinace 2004
Rambachiv agar, biochemicky test (BBL
Salmonella spp. 198 35.8 Dominguez et al.,
Enterotube Il) 2002
Brilliant green sulfa agar, aglutinacni
698 315 Alali et al., 2012
testy
Coli-ID-Agar; biochemicky test (API-
20E), patogenni E. coli: produkce
126 2.4* Mayrhofer et al.,
hemolysinu na enterohemplysin agarua 2004
E. coli
PCRstx1
McConkey agar/eosin-methylenova
212 38.7 . . Zhao et al., 2001
modr agar; biochem. test (API-20E)
CW agar s vajecnym Zloutkem,
Cl. perfringens 50 84 ' ' Miwa et al., 1998
mikroskopie
L. monocytogenes | 89 26 PALCAM agar; Api-Listeria test Mayrhofer et al.,

2004
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3. MIKROBIALNI RIZIKA V KRMIVECH A KONTAMINACE KRMNYCH SMESI

PRO DRUBEZ

3. 1. MIKROORGANISMY PUSOBICI ZOONOZY

Krmiva pro hospodarska zvitata tj. zelena pice, sildze, sendze, kompletni krmné smési
a krmné dopliniky mohou byt bud’ pifimo zdrojem rozmanitych infekci, nebo mohou byt
Vv prib¢hu zrani na poli, sklizn€, zpracovani, distribuce a skladovani kontaminovany
mikroorganismy. Mikrobidlni nebezpe¢i v krmivech predstavuje rizika pro zdravi jak zvirat
tak Cloveéka. Jednotliva rizika vyplyvajici z uréitych mikrobiadlnich nebezpe¢i se 1isi svym
vyznamem a pravdépodobnym vyskytem, nékterd jsou skutecné redlnd, jind mensi a dalsi
pouze teoreticka ¢i zanedbatelna. Nejvetsi mikrobidlni riziko v krmivech ptfedstavuje vyskyt
Salmonella spp. a Campylobacter spp. Tyto bakterie jsou nebezpecné jak pro ¢lovéka tak pro
zvitata. Zvlasté pro salmonely je typicky pfenos krmivem, kde tyto bakterie mohou i dlouhou
dobu piezivat. Na rozdil od kontaminace chemickymi latkami jsou nebezpecna i mala
mnozstvi mikroorganismi v krmivech, nebot’ mikroorganismy se pii Spatném skladovani

(teplo, vlhko) mohou pomnozit a produkovat toxiny.

3. 2. MIKROBIALNI RIZIKA

Rizikem se rozumi mira pravdépodobnosti nepfiznivého U¢inku na zdravi
vyplyvajiciho z nebezpe€i a zavaznosti tohoto ucinku. Mikrobidlni nebezpeci jsou spolu s
krmiv pro hospodarskd zvifata. Definice n€kterych termint tykajicich se mikrobidlnich
nebezpecéi a rizik v krmivech jsou uvedeny v Tabulce 3. Vyroba krmiv pro hospodaiska
zvifata patii mezi nejvyznamnéjsi aktivity v soucasném zeméd¢lstvi a v posledni dob¢ vzrista
také priimyslové produkce krmiv pro domaci zvitata. Tak napt. v Evropské unii (EU) je rocné
vyprodukovano okolo 120 miliont tun krmiv. Mikrobialni kvalita krmiv je mimotadné

dilezita také pro kvalitni chov laboratornich zvitat, zejména SPF chovi.

Zatimco v minulosti byl pfi produkci krmiv kladen diraz pfedevSim na ekonomickou
efektivnost a produkéni ucinnost, Vv posledni dobé stale vice nabyvaji na dulezitosti
hygienické aspekty a vlivy na zdravotni stav zvifat a lidské populace. Krmiva mohou byt
zdrojem patogennich mikroorganismi, které skrze infikovand zvifata mohou vyvolat lidska
onemocnéni. V takovém piipadé mluvime o tzv. zoondzach. Jinou moZnosti je pfimy pienos

patogennich mikroorganismil, nebo jejich toxickych metabolitl na ¢lovéka, coz se tyka hlavné
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pracovniki v zemédé@lstvi tj. pfi vyrobé krmiv a pii chovu zvifat. Podle systematického
¢lenéni mizeme nebezpecné mikroorganismy rozdélit na viry, bakterie, mikroskopické houby
(4. kvasinky a plisn€), prvoky a ostatni parazity. Negativné mohou pusobit bud’ samotna
etiologickd agens, nebo produkty mikroorganismi a to hlavné mykotoxiny. Suroviny pro
vyrobu krmiv mohou obsahovat Sirokou Skalu potencidlné¢ nebezpecnych mikroorganismu,
Z nichz nastésti pouze omezeny pocet predstavuje realné riziko pro lidskou populaci. Podle
statistiky tfi nejvétsi rizika predstavuje Salmonella enteritidis, Toxoplasma gondii a
Trichinella spiralis. Jako mozné ¢tvrté byva uvadén vyskyt priont pusobicich BSE, avsak
V tomto piipadé se nejedna o mikroorganismy, ale o tzv. infek¢ni proteiny. Rizika pro ¢lovéka
z ostatnich infekénich agens, které mohou kontaminovat krmiva se zdaji byt zanedbatelné
(napt. Bacillus anthracis a Mycobacterium bovis), nebo dokonce prakticky neexistujici (napft.
toxiny Clostridium botulinum a Listeria monocytogenes). Naproti tomu nezanedbatelnym
rizikem je vyskyt mykotoxinti v krmivech. Tyto latky, jsou-li pfitomny ve velkych davkéch,
mohou vyvolat akutni otravy zvifat, malé davky zplsobi chronické otravy a mohou byt
nasledné pfitomny v potravinach zivociSného plvodu. Toto riziko je sice obecné dobie
znamé, ale je tfeba ziskat vice konkrétnich udaji. To ostatn€ plati i pro mikrobidlni rizika
potravin obecné, a proto se v soucasné dobé zavadi v EU systém HACCP - systém pro vyrobu
krmiv. Tento systém, ktery jiz delSi dobu funguje pii vyrob¢, distribuci a skladovani potravin,
se snazi nalézt tzv. ,kritické kontrolni body* pii vyrobé urcitych potravin a prostfednictvim
jejich disledné kontroly pomoci standardizovanych postupti minimalizovat riziko zkazeni
potravin. Prehled mikroorganismii patogennich pro zvifata, jejichz Sifeni je spojeno

s krmivem, je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 3. Definice. Upraveno podle Hinton (2000)

Krmivo Jakakoliv substance, zpracovana, ¢astecn¢ zpracovand, nebo surovina,

ktera je urCena pro konzumaci zvifaty.

Pice Zelené rostliny, vcetné klasti a semen, které mohou byt konzumovany
zvitaty bud’ v erstvém stavu nebo oSetifené (napt. seno) nebo

fermentované (napf. silaz).

Nebezpeci Biologické, chemické nebo fyzikalni agens pfitomna v krmivu nebo
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vlastnost krmiva, ktera muze pasobit nepiiznivé (FAO/WHO, 1995).

Riziko

nebezpeci (FAO/WHO, 1995).

Je funkci pravdépodobnosti vyskytu (uplatnéni) a miry ucinku urcitého

Analyza rizik

Proces skladajici se ze ti ¢asti: hodnoceni rizik, management rizik a

komunikace o riziku (FAO/WHO, 1995).

Hodnoceni rizik

(FAO/WHO, 1995).

Védecké zhodnoceni zndmych nebo potencidlnich ucinka vyplyvajicich
Z pusobeni nebezpeci. Proces se sklada z nasledujicich kroka: (a)
identifikace nebezpeci, (b) charakterizace nebezpeci, (c) zhodnoceni

expozice tj. miry a stupné€ pusobeni nebezpeci, (d) charakterizace rizika

Zvladnuti rizik

Proces, pti némz jSou zvazovany opatfeni a alternativy k pfijeti,
minimalizovani, nebo zredukovani zhodnocenych rizik a je provadén

vybér vhodnych nastroju (FAO/WHO, 1995).

Zoonodza

jsou hlavnim rezervoarem téchto infekci.

Onemocnéni bézné se vyskytujici jak u lidi, tak u zvitat, pfi¢emz zvitata

Tabulka 4. Vyskyt patogennich mikroorganismt v krmivech. Podle Hinton (2000).

Kategorie Krmiva a SusSena nebo Pastva Krmiva ze
komponenty fermentovana zbytkll potravin a
Krmiv pice odpadkt
(a) Infekéni Spory Bacillus | Toxoplasma Spory Bacillus | Trichinella
agens prenosna | anthracis gondii anthracis spiralis
na ¢loveka ) a .
2 hospodéiskych Priony BSE Mycobacterium
zvifat, . Salmonella °PP-
zoondzy enteritidis Vajicka tasemnic
. napt. Cysticercus
Virus bovis
pseudomoru
driibeze”
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(b) Nezoonotické
infek¢ni agens
nebo jejich
produkty
(metabolity),
které pisobi
onemocnéni
hospodarskych
zvitat a lidi

Toxin
Clostridium
botulinum

Listeria
monocytogenes

(c) Infekeni
agens, které¢
pusobi epidemie
hospodaiskych
zvifat u lidi,
muze zpusobit
pouze lehka
onemocnéni
nikoliv vazna
onemocnéni

Virus afrického
moru prasat

Kulhavka a
slintavka

Mor prasat

Virus afrického
moru p rasat

Kulhavka a
slintavka

Mor prasat

(d) Neinfekéni
agens, které
pusobi nemoci
hospodaiskych
zvitat a lidi

Spory a hyfy
plisni ptisobici
alergicka
onemocnéni

Spory a hyfy
plisni ptisobici
alergicka
onemocnéni

(e) Produkty
neinfekcnich
agens, které
plsobi
onemocnéni
hospodaiskych
zvirat a lidi

Mykotoxiny

Mykotoxiny

Mykotoxiny

#ptedpokladano, ale jesté stale ne zcela prokizano

bVirus pseudomoru dritbeze se muze pienaset na dribez ptes krmivo a ze zvifat na ¢loveka
prostiednictvim aerosolu. Riziko infekce je velmi malé, u clovéka maze dojit k lehkému

zanétu spojivek.
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3. 3. KONTAMINACE KRMNYCH SMESi PRO DRUBEZ MIKROORGANISMY PUSOBICIiMI
ZOONOZY

Salmonelami mohou byt kontaminovany v podstaté¢ vSechny slozky krmiv a to jak
zivo&isného, tak rostlinného ptvodu. Uroveit kontaminace je zpravidla nizka, pfidemz
nejvyssi pocty jsou nalézany v krmivech pro pfezvykavce (Hinton, 2000; Sanco, 2004).
Tradi¢né jsou jako rizikové komponenty povazovany zivoc¢isné moucky tj. hlavné masokostni
a rybi moucka, ale jest¢ vétsi kontaminace byva n¢kdy nalézédna v mouckach z bavinénych
semen a palmovych jader (Davies, 1994). Kontaminace pravdépodobné vétSinou pochdzi
z vngjsiho prostiedi a z divoce zijicich zvifat, protoze nejcastéji izolované sérovary vétSinou
nejsou Enteritidis a Typhimurium, které pievazuji ve vykalech infikovanych hospodaiskych
zvitat a lidi. Mezi jednotlivymi sérovary nejsou velké schopnosti ptezivat v krmnych smésich
a pravé bunky S. enteritidis jsou schopny piezivat v tomto prostfedi i nékolik mésict (Davies

a Wray, 1996).

O vyskytu salmonel v krmivech v CR nejsou dostupné zadné statistiky, podle ptilohy
k vyhlaSce Ministerstva zemé&dé€lstvi 124/2001 Sb., kterou se stanovi pozadavky na odbér
vzorkll a principy metod laboratorniho zkousSeni krmiv, dopliikovych latek a premixu a
zpusob uchovavani neni ani pfedepsan standardni postup pro stanoveni salmonel v krmivech.

Jednotné postupy pro mikrobiologické analyzy nejsou stanoveny ani v EU.
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Tabulka 5. Salmonella spp. v krmivech testovanych v zemich EU a v Norsku v r. 2002

Zemé Zivo¢isné bilkoviny Rostlinné bilkoviny
Pocet vzorka® Pozitivni vzorky |Pocet vzorka Pozitivni vzorky

Rakousko 195 6 366 20
Belgie - - - -
Déansko 675 7 247 4
Finsko 325 3 1172 38
Francie 12 0 542 18
Némecko 1331 37 2031 99
Recko 453 0 84 2
Irsko 1572 2 288 6
Italie 1092 15 1460 25
Lucembursko - - - -
Portugalsko 4 0 27 5
Spanélsko 1001 10 319 13
Svédsko 2954 11 2185 5
Holandsko 909 35 11734 574
Severni Irsko - 1 - 3
Velka Britanie 225 26 10073 284
Norsko 9971 42 4406 0

"Nékteré zemd uvadgji poéty pozitivnich Sarzi
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Udaje o frekvenci vyskytu salmonel v krmivech udava zprava Evropské komise o
trendech a zdrojich zoonotickych agens ve zvitratech, krmivech a potravinach (Sanco, 2004)
z roku 2002. Podle této studie realné riziko vyskytu Salmonella spp. existuje jak v krmivech
zivoci$ného, tak rostlinného ptivodu. Nejcastejsi vyskyt je ve vzorcich bohatych na proteiny,

celkovy piehled udava Tabulka 5.

Hodnoty v Tabulce 5 nelze seriozné statisticky vyhodnotit a to ze dvou davodu. Za
prvé v riznych zemich byly pouzity odlisné metodiky pro odbér vzorki a pritkaz salmonel.
Napt. nekteré zemé eviduji pocty pozitivnich vzorki, jiné pocéty pozitivnich Sarzi. Za druhé
vV ruznych zemich byla testovana riznd mnozstvi vzorkti. Napf. ve Francii, ktera ma
mnohonasobné vétsi trh nez je v Holandsku a Svédsku, byl testovan fadové mensi pocet
vzorkil. Lucembursko netestovalo vitbec a Severni Irsko uvadi pouze pozitivni vzorky. Piesto
nckteré zaveéry lze ucinit. V prvni fad¢ je jasné, Ze riziko kontaminace krmiv salmonelami
existuje. Dale oproti predchozim 1étim vzrostl pocet zemi, ve kterych jsou bilkovinna krmiva
rostlinného ptivodu vice kontaminovana, nez krmiva zivo¢i$ného puvodu. Pouze v Norsku,
Svédsku a ve Velké Britanii byla ¢astéji kontaminovana krmiva Zivoc&isného piivodu. Celkova
kontaminace se u krmiv zivo¢isného ptivodu pohybovala od 0 do 12 % a u rostlinnych krmiv
od 0 do 18,5 %. Uroveii kontaminace u masokostnich mouéek a rybich mou&ek byla podobna
a ¢inila 0 az 13 % pozitivnich vzorkt. Salmonely byly nalézany také v obilninach a semenech
olejnin. Tak jako v pfedchozich letech byly znaéné vice kontaminovany olejniny a jejich
vedlejs$i produkty nez obilniny. Veldman et al. (1995) testovali ingredience krmnych smési
pro driitbez na ptitomnost salmonel a nasli 130 pozitivnich vzorkd (31 %) rybi moucky, 83
pozitivnich (4 %) vzorki masokostni moucky a salmonely byly také ptitomny v gritu (15

vzorki; 27 %).

V nékterych zemich je disledné provadéna také kontrola kompletnich krmnych smési,
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6. Byla testovana hlavné krmiva pro dribez, skot a prasata,
nckteré zeme testuji 1 smeési pro ostatni zvirata, véetné vyrobkl ur¢enych pro domaci zvirata.
Salmonely byly nalezeny v krmivech pro skot (4 ze 7 zemi). Oproti Cetnosti kontaminace u
krmiva pro dribez byla nizsi. Vysledky vSak nelze statisticky hodnotit ze stejnych divodi

jako udaje uvedené v Tabulce 5.
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Tabulka 6. Vyskyt salmonel v kompletnich krmnych

smésich v zemich EU a v Norsku v r.

2002.
Zemé Drtibez Skot Prasata

Pocet Pozitivni Pocet Pozitivni Pocet Pozitivni

vzorkt vzorky vzorka vzorky vzorkt vzorky
Rakousko 377 6 - - 77 2
Belgie 33 0 42 0 7 0
Dénsko 350 0 754 2 1498 0
Finsko - - - - - -
Francie 24 0 19 0 22 0
Némecko 1225 33 190 5 617 4
Recko 68 0 17 0 21 0
Irsko 325 0 - - - -
Italie 158 2 44 1 15 0
Lucembursko | - - - - - -
Portugalsko |4 0 - - - -
Spanélsko - - - B ) )
Svédsko - 0 - 0 - 0
Holandsko | 6688 20 1671 14 3146 20
Severni Irsko |- - - - - -
Velka - 40 - 30 - 42
Britanie
Norsko 78 0 0 0 104 0
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Distribuce sérovari se 1i$i od Cetnosti sérovarii nalézanych ve vzorcich od zvitat a lidi.
Byly sice nalezeny v n¢kolika piipadech pro ¢lovéka nejnebezpecnéjsi sérovary Enteritidis a
Typhimurium, ale ty tvofi jen maly podil z celkového poctu kmenti izolovanych z krmiv.
Sérovar Typhimurium byl izolovan tfinactkrat z obilovin a sérovar Enteritidis dokonce jen
jednou z olejnin. Nejcastéji nalézané sérovary z bilkovinnych krmiv Zivo¢isného ptavodu byly
Montevideo, Senftenberg, Cerro, Ohio a Give. V bilkovinnych krmivech rostlinného ptivodu
byly nejcastéji nalézany sérovary Mbandaka, Agona, Tennessee, Senftenberg a Anatum.
V kompletnich krmnych smésich byly nejéastéji nalézany sérovany Mbandaka a Senftenberg.
Sérovar Enteritidis byl nalezen jednou v krmné smési pro dribez a sérovar Typhimutium
rovnéz jednou v krmivu pro prasata. Celkové je vSak nutno konstatovat, Zze salmonely a
ostatni zoonotické mikroorganismy nejsou v krmivech (oproti) potravindm, pfili§ casto

(rutinng) sledovany v systému rychlého varovani EU (RASFF) neni v letech 2013-2014 ani

jediné hlaseni o vyskytu patogennich bakterii vyvolavajicich zoon6zy v krmivech.

Ptehled metod pouZzivanych pro detekci salmonel v krmivech uvadi Jarquin et al.
(2006). Klasické kultivaéni postupy jsou jeste¢ plosné pouzivany, pficemz maji vyhody, ze
stanovi zivé bunky, ale nejsou Casto uspésné pii detekci velmi nizkych po¢ti mikroorganismu.
Proto jsou tyto metody experimentalné dopliiovany modernimi ptistupy. Napt. pro detekci
salmonel lze pouzit sérologické metody zaméfené na O a H antigeny a imunochemické

metody jako je ELISA (Maciorowski et al. (2006)).

ProtoZe je krmivo Casto povaZovano za primarni zdroj salmonel, které se nasledné
vyskytuji v dribezim mase (Jarquin et al. (2009) je ucelné mikrobiologicky kontrolovat
tovarny vyrabéjici krmiva. Davies and Wales (2010) sledovali vyskyt salmonel v micharnach
krmiv. Byly sledovany ¢tyfi komercni a dva faremni provozy. V prvnim provozu bylo ze 416
vzorki krmiva izolovano 5 sérovarti Salmonella enterica Typhimurium. V druhém provozu
bylo z 386 vzorkil pozitivnich 11, ale autofi neudéavaji sérovar. Jako podeziely zdroj se zde
jevili hlodavci, vzhledem k ptitomnosti jejich trusu. Smésny vzorek tohoto materidlu byl ale
negativni. U tfeti komer¢ni misirny bylo z 408 vzorkt 31 pozitivnich na Salmonella enterica
Agama. V poslednim provozu bylo ve 408 vzorcich nalezeno celkem 7 riznych sérovart. Ze
dvou faremnich byly salmonely nalezeny pouze v jednom, pfic¢emz byl pozitivni jediny ze 40
vzorku. Jak plyne z této prace, u lidskych onemocnéni nejcastéjsi sérovar Enteritidis nebyl v
krmivech nalezen, zatimco téméf vzdy se tento sérovar vyskytoval v prachu (vzduchu) hal
nosnic. Krmivo tak nemusi byt podle této prace hlavnim zdrojem salmonel vyskytujicich se v

dribezim mase. Na druhé stran¢ Jay et al. (2005) uvadi, ze v USA je kontaminovano
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salmonelami 20-25 % procent sypkych smési, ale jen 6 % granulovaného krmiva. Divodem je

tepelné oSetfeni pii vyrobé granuli.

Kontaminace dribeziho masa Listerii monocytogenes nebyla ovlivnéna krmivem, a
smérodatnou ani nebyla uroven kontaminace stdd piichdzejicich na porazku, ale hlavnim

faktorem byl stupeni zamofteni jatek listeriemi (Sasaki et al., 2014).

3. 4. MIKROORGANISMY PUSOBICi ZOONOZY V MASE DRUBEZE

Tabulka 7 uvadi poéty hlaseni kontaminovanych vzorka driibeziho masa a vajec podle
systétmu RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) v letech 2013 a 2014. Sledované
obdobi zahrnuje celkem 95 tydnl, v nichz bylo zaznamenano celkem 71 hlaseni, coz
pfedstavuje jedno hlaSeni na zhruba kazdych 9 dnid. VétSina hlaSeni (66) se tykala masa,
Z toho nejcastéji kuteciho (33 piipadt), déle kritiho (16) a kachniho (4), ve zbylych ptipadech
nebylo maso presné specifikovano (uvedeno je pouze jako ,,dribezi®). Je také mozné, ze
skute¢ny pocet hlaSeni byl ve skutecnosti jesté vyssi, protoze u nékterych potravin jsou
uvedeny formulace jako ,masové kulicky“, ,mleté maso* apod. Z patogennich
mikroorganismli v uvedenych hlaSenich dominuji salmonely (66 hladSeni) a zbytek tvofi
listerie. Ac¢koliv hlavni bakterii plisobici onemocnéni z potravin je Campylobacter spp., jehoz
hlavnim zdrojem je driibezi maso, neni tento patogen zminén ani v jednom hlaseni. Divodem
Zajimavé je, Ze zatimco salmonely se v trusu dribeze vyskytuji spiSe sporadicky,

Campylobacter spp. je nalézan v 30-100 % (Jay et al., 2005).

Polské dribezi maso se jevi jako nejcastéjsi zdroj salmonel, nebot’ v systému RASFF
je uvedené v celkovém poctu 21 ptipadi. V Sesti pfipadech salmonely hlasilo samo Polsko,
ale zbytek hlaSeni je z ostatnich zemi EU (Italie, Dansko, Estonsko, Francie, Bulharsko a
LotySsko). Jako zemé pivodu byla u salmonel na druhém misté jmenovana Francie (avsak
oproti Polsku jen 9 piipadl) a na tfetim misté je Némecko (8 ptfipadl). Z celkem 66 hlaseni
bylo pouze v sedmi piipadech zemé ptivodu mimo EU. Ctyfi pozitivni vzorky byly z Brazilie
a 3 z Thajska. Nejvétsi pocet pripadi hlasila Francie (19) a Dansko (10).
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Tabulka 7. Hlaseni RASFF — potraviny (http://www.bezpecnostpotravin.cz/kategorie/hlaseni-

v-systemu-rasff.aspx)

Datum Ohlasila Diivod ohlaseni Zemé puvodu
zemé vyrobku
13/10/2014 | Dansko Salmonella indiana (pifitomnost/ 25g) Dansko
v chlazenych a mrazenych celych kuratech,
kufecim mase a v kufecich jatrech
09/10/2014 | Francie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Francie
Vv chlazeném , kufeti na zluto*
07/10/2014 | Nizozemsko | Salmonella spp. (ptitomnost/ 25g) v Nizozemsko
mletém kufecim mase
24/09/2014 | Belgie Salmonella spp. v kutecich karbanatcich Belgie
10/09/2014 | Belgie Salmonella spp. (pfitomnost/ 25g) Belgie
v chlazenych kufecich tizcich a Spizech
10/09/2014 | Nizozemsko | Listeria monocytogenes (pfitomnost/ 10g) | Rumunsko,
a Salmonella spp. (pfitomnost/ 25g) ptes Rakousko
Vv kufecicm Spizu
10/09/2014 | Nizozemsko | Listeria monocytogenes (ptitomnost/ 10g) | Rumunsko,
a Salmonella spp. (ptitomnost/ 25g) ptes Rakousko
Vv mrazeném kufecim Spizu
10/09/2014 | Nizozemsko | Listeria monocytogenes (v 1 z 5 vzorkd/ Rumunsko,
10g) a Salmonella spp. (ve 3 z 5 vzorkd/ ptes Rakousko
259) v mrazenych kufecich Spizech
10/09/2014 | Finsko Salmonella enteritidis (ve 2 z 5 vzorkt/ Belgie

25g) v mrazeném celém syrovém kufeti
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22/08/2014 | Dansko Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Dansko
v celych vejcich a v celych pasterovanych
vejcich v obalech

07/08/2014 | Dansko Salmonella infantis (pfitomnost/ 25g) Nizozemsko
v mrazenych marinovanych filetech z
kutecich prsou

01/08/2014 | Francie Salmonella enteritidis ve vejcich Némecko

31/07/2014 | Rakousko Nakaza z jidla (Salmonella enteritidis), Némecko
pravdépodobnym zdrojem byly vejce

31/07/2014 | Francie Salmonella typhimurium (pfitomnost/ 25g) | Nizozemsko,
v mrazené kruti kaizi pres Némecko

14/07/2014 | Italie Salmonella Saint Paul (pfitomnost/ 25g) Némecko
Vv mrazeném dribezim a telecim kebabu

04/07/2014 | Lotyssko Salmonella enteritidis ve zmrazenych Polsko
kutecich stehnech

03/07/2014 | Francie Salmonella typhimurium v mrazenych Francie
kutecich trupech

28/05/2014 | Francie Salmonella typhimurium DT 7 v mraZzeném | Francie
kratim mase

22/05/2014 | Francie Salmonella spp. (pfitomnost / 25g) Francie
Vv driibezich klobasach (chipolata)

16/05/2014 | Slovinsko Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Litva, pies
v mrazenych kufecich filetech Belgii

02/05/2014 | Francie Salmonella typhimurium (pfitomnost/ 25g) | Francie

v mrazenych kratich kiidlech
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02/05/2014 | Svédsko Salmonella spp. (ptitomnost/ 25g) Brazilie, pies
v mrazenych kotfenénych kritich prsou Nizozemsko

02/05/2014 | Dansko Salmonella Stanley v mrazeném soleném Thajsko
kuteti

29/04/2014 | Francie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Polsko, ptes
v mrazenych kufecich nudlickach se Némecko
Slachami

29/04/2014 | Francie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Polsko, ptes
v mrazenych kufecich filetech Némecko

28/04/2014 | Francie Salmonella typhimurium v mrazenych Italie
kritich bedrech (shoulders)

25/04/2014 | Polsko Salmonella enteritidis (pfitomnost/25 g) Zpracovano
v mrazeném a chlazeném dribezim mase a | v Polsku,
masnych produktech surovina ze

Slovenska

07/04/2014 | Polsko Salmonella enteritidis (pfitomnost/25g) Polsko
Vv Cerstvém / mrazeném dribezim mase

02/04/2014 | Finsko Salmonela spp. (v 1 z 5 vzorkid/ 25g) Némecko
vV mrazeném kachnim mase

13/03/2014 | Finsko Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Némecko
v mrazenych solenych kufecich prsnich
fizcich

26/02/2014 | Dansko Salmonella spp. (pfitomnost/ 25g) Thajsko

v mrazenych solenych kufecich prsnich
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fizcich

10/02/2014 | Francie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Polsko
V mrazeném syrovém kufecim mase
05/02/2014 | Italie Salmonella enteritidis (pfitomnost/25g) Polsko
Vv chlazenych kufecich kiidlech, stehnech a
dolnich ¢astech stehen (palickach)
31/01/2014 | Belgie Salmonella enteritidis v kufeti Belgie
27/12/2013 | Francie Salmonella infantis v kouskach kuteciho Rumunsko
donneru
17/12/2013 | Polsko Salmonella enteritidis v chlazeném Polsko,
dribezim mase surovina z CR
16/12/2013 | Francie Listeria monocytogenes (< 10 CFU/g) Francie
Vv perlicce (guinea hen) s kachnimi jatry
12/12/2013 | Polsko Salmonella spp. (ptitomnost/ 25g) Polsko
ve zmrazenych kutecich prsou ve §tavé
12/12/2013 | Dansko Salmonella Newport (pfitomnost/ 25g) ve | Polsko
zmrazeném kratim mase
15/11/2013 | Francie Salmonella (ptitomnost/10g) v rtiznych Francie
masnych preparatech obsahujicich mleté
driibezi maso
14/11/2013 | Ceska Salmonella infantis (pfitomnost/25 g) Ceska
republika Vv mrazeném kutecim kebabu republika,
surovina z
Polska
11/11/2013 | Francie Salmonella typhimurium v chlazeném Francie
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kratim mase

08/11/2013 | Finsko Salmonella spp. (pfitomnost/25 g) ve Thajsko, pies
zmrazenych solenych filetech z kufecich Nizozemsko
prsou.

07/11/2013 | Dansko Salmonella Newport (detekovana/25 g) ve | Polsko
zmrazené kraté

06/11/2013 | Polsko Listeria monocytogenes (pfitomnost/25 g) | Polsko
ve zmrazené grilované kachné

30/10/2013 | Belgie Salmonella typhimurium (pfitomnost/25 g) | Brazilie, pies
ve zmrazenych okofenénych kritich Nizozemsko
stehnech

28/10/2013 | Francie Salmonella spp. (pfitomnost/25 g) ve Nizozemsko
zmrazenych marinovanych kufecich
platcich

24/10/2013 | Italie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Polsko
vV mrazeném celém kufeti

10/10/2013 | Ttalie Salmonella enteritidis v celych Polsko
zmrazenych kufatech

20/09/2013 | Dansko Salmonella spp. (ptitomnost/25 g) Dansko
v mrazenych kufecich zadnich ctvrtkach

12/09/2013 | Francie Salmonella enteritidis (pfitomnost/25 g) Polsko
v mrazenych kutecich filetech

29/08/2013 | Polsko Salmonella typ B (ptitomnost/ 25 g) Polsko
Vv kufecim kebabu

01/08/2013 | Némecko Salmonella enteritidis (pfitomnost) v Rumunsko

mrazeném filetu z kufecich prsou
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24/07/2013

Francie

Salmonella enteritidis (pfitomnost) ve
vejcich

Spanélsko

09/07/2013

Bulharsko

Salmonella enteritidis v chlazenych celych
kuratech (s krky) a v mrazenych
(svazanych) kutatech

Polsko

02/07/2013

Francie

Rychle se §ifici nakaza z jidla (Salmonella
spp.) pochazejici z vajec

Spanélsko

20/06/2013

Finsko

Hotova jidla a snacky

Salmonella spp. (pfitomnost/25g)

v mrazenych Spizech z kofenéné krity a
baby kukufice

Némecko

06/06/2013

Polsko

Salmonella enteritidis (pfitomnost/25g)
v mrazeném drubezim kebabu

Polsko

28/05/2013

Dansko

Salmonella Schwarzengrund (pifitomnost/
25¢g) v mrazenych marinovanych kritich
prsou

Némecko

29/03/2013

Svédsko

Salmonella Hadar (ptitomnost/ 25 g)
v mrazenych kritich prsou s bilym pepfem

Brazilie

28/03/2013

Finsko

Salmonella spp. v mraZzenych kachnich
stehnech

Francie

28/03/2013

Estonsko

Salmonella Newport (pfitomnost/ 25g)
VvV mrazeném krutim mase

Polsko

20/03/2013

Dansko

Salmonella typhimurium (pfitomnost/ 25g)
v mrazenych kritich prsou

Polsko

13/03/2013

Belgie

Salmonella (ptitomnost/ 25g) v kufecich
platcich

Belgie
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08/03/2013 | Belgie Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Belgie,

v mrazenych hornich kufecich stehnech surovina z
Polska
19/02/2013 | Italie Salmonella enteritidis v mrazeném telecim | Polsko
a kratim kebabu
15/02/2013 | Italie Salmonella spp. (ptitomnost/ 25g) Némecko, pies
Vv mrazeném kritim a dribezim Polsko
30/01/2013 Belgie Salmonella (ptitomnost /25g) v driibezich Belgie
fizcich
24/01/2013 | Polsko Salmonella enteritidis (pfitomnost/ 25g) Polsko

V Cerstvém kufecim mase

23/01/2013 | Svédsko Salmonella Schwarzengrund v mrazenych | Brazilie, pies
kotenénych kritich prsou Dansko
04/01/2013 | Belgie Listeria monocytogenes v chlazené uzené | Belgie
krité

4. ANTIBIOTICKA REZISTENCE ENTEROPATOGENNICH BAKTERI{

Citlivost enteropatogennich bakterii k antibiotikim se po celou fadu let vyuzivala
nejen k 1écbe, ale i k prevenci jejich vyskytu v chovech dribeZe. Spolu s nartstajicim
problémem antibiotické rezistence je vSak jejich pouzivani omezovano, a v pfipadé¢ krmnych
antibiotik dokonce zakdzano (viz prvni zdkaz pouzivani antibiotickych stimulatort rstu na

zakladé Regulace EU ¢. 1831/2003).
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U kampylobakterti je zpravidla pozorovana stiedni az vysokd mira rezistence k
tetracyklinu, stfedni az nizka rezistence k chinolonim/fluorochinolontim (napf. ciprofloxacin)
a nizka rezistence k makrolidovym (erythromycin) antibiotikim (Gyles, 2008). Rezistence
kampylobakterti k makrolidovym antibiotikiim je nalézana ptedevSim u izolati animalniho
puvodu (zejména C. coli izolovanych z prasat a C. jejuni puvodem z dribeze). Vyssi
rezistence je pozorovana u C. jejuni nez u C. coli (40 % vs. 10 %). Znaény rozdil je rovnéz
pozorovan v souvislosti s geografickym vyskytem rezistence (Gibreel and Taylor, 2006;

Gupta et al., 2004; Pratt and Korolik, 2005).

Prevalence vyskytu salmonel v dribezich produktech je vysoka (az 80 %) a velké
mnozstvi téchto izolatl vykazuje urcitou miru rezistence k antibiotikiim (Parveen et al., 2007).
Podle Dias de Oliveira et al. 2005 a Zhao et al., 2006 byly salmonely izolované z dribezich
produktli znac¢né rezistentni k sulfonamidim (75,8 %) a nitrofurantoinu (52,8 %), niz§i mira
rezistence byla pozorovana pro tetracyklin (15,4 %), streptomycin (7,7 %), kys. nalidixovou
(7,7 %), gentamicin (5,5 %), norfloxacin (3,3 %), trimetroprim (3,3 %), cefalotin (2,2 %),
ampicilin (1,1 %) a chloramfenikol (1,1 %). Resistence k ciprofloxacinu detekovana nebyla.

51,6 % kment salmonel bylo multi-rezistentnich (Dias de Oliveira et al. 2005).

Vyskyt rezistentnich kment CIl. perfringens u dribeze sledovali napf.
Gholamiandehkordi et al., 2009. Autorsky kolektiv pozoroval 66% rezistenci k tetracyklinu a
61% rezistenci k linkomycinu. Rezistence k enrofloxacinu, erytromycinu, tylosinu,

fluorfenikolu a bacitracinu pozorovana nebyla.

5. VLIV VYZIVY NA VYSKYT PATOGENNICH BAKTERII U ZVIRAT

Vyziva je v souCasné dobé povazovana za nejvyznamnéjsi slozku vnéjsiho prostiedi,
kterd ovliviluje zdravi hospodafskych zvifat, imunitni odpovéd’, vylu€ovani patogennich
mikroorganismi do prostiedi a nasledné i kontaminaci Zivo€iSnych produktl. Vyznam
jednotlivych Zivin a doplilki na imunitu, virové, bakterialni a parazitdrni onemocnéni zvirat

jiz ve své studii podrobné popisuji Herzig a Suchy (2006).

Nami predkladand studie popisuje vliv vyzivy v souvislosti se zdkazem pouZzivani
antibiotickych stimuléatort ristu a zamétuje se tedy pouze na moznosti feSeni této situace. Po
zdkazu pouzivani krmnych antibiotik je prevence kontaminace zivociSnych produkti
problematicka. Pro sniZeni rizika je mozné vyuzit nékolik strategii, v¢éetné ptidavku latek s
antibakteridlnimi uc¢inky do krmiva. Mezi tyto alternativni latky patii probiotika, prebiotika,

organické kyseliny v€etné mastnych kyselin o stfedni délce fetézce, nebo rostlinné extrakty.
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5. 1. HISTORIE A SOUCASNOST VYUZITi ANTIBIOTICKYCH STIMULATORU RUSTU VE
VYZIVE ZVIRAT

Objeveni antibiotik a jejich nasledné masivni vyuziti v oblasti huménni i veterinarni
mediciny lze bezesporu zaradit mezi jeden z nejvyznamnéjSich védeckych prilomua lidské
historie. Na objeveni penicilinu Alexanderem Flemingem v roce 1928 rychle navazuje
objevovani a vyvoj novych antibiotik a jejich zaclenéni do praxe. Bohuzel masivni uzivani
antibiotik a rozhodn€¢ 1 pouzivani subinhibi¢nich koncentraci ma za nésledek Sifeni
antibiotické rezistence mezi bakteriemi, jak jiz ostatné varoval sdm Fleming ve své pfednasce
pii pfebirani Nobelovy ceny (Fleming, 1945).

I pfes vySe zminéné varovani se antibiotika kratce po jejich uvedeni do praxe zacala
pouzivat i ve vyzivé hospodatskych zvifat. K tomuto ucelu byl od padesatych let minulého
stoleti uzivan nejprve penicilin a streptomycin, v dalSich letech pak zvlasté chlortetracyklin a
oxytetracyklin, pozd¢&ji téz spiramycin, oleandomycin a kone¢né v poslednim obdobi tzv.
,»specificka nutri¢ni antibiotika®, zejména bacitracin, flavofosfolipol, virginiamycin, avoparcin
a dalsi. Jako antibiotické stimulatory rastu jsou oznaCovany latky majici schopnost zvysit
intenzitu rastu a téz G¢innost konverze krmiva u zdravych zvitat krmenych plné vyvazenou
krmnou davkou s adekvatnim obsahem znamych zivin. Tyto latky zasahem do mikrobialniho
systému ovliviiuji podminky v travicim traktu zvifat, ¢imZz dochazi k ptiznivému ovlivnéni
gastrointestinalniho zdravi a nasledné zvySeni uzitkovosti.

Rutinni pouzivani antibiotik ke stimulaci rlstu a prevenci onemocnéni hospodaiskych
zvitat predstavuje vazny vetejny problém, a to z diivodu mozného S§ifeni rezistence mezi
bakteriemi (Wegener et al., 1999). Rozvoj rezistence se pfisuzuje zejména Castému uzivani
antibiotik v humanni medicing; do jaké miry pfispé€lo jejich pouzivani ve veterinarni medicing
a v zemédélstvi je stale predmétem diskuse. Rozvoj rezistence k antibiotikim v Evropé je
patrny na Obrazku 1, kde jako ptiklad slouzi situace v letech 2002 a 2012 pro rezistenci E.

coli k fluorochinolonim.
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Obr. 1: Rezistence E. coli k fluorochinoloniim v letech 2002 a 2012 (ECDC, 2014), dostupné
online:

http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/antimicrobial resistance/database/Pages/map repo
rts.aspx

& Proportion of Fluoroquinolones Resistant (R) @ Proportion of Fluoroquinolones Resistant (R)
29{59 Escherichia coliIsolates in Participating Countries Ygc({c Escherichia coliIsolates in Participating Countries
== 2002 L 2012

Percentage resistance Percentage resistance

N\ -ci%

A 1to < 5%
-~ Sto < 10%
i3 10t0 < 25%

Y =25t < 50%

=~ - 0%

No data reported or less than 10 isolates
1 Notinduded

- < 1%

1to<5%
Sto < 10%
10to < 25%

-5 t0 < 50%
- 50%

No data reported orless than 10 isolates
[ Notincluded

Ptedepisovani antimikrobidlnich 1é¢iv je fizeno takzvanou antibiotickou politikou, coz
je soubor opatfeni pro G¢inné a bezpecné pouzivani antibiotik v humanni i veterinarni praxi.
Jejim cilem je zajistit vysokou odbornou uroven antimikrobialni 1écby, omezit vznik a Sifeni
rezistence mikroorganismi a tak zachovat co nejdelsi uc¢innost antimikrobidlnich 1é¢iv (Hera,
2005). Existuje ndzor, ze béhem let 1950-2000 se do biosféry uvolnil pifiblizné 1 milion tun
antibiotik, z toho zhruba 50 % pochazelo ze zeméd€lstvi a pouziti ve veterinarni medicing
(Mazel a Davies, 1999; Teuber, 2001). Nejvetsi mira rezistence se objevuje u telat, prasat a
dribeze. Piikladem duasledku masového pouzivani antibiotik je umrti dvou pacienti na
rezistentni kmen Salmonella typhimurium, jehoz zdrojem bylo pravdépodobné vepfové maso
(Molbak et al., 1999). Mira rozsitfeni rezistence u bakterii je patrnad z nésledujiciho ptikladu:
z 50 izolatu Escherichia coli bylo 39 kment rezistentnich na dvé nebo vice skupin antibiotik
se signifikantni rezistenci na ampicilin, tetracyklin, kanamycin, streptomycin a
sulfamethoxazol (Teuber, 2001). Velmi rychle se $ifi rezistence Campylobacter spp. na
fluorochinolony (Zhang et al., 2003). Cesty distribuce a transportu antibiotik, antibiotické
rezistence a mikroorganismil jsou znazornény na Obrazku 2. V soucasné dobé se v zemich

Evropské unie doporuCuje monitorovat a hlasit rezistenci k nasledujicim antibiotiklim:
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Salmonella spp.: ampicilin, cefotaxim, chloramfenikol, ciprofloxacin, gentamicin, Kkys.
nalidixova, streptomycin, sulfonamidy, tetracykliny, trimetoprim; C. jejuni a C. coli:

erytromycin, ciprofloxacin, tetracykliny, streptomycin, gentamicin (EFSA, 2014).

5. 1. 1. Antibiotické stimuldtory riistu v zemich EU

Prvni snahou o regulaci pouzivani antibiotik v Zivoc¢isné vyrobé byla tzv. Swannova
zprava z konce Sedesatych let minulého stoleti, ktera vedla k nafizeni, Ze antibiotika
pouzivana k 1é¢bé lidi se zaroven nesmi pouzivat jako rustové stimulatory (Swann, 1969).
Natizeni vSak neobsahovalo zdkaz pouzivani stejné tiidy antibiotik v mediciné a v zivoci$né
vyrob¢. V dusledku toho se glykopeptidy a streptograminy, které se ptivodné pouzivaly jako
rustové stimuldtory (avoparcin a virginiamycin), zacaly pouzivat i k 1é¢eni multirezistentnich
nosokomialnich infekci (vankomycin a quinupristin-dalfopristin).

Jako prvni zemé v Evropé zakazalo Svédsko jiZz v roce 1986 aplikaci antimikrobidlnich
stimulatorti rustu. V kvétnu roku 1995 byla zakazana aplikace antibiotik typu avoparcinu
nejprve v Dansku, poté se v lednu 1996 k zakazu piidalo Némecko a nasledné v dubnu 1997
rovnéz ostatni zem¢ Evropské unie. Cilem opatfeni mélo byt snizeni selekéniho tlaku na
kmeny Enterococcus faecium, nebot’ v roce 1994 byly poprvé nalezeny enterokoky izolované
Z hospodaiskych zvitat, které byly rezistentni k vankomycinu (Wegener et al., 1998).
Zachovani plné Gc¢innosti tohoto antibiotika v oblasti humanni mediciny se povaZzuje za velmi
dilezite.

Dalsi omezeni v zemich Evropské unie pfiSla vroce 1999, kdy bylo zakazano
pouzivani spiramycinu, tylosinu, virginiamycinu, Zn-bacitracinu, karbadoxu a olachindoxu.
V tomtéz roce uzakonilo Svycarsko zakaz aplikace veskerych antibakteridlnich stimulatort
rastu v krmnych smésich. V Déansku pak byla zbyvajici povolend krmna antibiotika vyfazena
ze smesi pro vykrm prasat a pozd¢ji téZ v odchovu selat. Po zakazu aplikace antibiotickych
stimulatorti ristu doslo v Dansku k narGstu v aplikaci antibiotik z terapeutickych ucelt,
celkové mnoZstvi aplikovanych antibiotik vSak kleslo, stejné tak byl pozorovan i pokles

antibiotické rezistence (Aarestrup et al, 2001).
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Obr. 2 Model distribuce a transportu antibiotik, antibiotické rezistence a mikroorganismu

Vv biosféte (Teuber, 2001).

Antibiotika pouzivana Antibiotika pouZivana

k terapii, profylaxi k terapii a profylaxi

\ Krmivo a pfimy kontakt
2vite
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- domaci zvirata - nemocnice
Odpad
Voda
Rostlina .
Prostredi
oy | |
- puda

/ Sklizen

Antibiotika pouzivana

k terapii a profylaxi

— Kontaminace biosféry antibiotiky

= Pohyb rezistentnich mikroorganismu

Dne 22. zafi roku 2003 byla Evropskym parlamentem a radou ministrl pfijata nova
smérnice (€. 1831/2003) o krmnych aditivech pouzivanych ve vyzivé zvitat, kterd zakazuje
pouzivani jakychkoliv antibiotik v krmnych smésich kromé kokcidiostatik a histomonostatik.

Na zakladé¢ této smérnice nesmi byt dosud povolena antibiotika pouzivdna jako krmna aditiva
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od 1. ledna 2006. V piipadé kokcidiostatik a histomonostatik byla jejich povoleni ¢asové

omezend a koncila/kon¢i v pribéhu let 2009—2017 (Komise evropskych spolecenstvi, 2008).
V poslednich letech jsou proto Casto diskutovany moznosti efektivni ndhrady krmnych

antibiotik. Jako mozné alternativy lze uvést napi. probiotika a prebiotika, nebo organické

kyseliny, jez budou blize pfedstaveny v nasledujicich kapitolach.

5. 1. 2. Antibiotické stimulatory riistu v USA

Na uzemi USA je pouzivani antibiotickych stimulatord ristu omezovano podstatné
mensi mérou. Nicmén¢ existuji snahy o redukci pouzivani antibiotik, které v poslednich letech
nabyvaji na intenzité. Napf. spolecnost ,,Alliance for the prudent use of antibiotics* (APUA)
vydala v roce 2001 doporucenti, jez bylo pifevzato WHO a zaclenéno do narodni strategie

pouzivani antibiotik (WHO, 2001). Doporuceni obsahuje nasledujici opatieni (APUA, 2010):

e antibiotika ve vyzivé hospodafskych zvitfat by méla byt pouzivana pouze
k 16€bé onemocnéni

¢ antibiotika by méla byt aplikovéna pouze na zaklad¢ predpisu veterinarnim
I¢katem

e monitoring pouzivani antibiotik by mél byt dostupny v kazdém ze statti USA,
farmaceutické spolecnosti by mély mit povinnost vykazovat produkci
antibiotik

e provést zlepSeni systému narodniho monitoringu antibiotické rezistence, véetné
standardizace vzorkovani a metod

e predstavit, propagovat a zaradit alternativy ke krmnym antibiotikiim

e zavést pre-licencni hodnoceni antibiotik se zaméfenim na potencialni rezistenci

wewvr

zavést opatieni pro ochranu lidského zdravi.

V prosinci 2013 bylo v USA nové zavedeno omezeni pouzivani antibiotik ve vyzivé
hospodatskych zvitfat, je vSak zatim pouze dobrovolné. Food and Drug Administration
vysvétluje dobrovolnost celého procesu tak, ze se jedné o nejrychlejsi a nejjednodussi zptsob,

v v v

jak danou situaci zacit efektivné fesit (FDA, 2013).
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5.2. PROBIOTIKA A PREBIOTIKA VE VYZIVE HOSPODARSKYCH ZVIiRAT

Jednim z moznych feSeni omezeni negativnich dasledkti zdkazi pouzivani ristovych
stimulator mtze byt pouzivani probiotik. Nazev probiotikum tj. ,,pro zivot™ pochazi z fectiny

a je opakem terminu antibiotikum.

Pouzivani probiotik, zejména bakterii mlééného kvaseni, je znamo jiz z Bible a také
fimsky historik Plinius doporucoval podavani kyselého mléka pro 1écbu zazivacich potizi.
Pozornost mikrobiologu k probiotikim obratil na zacatku 20. stoleti Ilja Me¢nikov, ktery si
v§iml, ze v nerozvinutych oblastech Bulharska zije mimotadn¢ hodné lidi nad 100 let. Tuto
dlouhovekost piikladal konzumaci jogurtu obsahujicimu ,,bulharsky bacil* (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus), ktery omezoval rozvoj stievnich bakterii produkujicich toxiny
a tim pozitivné pusobil na zdravi a dlouhovékost lidi. Pravdépodobné prvni pokus o pouziti
probiotika jiného ptivodu nez bakterie mlééného kvaseni (BMK) provedl Nissle s E.coli vr.
1916 (Schrezenmeir and de Vrese, 2001).

Cilem pouziti probiotik je, na rozdil od pouziti antibiotik, kdy se jedna o snahu usmrtit
mikroorganismy, ,,08etfeni zivymi mikroorganismy*“ a to piedev§im za ucelem prevence.
Neuvédomélé pouzivani probiotik spada jiz do predkiestanskych dob, kdy lidé konzumovali

fermentované mlécné népoje.

Termin probiotikum poprvé pouzili Lilly a Stillwell v roce 1965 (Lilly and Stillwell,
1965). Oznacili tak latku produkovanou jednim prvokem, ktera stimulovala rust jiného
prvoka. Pozdgji byl tento termin pouzivan pro krmné doplitkky hospodatskym zvitatim. Pojem
zahrnoval bud’ Zzivé kultury bakterii (Tortuero, 1973), nebo kromé& Zzivych vétSinou
bakterialnich kultur 1 urcité substance jako mikrobidlni metabolity, enzymy, aminokyseliny
apod. (Parker, 1974; Mican, 1985) pozitivné ovliviiujici mikrofléru traviciho traktu. Tato
definice by tedy zahrnovala 1 krmna antibiotika. Proto byla po fadu let pfijimana jako
krmné dopliky, které prizniv€é ovliviiuji hostitele zlepSenim jeho stievni
mikrobiocenosy*“. Tato definice klade diraz na pouziti zivych bunék. Dale formulace
,,piiznivé ovlivituje hostitele” v sobé zahrnuje vSechny pozitivni vlivy — to znamena zleps$eni
rastu, vyuzitelnost krmiv, vliv na zdravotni stav apod., které byly v ptedchozich definicich
slozit€ rozepisovany. Definice byla pozdé&ji zjednodusena a v soucasné dob¢ plati formulace
vytvoiena tzv. ,,Pracovni skupinou evropskych védcu®, ktera tika Ze probiotika jsou ,,Zivé

mikroorganismy (bakterie nebo houby), jez jsou pohlceny v dostateéném mnozstvi a jsou
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se vsak vede stale diskuze a néktefi vyzkumnici upozoriuji, Zze v definici je zbytecné slovo
,»Z1Vvy*, protoze pozitivni vliv na zdravi mély také inaktivované buiikky mikroorganismi a ¢asti

bunéénych struktur bakterii a kvasinek (Ouwehand et al., 2002).

Ackoliv prvni pokusy na zvifatech v tomto ohledu byly uskuteénény jesté pied druhou
svétovou valkou, hlavni rozvoj pouzivani probiotik nastal v Sedesatych a sedmdesatych letech
dvacatého stoleti. Hlavnimi pouzivanymi mikroorganismy byly zprvu bakterie mlé¢ného
kvaseni (BMK), zejména laktobacily. Urcitym pifelomem bylo zavedeni smésnych, casto
nedefinovanych kultur, které se osvédCily pii prevenci salmonelos u kufat (Nurmi and
Rantala, 1973). Tato metoda byla zprvu pojmenovana jako ,,Nurmiho koncepce® je nyni
znama spiSe pod pojmem ,,Competitive exclusion® (CE). Od sedmdesatych let jsou dostupné
komer¢ni probiotické zalozené na Cistych kulturach BMK. Od osmdesatych let se objevuji i
komer¢ni CE kultury (Schneitz et al., 1991). V posledni dobé potom dochazi ke kombinaci
probiotik a prebiotik a to hlavné u dribeze (Patterson et al., 1997).

5. 2. 1. Uéinek probiotik
Probiotikiim jsou pfipisovany rozlicné uc€inky, v praxi je snaha podavanim téchto
latek zlepsit bud’ uzitkovost, nebo zdravotni stav hospodaiskych zvitat. Jako mozné G¢inky

probiotik uvadi (Fuller, 1997):

- veEtsi odolnost proti infekénim onemocnénim
- zvyseni ristovych vlastnosti

- zlepseni konverze krmiv

- lepsi traveni potravy

- lepsi vstiebavani zivin

- poskytnuti esencidlnich Zivin

- zvyseni produkce a kvality mléka

- zvySeni produkce a kvality vajec

- zvyseni kvality jatecné€ opracovaného masa

Utinky na zdravotni stav se zdaji byt vice prokazatelné a funguji zejména u mladych
zvitat a ve Spatnych hygienickych podminkach chovu a ustijeni. Je zajimavé, Ze zlepSeni
zdravotniho stavu (napf. snizeni thynu u kufat, nebo pokles frekvence prijmii u selat) je casto
doprovazen sniZenim pfirtistkii na zivé hmotnosti. Divodem muizZe byt pokles pH v tenkém

stftevé ndsledkem produkce kyseliny mlécné probiotickymi bakteriemi, coz vede ke snizené
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aktivit¢ proteolytickych enzyma (Fuller, 1992). Pravdépodobné nelze tedy od probiotik ¢ekat

univerzalni ptiznivé efekty, které by zaroven zlepSovaly jak zdravotni stav, tak uzitkovost.

5. 2. 2. Mechanismus ucinku probiotik
Probiotika jsou rozpoznavdna imunitnim systémem hostitele podobné jako je

rozpoznavana komensalni nepatogenni mikroflora i patogenni mikroorganismy.

Pro homeostazu je nezbytnd imunologickd tolerance velkého mnozstvi potravnich
antigenti a antigenti komenzalni mikroflory. Zaroven je vSak nutné ucinné reagovat pii
vyskytu patogend, které se snazi riznymi mechanismy epitel narusit a zméenit propustnost
bunééné membrany. Hostitel je chranén pfed potencidlné Skodlivymi mikroorganismy
bariérou tvoienou enterocyty, enteroendokrinnimi, poharkovymi a Panethovymi buikami,
které se nachazeji na klcich, a M buitkkami, které jsou kryty glykokalyxem tvofenym
glykoproteiny a muciny. Hlavni funkci této bariéry je branit kontaktu mezi obsahem stfeva a
buiikami stfeva. Celistvost stfevniho epitelu je udrzovana predevsim tésnymi a adherentnimi
spoji a desmozomy. Nekteré stievni patogeny pouzivaji M bunky ptekryvajici lymfatickou
tkan jako cestu pro invazi do makroorganismu (Kraehenbuhl and Neutra, 2000; Neutra et al.,
2001).

Imunitni systém rozpoznava vysoce konzervované mikrobidlni molekuldrni motivy,
které se nazyvaji PAMP (s patogeny spjaté molekularni vzory - pathogen-associated
molecular patterns). Protoze vSak tyto motivy sdileji i komenzalni mikroorganismy,
doporucuji nektefi autofi pouzivat termin MAMP (tj. s mikroby spjaté molekularni vzory -

microbe-associated molecular patterns).

Epitelidlni bunky stfeva a imunitni buniky lymfatického systému asociovaného se
sttevem (GALT), k némuZ patii intraepitelidlni lymfocyty, dendritické buniky, lymfatické
folikuly a Peyerovy plaky vCetné imunitni vybavy lamina propria stfevni sliznice (zejména
sttevni klky a krypty), nesou specialni receptory ur¢ené k rozpoznavani MAMP zvané¢ TLR
(Toll-like receptory). Receptory TLR1 az TLR11 rozpoznavaji mikrobidlni struktury a jejich
stimulace vede k aktivaci zanétovych signall a faktort. Mrtvé bakterie a dokonce i bakterialni
DNA ovlivilyji imunitu hostitele, protoze aktivuji TLR9, ktery se nachazi v epitelidlnich
buiikach stieva. Velkd ¢ast receptori TLR ma na epitelu slabou expresi a je vyznamnéjsi
Vv jeho cytoplasmé (napi. TLRS, TLR9) nebo na imunitnich buitkdch (TLR2, TLR4). Zvlasté
nebezpecné gramnegativni stfevni patogeny jsou rozpoznavany vazbou jejich membranového

lipopolysacharidu LPS na vazebny sérovy protein LBP a bunéény membranovy receptor
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CDI14 a cely tento komplex suréitou ¢asovou prodlevou (15-30 minut) aktivuje TLR4
receptor pro LPS. Cela tato slozita kaskada vede k aktivaci zdné€tovych aktivit a fagocytoze
bakterie. Proto jsou TLR4 exprimovany na epitelu stfeva slab&, aby nedochazelo k aktivaci

zanétu uc¢inkem komensalni gramnegativni mikroflory.

Vyznamnou slozkou rozpoznadvani MAMP jsou intracelularni receptory. Ty
rozpoznavaji virulentni mikroby, které pronikaji do stfevniho epitelu (napt. Salmonella,
Shigella, nékteré patogenni kmeny E.coli atd.). Jednak to jsou n€které TLR jako napf. TLRS,
ktery rozpoznava flagellin (virulentni salmonely dopravuji svij flagelin do cytoplasmy
sttevniho epitelu svym transportnim systémem III. typu) nebo TLR9 rozpoznavajici
bakteridlni DNA, jednak to jsou tzv. NLR receptory, k nimz patii NOD1, NOD2, NALP,
IPAF. Tyto nitrobunécné receptory patii k fylogeneticky nejstar§Sim imunitnim molekuldm a
jsou zaméfeny na odhaleni téch parazitl, které se dostanou do bunék. Nekteré z nich jsou
souc¢astmi komplext slouzicich k indukci zanétu (NALP v inflamasomech) nebo k indukci
autofagie, apoptdzy a jinych forem bunééné smrti. Vyznamny enzym, ktery stoji u pocatku
aktivace zanétovych cytokint, caspasa-1 ve skute¢nosti spojuje v sob& vlastnosti prozanétove,
vlastnosti aktivace bunétné smrti, ale také vlastnosti regeneracni - ochrany bunécéné
membrany pied tvorbou dér v membrané. Samotnd aktivace tohoto enzymu souvisi se zaklady
bunécné komunikace, rozpoznéni ciziho a vnimani poskozeni (tzv. danger motivy — signdly

bunécného poskozeni).

Piedpokladem pro antigen-specifickou imunitni odpovéd’ je zachyceni bakterii a jejich
antigend skrz slizni¢ni epitel a transport antigent do lymfatickych struktur. Bunky
predkladajici antigeny T lymfocytiim (makrofagy a dendritické bunky) se nachazeji v lamina
propria stfeva. Tento proces vede K produkci velkého mnozstvi imunoglobulind IgA bez
indukce systémové imunity. Lokalni sekretovany IgA specificky pro patogeny vyzaduje
interakci fagocytujicich dendritickych bunék s T a B bunkami Peyerovych plakd,

Vv izolovanych lymfatickych folikulech nebo mezenterialnich lymfatickych uzlinach.

Probiotika jsou rozpoznavana imunitnim systémem hostitele podobné jako je
rozpoznavana komensalni nepatogenni mikroflora 1 patogenni mikroorganismy. Bakterie nebo
jejich antigeny reaguji s dendritickymi bunkami a makrofagy a stimuluji je k produkci
cytokind, které zaroven indukuji pfesmyk produkce protilatek tfidy IgM na IgA. Tuto na T
bunkach nezavislou pfeménu produkce indukuji IL-10, IL-6, IL-4 a TGF-beta. Bunky

produkujici IgA v Peyerovych placich cirkuluji do mezenterialnich lymfatickych uzlin a
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dostavaji se z nich do krve pies ductus thoracicus, vraci se do stfevni sliznice a osidluji
vzdalené slizni¢ni povrchy, jako jsou napi. bronchy. Obdobné osidlovani se tyka takeé

sttevnich T bunék.

Je zndmo, ze mnohé patogenni bakterie manipuluji ur€ité akce imunitni odpovédi, aby
unikly rozpoznani, pohlceni, pisobeni komplementu ¢i protilatek nebo snizily aktivaci
zancétovych mechanismui. Vysledkem téchto manipulaci je piezivani v zakazanych nikach a
poskozeni bunék, tkani ¢i organti hostitele. Mnohdy je poSkozeni — lidové nemoc, vyvolané
samotnymi imunitnimi mechanismy, které ve své ultimativni form& neSetfi ani vlastni Casti
organismu. Je tedy nutné né€kdy zanétové mechanismy zmirnit a zda se, Ze mnohé z toho

dokazou probiotika.

Také probiotika méni imunitni odpoveéd’, avsak tyto zmény se d¢&ji v mutualistické —
tedy vzajemné prospésné kooperaci s imunitnim systémem hostitele. Tyto kooperace byly
shrnuty v recentnim review (Trebichavsky and Splichal, 2006). Hostitel poskytuje
probiotickym mikroorganismiim bezpecnou niku (stfevni dutina) a vyzivu, probiotické
mikroby naproti tomu se chovaji bezpecné, resignuji na prinik do vnitiniho prostiedi,
indukuji ty antimikrobialni mechanismy, které jsou pro n¢ bezpecné a naopak snizuji tvorbu

pro né i pro hostitele nebezpecnych zanétovych produkta.

Rada probiotik indukuje protizanétovy cytokin interleukin-10 (Bifidobacterium sp.,
Lactobacillus sp., nebo v humanni mediciné¢ vyuzivané VSL#3 a E.coli Nissle 1917
(Mutaflor®, Ardeypharm, Herdecke, SRN). Cytokin IL-10 snizuje produkci interleukinu-6 a
gama interferonu a ma vyznamny terapeuticky ucinek pii zanétlivych stfevnich

onemocnénich.

Bifidobacterium sp. a Lactobacillus sp. indukuji dal$i vyznamny cytokin transformacni
ristovy faktor-beta (TGF-p), ktery hraje dilezitou roli v lokalni toleranci, snizuje patologicky
zanét, indukuje diferenciaci T regula¢nich fymfocyti a podporuje tvorbu mukéznich protilatek
tridy IgA, které jsou schopny projit stievni vystelkou do stfevni dutiny a navic tam odolavat

ucinku travicich enzymi (proteas).

Probiotika také ¢asto zvySuji tvorbu interleukinu-8 ve stfevni dutin€é. Tento chemokin
je vyznamnym atraktantem neutrofilnich granulocyti — tedy vychytavacl patogennich

bakterii.
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Resta-Lenert a Barrett (Gastroenterology 130: 731- 746, 2006) ukazali, ze probiotika
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus acidophilus snizuji $kodlivé ucinky zanétovych
cytokinti faktoru nekrotizujiciho nadory (TNF-a)) a gama interferonu (IFN-y) na vitalni funkce
epitelidlnich stfevnich bunck (transport iontl, transepitelidlni rezistenci a epitelidlni

propustnost) a to vice nez komensalni bakterie a pouze tato probiotika snizovala aktivaci

SOCS3 a STATI1 a STATS3, coz jsou faktory indukce zanétovych cytokinti.

Krom¢ manipulace cytokinové odpoveédi a indukce T regulacnich bunék moduluji
probiotika epitelie stieva — enterocyty (Kozékova a spol. 2001, Otte a spol. 2003), zvysuji
sekreci ochranného slizu mucinu (Mattar a spol. 2002), indukuji proteiny tepelného Soku a
transkrip¢ni faktor NF-kappaB — ¢ili aktivuji vigilanci (bdélost) imunitniho systému hostitele
(Petrof a spol. 2004), snizuji expansi T bunck (Sturm a spol. 2005), moduluji dendritické
bunky — strazce bariéry a sbérace antigenti (Hart a spol. 2004), makrofagy (Hockertz 1991) a
zvysuji produkei specifickych IgA protilatek (Cukrowska a spol. 2002).

Probiotika zvySuji produkci ne¢kterych AMP (antimikrobidlnich peptidl) ve stieve.
Pouze probioticky kmen Nissle 1917 a ne cela fada nepatogennich kment E.coli indukoval
defensin HBD-2 (Wehkamp a spol. 2004) a podobné jsme prokazali indukci hlavniho
cytoplasmatického AMP neutrofilnich granulocytl a scavengeru zinku — Kalprotektinu pouze
po osidleni bezmikrobnich selat stejnym probiotickym kmenem a nikoliv jinymi
nepatogennimi kmeny E.coli. Di Caro (2005) ukazal, Ze probioticky kmen Lactobacillus GG

indukuje alfa 1 defensin v lidském dvanacterniku.

Vysledky nazorné ukazuji, Ze probiotické kmeny vykazuji prospéSnou modulaci
antibakterialnich a protizanétovych mechanismt imunity hostitele — tedy, Ze jsou to takové
bakterie, které jsou schopny mutualistické vzajemné prospéSné symbidzy se svym hostitelem.
Tim, ze svému hostiteli neSkodi, ale naopak mu ptinaseji urcity prospéch, jsou ve své nice
podporovany. Patogennim bakteriim brani v rozvoji také kompetici o Ziviny a tvorbou
bakteriocintl. Je jisté, Ze mnohé Gspésné probiotické bakterie patii svoji fittness mezi velmi
zivotaschopné mikroorganismy (napft. E.coli Nissle 1917 a Colinfant, Dyntec, Terezin), které
maji napt. velmi vyvinuté systémy stfadani Zeleza nebo velmi G¢inny flagellin atp. VSechny
vySe uvedené vlastnosti jim zarucuji dobrou pozici ve stfevni mikroflofe. Presto se musi
neustale obnovovat jejich pfisun a vétSinou nejsou schopné trvalého osidleni i piesto, ze
nékteré z nich byly izolovany piimo z traviciho traktu (napt. Nissle 1917 ze stolice vojaka

Vv Dobrudzi za prvni svétové valky). Je to zejména proto, ze ustaveni mikroflory je natolik
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slozity proces, ze po jeji stabilizaci se nedaii exogennim bakteriim trvale usadit v travicim
traktu. Z toho divodu je také Gcinek probiotik heterogenni a vykazuje riznou miru uspésnosti

u rtiznych jedinct.

5. 2. 3. Probiotika pro dritbez
Intestinalni mikrofléra dribeze je pomérné¢ dobfe zmapovana. Travici trakt ptakd ma
tii zvlastnosti oproti ostatnim vSezravym Zivo¢ichim. Je to vakovité vychlipeni hltanu — vole,

dale dva zaludky — zlaznaty a svalnaty a kone¢né dvé slepa stieva.

Vole je zasobni organ, ktery slouzi k uchovani potravy, ktera je zde zvlh¢ena pfijatou
vodou a slinami. Nejsou zde pfitomny zadné endogenni enzymy. Celkové pocty bakterii ve
voleti se blizi hodnoté 9 log CFU/g. Dominuji laktobacily hlavné Lactobacillus salivarius,
dale Lactobacillus fermentum a Lactobacillus reuteri v po¢tech 8-9 log CFU/g (Mead, 1997).
Ve voleti je proto hlavnim mikrobidlnim metabolitem kyselina mlé¢na a to v koncentraci 100-
180 mmol/l (Rada and Marounek, 1996). V zZaludcich pocet mikroorganismu klesa. Dominuji
stale laktobacily, které se hojné vyskytuji i v tenkém stievé, kde postupné pocet bakterii
stoupa kaudalnim smérem, n¢kdy se objevuji tzv. segmentované filamentosni bakterie. Déle
se vyskytuji enterokoky a koliformni bakterie. V dolni ¢asti tenkého stieva se objevuji striktné
anaerobni bakterie rodi Eubacterium, Propionibacterium, Clostridium, Gemmiger a
Fusobacterium (Mead, 1997). Mistem s nejvétsim vyskytem bakterii jsou slepa stireva, kde
celkovy pocet mikroorganismii dosahuje hodnot az 11 log CFU/g. Vyskytuji se tam
grampozitivni anaerobni koky, jako jsou napf. peptostreptokoky, které tvoii az 30 %. DalSimi
vyznamnymi bakteriemi (20 %) jsou gramnegativni nesporulujici rody ¢eledi Bacteriodaceae
zahrnujici rody Bacteroides a Megamonas. Grampozitivni nesporulujici ty¢inky
(Eubacterium) dosahuji 16 %, pucici bakterie Gemmiger a pucici koky tvoii 10 % stejné jako
klostridie a bifidobacterie (Barrow, 1992). Ve slepych stievech dospé€lé dribeze se vyskytuji i
metanové bakterie (Miller et al., 1986).

Mikrobiota traviciho traktu je ovliviiovana predev§im vékem a sloZzenim krmiva.
Normalni slozeni bakterii ve slepych stfevech se ustali za zhruba 4-6 tydni (Mead, 1989),
metanové bakterie se v§ak objevi az za tfi mésice (Marounek and Rada, 1998). Slozeni krmiva
muze ovlivnit hlavé proximalni ¢asti traviciho traktu, zatimco caeca jsou malo ovlivnitelna.
Zvyseni obsahu snadno zkvasitelnych cukrii vede ke zvySeni poctu laktobacilii, zatimco dieta
obohacena o proteiny jejich poCty snizuje na tkor koliformnich bakterii a klostridii (Barrow,

1992).
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Jednodenni kutata jsou idedlnim objektem pro aplikaci probiotik, nebot’ se rodi
prakticky sterilni a nemaji zadny kontakt s rodi¢i. NejvhodnéjSimi probiotickymi bakteriemi
jsou laktobacily, nejlépe pochazejici z traviciho traktu dribeze. (Morishita et al., 1971) zjistili,
ze zatimco dribezi kmeny Lactobacillus acidophilus, L. salivarius a L. fermentum dobte
kolonizovaly travici trakt jednodennich kufat, lidsky kmen L. acidophilus, L. helveticus a L.
brevis byly rychle z traviciho traktu eliminovany. Pfi selekci vhodnych kment se osvéd¢ily in
Vitro testy na prezivani v kyselém pH, rust ve zvlhéeném krmivu a adherence na stfevni epitel
(Fuller, 1992; Rada et al., 1995). Velké mnozstvi pokusu, pii nichz byly aplikovany bakterie
mlécného kvaseni, hlavné laktobacily, bylo provedeno zejména na hrabavé dribezi. Vysledky
jsou v8ak velmi variabilni. Vysledky lze shrnout do nasledujicich bodi (Barrow, 1992; Fuller,
1992; Rada et al., 1995; Fuller, 1997):

4

- Lepsi kolonizace traviciho traktu byla dosazena u jednodennich kuftat, u nosnic jsou
vysledky horsi.

- Utinky na zdravotni stav se dostavily hlavn& u mladych kufat a byly nejvétsi u zvifat
chovanych ve $patnych hygienickych podminkéch.

- Utinky na uzitkovost (kvalita vajec, snaska, piirastky na vaze) nejsou konzistentni a

prokazatelné.

Je nutno uvést, Ze v ojedinélych piipadech, resp. u n€kterych kmeni, laktobacily pii
aplikaci kufatim projevily negativni ucinky. Obecné se nepfiznivé ucinky projevily pfi
vysokych davkach specifickych kultur. (Watkins and Kratzer, 1983) uvadéji, ze davky 7 log
CFU bungk Lactobacillus sp. na kufe a den mohou pusobit depresi rastu. Negativni u¢inky
byly pozorovany hlavné u laktobacilli a jsou vesmeés pric¢itany nadmérné tvorbé kyselin popf.
tvorbé D- kyseliny mlééné (Szylit and Nugon-Baudon, 1985). Dokonce byl popsan i kmen
Lactobacillus acidophilus, ktery vyvolaval u bezmikrobnich kufat zdravotni obtize s vysokou
mortalitou (Champ et al., 1983).

Castym problémem pii produkci dribeZiho masa a vajec jsou salmonelosy. Jako
prevence se ukdzala byt G€innd metoda ,,competitive exclusion® (CE). Pii CE je vyuZit fakt,
ze jednodenni kufata jsou daleko vice citliva na stfevni infekce, nez dospéla driibez a to
vzhledem k absenci komplexni mikrobioty hlavné ve slepych stfevech. Tato metoda byla
poprvé pouzita ve Finsku (Nurmi and Rantala, 1973) a spocivala v aplikaci stfevniho obsahu
zdravych dospélych jedincii jednodennim kufatim. Vysledky jsou velice slibné a ucinek

daleko prokazatelngj$i v porovnani s aplikaci ¢istych kultur BMK. Urcitym nedostatkem je
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nemoznost zajiSténi rovnomérné kvality podavaného materidlu a jeho prakticka
nedefinovatelnost. Piesto zdjem o ,,Nurmiho koncepci®, pozdéji prejmenovanou na CE déle
vzristal a v na prelomu osmdesatych a devadesatych let minulého stoleti se na trhu objevily i
komer¢ni preparaty, napt. BROILAK fy. Orion Corporation Farmos. Uvedeny preparat sice
nezlepsil rastové vlastnosti kuiecich brojlerti, ale evidentné urychloval eliminaci salmonel ze
slepych stifev (Schneitz et al., 1991). Zvlast¢ ucinna se jevi kombinace CE s pfidavkem
laktosy (Hinton et al., 1991). Predpokladany mechanismus ucinku je snizovani pH stievniho
obsahu s naslednou tvorbou nedisociovanych forem kyseliny mlééné a tékavych mastnych
kyselin, uvazuje se i o inhibici adheze salmonel na stievni sténu (Leffler et al., 1989;Ziprin et
al., 1991).

5. 3. PREBIOTIKA

Relativné vice pokust s prebiotiky bylo provedeno u hrabavé dribeze, a to predevsim
v souvislosti s eliminaci salmonel. V testech, kde byly porovnavany u¢inky né€kolika cukrt
(Oyrzabal and Conner, 1995), se glukosa, sacharosa a maltosa ukazaly jako neu¢inné, zatimco
ucinnd byla laktosa a manosa. U obou cukrt se ptedpoklada vazba na pili bun¢k salmonel a
tim omezeni adheze na stievni epitel. U laktosy se navic predpoklada stimula¢ni ucinek na
BMK, protoze dribez nema endogenni laktasu a laktosa je tudiz pro ni nestravitelnym
oligosacharidem. U driibeze byl pozorovan 1 bifidogenni Uc¢inek nestravitelnych
oligosacharidi. Bifidobakterie jsou pravidelnou soucdsti jak definovanych, tak
nedefinovanych kultur pouzivanych pro CE. Rist téchto bakterii je stimulovan pfitomnosti
oligosacharidii, zejména pak fruktooligosacharidii (Mitsuoka, 1992). Tento jev byl pozorovan
také u kufecich brojleri, kde se rozvoj bifidobakterii davd do souvislosti s potlac¢enim
kolonizace slepych stfev salmonelami (Chambers et al., 1997), u¢inné se projevily
fruktooligosacharidy, bud jejich smési (Oyrzabal and Conner, 1995), nebo disty
fruktooligosacharid (trisacharid) vznikly termalni syntézou ze sacharosy a fruktosy nazyvany
kestosa (Patterson et al., 1997). Cely problém vsak zaslouzi dalsi podrobné studium, protoze
zejména selektivni stanoveni bifidobakterii ve stfevnim obsahu dritbeZe a také u ostatnich
zvitat neni dostatecné metodicky propracovano. Kolonie na pouzitych agarovych prostredich
musi byt Casto individualné mikroskopicky vySetiovany, aby se potvrdilo, zda se opravdu
jedna o Bifidobacterium sp. (Krause et al., 1996;Silvi et al., 1996). Nutno vsak podotknout, ze
ani mikroskopické vySetfeni nemiize s konecnou platnosti odlisit bifidobakterie od dalSich
bakterialnich rodu, u driibeze se jedna zejména o laktobacily. V posledni dob¢ byly testovany

také IMO, které v in vitro podminkach stimulovaly dribezi bifidobakterie na ukor salmonel
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(Chang and Day, 2004). Mnozstvi bifidobakterii ve slepych stfevech nosnic se podafilo zvysit
vysokou davkou (5 %) inulinu v krmné smési (Rada et al., 2001). Na druhé strané¢ krmné
smési s obsahem sojového extrahovaného Srotu obsahuji pfirozené vice nez 2 % prebiotickych

oligosacharidi rafinosové fady, hlavné stachyosy (Grmanova et al., 2010).

5. 4. ORGANICKE KYSELINY

U dribeze byla z organickych kyselin nejcastéji pouzita kyselina fumarova, Vogt a
Matthes (1981) zjistili, ze kyselina fumarova zvysila u kufecich brojler konverzi krmiva o
3,5-4,0 %. Patten a Waldroup (1988) zjistili, Ze optimalni koncentrace kyseliny fumarové
Z hlediska rychlosti rGstu byla 0,5-1,0%. Pfi vysSich koncentracich pozorovali jiz sniZeni
ptijmu krmiva. Vysledky dal$ich pokust s kyselinou fumarovou u dribeze publikovali
Skinner et al. (1991) a Runho et al. (1997). Uginek kyseliny jableéné, sorbové a vinné (0,5-2,0
%) v krmné smési brojlert studovali Vogt et al. (1982). Nejlepsi vysledky ziskali s ptidavkem
1,12 % kyseliny sorbové a 0,33 % kyseliny vinné. Vysledky uspésného pokusu s 2 % kyseliny
mlécné u brojlerti zvetejnili Versteegh a Jongbloed (1999). Vliv kyseliny mravenci, octové a
propionové na miru kontaminace krmiva C. jejuni popisuje prace Chaveerach et al. (2002). Pti
in vitro inkubaci krmné smési pro brojlerova kutata spolu s pfislusnou kyselinou (nebo jejich
kombinaci) a vodou doslo k redukci poétu C. jejuni o jeden fad za 1h inkubaéni dobu. Uginek
organickych kyselin je siln€ zavisly na hodnoté pH. Zde byla inkubace realizovana pii pH = 4.
Heres et al. (2004) testoval fermentované krmivo s obsahem kyseliny mlécné (5,7 %) a octové
(0,4 %) na vnimavost brojlerovych kufat k infekci kampylobakterem a salmonelou.
Brojlerova kufata krmena experimentalni dietou vykazovala snizenou citlivost k infekci C.
jejuni, kde bylo k dosazeni shodného efektu jako u kutat krmenych kontrolni smési za potiebi
desetindsobku infek¢ni davky. V pifipad€ organickych kyselin jsou testovany nejen samotné
latky, ale i jejich kombinace. Napt. Skanseng et al. (2010) nepozoroval prikazny ucinek
piidavku kyseliny mraven¢i (2 %) na miru kolonizace kufat C. jejuni, ale v kombinaci s

kyselinou sorbovou (0,1 %) jiz k prevenci kolonizace doslo.

Obecné lze tici, Ze pouziti organickych kyselin k acidifikaci krmiva nebo vody a
nasledné prevenci onemocnéni gastrointestinalniho traktu pfinasi (zejména v experimentech in
vivo) variabilni vysledky. Jak bylo revidovano ve studiich Doyle and Erickson (2006) a Van
Immerseel et al. (2007), vysledky jsou zavislé na pouzité metodice, typu kyseliny, nebo
kolonizaci. Rovnéz zalezi na stavu organismu, podminkach chovu, atd. Na trhu bezesporu

existuji produkty, jejichZz ucinky byly popsany v literatufe jako aditiva snizujici vylu€ovani
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salmonel u dribeze (napt. Hinton et al., 1988; Thompson and Hinton, 1997; Byrd et al.,
2001), jejich ucinky se zdaji byt nejsiln€jsi v proximalnich Castech traviciho traktu (vole a
zaludek). Organické kyseliny se z toho diivodu mohou enkapsulovat. Nejcastéji se vyuziva

kyselina propionova a mravenc¢i (Vandeplas et al., 2010).

5.5. MASTNE KYSELINY SE STREDNI DELKOU RETEZCE

Antimikrobidlni aktivita mastnych kyselin je znadmé jiz fadu let. Mastné kyseliny
pusobi na Siroké spektrum mikroorganismu; byl popsan Uc¢inek na bakterie, viry i prvoky.
Témto latkdm pfirodniho plivodu nachéazejicich se napi. v mléce ¢i sliznicich byva
piisuzovana vyrazna role pii obrané proti infekci patogennimi bakteriemi nebo parazity
(Hume, 2011). Mastné kyseliny patii mezi latky, které se v zivém organismu vyskytuji a jsou

soucasti jejich metabolismu, proto je v tomto ptipadé bezpfedmétna problematika rezidui.

Inhibi¢ni vlastnosti mastnych kyselin zavisi na celé fad¢ faktord; mj. na délce fetézce a
poctu dvojnych vazeb kyseliny (a s tim souvisejici rozpustnosti kyseliny), na jeji koncentraci
v médiu, na hodnoté pKa, molarni hmotnosti, lipofilnim, nebo hydrofilnim charakteru latky a
na jejim metabolismu. Zakladni chemické vlastnosti mastnych kyselin o sttedni délce fetézce
uvadi Tabulka 8. Na druhé strané hraje roli druh bakterie a v pokusech in vitro i rastové
podminky a slozeni média (Bergsson et al., 2001; Dierick et al., 2003). Mezi jednotlivymi
autorskymi kolektivy existuji urcité rozdily v ndzorech na mozné vyuziti konkrétnich
mastnych kyselin. V soucasné dobé je obecné uznavanym faktem, Ze nejvyraznéjsi
antibakteriadlni aktivitu vykazuji nasycené mastné kyseliny s po¢tem uhliki n = 6 — 12.
Kyselina laurova (Ci2:0) a zejména jeji monoglycerid byly studovany v souvislosti s inhibi¢ni
aktivitou nejen na bakterie, ale i na viry (Lieberman et al., 2006). U¢inek kyseliny laurové
sledoval jiz v roce 1971 Galbraith et al. (autory stanovenid minimalni inhibi¢ni koncentrace
Ci20 na klostridie cinila 0,5 mmol.l'l). RovnéZz byla prokdzana antibakteridlni aktivita
monoacylglycerolti mastnych kyselin. Jako prvni studoval G¢inky derivati mastnych kyselin
Kabara et al (1972). Ve své praci vyzdvihuje ucinky monoacylglyceroli mastnych kyselin nad
potencial korespondujicich volnych mastnych kyselin; coz dle jeho pozorovani plati zejména
pro monoglycerid kyseliny laurové. Naopak v piipadé 1,3-dilaurinu a trilaurinu nebyla
pozorovana témét 7zadnd inhibiéni aktivita. Antiklostridialni u¢inky monoesteru k. laurové

byly prokdzany rovnéz na naSem pracovisti (Skiivanova et al., 2014).
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Tabulka 8. Chemické vlastnosti kyseliny kapronové, kaprylové, kaprinové a laurové (Zentek
etal., 2011)

Mastna kyselina Molarni hmotnost (Da)  Bod tani (°C) Disocia¢ni konstanta (pKa)
Kapronova (Cg0) 116.2 -3.4 4.88
Kaprylova (Cg:) 144.2 16.7 4.89
Kaprinova (Cip:0) 172.3 31.9 4.89
Laurova (Ci2:0) 200.3 44.0 5.13

Mechanismus antibakterialniho G¢inku mastnych kyselin neni ani v soucasnosti zcela
vyjasnén, nicméné jako nejpravdépodobnéjsi se zda byt ucinek souvisejici s poskozenim
transportniho systému mikroogranismti. Nekteré ucinky mohou byt spojeny s faktem, ze
mastné kyseliny pisobi diky své amfipatické povaze jako detergenty. Lze tedy piedpokladat,
7ze mastné kyseliny pfidané k bakteridlni kultufe v dostatecné vysoké koncentraci mohou
pusobit na bakteridlni membranu a zptisobovat jeji desintegraci. Mastné kyseliny mohou
uvniti bakteridlni bunky disociovat a zasadn¢ tim ovlivnit transportni systém bakterii
(Boyaval et al., 1995). Prostup kyseliny do bunky zavisi na jeji disociani konstanté, pKa
(Tabulka 8). U slabsich kyselin, které maji vys§i hodnotu pKa je pfi stejné hodnoté pH, v
porovnani se silngjsi kyselinou, vét§si mnoZstvi molekul v nedisociovaném stavu. Jako takové
mohou diky svému lipofilnimu charakteru proniknout do buiiky, kde disociuji. To ma za
nasledek sniZeni intracelularniho pH a naruseni protonového gradientu (Ray et al., 2001).
Dalsi teorie vysvétlujici mechanismus antibakteridlniho uc¢inku mastnych kyselin jsou mj.:
bunécna lyze, naruseni enzymatické ¢innosti, nebo tvorba autooxida¢nich produktti. Rovnéz je
sledovan vliv derivati mastnych kyselin a studovan mechanismus jejich ucinku. Vliv
monoesteru kyseliny laurové na ultrastrukturu bunky Cl. perfringens CCM 4435 je znazornén
na Obrazku 3; béhem plsobeni esteru doSlo ke zna¢né desintegraci vnitfnich bunéénych

struktur (Skiivanova et al., 2014).
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Obr. 3. Utinek monoesteru kyseliny laurové (0,1 a 2 mg/ml) na ultrastrukturu bunék CI.

perfringens CCM 4435. A: kontrola, B: kultura oSetfena esterem k. laurové 0,1 mg/ml po

dobu 30 minut, 2C a 2D: oSetieno esterem k. laurové, 2 mg/ml, 30 minut. Zdroj: Skiivanova
etal., 2014.
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5. 5. 1. VyuZiti mastnych kyselin o stiedni délce ietézce ve vyZivé dritbeZe

Antibakterialni Uc¢inky kyseliny kaprylové a monokaprinu na miru kolonizace
driibeziho traviciho traktu bakteriemi rodu Campylobacter byly ovéfeny ve studiich Solis de
los Santos et al. (2010) a Hilmarsson et al. (2006). Solis de los Santos (2010) sledoval vliv
ptidavku kyseliny kaprylové (0,7 %) na miru kolonizace brojlerovych kufat C. jejuni.
Kyselinu podaval po dobu tii, nebo sedmi dnt. V obou piipadech doslo k prikazné redukci
poctu kampylobakter ve slepych stfevech pokusnych kufat. Pfidavek 1 % smési mastnych
kyselin o stfedni délce fetézce snizil pravdépodobnost kolonizace traviciho traktu kuftat
kampylobakterem (van Gerwe et al., 2010). Na druhou stranu Hermans et al. (2010) zadny
statisticky prikazny ucinek nepozoroval. Smés mastnych kyselin byla v tomto ptipadé
zafazena do krmné smési tii dny pied porazkou. Mastné kyseliny lze do krmiva ptidavat
Vv jejich volné formé, je vSak rovnéz mozné Kyseliny aplikovat v jejich chranéné, obdukované
form¢. Molatova et al. (2011) porovnala ucinek smési (1:1) kyseliny kaprylové a kaprinové na
pocty C. jejuni ve slepych stievech experimentalné infikovanych kufat. Obdukovana forma
kyselin méla inhibi¢ni Gc¢inek vyraznéjsi nez jejich volna forma. Ve studii byly pouzity dvé
koncentrace; 0,25 % a 0,5 % smési obou vyse zminénych kyselin.

Dalsi strategii je pridavek nékterych derivatli mastnych kyselin do napdajeci vody, kde
Hilmarsson et al. (2006) sledoval redukci v poctech kampylobakteri u kufat po piidavku
monokaprinu.

Utinek mastnych kyselin o stiedni délce fetézce a jejich monoglyceridii na salmonely
byl velmi dobfe popsan in vitro (napt. Van Immerseel et al., 2004; Thormar et al., 2006).
V experimentech s brojlerovymi kufaty autofi pomérné ¢asto studuji kombinace mastnych
kyselin s rostlinnymi extrakty (viz nize). Ug¢inek samotné kyseliny kaprylové popisuje napf.
Kollanoor Johny et al., 2012. Ptidavek 0,7 % a 1 % kyseliny kaprylové do krmiva
brojlerovych kufat experimentalné¢ nakazenych salmonelou (8 logiy CFU) snizil pocty
salmonel ve slepych stfevech, tenkém stfevé, kloakdlnim vytéru, v jatrech a sleziné
V porovnani s nakazenou skupinou pfijimajici kontrolni krmnou smés. Mezi skupinami nebyl
zaznamenan statisticky prikazny rozdil v Zivé hmotnosti na konci experimentu (p < 0,05).
Kyselina kaprylova byla poddvana terapeuticky, po dobu 5 dnt. Po celou dobu trvani
experimentu byla kyselina kaprylova podavana v experimentu prace Skiivanova et al., 2014.
Koncentrace 0,25 % a 0,5 % snizila pocty salmonel ve voleti a slepych stfevech kufat, jejichz

krmna smés byla experimentalné kontaminovana salmonelou (p < 0,05).
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5. 6. ROSTLINNE EXTRAKTY

Na zaklad¢ in vitro G¢inku rostlinnych extrakti na ptavodce enteritidy dribeze byly
vytipovany nejslibnéjsi latky, které jsou nasledné testovany pifimo na dribezi. V
experimentech in vitro je ¢asto pouzivan trans-cinamaldehyd, carvacrol, thymol, nebo eugenol
(Johny et al., 2010; Agostini et al., 2012). Autorskym kolektivem Hermans et al. (2011) byl
po piedchozich in vitro experimentech se skupinou rostlinnych extraktd vytipovan trans-
cinnamaldehyd (CIN). Pfidavek do krmné smési (0,3 % obdukované formy piipravku) po
celou dobu trvani experimentu, tj. po dobu 22 dnti nepozorovali vliv CIN na pribéh infekce
kufat C. jejuni a to i pies skute¢nost, ze davka byla mnohem vy$§i nez in vitro stanovena
minimalni inhibi¢ni koncentrace CIN pro totozny kmen bakterie. Testoval se rovnéz ucinek
nékterych latek rostlinného piivodu na uzitkovost v souvislosti s vyvolanym tepelnym
stresem. Testované latky (extrakt z citronové, pomeranc¢ové kiry a esencialni olej z Curcuma
xanthorrhiza na uzitkovost vliv nemé¢ly (Abkarian et al., 2013). Piidavek 400 mg/kg extraktu
z citronové kiry a esencialniho oleje z Curcuma xanthorrhiza ve stejném experimentu snizil
pocty koliformnich bakterii v ileu, druhy zminény produkt rovnéz snizil pocty koliformnich

bakterii ve slepych sttevech (p < 0.05).

Vliv pfidavku Salvéjového extraktu S. officinalis L. (eukalyptol 1,59; a-thujon 5,47;
kafr 2,65 a borneol 1,39 nug/100 g) na pocty salmonel sledoval kolektiv Piesova et al., 2012. U
experimentalné infikovanych kufat doslo k redukci poctu salmonel v jatrech, ve sleziné a v
obsahu slepych stfev. Extrakt byl do krmné smési pfidan v koncentraci 8 g/kg a podavan po
celou dobu trvani experimentu, tj. 21 dnii. Agostini et al. (2012) sledovali vliv ptidavku
hiebicku do diety brojlerovych kutat Ross 308, pouzity byly celkem ctyfi koncentrace: 100,
200, 1000, and 2500 mg/kg krmné smési. U vSech koncentraci byl sledovén vliv na rist kufat,
do mikrobiologickych analyz vSak byla zatfazena pouze nejnizsi z pouzitych koncentraci. Zde
nedoslo k ovlivnéni poctu Enterobacteriaceae v travicim traktu kutat, nicméné koncentrace
100 mg/kg zvysila pocty laktobacilti (9.62 vs. 9.18 log cfu/g digesty; P < 0.05). Nejen ucinky
jedné konkrétni latky, nebo extraktu z jedné rostliny jsou pfedmétem studii in vivo, ale i jejich
vzajemné kombinace byly doposud studovany; napi. v praci Bona et al. (2012) byl uspésné

sledovan vliv smési n€kolika esencialnich olejii na salmonely.
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6. ZAVERY
e Krmiva pro dribez (a i ostatni hospodaiska zvifata) nejsou oproti potravinam témeét

vibec testovana na pfitomnost patogennich mikroorganismii.

e V drlibezim mase je nejcastéji nalézana Salmonella spp. a Listeria spp. Naproti tomu
bakterie rodu Campylobacter nebyly v poslednich dvou letech v systému RASFF

hlaseny, zjevné proto, ze nejsou sledovany.
e Nejvice mikrobialn¢ kontaminované maso v EU mélo v letech 2013 az 2014 Polsko.

e Moznost uplného zakazu pouzivani antibiotik v krmnych smésich pro dribez
k preventivnich uceliim se projevuje jako racionalni a proveditelna, zejména v piipadé
dobré zoohygieny. Sifeni patogenti se také vyrazné omezilo zkracenim doby vykrmu
brojlert. Alternativni latky ke krmnym antibiotikiim (probiotika, prebiotika, rostlinné
extrakty, mastné kyseliny) maji omezeny ucinek a i zde je tfeba sledovat mozné

negativni u€inky a bezpecnost téchto latek.
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SUMMARY

Among the alimentary risks for humans in developed countries, microbial
contamination of poultry meat represents one of the most frequent sources of the infection.
The most frequent are campylobacteriosis and salmonellosis, followed by other alimentary
infections and intoxications, such as clostridial intoxications. The presence of Clostridium
perfringens is not only a thread for humans, but also a risk for the animal itself, as the leading

cause of necrotic enteritis.

The EU restriction of in-feed antibiotics in animal nutrition, together with other factors
as poor zoohygienic parameters, can increase the risk of bacterial contamination of animal
products. Among the candidate alternatives for in-feed antibiotics are probiotics, prebiotics,
organic acids (including medium-chain fatty acids), or plant extracts. These alternatives are
less potent than original antibiotics, and are not very constant in terms of the effect on
production traits of the animal. However, together with a good hygiene, they both can
decrease the occurrence of microbial contamination of the animal product. However, the

safety of the additive must be taken into the account as well.
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