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Poufiti mastnych kyselin s mikrobilnim Gcinkem k nahradé krmnych antibiotik u hospodarskych zvifat

1. Uvop

Pouziti antibiotickych stimulatort riistu je v soucasné dob& na uzemi Ceské republiky a celé
Evropské unie zakdzano. Tyto latky jsou aplikovany teprve v ¢as neodkladné potieby, a to
jednorazovym predpisem piisady do krmné smési pro urcity konkrétni chov a vyrobou
medikované krmné smési. Z chemoterapeutickych prostiedkti podavanych do krmiva lze
zaznamenat podavani antikokcidik a histomoniostatik, protoze kokcidiézy a histomonidzy
jsou zavaznym problémem, ktery nelze fesit bez kryti 1éCivy.

Zakaz pouzivani krmnych antibiotik v chovech hospodairskych zvitat vede nejen ke zhorSeni
uzitkovosti a produk¢ni ucinnosti krmiv, ale 1 zhorSeni zdravotniho stavu zvifat s naslednou
moznosti kontaminace produktll Zivocisné vyroby enteropathogennimi bakteriemi. Vznikla
situace ve vyzivé hospodaiskych zvifat vytvaii potfebu hledat alternativni krmna aditiva,
ktera by alespon ¢astec¢né nahradila zakazana antibiotika.

V poslednich letech jsou casto diskutovany napf. probiotika a prebiotika, bakteriociny,
enzymy, rostlinné extrakty, protilatky a v neposledni fad€ organické kyseliny, mezi které patii
1 mastné kyseliny. Tyto latky by mély spliovat urcita kritéria: latka by méla byt zdravotné
nezavadnd, funkcni, tj. méla by snizovat miru infekce hospodatskych zvifat a nasledn€ i miru
kontaminace zivoc¢is§nych produktl, neméla by vyvolavat rezistenci mezi bakteriemi, atd.
Mastné kyseliny o stfedni délce fetézce, které jsou predmétem této metodiky, vySe uvedené
pozadavky spliuji.

2. CiL METODIKY

Cilem piedlozené metodiky bylo prokazat moznost nahrady krmnych antibiotik
mastnymi kyselinami o stiedni délce fetézce; stanovit a doporucit zasady jejich
pouzivani ve vyziveé hospodaiskych zvifat.
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3. LITERARNIi PREHLED

Pouzivani antibakteridlnich latek ve vyzivé hospodaiskych zvifat ma dlouhou tradici. Jako
antibiotické stimulatory ristu jsou oznaovany latky, které jsou schopné zvysit intenzitu rstu
a produkéni ucinek krmiva u zdravych zvifat krmenych vyvédzenou krmnou davkou
s adekvatnim obsahem zivin. Tyto latky zisahem do mikrobidlniho systému ovliviluji
podminky v travicim traktu zvifat, ¢imz dochazi k pfiznivému ovlivnéni travicich procesu
a zvyseni uzitkovosti.

Rutinni pouzivani antibiotik ke stimulaci ristu a prevenci onemocnéni hospodaiskych zvirat
ptispélo k Sifeni rezistence mezi bakteriemi (Wegener a kol., 1999). Dne 22. zafi roku 2003
byla Evropskym parlamentem a radou ministri pfijata novd smérnice (¢. 1831/2003)
0 krmnych aditivech pouzivanych ve vyzivé zvirat, ktera zakazuje pouzivani antibiotik
v kremnych smésich kromé kokcidiostatik a histomoniostatik. Na zakladé této smérnice nesmi
byt dosud povolend antibiotika pouzivana jako krmna aditiva od 1. ledna 2006. Tento zakaz
zpusobuje nejen zhorSeni uzitkovosti a produkéni ucinnosti krmiv, ale i zhorSeni zdravotniho
stavu hospodaiskych zvifat s naslednou moznosti kontaminace produktti zivo¢isné vyroby
enteropathogennimi bakteriemi. Ekonomické ztraty rovnéz zahrnuji nédklady na 1ébu a péci
0 nemocna zvifata. V poslednich letech jsou proto Casto diskutovany moznosti efektivni
nadhrady krmnych antibiotik. Jako mozné alternativy lze uvést napf. probiotika a prebiotika,
bakteriociny, enzymy, rostlinné extrakty, protilatky a v neposledni fad¢ organické kyseliny,
mezi které patii i mastné kyseliny. Vii¢i mastnym kyselindm nelze mit hygienické namitky,
nebot’ to jsou latky pfirodniho charakteru, které nezanechéavaji rezidua ve tkanich ani
nevyvoldvaji rezistenci mezi mikroorganismy. O zplsobu uU€inku mastnych kyselin na
bakterialni buiiku jsou v odborné literatute urcité pochyby. NejCastéji je uvaddeéna predstava
chemiosmotickd, kterd predpokladd, Ze mastna kyselina v nedisociované formé prochazi do
buniky, kde pfi hodnoté intracelularniho pH ca 7,2 uvoliiuje proton, jehoz export spotiebuje
energii, ktera se pak nedostava k dal§im ucelim.

Antimikrobialni u¢inky mastnych kyselin a jejich 1-monoacylglycerolt jsou znamy jiz fadu
let. Pisobi proti Sirokému spektru bakterii, vird a prvokill. Tyto latky se pfirozené nachéazeji
napt. v mléce ¢i sliznicich a byva jim pfisuzovana vyrazna role pii obrané proti infekci
pathogennimi bakteriemi nebo parazity (Bergsson a kol., 2001). Roli mastnych kyselin
v obran¢ zivoc¢ichti proti infekcim Ize dolozit prikladem kralik,, u nichz zistava po celou
dobu sani prostredi zaludku a tenkého stfeva prakticky sterilni. Stejny jev byl pozorovan
i v pokusech in vitro, kdy byla danad mikroflora inkubovana spolu s Zalude¢nim obsahem
sajicich  kralikti. Studie ukdzaly, Ze mléko samic obsahuje vyznamné mnoZstvi
triacylglyceroli s obsahem mastnych kyselin o stfedni délce fetézce, mj. i Kkyselinu
kaprylovou a kaprinovou, které ptsobi antimikrobialné (Canas-Rodriguez a Smith, 1966).
MIéko kralikti obsahuje az 18 % tuku. Obsah kyseliny kaprylové a kaprinové v mléce kraliki
je velmi vysoky, pohybuje se mezi jednou tfetinou a jednou polovinou z celkového mnozstvi
mlécného tuku (Christ a kol., 1996, Lebas a kol., 1996). Antimikrobialni ucinky krali¢iho
mléka pozoroval Gallois a kol. (2007). Bylo zjiSténo, ze mléko vyrazné zmiriiuje infekci
Escherichia coli O103 u mladych kraliku.

Z dostupnych pramenii nelze jednoznac¢n€ usoudit, kterd mastnd kyselina ma nejvétsi
antimikrobialni aktivitu. Na zaklad¢ vysledki fady autort Ize vSak soudit, Ze nenasycené
mastné kyseliny jsou u¢innéjsi nezZ nasycené a optimalni délka fetézce nasycenych mastnych
kyselin je kolem 12 atoma uhliku (Nieman, 1954). Pfi pokusech s gramnegativnimi
I grampozitivnimi druhy bakterii byly G¢inn€j§i nenasycené kyseliny s 10, 14 a 18 atomy
uhliku nez jejich nasycené derivaty.
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Jako nejucinngjsi se nicméné ukazala kyselina laurova (Kabara a kol., 1972). Rovnéz kulturu
smésnych bachorovych mikroorganismii ovliviiovala kyselina laurova, ktera inhibovala
fermentaci vice nez kterakoliv mastna kyselina bez ohledu na pfitomnost dvojnych vazeb.
Kyselina laurova snizila produkci t€kavych mastnych kyselin ve vétsim rozsahu nez kyselina
myristova, palmitova, stearova, olejova, linolova a arachidonova (Chalupa a kol., 1984).
Kyselina laurova rovnéz potlac¢ovala bachorové prvoky a methanogeny (Dohme a kol., 2000).
Utinek kyseliny kaprylové a kaprinové na intestinalni a bachorové bakterie byl s jistotou
prokazan (Marounek a kol., 2002). Minimalni inhibi¢ni koncentrace kyseliny kaprylové se
pohybovala mezi 1 a 3 mg/ml, u kyseliny kaprinové pak mezi 0,25 a 0,50 mg/ml. V této studii
nebyl pozorovan rozdil v citlivosti grampozitivnich a gramnegativnich bakterii ke kyselin¢
kaprylové. Naopak kyselina kaprinova byla u¢innéjsi v ptipad€ grampozitivnich bakterii a za
zminku stoji zejména velka citlivost enteropathogenni bakterie Clostridium perfringens. Pii
inkubaci bachorového obsahu a obsahu slepého stieva kraliki obé kyseliny snizovaly
produkci tékavych mastnych kyselin a fermenta¢niho plynu a zvySovaly tvorbu kyseliny
mlécné. V bachorovém obsahu byla kyselina kaprinova UCinnéj8i v oblasti nizSich
koncentraci, ale méné u¢inna nez kyselina kaprylova v oblasti koncentraci vyssich. Kyselina
olejova méla pouze maly vliv. Kyseliny palmitové a stearovd nemély vliv Zadny.

Na bakteridlni floru kiize jatecné opracované dribeze méla vyrazny vliv kyselina olejova
(Hinton a Ingram, 2000). Kuze kufat byla oSetfena roztoky o rtizné koncentraci kyseliny
olejové, ktera prokazatelné snizila pocty bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, Campylobacter
sp., Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus lentus a Salmonella typhimurium.
Piidavek kyseliny kapronové v mnoZstvi 3 g/kg krmné smési snizil pocty salmonel v tlustém
stieve, jatrech, sleziné a v kloakalnich vytérech pétidennich kufat (Van Immerseel a kol.,
2004).

Pridavek 5 % tuku s obsahem mastnych kyselin o stfedni délce fetézce v kombinaci s lipasou
inhiboval mikrofléru gastrointestindlniho traktu selat. Ukéazalo se, ze mezi mnoZstvim
uvolnénych kyselin a inhibici bakterii je pfima umérnost (Dierick a kol., 2002). Dierick a kol.
(2003) rovnéz zaznamenali zvySeni pfirtistkii o 25 % u selat krmenych dietou s ptidavkem
rostliny Cuphea (lanceolata a ignea). Semena této rostliny obsahuji mastné kyseliny se
sttedni délkou fetézce. Rovnéz u nas, v podminkdch chovu s nizkou uzitkovosti, Marounek a
kol. (2004) zjistili, Ze piidavek kyseliny kaprylové (5 g/kg) nebo oleje s obsahem kyseliny
kaprylové a kaprinové (10 g/kg) zvysil ptirastky selat v dobé po odstavu.

V pokusech na mysich infikovanych bakteriemi Escherichia coli, nebo Vibrio cholerae doslo

vlivem pusobeni kyseliny kaprinové k redukci V. cholerae o vice nez tfi fady, vuci E. coli
nebyl pozorovan zadny ucinek (Petschow a kol., 1998).
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4. VLASTNI METODIKA

Studium antibakterialnich ucinkit mastnych kyselin in vitro

V pokusech in vitro byly sledovany ucinky mastnych kyselin a jejich derivati na
nejvyznamnéj$i zastupce enteropathogennich bakterii (salmonely, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni). Inhibi¢ni vlastnosti kyselin byly testovany
vysevem bakterii na selektivni agary, méfenim rezidualni glukosy v zivném médiu a
molekularné biologickymi metodami (real-time PCR). Ze vSech patnacti testovanych kyselin
byl rst E. coli inhibovan pouze kyselinou kaprylovou (Cg) a kaprinovou (Cjp). V piipadé
klostridii méla nejvétsi Gcinek kyselina laurova (Cjz). Antimikrobialni ucinek kyselin byl
snizen pfitomnosti krmiva v médiu, po adaptaci bakterii a v neutrdlni oblasti pH.
Antibakteridlni ucinek monoglyceridii byl mensi nez ucinek volnych kyselin. V navazujicich
pokusech byl zjistovan vliv kyselin na enteropathogenni kmen C6 bakterie E. coli, sérovar
O128. Pokusy probéhly pfi tfech rezimech pH (neutrdlni, slabé a silné kyselé prostiedi).
V neutrélni oblesti pH byla G¢inné pouze kyselina kaprylova a kaprinova. Pfi poklesu pH se
jejich ucinek zvysil (az k uplné eliminaci bunék).

A, B Kontrolni vzorky (podélny
a pricny fez buitkami)

C Vzorky po plisobeni kys. laurové
(Img/ml; 60 min)

D Vzorek po pisobeni
1-monolaurinu
(5 mg/ml; 60 min)

Obr. 1. Pisobeni kyseliny laurové na Clostridium perfringens
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Pti studiu uc¢inku kyselin na kampylobaktery jsme kromé& mastnych kyselin testovali i uc¢inek
dalsich organickych kyselin: sorbové, fumarové, jantarové, benzoové, fenyloctové, jablecné,

mlécné a citronové. Antibakteridlni ucinky téchto kyselin byly nizsi a kyseliné kaprylové a
kaprinové se nevyrovnaly. Lze tedy fici, Ze mastné kyseliny o stfedni délce fetézce jsou

VW

ucinnéjsi nez bézné pouzivané organické kyseliny.

Tab. 1. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (g/1) mastnych kyselin C, — C;3 v pokusech in vitro

Mastna E. coli S. enteritidis ~ S. infantis  S. typhimurium  CI. perfringens
kyselina CCM CCM ATCC K2 K3 CCM CNCTC
3954 4225 13076 4435 5459
CZ — Cﬁ r r r r r r r
Cs 2 2 3 3 3 5 1
Cio 5 5 r r r 1 1
Co r r r r r 0.1 0.2
Cia r r r r r 0.1 0.2
C16,C1s r r r r r r r
Cig1 r r r r r 2 3
Cis r r r r r r 2

Obr. 2. Kolonie C. jejuni na Prestonové agaru
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Uplatnéni mastnych kyselin ve vyzive kralikii

Provoznimu poKusU JSIe POuZIil bUU DIOJIErovych Krallku, Z NichzZ poloviia byra oastavena
ve véku 25 dnli (Casny odstav) a polovina ve véku 35 dnli (obvykld doba odstavu). Krmna
smés pokusnych skupin obsahovala 1 % Akomedu R nebo 1 % kokosového oleje. Akomed R
je komeréné dostupny olej, ktery obsahuje kyselinu kaprylovou, kaprinovou a laurovou
v mnozstvi 60,8; 38,7 a 0,3 g na 100 g mastnych kyselin. Krom¢ Akomedu R existuje jesté
Akomed E. Mortalita ¢asné odstavenych kralikti byla velmi vysoka, 45 %. Piidavek Akomedu
R statisticky vyznamné snizil mortalitu na 23 %. Kokosovy olej, ktery obsahuje 75 %
triacylglyceroli mastnych kyselin o stfedni délce fetézce, zejména kyseliny laurové a
myristové, nemél zadny vliv. Mortalita kraliki odstavenych ve 35 dnech byla nizkd, 14 %
Vv kontrolni skupiné. Akomed R snizil mortalitu na 6 %. Z vysledku je zfejmé, ze Akomed R
snizuje mortalitu mladych kralikti. Rozdily jsou patrné zejména v chovech s vysokymi uhyny.

Tab. 2. SloZeni Akomedu R Tab. 3. SloZzeni Akomedu E
Mastna kyselina Obsah (%) Mastna kyselina Obsah (%)
Kyselina kaprylova (Cg) 60,8 Kyselina kaprylova (Cg) 65— 80
Kyselina kaprinova (Cyo) 38,7 Kyselina kaprinova (Co) 20-30
Kyselina laurova (Cy,) 0,3 Kyselina laurova (Cy,) max. 2

Bé&hem experimentalni infekce odstavenych kralikd kryptosporidiemi nebyl pozorovan vliv
pridavku kyseliny kaprylové na prabéh infekce. Kralici byli infikovani oocystami
Cryptosporidium parvum (5 x 10°). Preventivni u¢inek nebyl prokazan ziejmé& diky vysoké
odolnosti oocyst kryptosporidii k antimikrobialnim latkam.

—

Obr. 3. Kolonie E. coli na TBX agaru




Poufiti mastnych kyselin s mikrobilnim Gcinkem k nahradé krmnych antibiotik u hospodarskych zvifat

Tab. 4. Poéty E. coli a celkovych anaerobi (log;o CFU/Q) v Zaludku a slepém stievé odstavenych
kraliku infikovanych E. coli 0128, kmen C6

) ] E. coli Celk. anaerobi

Skupina Dieta Infekce — . » .
Zaludek  Sl. stfevo Zaludek Sl. stievo
1 Kontrolni Ne 2,05 3,822 3,72 9,08
2 Kontrolni Ano 2,08 7,53° 4,85 9,55
Kyselina a

3 kaprylova, 0.5 % Ano 2,03 413 3,53 9,48
4 Akomed R, 1 % Ano 2,19 4,932 3,77 9,45
R.M.S.E 0,21 0,74 0,77 0,42

R.M.S.E., Root mean square error
ab “Hodnoty ve stejném sloupci jsou statisticky vyznamné odligné (p < 0,05)

Mo berof suevivors

"' I 1 1 1 1 1 1 [l 1 1 'l ] i 1 1 1

01 2 3 4 5 6 7T KB % 1011 12 13 14 15 16

Davs alter imlection

Obr. 4. Casovy pribéh mortality v jednotlivych skupinach kraliki infikovanych E. coli 0103,
o oznacuje negativni kontrolu (Zadna uhyn), e pozitivni (infikovanou) kontrolu
S nejvétsimi uhyny, A skupinu s kyselinou kaprylovou a A skupinu s Akomedem R.
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Uplatnéni mastnych kyselin ve vyzive driibeze

Byl uskute¢nén pokus na brojlerovych kutatech s cilem zjistit zda mastné kyseliny mohou
zabranit infekci kufat po podani kontaminovaného krmiva. Krmivo jsme kontaminovali
salmonelami, k pokusu jsme pouzili bakterii Salmonella enteritidis. Pokusné skupiny
ptijimaly krmnou smés s piidavkem 0,25 nebo 0,5 % kyseliny kaprylové. Kyselina kaprylova
statisticky prikazné snizila vyluovani salmonel u obou pokusnych skupin. Vys$si davka
kyseliny byla sice ucinnéjsi, ale pfi této koncentraci v krmivu jiz zacalo dochazet ke sniZeni
jeho piijmu. Déavka 0,25 % kyseliny kaprylova byla dostatecnd ke statisticky priikkaznému
sniZeni vylucovani salmonel do prostiedi.

V dalsim pokusu jsme kyselinu kaprylovou pouzili k osetfeni povrchu jatecné opracovanych
kutat, ktera mohou byt pfi¢inou alimentarnich infekci u lidské populace. OSetieni povrchil
emulzi kyseliny kaprylové o koncentraci 46 % snizilo pocty stafylokoki, mikrokoki
a pseudomonad. Koncentrace 4 % stacila k uplné eliminaci E. coli.

Obr. 4. Kolonie salmonel na XLD agaru

Uplatneéni mastnych kyselin ve vyzive prasat

Byly provedeny dva pokusy s cilem zjistit, zda piidavek kyseliny kaprylové ovlivni prubéh
infekce selat enterotoxigenni E. coli (ETEC). V prvnim pokusu byla selata infikovana per 0s,
pokusna skupina dostavala krmivo s ptidavkem 0,5 % kyseliny kaprylové. Pridavek kyseliny
snizil pocty E. coli ve slepém a tlustém stfevé pokusnych zvifat cca o jedan fad, vysledky
nebyly statisticky prikazné. Ve druhém experimentu byla selata infikovdna pomoci
kontaminovaného krmiva. Zde se ukazalo, ze kyselina kaprylova v mnozstvi 5 g/kg vyznamné
snizila proliferaci EPEC v travicim traktu selat.

10
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5. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

V soucasné dobé jsou ve vyzivé hospodaiskych zvirat pouzivana krmiva bez piidavku
krmnych antibiotik (kromé kokcidiostatik a histomoniostatik). Tato skute¢nost vede
nejen ke snizeni uzitkovosti a produkéni ucinnosti krmiv, ale 1 zhorSeni zdravotniho
stavu hospodaiskych zvifat s naslednou moznosti kontaminace produktti Zivocisné
vyroby enteropathogennimi bakteriemi. Ekonomické ztraty rovnéz zahrnuji nédklady na
1é¢bu a péci o nemocnd zvirata. Mastné kyseliny se stfedni délkou fetézce predstavuji
vhodnou alternativu. Jsou to latky ptirodniho charakteru, bézné se vyskytuji naptiklad
v mléce. Vysoky obsah ma zejména mléko kraliki. Mastné kyseliny nezanechavaji
rezidua a nejsou pricinou vzniku rezistence u bakterii.

6. ZAVER

® 7 patndcti testovanych mastnych kyselin byly antibakterialni ucinky prokdzany zejména u
kyseliny kaprylové. Kyselina kaprylova vykazovala inhibi¢ni G¢inky u vSech testovanych

baktertii.

m  Kyseliny kaprylové a kaprinova vykazuji prikazné antibakterialni G€inky i pfi neutralnim

pH, pii poklesu pH se ucinek zvySuje.

= Mastné kyseliny o stfedni délce fetézce jsou G€innéjsi nez b&ézné pouZivané organické

kyseliny.

= Byla zji$téna citlivost laktobacil k mastnym kyselinam; laktobacily byly srovnatelné
citlivé na kyselinu kaprylovou jako E. coli. Soucasné pouziti kyseliny kaprylové (jako

antimikrobidlni latky) a laktobacilii (jako prebiotika) se tudiz ukazuje jako nevhodné.

®  Triacylglyceroly mastnych kyselin snizuji mortalitu mladych kraliki po odstavu, rozdily

jsou patrné zejména v chovech s vysokymi tthyny.

®  Béhem experimentdlni infekce odstavenych kraliki kryptosporidiemi nebyl pozorovan

vliv ptidavku kyseliny kaprylové na priibéh infekce.

= Kyselina kaprylova v davce 0,25 % statisticky vyznamné snizuje vylucovani salmonel u

brojlerovych kufat se salmonel6zou. Koncentrace 0,25 % je vhodnéjsi nez koncentrace 0,5 %.

m  Kyselina kaprylové u kufat nejevi ristoveé stimulacni u¢inek. Nemd vliv na senzorickou

hodnotu masa.

= U selat byl uc¢inek kyseliny kaprylové pozorovan zejména V piipad¢ infekce zvifat vlivem

pfijmu kontaminovaného krmiva.

®  (OSetfeni jatecné opracovanych povrchll driibeze emulzi kyseliny kaprylové o koncentraci

4-6 % snizuje pocty stafylokokii, mikrokoki a pseudomonad a zcela eliminuje E. coli.

11



Pouziti mastnych kyselin s mikrobilnim Gcinkem k nahradé krmnych antibiotik u hospodafskych zvifat

7. DOPORUCENI PRO PRAXI

= Pfidavek mastnych kyselin do krmné smési hospodarskych zvitat by mél Cinit 0,25 — 0,5
%, u brojlerovych kurtat je vhodnéjsi davka 0,25 %.

= Kyseliny se piidavaji do krmiva pfed peletizaci, krmnou smés je nutno podavat od
prvniho dne (u kurat), nebo po odstavu (u kralikt, selat, telat).

= Piedpokladame, Ze vhodnéjsi by byla forma enkapsulovana, ta vSak v soucasnosti neni
na ¢eském trhu dostupna.

= Mastné kyseliny neplsobi inhibi¢né na kryptosporidie. U ostatnich pathogent ptlisobi
spiSe preventivné (krmenim pted infekci) nez terapeuticky.
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