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Studium interakci antibiotik a antiseptickych latek

Souhrn

Bovinni mastitida je infekéni onemocnéni, jez ma negativni dopad na mlékarensky
prumysl. Tuto nemoc rovnéz zapfi¢inuji bakterialni kmeny, jeZ mohou vykazovat rezistenci
na antibiotickou terapii. To mize mit velmi nezadouci vliv na samotnou 1écbu, welfare dojnic
a ekonomické aspekty. I mezi streptokokalnimi puvodci mastitidy se mohou vyskytovat
kmeny s ur€itou mirou odolnosti viéi antibiotikim. Z tohoto divodu byly v této zavérecné
praci vybrany dva streptokokalni ptivodci mastitidy — Streptococcus agalactiae (CCM 6187)
a Streptococcus dysgalactiae (DSM 20662).

Tato prace byla zaméfena na téma pusobeni antiseptickych latek pfirodniho charakteru,
konkrétné pyrithion zinku (ZnP) v reakci s patogennimi kmeny Streptococcus spp. DalSim
cilem bylo zjistit antimikrobialni aktivitu ZnP a gentamicinu (GEN) a nasledné urcit typy
interakci ZnP s GEN za pouziti in vitro mikrodiluéni-Sachovnicové metody. K tomu
byly pouzity desti¢ky o devadesati Sesti jamkach uréené k mikrotitraci. Mikrodilu¢ni metoda
v téchto destickach byla nejprve vyuzita pro zjisténi antimikrobialni aktivity ZnP a GEN. Poté
byl stejny typ desticek pouzit u mikrodiluéni-Sachovnicové metody. Na zakladé z této metody
obdrzenych indexti frak¢nich inhibi¢nich koncentraci byly vyhodnoceny vzniklé interakce
kombinace téchto antiseptik.

V této praci byla stanovena antimikrobialni ¢innost ZnP a GEN ve vztahu k patogennim
kmentm Str. agalactiae a Str. dysgalactie. Dale byly nalezeny synergické a aditivni interakce
ZnP v kombinaci s GEN. Synergismus ZnP s GEN byl detekovan jak u Str. agalactiae
pii koncentracich ZnP 0,0625 pg/ml az 0,0078125 pg/ml, tak au Str. dysgalactiae
pfi koncentracich ZnP od 0,25 pg/ml az 0,0625 pg/ml. U zbylych koncentraci ZnP se jednalo
o aditivni ucinky. Na zdakladé pfitomnosti synergickych interakci testovanych latek v této
praci, je vhodné pokrac¢ovat v dal§im studiu této problematiky.

Klic¢ova slova: inhibice; synergie; streptococcus; infekce; rezistence



Interactions of naturally-derived antiseptics and
antibiotics

Summary

Bovine mastitis is an infectious disease, which has a negative impact on the dairy
industry. This illness is also caused by bacterial strains, which may be resistant
to the antibiotic therapy. This can have an undesirable impact on the treatment itself, wellfare
of the dairy cows and the economical aspects. Even steptococcal pathogens causing bovine
mastitis include strains which may be resilient to antibiotics. That is the reason, as to why
in this final thesis, two strains of pathogenic Streptococcus spp. were chosen — Streptococcus
agalactiae (CCM 6187) and Streptoccus dysgalactiae (DSM 20662).

This thesis was focused on the topic of the influence of naturally-derived antiseptics,
in particular zinc pyrithione (ZnP) in reaction with the pathogenic strains of Streptococcus
spp- The next objective included the determination of the antimicrobial activity of ZnP
and of gentamicin (GEN) and subsequently to identify the types of interactions of the
combination of ZnP with GEN using the in vitro microdilution-checkerboard method. For this
method, plates containing ninety six wells intended for microtitration, were used. Firstly,
microdilution method in these plates was used to assess the antimicrobial activity of ZnP and
GEN. Then, the same type of plates was used in microdilution-checkerboard method. Based
on the fractional inhibitory concentrations indices acquired from this method, interactions of
the combined antiseptics were evaluated.

In this work, antimicrobial activity of ZnP and GEN in relation to the pathogenic strains
of Str. agalactiae and Str. dysgalactie was determined. Afterwards, synergistic and additive
interactions of ZnP combined with GEN were found. Synergisms of ZnP with GEN were
detected in Str. agalactiae (with the concentration of zinc pyrithione 0,0625— 0,0078125
ug/ml) and in Str. dysgalactiae (with the concentration of zinc pyrithione 0,25- 0,0625
ng/ml). The rest of the interactions were additive effects. Based on the presence
of the synergistic interactions of the tested substances in this thesis, it is beneficial to continue
the study of this matter.

Keywords: inhibition; synergy; streptococcus; infection; resistance
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1 Uvod

V medicin€, humanni i veterinarni, jsou k 1é¢bé ran a povrchovych zanéti bakterialniho
puvodu hojn€ vyuzivana antibiotika. Jejich masivni spotieba vSak znaéné pfispiva k Sifeni
bakterialni rezistence k antibiotikim, coz je celosvétovy problém, ktery je tieba feSit. Neni
tedy prekvapenim, ze jednim z cili Svétové zdravotnické organizace je posilit vS§echny staty,
konkrétné rozvojové zeme, pro v€asnou vystrahu, snizeni rizik a organizaci pifi narodnich
a globalnich zdravotnich hrozbach (WHO 2021). V praxi je sledovana vy§si mira rezistence
na antibiotickou 1é¢bu. Rezistentni kmeny mohou byt naptiklad zastupci Pseudomonas
aeruginosa  k betalaktamovym  antibiotikim, karbapenemim a k cefalosposiniim;
enterobakterie k betalaktomovym antibiotikim; Staphylococcus aureus vac¢i vankomycinu,
meticilinu, ¢i oxacilinu; a mnoho dal§ich (Krej¢i 2020). Uvadi se, ze celkova ekonomicka
ztrata zpusobena prumérnym piipadem bovinni mastitidy muze stat chovatele dojnic az 444
americkych dolarti za kazdy ptipad infekce (v prepoctu 9926 K<) (Rollin et al. 2015).

Pouzitim novych antibiotik, latek pfirodniho charakteru s antibakterialnimi ucinky,
popiipade jejich kombinaci, 1ze této skuteCnosti predchazet. Latky prirodniho charakteru
s antibakterialnimi U¢inky maji v n€kterych pifipadech odliSny mechanismus inhibice nez
bézné€ pouzivana antibiotika, coz je indikatorem pro studium mozné synergie danych latek
(Caterina et al. 2013). Mezi latky prirodniho charakteru s potencialem vhodné plisobit
na mikroorganismy pusobici zanéty povrchovych tkani patii napfiklad pyrithion zinek, ktery
v této oblasti vykazuje velky antimikrobialni potencial (Guthery et al. 2005).

Pyrithion zinek (ZnP), derivat kyseliny aspergilové, je vyhledavan pro svij
antimikrobialni ucinek. Ten je vyuzivan pro svou vyznamnou aktivitu pfi potlaeni vyskytu
lupti a dalSich infekci kvasinkového pivodu (Mangion et al. 2021). Nejenom z tohoto davodu
byla antimikrobialni aktivita ZnP vi¢i vybranym patogennim bakteriim v této diplomové
praci studovana (Guthery et al. 2005; Blanchardem et al. 2016).

Vramci této zaveéreCné prace byly zjistény minimalni inhibi€ni koncentrace
u patogennich kmena Streptococcus agalactiae a Streptococcus dysgalactiae ke stanoveni
antimikrobialni aktivity ZnP a gentamicinu — antibiotika, jez je Casto uzivano pii 1écbe
bovinni mastitidy. Dale byly zjiStény typy interakci kombinace téchto antiseptik v reakci
s vySe zminénymi bakterialnimi druhy pomoci mikrodilu¢ni-Sachovnicové metody.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Hypotéza

Pyrithion zinek bude v kombinaci s vybranymi antibiotiky vykazovat néktery z typa
interakci  (synergismus/antagonismus/aditivni  Ginek) v reakci s patogennimi kmeny
Streptococcus spp.

2.2 Cil prace

Vytvorit literarni reSerSi na téma pusobeni antiseptickych latek pfirodniho charakteru,
konkrétn€ pyrithion zinku vici patogennim kmenim Streptococcus spp. Stanovit minimalni
inhibi¢ni aktivitu jednotlivych latek a nasledné i typy interakci pyrithion zinku s vybranymi
antibiotiky pomoci mikrodilu¢ni-§achovnicové metody.



3 Literarni reSerse

3.1 Streptococcus spp.

3.1.1 Charakteristika

Rod Streptococcus tvori zastupci Grampozitivnich, sférickych ¢i  ovoidnich
nepohyblivych bakterii (0,5-2 pm), které se vétSinou sdruzuji v parech nebo fetizcich.
Nesporuluji, jsou fakultativné anaerobni, katalaza negativni a hydrolyzujici eskulin (Hardie &
Whiley 1997; Hillerton & Berry 2003; Kabelitz et al. 2021; Lannes-Costa et al. 2021).

Tento rod se vyskytuje v pud€, vod€, mlécnych produktech, potravinach, rostlinach,
u zvitat (Str. canis, Str. equi, Str. suis, Str. porcinus, Str. uberis, Str. bovis) a1 u Clovéka (Str.
oralis, Str. parasanguinis, Str. salivarius, Str. thermophilus) (Hardie & Whiley 1997;
Kabelitz et al. 2021).

3.1.2 Zastupci rodu Streptococcus spp.

Klasifikace streptokokii je slozita a je zalozena na nékolika znacich zahrnujici
hemolytické vzorce na krevnim agaru, biochemické reakce, antigenni skladbu a genetickou
analyzu. Jejich hemolyza se déli na: CasteCnou (a-hemolyza), kompletni (B-hemolyza) a
nehemolytickou. a-hemolytické rody pfi redukci hemoglobinu produkuji zelené zbarveni na
krevnim agaru. B-hemolytické streptokoky jsou cClenény do sérovych skupin, které jsou
stanoveny dle antigennich rozdil sacharidi bunécné stény. Streptokoky, se mohou dale
klasifikovat pomoci antigennich skupin (Lancefieldovy antigeny), biochemickych reakci ¢i
molekularnich metod (Torok & Day 2009; Peters et al. 2017). Obrazek nize zobrazuje
klasifikaci streptokokt (Obrazek 1, Peters et al. 2017).

Streptococcus Spp.

hemolyticka aktivita
a z N p

B D C/G Lancefieldovy
I ? > I antigeny
Str. Str. St St

Str. bovis/ St
preumoniae mitis pvogenes agalactiae enterokoky dysgalactiae

Obrdzek 1: Klasifikace streptokoku (Peters et al. 2017)

Str. pyogenes (skupina A) je nezanedbatelny lidsky patogen, ktery zpusobuje akutni
zanét hltanu, spalu, kozni a systematické infekce. Dal§imi infekcemi mohou byt zanét mandli,
bakteriémie, tvorba hlubokych abscesi ¢i nekroticka fasciitida. Jedna se o B-hemolytické
koky, jez rostou v parech nebo kratkych fetizcich (Torok & Day 2009; Peters et al. 2017).
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Skupiny C a G (Str. equi, Str. dysgalactiae), tohoto bakterialniho rodu jsou [-
hemolytické streptokoky, které kolonizuji nosohltan, kiizi a genitalni ustroji. Infekce jimi
zpusobené se podobaji infekcim vyvolanym bakteriemi skupiny A. Zahrnuji zanét hltanu,
zanét plic, endokarditidu, bakteriémii, neonatalni sepsi a meningitidu (Tanaka et al. 2008;
Torok & Day 2009; Peters et al. 2017; Haenni et al. 2018).

Kolonizace nosohltanu Str. pneumoniae, a-hemolytickym kokem, je Casta jak u déti,
tak u dospélych a umrtnost pfi invazivni infekci se pohybuje kolem 10 %. Dale mize tento
druh zapficinovat septickou artritidu, endokarditidu a meningitidu (Peters et al. 2017).

Skupina streptokok viridans (Str. faecium, Str. mutans, Str. salivarius, Str. anginosus,
Str. sanguinis) jsou prevazné komenzalové v gastrointestinalnim, dychacim a Zzenském
pohlavnim traktu. Nejvice se vyskytuji v dutiné ustni. Maji nizkou patogenitu az na jejich
sklon adherovat k srde¢nim chlopnim a zptsobovat endokarditidu. Jedna se o fakultativné
anaerobni, katalaza negativni Grampozitivni bakterie, které jsou hlavné a-hemolytické (Torok
& Day 2009; Doern & Burnham 2010; Peters et al. 2017)

Neékteti zastupci streptokoktl byvaji spjaty s mastitidou (Str. uberis a Str. agalactiae,
Str. parauberis, Str. salivarius, Str. sanguinis, Str. canis, Str. lutetiensis a Str. equinus)
(Wyder et al. 2011; Kabelitz et al. 2021). Mastitida neboli zanét mlécéné zlazy, muze
zahrnovat symptomy jako otoky, teplotu, bolest vemene, nestandardni mlécnou produkci,
zvySenou télesnou teplotu, letargii a anorexii (Kabelitz et al. 2021).

Vyskyt mastitid v chovech skotu je nezadouci znékolika hledisek. Z pohledu
ekonomiky chovu je tfeba pocitat s vyfazenim mléka od postizenych dojnic z dodavky, dale
zde hraji roli naklady na veterinarni oSetfeni, 1éCiva a vétsi nasazeni zameéstnancu. Je vSak
tfeba zminit 1 negativni vliv na welfare postizenych zvitat. Uvadi se, ze ekonomické ztraty
kvuli mastitidé mohou vyjit az na 444 americkych dolarti na kravu za rok (v pfepoctu 9926
K¢) (Rollin et al. 2015; Kabelitz et al. 2021). Béhem prvnich dvou tydni od pocatku infekce
muze bovinni mastitida znamenat ztratu pro chovatele az 1,0-2,5 kg mléka/den. Celkova
ztrata mléka kvuli této nemoci muze dosahovat az 110-552 kg zavisle na stafi dojnice,
laktacnim stadiu, dosavadnim poctu oteleni (¢im vySSi je pocCet oteleni, tim je vySsi
pravdépodobnost nadkazy mastitidou) a hygienou daného chovu (Rajala-Schultz et al. 1999;
Hogan & Smith 2003; Sharun et al. 2021). Mastitida zptisobena streptokoky trva v piipadé
akutni infekce cca 12 dni, nicméné prechodem do chronického stadia se jeji trvani muze
znaéné prodlouzit (az na 300+ dni) (Kabelitz et al. 2021). Podle studie Hogan & Smith (2003)
cca 41 % incidenci mastitid ma trvani do 8 dni a pouze 15 % trva pies 90 dni. Pokud akutni
onemocnéni neni dobfe zaléCeno, mize se stat chronickym a vést az ke snizené plodnosti.
Z toho duvodu je zapotiebi rychlé, ekonomické, jednoduché a zarovern G¢inné metody pro
identifikaci ptvodce a posléze moznou lécbu mastitidy. K tomu patii dvé faze: prikaz
vyskytu mastitidy a identifikace infek¢niho agens. Od roku 1992 je evropsky standard pro
pocet somatickych bunék (PSB) v mléce do 400 000 na 1 ml. U nadoje od dojnic s mastitidou
je bézny nalez PSB >1 000 000 bunék/ml (Hillerton & Berry 2003; Kabelitz et al. 2021).

3.1.2.1 Streptococcus agalactiae

Str. agalactiae (skupina B) je béznym komenzalem mukoézni vrstvy u lidi, ale i
dlezity patogen u t&hotnych, novorozenci a en po porodu. Cetnost asymptomatické
kolonizace vaginy u t€¢hotnych zen je pomérné vysoka (5—40 %) a hrozi vertikalni pfenos na
plod béhem porodu. Nejhorsi nebezpeCi infekce hrozi novorozencim (neonatalni sepse,
bakteriémie a meningitida), ale i u dospélych se muze vyskytovat bakteriémie. U téhotnych
Casto hrozi zanét moc¢ového mechyite ¢i infekce mocovych cest (Torok & Day 2009; Pereira et
al. 2010; Kabelitz et al. 2021; Lannes-Costa et al. 2021).
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Streptocococcus agalactiae je CAMP pozitivni a eskulin negativni. Str. agalactiae je
povazovany za [3-hemolyticky, ale vyskytuje se i nékolik nehemolytickych kmenti. Tento druh
ma 9 odli§nych kapsularnich sérotypu: Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VI, VII a VIII a desaty sérotyp
IX byl objeven v roce 2007. Infek¢nost tohoto druhu se 1isi na zaklade jednotlivych sérotypu
(Kabelitz et al. 2021). Donedavna kapsularni typy Ia, Ib, III a V stdly za 98 % lidské
kolonizace a infekce (Lannes-Costa et al. 2021).

Str. agalactiae ke své virulenci piispiva kédovanim enzymu lyazy, ktery Stépi
hyaluronat. Odbouravanim hyaluronatu usnadriuje invazi pojivovych tkani podobné, jak to
déla streptokinaza u Str. dysgalactiae. Zaroveni podporuje hydrolyzu kaseinu, kdy takto
uvolnéné aminokyseliny mohou slouzit jako ziviny potifebné pro dalsi mikroorganismy. U
tohoto druhu byla zji§téna schopnost tvofit pory pomoci toxini. TéZ je pozoruhodna jeho
rezistence k antimikrobialnim peptidim. Existuje fada dalSich faktorti zapficinjici virulenci
Str. agalactiae jako je napiiklad tvorba biofilmu a repetitivni proteiny bohaté na serin, které
mu umoziuji pfilnout k lidskému keratinu a epitelidlnim bunikam (Kabelitz et al. 2021).

Streptococcus agalactiae je spojovan s meningoencefalitidou u ryb a mastitidou krav
(Pereira et al. 2010; Kabelitz et al. 2021). Vyskytuje se v bovinnim gastrointestinalnim traktu,
a i v prostredi staje. Str. agalactiae mize na neurcito pretrvavat v mléénych zlazach dojnic,
kde jeho prezivani znacné usnadiiuje schopnost téchto bakterii tvofit biofilm (Cheng & Han
2020). Ten jim poméha adherovat a pietrvavat v prostiedi hostitele. K pfenosu Str. agalactiae
na dalsi zvifata mize dochazet béhem procesu dojeni (Wyder et al. 2011). V minulosti vysoce
infek¢ni bakterie je v dneSni dobé dobife zvladatelnd pomoci antimikrobidlnich oSetfeni a
udrzovani dobré hygieny provozu (Hillerton & Berry 2003; Cheng & Han 2020; Kabelitz et
al. 2021; Lannes-Costa et al. 2021).

15-30 % kment Str. agalactiae je rezistentni na erythromycin a klindamycin, coz jsou
jedny z nejcastéji pouzivanych antibiotik k 1écbé infekce zpusobenych touto bakterii. Je
mozné vyuzivat antibiotika gentamicinu (GEN) s pfiznivymi vysledky (Larsen & Sever
2008). Bohuzel neexistuje zadna ucinna vakcina proti Str. agalactiae (Armistead et al. 2019;
Pinto et al. 2021).

3.1.2.2 Streptococcus dysgalactiae

Str. dysgalactiae je o-hemolyticky, CAMP negativni a eskulin negativni (C a G
skupina streptokokti dle Lancefielda). Vétsina kment Str. dysgalactiae jsou nehemolytické s
a-hemolytickymi vyjimkami. Str. dysgalactiae patii mezi patogeny zpusobujici mastitidu. Je
schopen prezivat jak v hostiteli, tak i v prostfedi staje. Tento druh je spojovan s infekcemi
skotu, ale vyskytuje se i u jinych pfezvykavcu jako jsou kozy ¢i ovce. U lidi tato bakterie
zapricinuje endokarditidu, kloubni infekce a celulitidu (Haenni et al. 2018; Kabelitz et al.
2021).

Bylo zjisténo, ze moucha druhu Hydrotea irritans hraje dilezitou roli v pfenosu Str.
dysgalactiae dysgalactiae. Tyto mouchy se ve stdjovém prostredi vyskytuji hlavné v 1été, coz
muze byt divodem castéjSich incidenci mastitidy v 1ét€ oproti zimnim ¢i jarnim mésicim
(Kabelitz et al. 2021).

Str. dysgalactiae je schopen na sebe poutat extracelularni bilkovinny matrix jako je
fibronektin, ktery je hlavni slozkou pojivych tkani. Tim podporuje bakterialni pfilnavost
k tkanim mlécné zlazy. Vazba na extracelularni bilkovinny matrix je kliCovym u tvorby
biofilmu, ktery muze pretrvavat i na hydrofilnim povrchu. Ten je dialezitym faktorem
patogenity u Streptococcus dysgalactiae (téz 1 u Str. uberis). Jako G¢inna latka proti tomuto
biofilmu mize byt vyuzit flavonol fisetin (Kabelitz et al. 2021).
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Str. dysgalactiae vylucuje streptokinazu, ktera mize narusovat fibrin a pojivové tkané
a tim pomoci této bakterii se infiltrovat hloubé&ji do tkani hostitele. Pfi kontaktu plazminogenu
se streptokinazou je plazminogen pfeménén na plazmin. Plazmin bakterii umoziiuje hydrolyzu
bilkovin v pojivovych tkani a nasledné jeji vniknuti do tkani hostitele. Kromé téchto enzymu
Str. dysgalactactiae produkuje hyaluronidazu, ktera odbourava kyselinu hyaluronovou.
Kyselina hyaluronova je dulezitym polysacharidem pojivovych tkani a jeji destrukci je Str.
dysgalactiae schopen invaze hostitelskych tkani (Kabelitz et al. 2021).

3.2 Lécba a prevence vyskytu mastitid

Mastitida je komplexni, multifaktorialni onemocnéni. Kvuli tomu jeji 1écba neni
snadnd. Pii antimikrobialni terapii streptokokalni mastitidy je 1écba cilena na oSetfeni
mléénych struk, kanalkt a alveolt mlécné Zlazy (Kabelitz et al. 2021).

K zamezeni Sifeni bakterialnich druh zpusobujicich mastitidu se doporuCuje fada
preventivnich opatieni (Wyder et al. 2011). Infek¢ni patogeny mastitidy jako S. aureus, Str.
agalactiae, Mycoplasma bovis a Corynebacterium spp. piebyvaji ve vemenu kravy a kazi
struku. Tyto mikroorganismy jsou schopné zpusobit subklinické infekce vétSinou spjaté se
zvySenou hladinou PSB. Tento typ infekce lze potlacit snizenim kontaktu mezi zdravymi
anemocnymi jedinci. Oproti infekénim patogenim, environmentalni patogeny mastitidy
(E. coli, Str. uberis, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp.) pochazi
z podestylky a zdzemi stada. Jsou popisovany jako pfilezitostné patogeny, které vyhledavaji
moznost infekce. Tou prilezitosti mize byt snizena imunita jedince ¢i mechanické naruseni
struku (Cheng & Han 2020). Infekce mastitidy se §ifi kontaktem s nemocnym jedincem,
podestylkou, zeminou, hnojem, vykaly, stojatou vodou, béhem dojeni od dojiciho zafizeni,
personalu ¢i vybaveni stije. Environmentalni mastitida je velmi ovlivnéna zoohygienou a
organizaci daného provozu (Sharun et al. 2021). Moznost prevence nakazy zahrnuje i vybér
podestylky. Slaménd podestylka je vétSinou spojovana svyskytem Str. uberis. Tato
podestylka je Casto pouzivana pii oteleni, a proto muze znamenat pro kravu znacny risk. Na
druhou stranu u podestylky z pilin, ¢i u steliva z anorganickych materiala jako je pisek ¢i
rozdrceny vapenec byly zaznamendny nejmensi pocty bakterii. Hygiena vSak neni jedinym
aspektem pro vybér steliva. Je tfeba brat v potaz 1 welfare dojnice. Je znamo, ze mista na
polehavani a odpocivani krav Casto davaji moznost znecCiSténi struku, ktery je na vemeni
jedinou pfistupovou cestou k mlécné zlaze. Obecné kravy chované na pastvé maji nizsi
incidenci mastitidy nez ty ustajené. U dojnic, které se pohybuji zejména venku, je vSak dbat
na to, aby na pastviny nebyly pfili§ zamokiené ¢i pfili§ spasené. Tyto podminky by totiz
mohly vést k infekci mastitidy (Hogan & Smith 2003; Hillerton & Berry 2003; Wyder et al.
2011). Po nadojeni je doporuceno pro dojnici minimaln€ hodinu stat, aby se strukovy kanalek
patfi¢n€ uzaviel a nemohly do né&j vniknout patogeny z prostiedi (Hillerton & Berry 2003).
Dalsimi dilezitymi faktory je dostatecna ventilace, vzdusna vlhkost, hygiena, dobra dojici
technika, dezinfekce struku a jeho zasuSeni. Nakazeni jedinci musi byt rychle identifikovani a
oddéleni od stdda, aby se nadkaza nesifila. Pfi aplikaci téchto méfitek byla incidence
streptokokalni mastitidy snizena o 50 % (Hogan & Smith 2003; Kabelitz et al. 2021).

Pro regulaci infekCnich patogent se doporucuje dodrzovat takzvany pétibodovy plan.
Tento plan zahrnuje: 1) identifikaci a 1écbu klinickych ptipadt; 2) dezinfekci struku po
dojeni; 3) obdobi stani na sucho; 4) redukci chronickych pfipadi; a 5) rutinni Gdrzbu dojici
techniky. U environmentalnich patogent je bohuZel tento plan Casto nedostateCny, a proto je
vhodné zaradit i1 dalsi strategie ke kontrole mastitidy (Cheng & Han 2020).
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3.2.1 Antibiotika

Hlavni strategii 1éCby mastitidy je antibiotickd terapie (Kabelitz et al. 2021). Vybér
antimikrobialniho prostfedku zavisi na jeho farmakokinetickych vlastnostech jako napftiklad:
jeho dostupnosti a distribuci k mlééné zlaze, schopnosti se vazat na bilkovinné fragmenty
postizené zlazy, Ci jeho afinita k lipidové a vodné fazi. Pro stanoveni optimalniho davkovani
je tfeba znalost farmakodynamiky daného piipravku. Idealné by latka cilend na streptokoky
z prostiedi méla mit co nejnizsi minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) a méla by tedy pusobit
pfi co nejnizsich koncentracich (Hillerton & Berry 2003).

Je vSeobecnou snahou omezit uzivani antimikrobialnich latek u hospodarskych zvirat,
zejména z divodu zamezeni Sifeni rezistence bakterii k antibiotikim. Proto jsou antibiotika
predepisovana pouze pro danou indikaci a je snaha jimi neplytvat. U mirnych pfipada
mastitidy jsou dobrou volbou alternativy antibiotik. Oproti tomu u stfednich az tézkych
piipadt je vhodné antibiotika nasadit, zejména pro dosazeni vyhovujici kvality mléka a
welfare zvifat. Rychlost a doba 1écby se muze liSit na zaklad€ sily onemocnéni. Pii 1écbé
mastitidy se chovatel soustfedi nejenom na welfare zvifat, ale i na ekonomické a v neposledni
fadé klinické aspekty daného postupu. Uzdraveni znamena moznost dfivéjsiho prodeje mléka.
Bakteriologické vyléceni znamena snizeni pravdépodobnosti navratu infekce. U¢innost 1écby
zavisi na zavaznosti mastitidy, individualnich rozdilech mezi dojnicemi, l[é€ebnym rezimem a
rychlosti nastoleni 1écby. Pro dobfe cilenou terapii je vzdy doporuceno identifikovat patogen
zpusobujici infekci. Na druhou stranu, pozdni 1écba antibiotiky mize znamenat neschopnost
1écby mastitidy, a 1 vyfazeni dojnice (Hillerton & Berry 2003; Cheng & Han 2020).

Nejcasteji jsou klécbé mastitid uplatiovany aminoglykosidy (GEN), makrolidy
(erythromycin, tilmokosin) a B-laktamova antibiotika (penicilin G, oxacilin, ampicilin).
Vétsinou jsou podavany intramamarné ¢i parenteralné intramuskularni injekci. Intramamarni
aplikace ma vyhodu nizsi spotieby ucinné latky a vyvaruje se systémového Siteni antibiotik v
daném jedinci (Denamiel et al. 2005; Kabelitz et al. 2021).

Patogeny jako Str. uberis a Str. agalactiae, které jsou schopny sidlit intracelularné
v mlécné zlaze a tvofit abscesy (ohraniCeny hnisavy zanét), jsou narocnéjsi na lécbu kvili
jejich schopnostem odolavat G¢inkim antibiotik. Proto mastitida jimi zplGsobena je
preduréena k chronickému prabéhu. VyléCeni pak znacn€ zavisi na vCasném odhaleni
pfiznak(l mastitidy a okamzitém zahajeni 1écby. Intramamarni antibioticka terapie dosahuje
ucinnosti zhruba 90 % u subklinické mastitidy vyvolané Str. agalactiae, Str. uberis
a Str. dysgalactiae a u jinych streptokokt 77 % (Kabelitz et al. 2021).

U Str. agalactiae a Str. dysgalactiae byla zjisténa citlivost na antibiotika tigecyklin,
levofloxacin, vankomycin, ceftazidin a penicilin (Amyes 2007). Prvni volbou k potlaceni
mastitid i nadale zdstavaji B-laktamova antibiotika (penicilin) (Kabelitz et al. 2021).

Data ohledné patogent mastitidy ziskana od Microbiology Laboratory of the Animal
Health Diagnostic Laboratory, Michigan State University z roku 1994 az 2000 zjistila, ze
streptokoky jsou potencialné nachylné na B-laktamova antibitotika (penicilin, ampicilin) a
cefalosporin (ceftiofur, cefapirin). S. aureus je na rozdil od nich €asto rezistentni na léciva,
které mohou byt inaktivovany B-laktamazou (ampicilin, peniciliny). U S. aureus muze byt
dale rozvinuta rezistence na meticilin, aminoglykosidy, makrolidy, chloramfenikol,
tetracyklin a fluorochinolony. Jednotliva data citlivosti Grampozitivnich patogenti mastitidy
na antibiotika jsou patrné v tabulce 1. Ztabulek 2 a 3 je patrna citlivost na jednotliva
antibiotika u Str. agalactiae a Str. dysgalactiae v Case. Ztéchto dat vyplyva, ze Str.

14



dysgalactiae je citlivy na ampicilin, cefalotin, ceftiofur, GEN, erythromycin, oxacilin,
penicilin, sulfa-trimetoprim a pirlimycin. Tento bakterialni druh je méné citlivy na tetracyklin.
Dale vyplyva to, ze Str. agalactiae je citlivy na ampicilin, cefalotin, ceftiofur, erythromycin,
oxacilin, penicilin a pirlimycin a méné citlivy na GEN, sulfa-trimethoprim a tetracyklin
(Erskine et al. 2002; Erskine et al. 2003; Roberson 2012; Lopes et al. 2020).

Tabulka 1: Citlivost Grampozitivnich patogenii mastitidy na vybrana antibiotika (Erskine et al. 2002)

Str. Str.

Antibiotikum agalactiae |Str. uberis| dvsgalactiae |S. aureus
Ampicilin 97.4 % 97,9 % 99,2 % 50,4 %
Cefalotin 100,0 % 99,8 % 99,7 % 99.8 %
Ceftiofur 100,0 % 100,0 % 100,0 % 99.8 %

Erythromycin 84,6 % 68,1 % 82,0 % 93,1 %

Pencilin 96,1 % 94,5 % 94,5 % 50,4 %
Pirlimycin 92,9 % 79,9 % 89,0 % 97,9 %
Sulfa-trimethoprim 49,5 % 95,6 % 96,5 % 99,4 %
Tetracyklin 53.8% 54,8 % 39.8 % 91,5 %

Tabulka 2: Citlivost Str. agalactiae na vybrand antibiotika v case (Erskine et al. 2003)

Antimikrobialni
latka 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 | Suma

100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Ampicilin % 100,0 % | 88,9 % % % % % 97.4 %
100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Cefalotin % 100,0 % % % % % % %
100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Ceftiofur % 100,0 % % % % % % %
100,0 100,0

Erythromycin % 73,3% | 77,8 % | 55,6 % | 75,0 % | 81,8 % % 84,6 %

56,80
Gentamicin | 23,1 % | 33,3 % % 0,0% |150,0% | 9,1 % | 16,7 % | 23,1 %
100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Oxacilin 923 % | 933 % | 944 % % % % % 96,2 %
Penicilin 982% | 929 % | 94,1 % | 95,0 % | 86,2 % | 90,9 % | 92,1 % | 96,1 %
100,0 100,0 100,0 | 100,0
Pirlimycin % 76,9 % % ND ND % % 92,9 %
Sulfa- 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
trimethoprim | 154 % | 21,4 % | 5,6 % % % % % 49,5 %
100,0

Tetracyklin 53,8 % | 53,5 % | 50,0 % % 50,0 % | 54,5 % | 58,3 % | 53,8 %

Vysvétlivky: ND = neexistujici data
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Tabulka 3: Citlivost Str. dysgalactiae na vybrand antibiotika v case (Erskine et al. 2003)

Antimikrobialni

latka 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 | Suma
100,0 | 100,0 100,0 | 100,0

Ampicilin 96,7 % | 100,0 % % % 98,4 % % % 99,2 %
100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Cefalotin 98,3 % | 100,0 % % % % % % 99,7 %

100,0 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Ceftiofur % 100,0 % % % % % % %

Erythromycin | 73,2 % | 66,2 % | 92,1 % | 87,1 % | 90,3 % | 85,0 % | 87,5 % | 82,0 %
100,0 | 100,0 100,0

Gentamicin 91,1 % | 96,9 % | 90,5 % % % 98,3 % % 96,8 %
100,0 | 100,0 100,0 | 100,0

Oxacilin 91,5 % | 100,0 % % % 98,4 % % % 98,1 %
100,0 | 100,0 100,0 | 100,0

Penicilin 98,3 % | 100,0 % % % 93,7 % % % 94.5 %

100,0 100,0

Pirlimycin % 84.3% | 91,4 % | 82,8 % % 94,9 % | 81,8 % | 89,0 %
Sulfa- 100,0 100,0 | 100,0 | 100,0

trimethoprim | 83,3 % | 97,0 % % 98,1 % % % % 96,5 %

Tetracyklin 233% | 169 % | 7,1 % | 24,1 % | 73,0% | 67,2 % | 67,6 % | 39,8 %

3.2.1.1 Bakterialni rezistence vudéi antibiotikiim

Masivni pouzivani antibiotik v oblasti veterinarni péce, spolu se schopnosti nékterych
puvodct mastitid tvofit biofilmy, vede klogickému podnétu k Sifeni rezistence téchto
mikroorganismi k antibiotikim (WHO 2015; Sharun et al. 2021). Antibioticka rezistence u
streptokoki zpusobujici mastitidu je rozsifena a ma rostouci tendenci. Mira rezistence zavisi
na kmeni bakterie, typu antibiotika, lokalite, cilovém organismu a podminkach daného chovu
(Kabelitz et al. 2021).

16




Zjisténi antibiotické

rezistence
Penicillin-R Staphylococcus 1940

Tetracyklin-R Shigella 1959
Methicillin-R Staphylococcus 1962

Penicillin-R Prneumococcus 1965
Erythromycin-R Streptococcus 1968

Gentamicin-R. Enterococus 1979

Ceftazidim-R Enterobacteriaceae 1987
Vankomycin-R Enterococcus 1988

Levofloxacm-R Prneumococcus 1996

Imipenem-R Enterobacteriaceae 1998

XDR tuberkuloza 2000

Linezolid-R Staviviococcus 2001
Vankomycin-R Staphylococcus 2002
PDR- Anicetobacter a Pseudomonas 2004/5

Ceftnaxon-R Neisseria gonorrhoeae 2009
PDR-Enterobacteriaceae

Ceftarolin-R Staphyiococcus 2011

—

A\l

LI ]|

Zarazeni
antibiotika

— 1943 Penicillin

l

1950 Tetracyklin
— 1953 Erythromycin

—— 1960 Methicillin

— 1967 Gentamicin

— 1972 Vankomycin

— 1985 Imipenem

— 1996 Levofloxacin

— 2000 Linezold

—— 2003 Daptomycin

i 2010 Ceftarolin

R=rezistentni; XDR =znaéné rezistentni; PDR=rezsitence

ke viem antibiotikim

Obrdzek 2: Odolnost bakterii vici antibiotikiim v ¢ase (Ventola 2015)
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Objev novych antibiotik jde ruku vruce srozSifovanim antibiotické rezistence.
Z historie vyplyva to, ze kratce po objevu novych antibiotik vyvstaly nové rezistentni
bakterialni kmeny, jez byly k témto latkam odolné. Tato skutecnost poukazuje na nutnost
vysoké opatrnosti pouzivani téchto konvencnich 1éc¢iv (Ventola 2015). Epidemiologické
studie poukazaly na pfimy vztah mezi spotfebou antibiotik a tvorbou rezistentnich
bakterialnich kment (Nature 2013). Bakterialni odolnost vaci t€émto antiseptickym latkam
v pribéhu déjin je patrna z obrazku 2 (Ventola 2015).
Rezistence bakterii k antibiotikim se muze délit dvéma zpusoby: na fenotypovou
a genotypovou (Krej¢i 2020). U fenotypové rezistence dochazi k pomocnym mechanismim,
jimiz se bakterie zbavuje antibiotik (uzaviranim porint, pfeckavanim ve stacionarni fazi riistu,
aktivnim effluxem...) a pfechodné dokaze odolavat témto latkam (Corona & Martinez 2013).
U genotypové rezistence dochazi ke ,,zméné genetické informace bakterii.“ Ta muze byt
napfiklad ziskana ve formé plazmidu. Ziskané informace mohou piedat bakterialni burice
podklady pro degradaci ucinku antibiotika naptiklad prostfednictvim tvorby enzymu (napf.:
betalaktamaza u S. aureus) (Krej¢i 2020; Lopes et al. 2020). Rezistentni bakterialni kmeny
mohou jednoduseji odolavat vlivu téchto latek a pfirozené nastava takzvany , selekCni tlak
antibiotika.” Pfi neopatrném ¢i nadmérném uzivani té€chto antiseptik muze byt tento jev
urychlovan. Schéma je zobrazeno na obrazku 3 (Krejci 2020).

Velky pocet Citlivé bakterie jsou Rezistentni bakterie Dal3im plsobenim

bakteridlnich bunék plUsobenim antibiotika se bez konkurence antibiotika se informace

(modré). zni¢eny, rezistentni citlivych snadno o0 rezistenci upevni

Subpopulace subpopulace preziva. mnoii. geneticky, pfenasise i na

rezistentnich bakterii bakterie citlivé, které se

(rGZové). dfive s antibiotikem
nesetkaly.

Obrdzek 3: ,Selekcni tlak antibiotika” (Krejci 2020)

Antibioticka rezistence u Str. agalactiae byla identifikovana u sulfatrimetoprimu
50,5 %, u tetracyklinu 46,2 % a u erythromycinu 15,4 %. Mira rezistence u pirlimycinu byla
7,1 %, u penicilinu 3,9 % a u ampicilinu 2,6 %. Obecné byla rezistence Str. agalactiae
k antibiotikim vysS§i nez u Str. dysgalactiae. Mira rezistence Str. agalactiae u vybranych
antibiotik je zobrazena v grafu 1 (Denamiel et al. 2005; Kabelitz et al. 2021).

U Str. dysgalactiae byla zjisténa 38,5 % rezistence u tetracyklinu; 4.8 % u
erythromycinu a 4,4 % u streptomycinu. Rezistence na oxacilin (0,7 %) a GEN (0 %) nebyla
skoro patrna. Mira rezistence Str. agalactiae na vybrana antibiotika je graficky znazornéna
v grafu 2 (Kabelitz et al. 2021).
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Graf 1: Rezistence Str. agalactiae k vybranym antibiotikiim (Kabelitz et al. 2021)
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Graf 2: Rezistence Str. dysgalactiae k vybranym antibiotikiimz (Kabelitz et al. 2021)

Rozvoj bakterialni rezistence k antibiotikim nabizi feSeni v podob€ vyzkumu a vyvoje
novych latek s antibakteridlnimi uc¢inky, napt. z rostlinné fiSe. Dale je mozno zvazit vyuziti
kombina¢nich ucinkd jednotlivych antibiotik, nebo i alternativnich latek s antibakterialnim
ucinkem (Amyes 2007). Kvuli vysoké mife aplikace antibiotik v mlééném prumyslu se stava
rovnéz zédvaznym problémem vyskyt rezistentnich bakterii na antibiotika a rezidui antibiotik
vstupyjicich do potravniho fetézce. Az 90 % rezidui antibiotik v mléku pochazi z 1écby
mastitidy. Tato situace si zada neodkladny a rozsahly vyzkum v oblasti alternativ antibiotik
(Kabelitz et al. 2021).
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3.2.1.2 Gentamicin

GEN je aminoglykosidové antibiotikum, jez se hojné uziva pii lécbé mastitidy
zpusobené Gramnegativnimi bakteriemi. Poprvé byla tato latka izolovana vroce 1963
z bakterialniho druhu Micromonospora purpurea (Chen et al. 2014; Bustos et al. 2018). GEN
patii do skupiny aminoglykosidi (amikaxin, plazomicin), které obsahuji 4,6 — di-
substituovany deoxystreptaminovy kruh (Magnet & Blanchard 2005; Wachino & Arakawa
2012).

Chemicka struktura GEN je popsana na obrazku 4. GEN obsahuje 3 glykosidové kruhy,
které jsou na sebe napojeny a jsou pro lepsi orientaci oznacené Cislicemi I, IT a III. Kruh cislo
IT (2-deoxystreptamin) je typicky pro vSechny aminoglykosidy a Casto obsahuje N1 a N3
amino skupiny. U struktury molekuly GEN je typické spojeni tiettho glykosidového kruhu
(IIT) na Sesty uhlik druhého glykosidového kruhu (II). GEN existuje ve tfech podobach zavisle
na druhu jeho substituentt (Ri, R2). Timto zpusobem je GEN délen na GEN C1, C2 a Cla.
GEN Cla a C2 se vazi na vazebné misto A ribozomalniho RNA bakterie s podobnou afinitou.
Oproti nim ma GEN C1 20krat az 50krat mensi afinitu. To muZze byt zapfi¢inéno metylaci
6 amino skupiny a Sestého uhliku. Tim je ztizena rotace okolo Sestého uhliku a dusiku a mize
byt narusena vodikova vazba a elektrostatické interakce mezi amino skupinou a ribozomalni
RNA (Yoshizawa et al. 1998a).

I cHRNHR,

R, R,
Gentamicin C1 CH, CH;,
GentamicinC2 CH; H
GentamicinCla H H

Obrdazek 4: Chemicka struktura gentamicinu (Yoshizawa et al. 1998)

Aminoglykosidy (streptomycin, neomycin, amikacin, GEN) jsou S§irokospektralni
antibiotika. Mechanismus ucinku téchto latek funguje na zaklad€ inhibice syntézy bilkovin.
K inhibici bilkovinné syntézy a k chybné translaci dochéazi tehdy, jakmile se molekuly
aminoglykosidu dostanou do bakterialni cytoplazmy. Tyto latky se s vysokou afinitou vazi na
A-misto 16S ribozomalni RNA 30S ribozomu. To mé za nasledek proteosyntézu, ktera je
nachylna k chybovosti. Pro tato antibiotika je nezbytna pfitomnost aktivniho elektronového
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transportu. Proto nejsou aminoglykosidy natolik Gi¢inné vii¢i anaerobnim bakteriim (Davis et
al. 1986; Davis 1987; Kotra et al. 2000; Krause et al. 2016; Bustos et al. 2018; Pancu et al.
2021).

Bylo zisténo, ze GEN vkombinaci s penicilinem v in vitro podminkach ma
synergisticky efekt. Mechanismus tohoto typu latkové interakce byl zatim pouze popsan u
enterokokd. Penicilin inhibuje syntézu bunécné bakterialni stény, coz mize zprostiedkovavat
intracelularni pfijem GEN a jeho aktivitu vuci syntéze bilkovin. To mize vést az k bunécné
smrti (Baker et al. 1981; Swingle et al. 1985; Ruppen et al. 2017). Pouziti GEN spolu se
seskviterpenem ff-farnesolem se jevilo jako velmi ucinné pii redukci biofilmu zptsobené
S. aureus. Kombinace téchto latek mize byt vyhodna u bakterialnich kment rezistentnich
na GEN a v prevenci infekci zptusobené S. aureus produkujici biofilm (Zacchino et al. 2017).

GEN se uziva k 1é¢be infekci zpusobenymi Klebsiella pneumoniae, E. coli, Serratia
marcescens, Citrobacter spp., Enterobacteriaceae spp., Pseudomonas spp. a Staphylococcus
spp. Toto antibiotikum muze byt predepisovano k 1écbé bakterialni meningitidy; o¢nim,
usnim, koznim ¢i subkutannich infekci, pfi infekci kosti, infek¢ni endokarditidé, infekci
dychacich cest ¢i infekci mocovych cest a mnoho dalSich. GEN muze byt podavan
parenteralné (u bakterémie, neonatalni sepse, gynekologické infekce, infekce usi a o€i), spolu
s kolagenni houbou (infekce v misté operacniho vykonu), jako lavaz (nosni infekce),
topikalné (diabeticka noha, kozni infekce) ¢i oralné (bruceldza-Brucella spp., mor-Y. pestis)
(Chen et al. 2014). Aminoglykosidova antibiotika se Spatné vstiebavaji pfes gastrointestinalni
trakt, a tudiz byvaji ¢asto podavany intravenozné ¢i intramuskularné (Craig 2011).

Nevyhoda 1é¢by timto antibiotikem pfinasi vznik rezistentnich bakterialnich kment a
zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS). GEN snizuje funkci superoxiddismutazy
(SOD) a katalazy (CAT). SOD urychluje dismutazu superoxidového aniontu a enzym CAT
spolupracuje na odstranéni peroxidu vodiku. Tento stav ma za nasledek zvySeni lipidové
peroxidace u leukocyti lidi, coz ma za nasledek snizenou imunitu (Bustos et al. 2018).

GEN muze byt vyuzit k 1écbé mastitidy. Jako efektivni se prokazalo podani GEN
u mastitidy zpusobené bakteriemi Bacillus spp., Corynebacteria spp., Klebsiella spp.
(K. pneumoniae), Streptococcus spp. (Str. agalactiae a Str. dysgalactiae), Pseudomonas
aeruginosa, E. coli a S. aureus (Erskine et al. 2002; Martins et al. 2016; Salih & Gibreel
2019).

Nespravné a nadmérné uzivani antimikrobialnich latek muaze vést ke wvzniku
rezistentnich bakterialnich kment a k pfitomnosti rezidui antimikrobialnich latek v mléce
(Gomes & Henriques 2015). Bohuzel GEN neni GCinny pii 1écbé mastitidy zpisobené
rezistentnimi kmeny bakterii, kterymi mohou byt zastupci: Str. agalactiae (44,43 % bylo
rezistentnich), Str. dysgalactiae (4,87 % bylo rezistentnich), Str. uberis (27,3 % bylo
rezistentnich), S. aureus (2,31 % bylo rezistentnich), koagulaza negativni stafylokoky (1,6 %
bylo rezistentnich) a E. coli (13,53 % bylo rezistentnich) (Oliver & Murinda 2012; Martins et
al. 2016).
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3.2.2 Dalsi pristupy vedouci k potlaceni bakterialnich infekci

3.2.2.1 Ockovani

Mastitida muze byt zpisobena mnoha rody bakterii s rozdilnymi vlastnostmi, a proto je
zapotiebi rozdilnych strategii vakcinace. Vyvoj vakcin je zaméfen hlavné na S. aureus
(Somato-Staph ®, Lysigin ®), Streptocococcus uberis, Salmonella typhimurium a E. coli.
Bohuzel neexistuje zadna vakcinace proti mastitidé zapticinéné K. pneumoniae. Na trhu je
dostupnych nékolik vakcin (v Evropé: Startvac ®), ale nejsou dostate¢né ucinné a jsou dosti
nakladné oproti jinym moznostem lécby (Gomes & Henriques 2015; Piepers & de Vliegher
2018; Cheng & Han 2020; Sharun et al. 2021).

Vakciny, které jsou zamétfeny na S. aureus a Str. agalactiae byvaji slozené z celého
mikroorganismu (inaktivované, zapouzdiené nebo nezapouzdiené buriky) nebo z dil¢ich
jednotek (toxiny, extrakt bakterialniho povrchu, hruby extrakt polysacharidi) (Gomes &
Henriques 2015; Cheng & Han 2020). Bohuzel na trhu neexistuje zadna tc¢inné vakcina proti
Str. agalactiae. To je ziejmé zapii¢inéné schopnosti kmenti této bakterie modifikovat expresi
antigenu povrchu u této bakterie a bakterialni schopnosti redukovat produkci bilkovin, které ji
napomahaji v obrannych mechanismech (Armistead et al. 2019; Pinto et al. 2021; Rainard et
al. 2021).

Vakcinace u Str. dysgalactiae je stadle predmétem vyzkumu. Nedavno, né&kolik
védeckych skupin testovalo dehydrogenazu a bilkovinny receptor GapC jako mozné antigenni
ockovani. Dalsi moznou vakcinaci je chimérickd bilkovina, jez se sklada z bilkoviny GapC
Str. dysgalactiae a dvéma bilkovinami (IsdB a TRAP) bakterie S. aureus. Vyhoda GapC je ta,
ze obsahuje vysokou mirou totoznych sekvenci napii¢ bakterialnimi druhy (Bolton et al.
2004; Yu et al. 2014; Rainard et al. 2021).

Mastitida mize byt zptisobena fadou mikroorganismil. Nizka ucinnost vakcin muze byt
tedy zapficinéna i multi-etiologickym puivodem mastitidy. Rovnéz postizené misto infekce, ¢i
virulence se mohou lisit zavisle na bakterialnim kmenu. Kvuli tomu, vakcinace samotna neni
ucinna zvlast u stad s vysokou mirou mastitid. Vakcinace tedy musi byt kombinovana spolu
s dal§imi moznostmi 1écby. Je nutné nalézt vakcinaci, kterda bude efektivni 1 u vice
bakterialnich kmend, byla cenové dostupna a bylo ji mozné zavézt do bézné praxe (Cheng &
Han 2020).

3.2.2.2 Rostlinné extrakty

VSechny rostliny produkuji primarni metabolity, které vykazuji nezbytnymi vlastnostmi
pro jejich preziti jako jsou aminokyseliny, mastné kyseliny (MK), sacharidy a organické
kyseliny. Naproti tomu, sekundarni metabolity se vyskytuji v mensim mnozstvi a jsou hlavné
uréeny pro ochranu rostliny a pro zvySeni jeji konkurenceschopnosti (Lopes et al. 2020).

Rostlinné extrakty vykazuji v boji s piivodci mastitidy slibny potencial. Uginnost téchto
extraktd vSak zavisi na vlastnostech testovaného mikroorganismu. Naptiklad, Grampozitivni
bakterie jsou vice nachylné k témto latkam nez ty Gramnegativni. To je zifejmé zapficinéno
silnou vrstvou lipopolysacharida v jejich sténé€ limitujici diftzi hydrofobnich latek (Lopes et
al. 2020). Hlavni vyhodou rostlinnych extrakti oproti antibiotikim je to, ze zpravidla
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nevyvolavaji rezistenci 1 pfi dlouhodobém uzivani. Mechanismus ucinku fytochemikalii se
muze lisit od antibiotik, a proto jejich zaclenéni pfi 1écbeé mastitidy mize byt dilezité u
prevence tvorby rezistentnich bakterialnich kment. Dale jsou tyto latky vyhledavany pro
jejich antibakterialni, protizanétlivé a imunomodulacni vlastnosti (Lopes et al. 2020; Kabelitz
et al. 2021; Sharun et al. 2021). Ve srovnani s antibiotickou 1é¢bou maji rostlinné extrakty
niz§i porizovaci cenu a mén€ vedlejSich ucinka. Kvili tomu je tento zpisob povazovan za
dobrou alternativu antibiotické 1écby. Jsou vSak limitujici faktory omezujici vyuziti téchto
extraktl jako: potieba vysoké miry produkce rostlinné biomasy, nutnost vyzkumu
toxikologickych vlastnosti a mechanismu ucinku rostlinnych derivatl, nutnost studia vlivu
imunity skotu a mléénych slozek a ucinnost téchto alternativnich antimikrobialnich latek
(Mushtagq et al. 2018; Younus et al. 2018; Lopes et al. 2020).

Rostlinné extrakty pusobi na bakterialni bufiku pomoci degradace bunécné stény,
inhibice syntézy nukleovych kyselin, inhibice bakterialnich energetickych procest, poskozeni
cytoplazmatické membrany (CPM) a jejich bilkovin, uniku bunécného obsahu, koagulace
cytoplazmy a mnoho dalSich mechanismua (Cushnie & Lamb 2011; Bustos et al. 2018; Lopes
et al. 2020).

Latky, u kterych byla zjisténa antimikrobialni aktivita, zahrnovaly: flavonoidy (extrakt
z rostlin Scutellaria baicalensis, Scutellaria lateriflora vici E. coli), monoterpeny (thymol-
snizoval expresi zanétlivych cytokini a inhiboval internalizaci S. aureus), taniny
(antimikrobialni cinnost), polyfenoly (rosveratrol — ochrana vaci oxidativnimu stresu,
detoxifikace organismu od ROS a zmirnéni mastitidy zpusobené LPS) a mnoho dalSich
(Mushtagq et al. 2018; Cheng & Han 2020; Pancu et al. 2021).

Jako priklad rostlinnych extraktd s antimikrobialnimi u¢inky mohou byt dale diterpeny
(manool, kyselina $tavelova). Kyselina Stavelova potlacuje rast bakterii Str. agalactiae,
Str. dysgalactiae, S. epidermidis a S. aureus. Dalsi jeji vyhodou je minimélni negativni
cytotoxicky vliv na lidskou bunécnou linii fibroblasti (Fonseca et al. 2013; Gomes &
Henriques 2015; Mushtaq et al. 2018).

Rostlinné silice jsou aromatické, lipofilni tekutiny, které se skladaji ze smési tekavych
latek o nizké molekularni hmotnosti (Lopes et al. 2020). U téchto latek (skoficova kyselina,
eugenol, karvakrol, thymol) byla zjisténa schopnost inhibovat ¢i pifimo hubit patogeny
mastitidy (Str. agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis, S. aureus, E. coli) (Mushtaq et al.
2018; Cheng & Han 2020). Nejvyssi inhibi¢ni aktivita byla pozorovana u silic z rostlin
Satureja Montana, Thymus vulgaris a Origanum vulgare vuci testovanym mikroorganismium
zahrnujict S. aureus, S. chromogenes, S. sciuri, S. warneri, S. xylosus a E. coli. Obsahové
latky vySe zminénych rostlin s antimikrobialnim potenciadlem jsou zejména thymol, karvakrol
a p-cymen. Pouziti smési téchto latek méla vyssi ucCinek nez samostatné latky, a proto se
jednalo o synergismus(Fonseca et al. 2013). Dalsi esencidlni oleje mohou byt extrahované
napfiklad z citrusti (vyznamné latky byly citral, linalool). I nizka davka (0,05 %) méla za
dusledek snizeni tvorby biofilmu S. aureus, inhibici adheze a invaze S. aureus do epitelialnich
bun¢k mlécné zlazy a snizeni celkové virulence S. aureus (Federman et al. 2016; Cheng &
Han 2020). Déle stoji za zminku, ze cinnamaldehyd vykazoval antimikrobialni aktivitu proti
Str. agalactiae, Str.dysgalactiae a Str. uberis. Cinammaldehyd byl schopen snizit bakterie
z rodu Streptococcus spp. z 10* — 10° KTJ/ml mléka na nedetekovatelné mnozstvi béhem 12
az 14 hodin ptsobeni (Ananda Baskaran et al. 2009; Kabelitz et al. 2021).
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U nekterych rostlin byla zjisténa 1 in vivo G¢innost jako naptiklad u Ocimum sanctum.
Jeji vodny extrakt (prasek z listi 600 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 7 dnt) aplikovany do
mlécné zlazy zvysil mnozstvi neutrofill, lymfocyti a lysozomalnich enzymu v bunkach
mlécné zlazy. To mélo za dopad zvysSeni imunity mlécné zlazy, snizeni PSB a snizeni zanétu
vemene. Dal§imi rostlinami s vysokou antibakterialni aktivitou pozorovanou v in vivo studiich
byly Thymus vulgaris a Lavandula angustifolia, které byly vykazovaly aktivitu proti rustu
Streptococcus spp. a Staphylococcus spp. (Lopes et al. 2020).

Rovnéz byly testovany methanolové extrakty bylinnych piipravkt obsahujici
Diploclisis glaucescens listy a koteny Curcuma longa (v poméru 1:1), které vykazovaly
analgetickou a protizanétlivou aktivitu. Jejich analgetickd aktivita byla srovnatelna
s ibuprofenem a indomethacinem (Nisha 2018). Kurkumin, vyznamna slozka kurkumy, se
osveédcil jako efektivni latka proti mastitidé. Vzrist zanétlivych faktorG zapficinéné
mastitidou po podani kurkuminu byly snizeny a v misté nakazy se akumulovaly leukocyty.
Kurkumin v podani s dal$imi rostlinnymi latkami (18 % kurkumy, 18 % kary skoficovniku,
4 % pupent hiebicku, 60 % listy rozmarynu) se snizila mira PSB v mléku, zvysila se
vykrmnost dojnic a produkce mléka (Cheng & Han 2020).

Dal§im uc¢innym rostlinnym vytazkem v boji proti mastitidé se prokazal extrakt
z moringy. Ten mirnil zanétlivé mediatory a podnécoval aktivitu antioxidaCnich systému
v bovinnich epitelialnich buiikach vemene. Zaroven tato latka potlacovala zanétlivé faktory
(cytokiny, cyklooxygenaza-2)(Cheng et al. 2019).

Na trhu je mozné zakoupit rostlinné extrakty jako napiiklad PHYTO-MAST ®
(obsahujici thymol, methyl salicylat, glycyrrhizin a a-pinen), které jsou obecné povazovany
jako zdravotné nezavadné americkym ufadem FDA. Latky v té€chto pfipravcich obsazené maji
protizanétlivé, analgetické, antipyretické a antiseptické vlastnosti. I kdyz tento pfipravek
vykazuje slibnym potencidlem, studie vedena Pinedem et al. (2013) nezjistila zadny l1écebny
efekt ani po 28 dnech aplikace tohoto ptipravku.

Dalsim produktem na trhu je Mastilep gel a bylinny sprej (AYURVET LTD.) obsahujici
vytazky z rostlin Cedrus deodara, Curcuma longa, Glycirrhiza glabra a Eucalyptus globulus.
I studie zkoumajici ucinky téchto produkti potvrdila jejich antibakterialni, protizanétlivé,
analgetické, antihistaminové a imonomodulaéni vlastnosti. Zaroven tento pifipravek posilil
imunitu mlécné zlazy, snizil PSB v mléku a pomohl zvySit produkci mléka a mlééného tuku
(Hase et al. 2013).

Nekteré latky a jejich efekt je graficky zndzornén nize na obrazku 5 (Sharun et al.
2021).
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Obrdzek 5: Ucinky vybranych rostlinnych pfipravkd (Shraun et al. 2021)

3.2.2.3 Enzymy

Mezi enzymy s prokazatelnym antibakterialnim ucinkem patii laktoferin (Lf) a f-
laktoglobulin, jez jsou proteiny nachazejici se v lidském a kravském mléku. Tyto latky
vykazuji vysoké inhibi¢ni ucinky in vitro proti Str. uberis a Str. agalactiae (Kabelitz et al.
2021). B-laktoglobulin je syrovatkova bilkovina, ktera v kombinaci s Lf ma aditivni G¢inek,
ktery je konkrétné ucinny proti S. aureus (Gomes & Henriques 2015). Lf je bilkovina
nespecifické imunity, ktera je vylu€ovana in vivo neutrofily a mléénou zlazou (O’Halloran et
al. 2016). Tato latka vykazuje antibakterialni G¢inek vaci neékterym zavaznym patogenim
zpusobujici mastitidu jako jsou E. coli, koagulaza-negativni stafylokoky, Pseudomonas
aeruginosa, Str. agalactiae a K. pneumonia (Gomes & Henriques 2015; Cheng & Han 2020).
Bylo zjisténo, ze Lf az Ctyfikrat zvysuje ucinnost penicilinu vici S. aureus. To je zapficinéné
Lf blokaci aktivity B-laktamazy u této bakterie (Petitclerc et al. 2007). Lf mé antimikrobialni
vlastnosti diky jeho schopnosti vazat na sebe zelezo, které je nezbytné pro bakterialni a viralni
replikaci. Nicméné streptokoky nemaji vysoké naroky na zelezo, tudiz jsou ucinky Lf u tohoto
bakterialniho rodu limitované (Kabelitz et al. 2021). Dokonce druh Str. uberis je schopen
vyuzit Lf jako pomyslny most mezi jeho povrchem a hostitelskym epitelem. To mu umoziiuje
adhezi, invazi a inkorporaci do bovinnich epitelialnich bun¢k (O’Halloran et al. 2016).

Lysozym je bilkovina vyskytujici se v mléku, slinach, krevnim séru a wvejcich.
Hydrolyzuje peptidoglykanovou cast bakterialni stény. Byl uspéSné pouzit pro zvySeni
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antibiotické ucinnosti proti mastitidé zptsobenou Str. uberis a Str. dysgalactiae (Kabelitz et
al. 2021).

pred destrukci bunécnych membran. Pti napadeni Str. dysgalactiae se tento enzym podilel na
ustupu zanétu a infekce. Bohuzel stafylokoky negativni na koagulazu nebyly fosfolipdzou A2
ovlivnény. To bylo zfejmé kvuli pfitomnosti jeho velmi odolného biofilmu (Seroussi et al.
2018).

3.2.2.4 Imunoterapie

Imunoterapie je alternativni imunologickda metoda. U této metody lze vyuzit
jednotlivych tutvard nesouci konkrétni protilatky k bakteriim zpasobujici mastitidu
(Str. dysgalactiae, E. coli, koagulaza negativni stafylokoky). Muze byt rovné€z pouzit
takzvany Y komplex zesilujici miru fagocytozy. Tento komplex konkrétn€ vyrazné snizoval
PSB v mléku a mél vyssi ucinnost nez neéktera antibiotika (sulfadiazin, trimethoprim, prokain,
penicilin, streptomycin) (Sharun et al. 2021).

Dalsi latkou je interleukin-2 (IL-2), ktery navySoval rezistenci epitelialnich bunek vici
invazi patogenu. IL-2 vSak muze zpusobovat vyssi potratovost (o 7,5 %), coz poukazuje na
nutnost dal§iho vyzkumu (Sharun et al. 2021).

3.2.2.5 Organické kyseliny

Organické kyseliny jsou slibnou alternativou antibiotické 1écby diky jejich
antimikrobialni aktivité a schopnosti zvySovat zivoc¢iSnou produkci (Polycarpo et al. 2017).

Baktericidni uc¢inek MK zavisi na délce jejich fetézce a bakteridlnim kmenu, na ktery
pusobi. Obecné MK s delSimi fetézci maji nizsi antimikrobialni aktivitu. Zaroven je dulezité,
aby byly tyto latky dostate¢né lipofilni a zaroven rozpustné ve vodé k jejich snadné adsorpci
na bakteridlni sténu (Nair et al. 2005; Piepers & de Vliegher 2018). Bylo zjisténo, ze
ptitomnost cis dvojnych vazeb navySuje antibakterialni ucinek. Dvé dvojné cis vazby
vykazovaly toxicitu i pro Grampozitivni bakterie. Vyskyt tieti dvojné vazby nebyl tak acinny
jako ptitomnost dvou dvojnych vazeb. Kyseliny s volnou karboxylovou kyselinou vykazovaly
vy§Si antibakterialni aktivitu, nez kdyby misto této funkcni skupiny byl pfitomen ester
(Kabara et al. 1972).

Organické kyseliny jsou schopny narusovat bakteriadlni CPM, ovliviiovat jeji
propustnost a transport zivin. Snizenim pH v disledku pfitomnosti kyseliny muze byt
zpusobena inaktivace vnitrobunéénych enzymi a inhibice transportu aminokyselin (Piepers &
de Vliegher 2018).

Dalsi pozitivni vlastnosti téchto kyselin (laurova kys.) muze byt jejich antioxidacni
aktivita. Tim mohou snizovat poskozeni tkani ¢i buné€k hostitele. Mimo jejich antioxidacni
vlastnosti, kaprylova a laurova kyselina maji protizanétlivy ucinek diky jejich schopnosti
inhibovat cyklo-oxygenazu I a II (Piepers & de Vliegher 2018).

Laurova kyselina (Ci2:0) méla vysoky bakteriostaticky ucinek u Grampozitivnich
organismu zahrnujici pneumokoky, streptokoky (skupina A a B-hemolytické), Corynebacteria
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spp., Nocardia asteroides a mikrokoky. Bylo zjisténo, ze myristova kyselina (Cis.0)
inhibovala rist pneumokoki a streptokokt skupiny A. U linolové kyseliny (Cis2) byly
zjistény nizké MIC i u pneumokoku, u B-hemolytickych streptokokti a u zastupct skupiny A,
Corynebacteria spp., Nocardia asteroides, mikrokokt a Candida spp. (Kabara et al. 1972).
Dale bylo zjisténo, ze kaprylova kyselina (Cs.0) ma schopnost inhibovat rist patogenu
mastitidy jako Str. agalactiae, Str. dysgalactiae, Str. uberis, S. aureus a E. coli (Mushtaq et al.
2018). U S. aureus byla aktivita této latky snizena, coz bylo zfejmé kvuli vrstvé
exopolysacharidii ¢i slizu kapsule, které tuto bakterii ochrariuji. Gramnegativni bakterie
(E. coli) jsou vici MK vice odolné nez Grampozitivni bakterie (Nair et al. 2005; Piepers & de
Vliegher 2018).

Organické kyseliny mohou byt zaclenény do bézné praxe jako intramamarni infuze a
mohou 1 nemusi byt kombinovany jako zatky struku béhem obdobi stani na sucho. Dalsi
vyzkum in vivo G¢inku té€chto latek a jejich potencialniho negativniho dopadu na mlécnou
zlazu je zadouci. Rovnéz tyto kyseliny mohou negativné ovlivnit organoleptické a funkéni
vlastnosti mléka. Oralni podani téchto latek by nemuselo mit negativni dopad na senzorické
vlastnosti mléka, ale zaroven by nemuselo dojit ke zvySeni antimikrobialnich vlastnosti mléka
(Piepers & de Vliegher 2018).

3.2.2.6 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni proteiny (AMP) jsou ruznorodé antimikrobialni latky, které hraji
dilezitou roli v nespecifické imunité. Tyto latky vykazuji aktivitu viaci Grampozitivnim a
Gramnegativnim  bakteriim zahrnujici nékteré rezistentni kmeny. AMP izolované
z mnohobunéfnych organisma (defenziny, Kkathelicidiny) maji hlavné vliv na jejich
nespecifickou imunitu. AMP z jednobunéénych organismi (bakteriociny) spiSe potlacuji
aktivitu kompetitivnich mikrobialnich druhi. Aplikace AMP je bohuzel nakladna kvuli
kratkému polocCasu rozkladu téchto latek, vysokym nakladim na jejich ziskani, enzymatické
degradaci a cytotoxickym ucinkiim na eukaryotické buriky (Sharun et al. 2021).

Mechanismy ucinklt AMP jsou riiznorodé. Vétsina eukaryotickych AMP tvoti iontové
kanalky nebo pory do bakterialni CPM, coz zpisobi jeji naruseni a zménu elektrického
gradientu s naslednou ztratou bunécného obsahu. Dalsim mechanismem muze byt inhibice
biosyntézy bunécné stény. Toho jsou schopné napiiklad lantibiotika produkované rodem
Lactobacillus spp. Tyto latky podnécuji angiogenezi, produkci chemokind, urychluji 1é¢bu a
ovliviiuji apoptdzu v mnohobunécnych organismech (Parisien et al. 2008; Sharun et al. 2021).

Dals§im ptikladem jsou PB-defenziny, které mohou slouzit jako prvni volba obrany
hostitele proti infekci mastitidy. Vysledky studii naznacuji, ze epitelialni burky hraji
dulezitou roli béhem bakterialni infekce pomoci produkce téchto defenzinu (Parisien et al.
2008; Frutis-Murillo et al. 2019).

Dal§i moznosti, jak se hostitel brani infekci jsou katelicidiny. Jednad se o AMP
produkované neutrofily, které je ve velké mife uvoliluji do mastitického mléka. Tyto latky se
dokazou vazat a neutralizovat uCinky endotoxini, ¢imz pomahaji chranit hostitele. Touto
cestou potlacuji infekci a reguluji obranné mechanismy hostitele. Protoze se u zdravych
jedincu katelicidiny nevyskytuji, jedna se o dobry specificky biomarker mastitidy. Tyto latky
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vykazuji slibnym potencialem pii 1écbé mastitidy zptsobené bakteriemi (S. aureus, E. coli)
(Parisien et al. 2008; Langer et al. 2017; Young-Speirs et al. 2018; Sharun et al. 2021)

Bakteriociny jsou bakterialné derivované antimikrobialni latky s potencidlem nahradit
antibiotika. Metabolity BMK in vitro vykazovaly antimikrobialni aktivitu vaci Str. uberis
a Str. agalactiae. Nisin, antimikrobialni latka produkovana druhem Lactococcus lactis, ma
podobné ucinky pii 1écbé mastitidy jako antibiotika. Nisin je schopen tvofit s bakterialni
sténou celek, ¢imz inhibuje biosyntézu bunécné stény. Tento komplex dale agreguje, coz ma
za dusledek tvorbu porti v bunécné sténé a jeji naruseni. V nekterych zemich je nisin oblibeny
ve formé napusténého ubrousku uzivaného pii dezinfekci vemene pred a po dojeni (produkty
Wipe Out ®, Mast Out ®, Nisaplin ®) (Cheng & Han 2020; Kabelitz et al. 2021). Bohuzel
byla zjisténa rezistence S. aureus k nisinu a tudiz je dulezité nalézt dalsi bakteriociny Ci
kombinaci antibakteridlnich latek, které by byly v kombinaci s nisinem u¢inné. Touto latkou
muze byt napfiklad lysostaphin produkovany S. simulans, jez v kombinaci s nisinem inhibuje
S. aureus (Cheng & Han 2020).

Bovicin HCS je bakteriocin produkovany ruminalni bakterii kmene Str. equinus HCS.
Tento AMP je ucinny vuci vétsing streptokokalnim a stafykokalnim kmenim zptsobujici
mastitidu. Bohuzel ale nebyly schopny potlacit rist E. coli, a tudiz tato latka neni povazovana
za plnohodnotnou alternativu antibiotik (Godoy-Santos et al. 2019; Sharun et al. 2021).

3.2.2.7 Bakterifoagy

Bakteriofagy jsou skupina vira se schopnosti napadat a zabijet bakterie. Vyhodou téchto
mikroorganismu je jejich exponencialni replikace a zacileni na specifické druhy. Bakteriofagy
a jejich derivaty (endolyziny, exolyziny, depolymerazy...) mohou tedy byt pouzity jako
zakrok proti potencialné patogennim bakteriim s nulovou hrozbou pro zdravi hostitele (Cheng
& Han 2020; Sharun et al. 2021).

Tyto mikroorganismy mohou byt uzite¢né v zasahu proti bakteriim tvoticim biofilmy a
jako prevence antibiotické rezistence. Dale cili pouze na konkrétni bakterie, takze neexistuje
riziko vytlaCovani zadané mikrobioty (Parisien et al. 2008). I kdyz maji bakteriofagy tolik
pozitivnich vlastnosti, vétsina z nich jsou v prostedi nestabilni a jejich skladovani mize byt
komplikované (Sharun et al. 2021).

U lécby mastitidy je dulezité, aby specifické bakteriofagy byly transportovany do
mlécné zlazy a jejich aktivita zlstala neménna i po kontaktu se syrovym mlékem. Vyzkum
1éCby mastitidy bakteriofagy je zaméfen predevSim na inhibici S. aureus a je potieba jej
rozsifit i na dalsi pivodce mastitid, zejména na streptokoky (Dias et al. 2013; Kabelitz et al.
2021; Sharun et al. 2021).

Dalsi moznosti je vyuziti vice typu bakteriofagh (tzv. fagovy koktejl) misto pouhého
jednoho typu. V in vivo modelu na mysich, tento koktejl mél za nasledek vysoky fagovy titr
oproti vyuziti pouze jednoho typu fagu a vykazoval vysokou ucinnosti 1écby. Konkrétné
inhibice rastu E. coli a jeji adheze na hostitelské epitelialni buriky byla srovnatelna
s antibiotickou 1é¢bou (ceftiofur). Rovnéz u této metody se snizuje pravdépodobnost tvorby
rezistence bakterii vuc¢i konkrétnim typim bakteriofaghi (Parisien et al. 2008; Porter et al.
2016; Cheng & Han 2020; Sharun et al. 2021).
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Z bakteriofagli je mozné ziskat endolyziny, které jsou uCinnymi proti Gram-pozitivnim
bakteriim. Jedna se o proteiny, které umoziuji fagovi degradovat peptidoglykanovou vrstvu
bunécné stény. Diky tomu mize fag uniknout z bakterialni buriky béhem jeho lytického
cyklu. Konkrétné CHAPk, bakteriofagova peptidaza, je ucinna proti stafylokokim tvofici
bofilmy. In-vitro studie naznacuji, ze by tato latka mohla byt vyuzivana v boji proti kolonizaci
povrchu vemene S. aureus (Fenton et al. 2013; Gomes & Henriques 2015; Sharun et al.
2021).

3.2.2.8 Probiotika

Mikrobiota, neboli spoleCenstvi veskerych mikroorganismt na konkrétnim misté, tvoii
slozity dynamicky ekosystém. Mikrobiota méa vysoky dopad na hostitelsky metabolismus a
zahrnuje jak komenzaly, tak i mikroorganismy, které mohou zapficinovat infekci (Gill et al.
2006). Mikrobiota vemene a jeji skladba je tudiz velmi podstatna. Je logické, ze naruSeni
mikrobialni diverzity u mlécné zlazy mé pifimy dopad na mastitidu, kdy se mikrobiota
infikovaného vemene zfetelné 1i§i od zdravého. Dojnice, které prodélaly mastitidu, mohou
prokazovat odliSnou skladbu mikrobioty a byt nachylnéjs§i k dal§im incidencim mastitidy
(Kabelitz et al. 2021; Sharun et al. 2021). Bé€zna mikrobiota vemene je sloZena zroda
Ruminococcus spp., Oscillospira spp., Roseburia spp., Dorea spp., Prevotella spp.,
Bacteroides spp., Paludibacter spp. a Bifidobacterium spp. Pfi zranéni ¢i vrozené anomalii
mlécné zlazy, hrozi ji expozice mikrobtim z okoli (Sharun et al. 2021).

Probiotika jsou zivymi mikroorganismy. Ve ,vhodném mnozstvi“ vykazuji slibnym
potencialem pozitivné ovliviiovat zdravotni stav hostitelského organismu. Jejich pomoci mize
byt pozménéna mikrobialni skladba u hostitele a tim i zlepSen jeho zdravotni stav. Aby
konkrétni mikroorganismus byl schvélen jako probioticky, existuje fada potrebnych kritérii,
které musi spliiovat: vycCerpavajici definici, pozitivni dopad na zdravi a metabolismus
hostitele, ¢i antagonistickou aktivitu vaéi patogenim. Dale musi byt prokazana jeho
kompletni bezpecnost, schopnost prezit v uspokojivém mnozstvi v prostiedi cilového
organismu, a odolnost k technologickym postupiim. Zaroven by tyto mikroorganismy nemély
u hostitele zapficinovat infekci (FAO/WHO 2001; Jouany & Morgavi 2007; Hill et al. 2014).

Hlavnimi produkty stfevnich bakterii jsou lipopolysacharidy (LPS) a kratké MK.
ZvySena syntéza LPS ma za nasledek, ze se vice téchto latek dostane krvi az k mlécné zlaze a
tim se zvysi propustnost krevni bariéry a ma negativni dopad na zanét mlécné zlazy. Naproti
tomu zvySena produkce kratkych MK m4é protektivni t€inek na tuto zlazu. Kratké MK jsou
produkovany 1 ruminalni mikrobiotou (Sharun et al. 2021).

Bakterie mlécného kvaSeni (BMK) jsou hojné€ vyuzivany proti mastitidé kvuli jejich
imunomodulacni aktivité. Mohou byt pouzity jako krmné aditivum, k topickému oSetfeni
struku ¢i jako inokulant do vemene. Tyto bakterie kolonizuji vemeno dojnice a vytvafi u néj
ochranny biofilm, ktery zabranuje rastu patogenti zptasobujicich mastitidu. Za¢lenéni BMK do
krmeni dojnic je zvazovano jako u¢inna metoda prevence mastitidy (Sharun et al. 2021).

Adheze BMK k epitelidlnimu povrchu napomaha prevenci invaze patogennich bakterii.
Konkrétné Lactobacillus brevis 1595, L. brevis 1597, L. plantarum 1610 vykazovaly vysokou
schopnost kolonizace bovinnich epitelidlnich bunék mlécné zlazy (Bouchard et al. 2015).
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L. lactis subsp. lactis CRL 1655 a L. perolens CRL 1724 dobie kolonizuji povrch mlécné
zlazy a vykazuji inhibi¢ni aktivitu vaci patogenim mastitidy svou agregaci (Pellegrino et al.
2018; Cheng & Han 2020). Bylo zjisténo, ze L. casei u epitelialnich bunék napadené
mastitidou redukovaly expresi zanétlivych faktord (IL-6, IL-8, IL-1a, IL-1f ¢ TNF-a).
Rovnéz tento druh zamezoval invazi epitelialnich bunék S. aureus tim, ze inhiboval adhezi
a/nebo internalizaci S. aureus (Gomes & Henriques 2015; Sharun et al. 2021). Inokulace
L. lactis do mlécéné zlazy béhem obdobi stani na suchu se jevila jako pozitivni zasah diky
nalezu zvysenych hladin imunoglobulind v kravském mléce i v krvi. To vykazuje, ze BMK
stimuluji lokalni a systematickou imunitni odpovéd’ (Pellegrino et al. 2017; Angelopoulou et
al. 2019).

Béhem obdobi stani na sucho u dojnic je vyssi riziko vzristu novych piipada mastitidy.
Oproti obdobi laktace, ve struku neproudi zadné mléko a chybi keratinova zatka struku. Je
tedy vyssi pravdépodobnost nakazy mastitidou — az 5,5krat. Jako slibna alternativa se jevi
zatka struku, ktera fyzicky zamezuje vstupu patogentt do mlécné zlazy (Hogan & Smith 2003;
Kabelitz et al. 2021). BMK jsou vhodné jako prostfedek na oSetfeni strukt dojnic. Je dokonce
ucinngjsi u snizeni PSB oproti konven¢nim pfipravkiim (na bazi jodu, sodium hypochlorat,
dodecyl benzen sulfonova kys., chléru, chlorhehixidinu, fenolickych latek ¢i alkohold) a je u
néj jistota, Ze nezanechava rezidua v mléce (Yu et al. 2017). Tyto BMK prostfedky maji dalsi
vyhodu, ze BMK soupefi o kolonizaci strukového kanalku s mastitickymi patogeny a
vytlacuji je (Sharun et al. 2021). Aplikace Weisella cibari a W. confusa jako zptusob oSetieni
vemene podle studie z roku 2016 (Serna-Cock & Pabon-Rodriguez) a z roku 2012 (Cock et
al.) maji probioticky ucinek a potlacuji rast S. aureus a Str. agalactiae.

3.2.2.9 Nanocastice

V poslednich letech se jako o jedné z alternativ antibiotik uvazuje 1 o nanocasticich
(Kabelitz et al. 2021). Tyto latky jsou velmi Gc¢inné pii 1écbé multirezistentnich bakterii, které
vykazuji hrozbu spole€nosti. Ve vét§im mefitku bohuzel mohou poskozovat organy hostitele
a zpusobovat patologické zmeény. Dalsi studie jsou tedy potiebné ke zjisténi jejich
biologického ucinku (Sharun et al. 2021).

Baktericidni vlastnosti kovovych nanocastic ze stfibra, zlata ¢i médi Cerpaji z jejich
schopnosti ni¢it bunééné membrany, denaturovat bilkoviny, degradovat DNA a tvofit ROS
(Kabelitz et al. 2021). Komeréné dostupné nanocastice stiibra a médi in vitro snizuji
zivotaschopnost S. aureus a E. coli, aniz by byly pro hostitele toxické (Gomes & Henriques
2015; Sharun et al. 2021).

U lécby mastitidy byly zji§tény pfiznivé vysledky u nanocéstic stfibra, médi, chitosanu,
propolisu a kationické kombinace nisinu a lipidu (Cheng & Han 2020; Sharun et al. 2021).
Pfima infuze chitosanu do mlécné zlazy mela za nésledek posileni nespecifické imunity
hostitele, zvySené koncentrace sérového albuminu, Lf a laktat dehydrogenazy. To ma za
dopad snizeni pravdépodobnosti onemocnéni mastitidou (Cheng & Han 2020). Nanocastice
stiibra spolu s antibiotiky inhibujicimi proteosyntézu (erytromycin, GEN, streptomycin,
doxycykline) vykazovaly synergistickym efektem (Ahmadi et al. 2014; Gomes & Henriques
2015).
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Kombinace quercetinu a stfibra vykazuje silné antibakterialni vlastnosti spolu s inhibici
tvorby biofilmu multirezistentni E. coli. Kurkumin, polyfenol ziskany z kurkumy, se rychle
degraduje v ustech a tim je snizena jeho protizanétliva aktivita. V kombinaci s nanocasticemi
se vSak zvySuje jeho biodostupnost a mnohem vice snizuje zanétlivé faktory spojené
s mastitidou (Sharun et al. 2021).

U nanocastic NO byl zjistén ptfiznivy vliv na inhibici S. aureus a obecné by tato latka
mohla byt vyuzivana jako lécba a prevence bovinni mastitidy. Dalsi vyhoda je nizka vyrobni
cena a bezpeCnost, coz prispiva k moznosti jej vyuzit jako alternativu k pfekonani vzniku
bakterialni rezistence (Gomes & Henriques 2015).

3.2.3 Pyrithion zinek

Pyrithion zinek (ZnP) je derivat aspergilové kyseliny vykazujici slibny antimikrobialni
potencial. Ze studii nebylo zji§téno, ze by ZnP znamenal nebezpeci pro lidskou pokozku ¢i ze
by mél potencial byt jejim primarnim iritantem (Shaw et al. 1950; Pansy et al. 1953;
Klingsberg & Newkome 1960; Chandler & Segel 1978; Imokawa et al. 1981; Lamore et al.
2010; Mangion et al. 2021). Bylo zjisténo, ze absorpce ZnP po aplikaci této latky na pokozku
opic byla pouhych 0,2 %. Koncentrace této latky v krevnim fecisti opic po topikalni aplikaci
nebylo ani mozné detekovat (Gibson & Calvin 1978; Wedig & Maibach 1981; Guthery et al.
2005).

Tato latka je ¢asto obsazena v dermatologickych produktech jako jsou krémy, Sampony
a spreje. ZnP je Casto vyhledavan jako aktivni latka ke snizeni incidenci lupt (koncentrace 1-
2 % Head & Shoulders, Procter & Gamble, Cincinnati, Ohio), chronické loziskové psoriaze
(mast o koncentraci 0,25 % ZnP) a seboroické dermatitidy (koncentrace 1 %) a pfi
vypadavani vlas (zdroj zinku) (Shaw et al. 1950; Imokawa et al. 1981; Chandler & Segel
1978; Lamore et al. 2010; Sadeghian G. et al. 2011; Gupta et al. 2014; Mangion et al. 2021).

Aspergilova kyselina je pfirodni antibiotikum produkované druhem Aspergillus flavus.
Tato latka obsahuje cyklickou kyselinu hydroxamovou, jez je funkéni skupinou
v pyrazinovém jadru. Z aspergilové kyseliny byla v roce 1950 syntetizovana nova latka, jez je
N-hydroxy-2-pyridinthion (HPT). Ten vykazoval vysokou antimikrobialni aktivitou
(Aspergillus spp., Candida albicans...) a byl schopen inhibovat rust S. aureus. ZnP je chelat
HPT. Centralni atom zinku se poji vazbami s kyslikem a sirou 2 pyridinovych kruht.
Chemicka struktura ZnP je vyobrazena na obrazku 6 (Guthery et al. 2005; Park et al. 2018).
ZnP je slabé€ rozpustny ve vode (5-15 ppm) (Scientific Comittee on Comsumer Safety 2020).
Kwvili tomu je kize hufe propustna pro tuto latku a ZnP se na ni deponuje a jeho aktivita je
zamefena vici mikroorganismiim vyskytujicich se na lidské pokozce. Dimericka nerozpustna
forma ZnP se za pomoci séba pokozky rozklada na bioaktivni monomerni formu, kterd ma
antimikrobialni vlastnosti. Schéma tohoto jevu je popsdno na obrazku 7 (Mangion et al.
2021).
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Obrdzek 6: Chemickd stavba ZnP (Guthery et al. 2005)
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Obrdzek 7: Formy ZnP (Mangion et al. 2021)

Antimikrobialni aktivita ZnP muze byt zaloZena na mnoha mechanismech. Pyrithion je
znamy jako iontovy prenaSe¢ zinku a mize navySovat hladinu zinku v burikach kvasinek,
ktera vede az k bunécnému stresu mikroorganismu. To je jen jeden z principti antimikrobialni
aktivity ZnP. RovnéZz nadmérna akumulace zinku v bunéCném prostoru zpusobuje
mitochondrialni dysfunkci, ktera je spjata sakumulaci ROS v této organele, naruseni
elektronového transportniho fetézce, snizeni glykolyzy a redukci produkce ATP. Dale bylo
zjisténo, ze gen SOD?2, superoxiddismutaza odpovédna za snizeni hladiny ROS v M. restricta,
je pfimo ¢1 nepfimo inhibovan ZnP (Park et al. 2018).

Dalsi zpusob antimikrobialni aktivity muze byt za pomoci zvySenych hladin rtuti
v buiice. K tomu dojde zieymé& behem reakce chelatace ZnP médi a vzniku pyrithionu médi.
Nadmérné mnozstvi médi v mikrobialni bufice muze inaktivovat enzym akonitazu, ktery je
zapojen v mitochondridlni produkce energie (Chandler & Segel 1978; Imokawa & Okamoto
1982; Gelling et al. 2008; Lamore et al. 2010; Lamore & Wondrak 2011; Reeder et al. 2011;
Mangion et al. 2021). Deplece ATP v buiice je zptsobena ptimou ¢i nepfimou depolarizaci
CPM ZnP a tim inhibici protonovych pump, které dodéavaji energii do buiky. Blokaci
protonové pumpy ZnP dochazi k omezeni membranového transportu u mikroorganismu
(E. coli, P. aeruginosa, M. restricta) (Imokawa et al. 1981; Guthery et al. 2005; Lamore et al.
2010; Lamore & Wondrak 2011; Gupta et al. 2014; Park et al. 2018; Mangion et al. 2021).
Dale bylo pozorovano u M. restricta redukovana exprese lipazy ZnP, ktera je nezbytna pro
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degradaci lipidi a ovlivnéni exprese genu pro dil¢i casti Krebsova cyklu (sukcinat
dehydrogenaza, citrat synthaza...) a elektronového transportniho fetézce (podjednotka ATP
synthazy). Témito n¢kolika mechanismy nabyva ZnP na své antimikrobialni aktivit¢ (Park et
al. 2018; Mangion et al. 2021).

Déle Yasokawa et al. (2010) studoval buniky Saccharomyces cerevisiae oSettené ZnP
a zjistil, ze tato latka zvySuje expresi genu zodpoveédnych za transport Zeleza. To ma za
disledek nedostatek zeleza pro tyto mikroorganismy. Studie vedena Reederem et al. (2011)
dale zjistila vliv ZnP na snizeni aktivity CTR1, coz je transportér s vysokou afinitou k medi
pfitomny v plazmatické membrané. To mélo za nésledek zvySené hladiny médi, které mohou
byt cytotoxické.

Studie vedena Blanchardem et al. (2016) zjistila, ze ZnP byl ucinny pfi inhibici ristu
P. aeruginosa, S. aureus, A. baumannii, E. faecium, E. faecalis a E. cloacea. Kombinace této
latky spolu s dal§imi antimikrobialnimi topikalnimi pfipravky by mohlo byt vice u¢inné nez
uziti jich samotnych. Konkrétné aplikace sulfadiazinu stfibrného a ZnP méla adicni ucinek
(Blanchard et al. 2016). Dal§im, jiz zminénym mikroorganismem, jehoz rist ZnP inhibuje
jsou kvasinky druhu Malassezia restricta. Ty jsou povazovany za hlavni pii¢inu vyskytu lupt.
Pripravky s pfidavkem antifungalnich latek jako je naptiklad ZnP se osvédcily jako velmi
ucinné (Park et al. 2018).

In vitro antimikrobialni aktivita ZnP byla shrnuta zvice studii ¢lankem vydaném
Guthery et al. (2005) (tabulka 4).

Tabulka 4: Antimikrobialni aktivita ZnP (Guthery et al. 2005)

Testovany organismus Pocet MIC50v | MIC90v
kment ppm ppm
Staphylococcus aureus 10 10 10
Koagulaza negativni 10 10 10
stafylokoky A
Enterococcus spp. B 10 20 20
Enterococcus faecalis ATCC 10 20
19433
Bacillus cereus ATCC 10 10
11778
Sarcina lutea ATCC 9341 10 20
E. coli 10 10 10
Proteus vulgaris ATCC 9920 10 10
Pseudomonas aeruginosa NCIMB ND 13
10548
Citrobacter spp. ¢ 10 20 40
Serratia marcescens 10 20 40
Morganella morganii 5 40 150
Enterobacter spp. P 10 20 20
Klebsiella spp. ¥ 10 20 20
Dermatophytes spp. ¥ 5 10 10
Aspergillus spp. ¢ 5 10 10
Candida spp. ! 5 10 10
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Vysvétlivky: A obsahovalo S. epidermidis (4 kmeny), S. hominis (1 kmen),
S. saprophyticus (3 kmeny), S. simulans (2 kmeny)

B E. faecalis (5 kment), E. faecium (2 kmeny), E. avium (1 kmen), E. durans (1 kmen),
E. raffinosus (1 kmen)

C C. diversus (6 kment), C. freundi (4 kmeny)

D E. cloacea (7 kmeni), E. aerogenes (3 kmeny)

E K. xyotoca (2 kmeny), K. pneumoniae (8 kment)

¥ M. canis, M. gypseum, T. mentahrophytes, T. rubrum, Trichophyton spp.
G A. flavus (2 kmeny), A. fumigatus (2 kmeny), A. terreus (1 kmen)

H C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis

ND = neexistujici data

3.3 Typy interakci antimikrobialnich liatek

Klasifikace interakce latek mezi sebou poskytuje piehled ohledné toho, jak predpovidat
jejich vlastnosti, jak je detekovat a vyvarovat se jim. Timto zptsobem mohou byt
klasifikovany: farmaceutické interakce, farmakokinetické (absorpce, distribuce, metabolizace,
exkrece) a farmakodynamické. Farmakodynamické interakce se mohou délit na 1) pfimy
ucinek na funkci receptoru, 2) interference s biologickymi ¢i fyziologickymi pochody a 3)
aditivni/synergicky/antagonisticky ucinek. Tyto interakce mohou byt 1 mezi léivem a
onemocnénim. Bohuzel ijednou z moznosti, jak 1éCivo mize ovliviiovat nemoc je tvorba
antimikrobialni rezistence. To je dalsim divodem, pro¢ studium antimikrobialnich latek a
jejich interakci, je nezbytné (Aronson 2004; Caterina et al. 2013).

Faktory, které mohou ménit absorpci 1é¢iv je zména pH. Léciva, ktera jsou schopna
navysit zalude¢ni pH mohou ovliviiovat kinetiku i dalSich latek. Témito lé¢ivy mohou byt
antacidy, inhibitory protonové pumpy ¢i H> antagonisty (hydroxid hlinity, soda bikarbona).
Navyseni gastrického pH mize ovliviiovat ostatni latky jako snizovat jejich biodostupnost ¢i
navySovat jejich absorpci (beta blokatory). Na rozdil od zvySeni pH, nékteré latky mohou pH
snizovat. Pfikladem je pentagastrin, ktery snizuje pH zaludku (Caterina et al. 2013).

Dalsi faktor modifikujici absorpci latek je tvorba Spatné rozpustnych komplexi.
Tetracykliny v zazivacim traktu se mohou vazat s ionty kova (vapnik, hoi¢ik, hlinik, zelezo)
¢i s jinymi 1éCivy (antacidy, latky obsahujici kovy) a tim je snizena jeho absorpce. Obdobnym
zpusobem antacidy snizuji absorpci fluorochinolonti (ciprofloxacin) a tetracyklinli, protoze
ionty kovl tvoti komplexy s 1é¢ivem. Kvili tomuto jevu, by antacidy a fluorochinolony mély
byt podavany s minimalnim intervalem 2 hodin od sebe (Ogawa & Echizen 2011; Seedher &
Agarwal 2010; Caterina et al. 2013).

Vétsinou jsou léCiva distribuovana v organismu vazbou na plazmatické ¢i tkanové
bilkoviny. Nejvyznamnéjsi plazmatickou bilkovinou je albumin, glykoproteiny a lipoproteiny.
Pouze nenavazané latky jsou k dispozici pro pasivni difuzi extravaskularnim ¢i tkanovym
lokalitam a Casto urcuji koncentraci latky u aktivniho mista, a tedy 1 jeji i€¢innost. Konkrétné
albumin mé 5 moznych vazebnych mist. Mira vazby lé¢iva na tuto plazmatickou bilkovinu
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zavisi na mnozstvi volnych a vazanych molekul a jeji afinit€ k dané bilkoviné (Krach-Hansen
et al. 2002; Bushra & Aslam 2010; Caterina et al. 2013).

Synergie je definovana jako ucinek dvou nebo vice latek, které ptisobi v kombinaci
vysS8i nez oCekavany aditivni uCinek téchto latek. Kombinace takovych latek maze umoznit
kyzeny terapeuticky ucCinek se snizenim nezadoucich vedlejSich ucinkd. U tohoto jevu by
rovné€z mohlo byt mozné vyuzivat niz§i mnozstvi 1é¢iv se stejnym efektem (Greco et al.
1996). Antagonismus je opak synergie. Pii kombinaci latek dochazi tedy ke snizeni ucinka
latek v kombinaci. V oblasti biochemie je tento jev ¢asto vniman negativné, protoze dochazi
k zeslabeni G¢inkl podavanych latek. Spotfeba doty¢nych latek vzrista, i kdyz jejich ucinnost
klesa (Tallarida 2001).

Z divodu rozsifené antimikrobialni rezistenci u patogent zapfiCifiujici mastitidu, je
dulezité nalézt vhodné interakce moznych latek na potlaceni této infekce. Studie vedena
Rajamanickamem et. al. (2020) nalezla pozitivni interakce vyuziti hojné pouzivaného
antibiotika ceftioforu a fosfatidylcholinu. Tyto latky mély synergisticky ucinek u
Staphylococcus spp. a aditivni/synergisticky u S. epidermidis. Dal§i studie poukazala na
synergii cefalexinu a kanamycinu (aminoglykosid) u S. aureus, Str. uberis a E. coli (Ganiere y
Denuault 2009).
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4 Metodika

4.1 Material

4.1.1 Testované latky

V tabulce nize 5 jsou uvedené jednotlivé zkoumané antiseptické latky a jejich vlastnosti.

Tabulka 5: Rozpustnost testovanych Idtek

Zkoumané latky
Uginnost Rozpustnost Dodavatel ATB
Pyrithion zinek 100 % DMS0O Sl(%‘;:}ll' fgﬁ;h
Gentamicin 100 % Destilovana voda Sigma-Aldrich
(Praha, CR)
Vysvétlivky:

ATB = antibiotikum
DMSO = dimethylsulfoxid

4.1.2 Bakterialni kmeny a podminky kultivace

Testované kmeny mikroorganismii jsou uvedené v tabulce 6 a zahrnuji zastupce
streptokokd, jez jsou spjaty s bovinni mastitidou. K inokulaci byla pouzita suspenze daného
kmene mikroorganismu. Densi-La-Meter II zalozeném na McFarlandové zakalové stupnici
byl pouzit pro upravu hustoty dané suspenze. Vysledna hodnota byla 5%10° KTJ/ml
(KTJ=kolonie tvotici jednotky). K rastu Str. agalactiae bylo pouzito médium Tryptone Soya
Broth (Oxoid, Velka Britanie) apro Str.dysgalactiae bylo pouzito stejné médium
s piidavkem kvasniéného extraktu (3 pg/ml; Sigma Aldrich, CR). Tabulka 7 pojednava
o vlastnostech prislu§ného kultivacniho média.

Tabulka 6: Testované kmeny bakterii

Bakterialni druh Kmen Pivod sbirky
Str. agalactiae CCM 6187 Masarykova univerzita,
Bmo, CR
Str. dysgalactiae DSM 20662 Braunsweig, Némecko

Tabulka 7: Slozeni média Tryptone Soya Broth (Oxoid, Velka Britdanie)

Slozeni Koncentrace (ug/ml)
Pepton z kaseinu 17,0
Enzymaticky $tépené sojové boby 3,0
Chlorid sodny 5,0
Hydrogenfosfore¢nan sodny 2,5
Glukoza 2.5
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4.2 Testovani minimalnich inhibi¢nich koncentraci gentamicinu a pyrihion
zinku

K piipraveé pocatecnich koncentraci testovanych antiseptik za uc¢elem urceni MIC byla
uplatnéna standardizovana metodika CLSI (2013) modifikovana dle nejnovéjSich znalosti Cos
et al. (2006) svyuzitim mikrodiluéni bujénové metody za in vitro podminek. K tomu
byly pouzity desticky o devadesati Sesti jamkach ur¢ené k mikrotitraci. V téchto tabulkéach
byly vytvoreny klesajici fedici fady zasobnich roztoka testovanych latek s pocatecnimi
koncentracemi viz tabulka 8. Do vsSech jamek bylo nabrano po devadesati mikrolitrech
roztoku testovaného antiseptika spolu s konkrétnim médiem pro dany bakterialni druh. Poté
byly tyto tabulky zaoCkovany deseti mikrolitry suspenze bakterii a dany k inkubaci za danych
podminek (24 hodin, 37 °C, aerobni podminky).

Zakal ve vSech jamkach mikrotitracni desticky byl posuzovan spektrofotometricky
za pomoci Infinite® 200 PRO Microplate Reader (Tecan, Svycarsko). Pouzita vinova délka
meéfeni byla 405 nm. Toto méfeni slouzilo k posouzeni narastu mikroorganisma na danych
destickach. Jako hodnoty MIC byly stanoveny nejnizsi registrované koncentrace testovanych
latek zapficinujici osmdesat procent ubytku mikrobialniho rastu oproti kontrole (= R (rust) —
pouze médium + bakterialni inokulum). Triplikaty vSech vzorkt byly vyhodnoceny ve tiech
nezavislych experimentech. Vysledné hodnoty MIC byly stanoveny jako aritmetické praméry
vSech méfeni.

Tabulka 8: Pocdtecni koncentrace antiseptik u konkrétnich bakterialnich kmenii

Testovany bakterialni kmen Latka Pocatecni koncentrace
(pg/ml)
Str. agalactiae (CCM 6187) Gentamicin 8
Pyrithion zinek 0,5
Str. dysgalactie Gentamicin 4
(DSM 20662)
Pyrithion zinek 2

4.3 Posouzeni typu interakci gentamicinu v kombinaci s pyrithion zinkem

Hodnoty MIC prispély kurCeni typt interakci kombinace GEN a ZnP v reakci
s testovanymi bakterialnimi kmeny. V mikrotitratni desti¢ce vzniklo celkem Sedesat Ctyfi
rozdilnych kombinaci (viz obrazek 8), které byly dale pouzity pro determinaci indexu
frakénich inhibi¢nich koncentraci (FIC). Tyto kombinace vznikly napipetovanim
osmi sériovych fedéni GEN z horizontalnich fad této destiCky s navazujicim kiizovym
fedénim, jehoz bylo docileno napipetovanim osmi sériovych fedéni ZnP z vertikéalnich fad.
Tyto tabulky byly zaockovany deseti mikrolitry inokula bakterii a dany k inkubaci za danych
podminek (24 hodin, 37 °C, aerobni podminky).
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Obrdzek 8: Vyslednd mikrotitracni desticka a jeji vzhled

Vysvétlivky:

MIC GEN-minimalni inhibi¢ni koncentrace gentamicinu
MIC ZnP-minimalni inhibi¢ni koncentrace pyrithionu zinku
R-rist (bakterialni kultura bez antimikrobialnich latek)
C-¢istota (pouze médium)

4.4 Stanoveni frakcnich inhibic¢nich koncentraci gentamicinu a pyrithion
zinku

Zakal ve vSech jamkach mikrotitracni desticky byl posuzovan spektrofotometricky
za pomoci Infinite® 200 PRO Microplate Reader (Tecan, Svycarsko). Pouzita vinova délka
meéfeni byla 405 nm. Toto méfeni slouzilo k posouzeni narastu mikroorganisma na danych
destickach.

Pomoci nize uvedeného vzorce vyuzivajici hodnoty MIC byly stanoveny hodnoty FIC.

FICBA — MICp (kombinace) + MIC 4 (kombinace)

MICp (samostatna) MICy (samostatna)
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Ze zjisténych indexd FIC lze stanovit nasledujici druhy interakci. Podle vyse jejich
hodnot miize byt jejich vztah stanoven jako: antagonicky ucinek pii FIC> 4; indiference pfi
0,5 <FIC < 4; a synergismus pii FIC <0,5 (Odds 2003).
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S Vysledky

Ziskané hodnoty MIC a hodnoty FIC ZnP a GEN u Str. agalactiae (CCM 6187)
a u Str. dysgalactiae (DSM 20662) jsou zaznamenané v tabulkach 9 a 10.

Mezi hodnotami MIC ZnP a GEN u jednotlivych bakterialni kment byly vyznamné
rozdily. U Str. agalactiae (CCM 6187) byla hodnota MIC ZnP 3,32krat nizsi, nez byla MIC
ZnP u Str. dysgalactiae (DSM 20662). Mezi MIC GEN u Str. agalactiae (3,33 pg/ml)
a u Str. dysgalactiae (0,94 pg/ml) byl také vyrazny rozdil (u Str. agalactiae MIC GEN byl
az 3,54 vyssi nasobek hodnoty Str. dysgalactiae).

Synergické ucCinky byly zaznamenany jak u Str. agalactiae (pii koncentraci ZnP
0,0625— 0,0078125 pg/ml), tak u Str. dysgalactiae (pti koncentraci ZnP 0,25— 0,0625 pg/ml).
U zbylych kombinaci ZnP a GEN u Str. dysgalactiae a u Str. agalactiae se jednalo o aditivni
ucinky. Vyjimkou mohly byt koncentrace ZnP u Str. agalactiae 0,00390625 pg/ml (FIC =
0,52) a u Str. dysgalactiae 0,03125 pg/ml (FIC = 0,51), kdy byly hodnoty FIC podobné
hodnotam pfifazovanym synergickym interakcim. U obou testovanych bakterialnich druht
nebyly detekovany zadné antagonismy.
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Tabulka 9: Konecny ucinek kombinace pyrithion zinku s gentamicinem v reakci s kmeny Streptococcus agalactiae.

MIC GEN + ZnP v koncentraci (nug/ml):
testovanych 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625 | 0,0078125 0,00390625
latek (ug/ml):
Kmen | MIC | MIC | MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
sirA. | GEN | zoP | GeN | FTC€ | Gen | F€ [ gen | € | Gen | FT€ |Gen| TT€ | Gen | FT€ | gen | FIC
(6:%\7/[ 3,33 | 0,25 0,06 1,02 0,27 0,58 | 0,35 | 0,36 | 0,42 0,25 | 0,67 | 0,26 | 0,67 | 0,23 1,67 0,52
Vysvétlivky: Str.A. — Streptococcus agalactiae
Tabulka 10:Konecny ticinek kombinace pyrithion zinku s gentamicinem v reakci s kmeny Streptococcus dysgalactiae.
MIC GEN + ZnP v koncentraci (nug/ml):
testovanych 1 0.5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625
latek (ng/ml):
Kmen | MIC | MIC | MIC MIC MIC MIC MIC MICG MIC
Str.D. | GEN | ZnP | GEN FIC GEN FIC GEN FIC GEN FIC GEN FIC EN FIC GEN FIC
5)22/[2 0,94 | 0,83 0,02 1,22 0,02 0,62 | 0,08 | 0,39 | 0,09 0,24 | 0,14 | 0,22 | 0,70 | 0,51 0,77 0,58

Vysvétlivky: Str.D. — Streptococcus dysgalactiae
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6 Diskuze

Mastitida je zanétlivé onemocnéni mlééné zlazy, jez negativné ovliviiuje mlécnou
produkci a welfare postizenych zvitat (Kabelitz et al. 2021). Toto onemocnéni je multi-
etiologické, coz mize komplikovat jeho 1écbu. Mastitida, pokud neni vCas zaléCena
se muze stat chronickou ¢i muze dochazet k jejim Castym recidivam (Kalinska et al.
2017). Kvuli tomu je zapotiebi rychlych, ekonomickych, jednoduchych a zaroveri
ucinnych moznosti 1écby (Kabelitz et al. 2021).

Lécba tohoto onemocnéni spociva v aplikaci antibiotik. V praxi je hojn€ vyuzivano
aminoglykosidi (GEN), makrolidi (erythromycin, tilmokosin) a P-laktamovych
antibiotik (penicilin G, oxacilin, ampicilin) (Denamiel et al. 2005; Kabelitz et al. 2021).
S antibiotickou terapii se vSak poji vznik rezistentnich bakterialnich kmenu, které onu
lécbu komplikuji. Vyskyt a Sifeni bakterii rezistentnich na antibiotickou terapii
je celosvétovy jev, ktery ohrozuje UcCinnost antimikrobidlnich latek a zaroven snizuje
moznost a rychlost 1écby. Antibioticka rezistence je piicitana naduzivani a nedbalosti
aplikace téchto 1éCiv (Ventola 2015). Z tohoto divodu je tfeba vyzkumu a vyvoje novych
latek s antibakterialnimi ucinky. Dale je vhodné zvazit vyuziti kombinacnich G¢inku
jednotlivych antibiotik, nebo 1 alternativnich latek s antibakteridlnim efektem (Amyes
2007). Mezi témito alternativami mohou byt zahrnuty ockovani, rostlinné extrakty,
enzymy, imunoterapie, organické kyseliny, antimikrobialni peptidy, bakteriofagy,
probiotika, nanocastice a pyrithion zinek.

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit literarni reSersi ohledné antiseptickych
latek pfirodniho charakteru, jez by byly alternativou antibiotické 1é¢bé. Tato prace
se konkrétné¢ zameéfila na potencidlni antimikrobialni aktivitu ZnP ve vztahu
k patogennim kmentim Streptococcus spp. Dalsim cilem bylo stanovit MIC GEN a ZnP
a stanovit i druhy interakci kombinace téchto latek pomoci mikrodilucni-§achovnicové
metody. Hypotéza byla ta, ze ZnP bude v kombinaci s GEN vykazovat néktery ztypu
interakci (synergismus/ antagonismus/aditivni u€inek) v reakci s patogennimi kmeny
Streptococcus spp.

V ramci predlozené diplomové prace byly zjistény vyssi hodnoty MIC ZnP vici
Str. dysgalactiae (0,83 pg/ml) ve srovnani se Str. agalactiae (0,25 ng/ml). Co se tyCe
GEN, hodnoty MIC byly u Str. agalactiae vyS$si (3,33 pg/ml) nez u Str. dysgalactiae
(0,94 pg/ml). To mize byt zpisobeno vyssi mirou rezistence Str. agalactiae vi¢i GEN
(44,43 %) nez je mira rezistence Str. dysgalactiae vici stejné latce (4,87 %) (Oliver &
Murinda 2012; Martins et al. 2016).

Oproti dalsim zastupcim Grampozitivnich kokt, byly v této diplomové praci
detekovany daleko niz§i hodnoty MIC ZnP. U Str. dysgalactiae byla hodnota MIC 0,83
ug/ml au Str. agalactiae 0,25 pg/ml. Blanchard et al. (2016) ve své studii ziskal
mnohem vyssi hodnoty MIC u Enterococcus faecium (MIC = 2 ug/ml) ¢i Enterococcus
faecalis (MIC =2 pg/ml). Nizké MIC ZnP u Str. agalactiae a Str. dysgalactiae poukazuje
na citlivost t€chto kmena na tuto latku. ZnP muzZze tedy byt pfinosnym pii 1écb€ mastitidy
zaptic¢inénou témito druhy.

I kdyz neexistuji ptimé dikazy pouziti ZnP v praxi pfi 1écbe mastitidy, byla zjisténa
jeho antimikrobialni ¢innost vaéi mikroorganismim jako je S. aureus, E. coli
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a Pseudomonas aeruginosa, jez toto onemocnéni mohou zpusobovat (Guthery et al.
2005; Park et al. 2018). Ve studii z roku 2016 (Blanchard et al.) byla rovnéz zjiSténa
antimikrobialni aktivita ZnP k patogenim mastitidy jako je E. coli (MIC = 1 pg/ml),
S. aureus (MIC = 1 pg/ml), Klebsiella pneumoniae (MIC = 2 ng/ml), Pseudomonas
aeruginosa (MIC = 16 ug/ml), Enterococcus faecium (MIC = 2 ug/ml), Enterococcus
faecalis (MIC = 2 pg/ml) a Enterobacter cloaceae (MIC = 4 pg/ml). Z této studie byla
nejvice vyzdvizena antimikrobialni aktivita ZnP vaci E. coli, S. aureus, K. pneumoniae,
E. faecium a E. faecalis. Je pozitivni i to, ze ZnP inhiboval rist biofilm tvoficiho
S. aureus, jez je Casto velmi odolny vici antimikrobialnim pfipravkam.

Studie zroku 2015 (Monte-Serrano et al.) sledovala antimikrobialni aktivitu
akrylového natéru BactiBlock ® 101 R4.47 (Paterna, Spanélsko) obsahujici 0,25 % ZnP
a silikatového aditiva na bazi stribra (obsah stfibra byl 1,91 + 0,03 %). Kombinace téchto
latek vykazovala antimikrobialni aktivitu u n€kolika bakterialnich druha: Staphylococcus
aureus (MIC = 3 pg/ml), Staphycoccus aureus rezistentni na meticilin (MIC = 100
ug/ml), Enterococcus faecium rezistentni na vankomycin (MIC = 100 pg/ml), Klebsiella
pneumoniae (MIC = 15 pg/ml), Escerichia coli (MIC = 100 ug/ml), Pseudomonas
aeruginosa (MIC = 300 ug/ml) a Aspergillus niger (MIC = 3 pg/ml). Pfiznivy
antimikrobialni ucinek ZnP v kombinaci s latkou na zakladé¢ stribra podpoftila i studie
pod vedenim Blanchard et al. (2016). Ten ve své studii poukédzal na kombinaci
sulfadiazanu stiibrného s ZnP, jejiz efekt byl vyssi nez uziti téchto latek jednotlivé. Podle
této studie byla tato kombinace G¢inna 1 proti biofilm tvoticimu S. aureus (FIC = 0,52 +
0,02) au P. aeruginosa (FIC = 0,55 + 0,02). Interakce antimikrobialnich latek mohou
pomoci se snizovanim mikrobidlni rezistence, minimalizovat jejich vedlej§i ucinky,
urychlovat 1é¢bu ¢i snizovat potiebné davky 1éCiv (Greco et al. 1996; Caterina et al.
2013).

Interakce kombinace GEN a ZnP u Str. agalactiae a u Str. dysgalactieae
detekované v této diplomové praci by mohly byt vysvétleny tim, kde a jakym zptsobem
na bakterialni bunku ptsobi (Aronson 2004; Caterina et al. 2013).

GEN baktericidné pasobi na buriku na zakladé inhibice jeji proteosyntézy. Tato
latka se s vysokou afinitou vaze v cytosolu na A-misto 16S ribozomalni RNA 30S
ribozomu. To zapfiCifiuje bakterialni proteosyntézu nachylnou k chybovosti (Yoshizawa
et al. 1998b; Bustos et al. 2018; Pancu et al. 2021).

ZnP se vyznacuje vice mechanismy ucinku. ZnP je zndm svymi baktericidnimi
vlastnostmi zalozenych na rozkladu fosfolipidi a naslednym poskozenim CPM (Dinning
et al. 1998). Ve studiich se rovnéz hovofi o navySeni hladiny zinku v buiice vlivem
pusobeni ZnP, coz indukuje akumulaci ROS, narusSeni elektronového transportniho
fetézce, snizeni glykolyzy a redukci produkce ATP (Park et al. 2018). Dale muze
dochazet k chelataci ZnP médi a vzniku pyrithionu médi. Nadmeérné mnozstvi médi
v mikrobialni bufice muaze inaktivovat enzym akonitazu, ktery je zapojen
v mitochondrialni produkci energie (Reeder et al. 2011; Mangion et al. 2021). Deplece
ATP je rovnéz v buiice zpusobena piimou ¢i nepifimou depolarizaci CPM diky aktivité
ZnP a tim inhibici protonovych pump, které dodavaji energii do bunky. Kvuli tomu
dochazi k omezeni membranového transportu u mikroorganismu (Gupta et al. 2014; Park
et al. 2018; Mangion et al. 2021).
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Vyse zminéné testované latky pasobi na zakladé odlisSnych mechanismech ucinku
a na rozdilnych mistech bakterialni buriky (ZnP — CPM; GEN — cytosol a 30S ribozom).
Témito zpusoby se jejich aktivita miize dopliiovat a mit za nasledek synergické interakce,
jez byly nalezeny v této diplomové praci.

Jednotlivé cile této prace byly v teoretické a praktické Casti naplnény. Byly
zaznamenany synergické a aditivni u€inky kombinace ZnP s GEN v reakci s patogennimi
kmeny Str. agalactiae a Str. dysgalactiae. Nebyly zaznamenané zadné antagonismy.
Hypotéza této prace byla tudiz potvrzena.

Zavaznost onemocnéni bovinni mastitidy a rozsifena antibioticka rezistence vybizi
k vyzkumu v oblasti alternativnich moznosti 1écby. Dalsi studium se naskytd v podobé
identifikace moznych interakci kombinace ZnP s dalSimi antiseptickymi latkami a popisu
jeho mechanismu ucinku i u dalSich ptivodct mastitidy. U této prace byl pouzit pouze
jeden kmen od obou vybranych druht streptokokd, tudiz by bylo patii¢né testovat
interakce kombinace GEN a ZnP i na jinych patogennich kmenech téchto bakterialnich
druhd.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reserSi na téma pusobeni antiseptickych latek
vuéi patogennim kmendam Streptococcus spp. (Str. agalactiae CCM 6187; Str. dysgalactiae
DSM 20662) zapricitujicich bovinni mastitidu. Dal§imi cili bylo urcit minimalni inhibi¢ni
aktivitu ZnP a posléze stanovit typy vyslednych Gcinkti kombinace ZnP a GEN. K tomu byla
vyuzita mikrodilu¢ni-§achovnicova metoda. Predpoklad byl ten, ze ZnP v kombinaci s GEN
bude vykazovat urCity druh interakce (synergismus/antagonismus/aditivni ucinek) v reakci
s patogennimi kmeny Streptococcus spp.

V této diplomové praci byla prokazana antimikrobiélni aktivita ZnP a GEN ve vztahu
k patogennim kmenum Str. agalactiae a Str. dysgalactie. Dale byly detekovany synergické
a aditivni ucinky kombinace ZnP a GEN. Synergie ZnP a GEN byla zaznamenana
u Str. agalactiae  pi1  koncentracich ZnP  0,0625 pg/ml az 0,0078125 pg/ml
a u Str. dysgalactiae pii koncentracich ZnP od 0,25 pg/ml az 0,0625 pg/ml. U zbylych
koncentraci ZnP se jednalo o indiferenci. Nebyly pfitomné zadné antagonismy.

Jednotlivé cile této prace byly dosazeny a hypotéza byla potvrzena. Kvili pfitomnosti
synergickych interakci ZnP s GEN u obou bakterialnich kmend a naléhavosti situace
zapii¢inénou piitomnosti antibiotické rezistence, je vhodné pokracovat v dalSim studiu
interakci ZnP s dal§imi antiseptickymi Ciniteli a popisu jeho mechanismu Ucinku i u dal§ich
puvodct mastitidy.
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