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1. Uvod

Patogeny zpUsobujici mastitidu v chovech mlééného skotu predstavuji vyznamné obecné
ohrozeni, jelikoz se u nich Ize setkat s rostoucim vyskytem bakteridlni antibiotické rezistence.
Antibiotika jsou hlavni moznosti, jak vyskyt mastitid snizovat, ¢i eliminovat, pfedevSim
s ohledem na potencial pfenosu mastitidy na dalsi zvifata a kontaminaci zivotniho prostredi
patogennimi bakteriemi, zejména prostiednictvim procesu dojeni. Toto onemocnéni s Sebou
navic pfinadsi ekonomické ztraty a dalsi naklady, které negativné ovliviiuji odvétvi
mlékarenského primyslu. S ohledem na tyto skute¢nosti jsou alternativni pfistupy vyuzivani
piirodnich antimikrobik pii 1é¢bé nebo kontrole mastitidy v chovu mléného skotu velmi
dulezité. Je znamo, ze potencial antibakterialniho ¢inku mastnych kyselin se stiedni délkou
uhlikového tetézce (MCFA) je u celé tfady patogeni nezanedbatelny, ale existuji pouze
omezené informace o aktivit¢ MCFA na patogeny zptsobujici mastitidu. Kromé& toho neexistuji
v soudobé literatuie dikazy o antimikrobialnich u¢incich palmovych olejii bohatych na MCFA,
jako je kokosovy, palmojadrovy, ¢i tucuma olej vii¢i zminovanym bakteriim. Cilem této studie
proto bylo vyhodnotit in vitro antibakterialni aktivitu palmovych oleji bohatych na MCFA po
Stépeni exogenni lipAzou z Mucor javanicus, viéi grampozitivnim bakterialnim druhtim, které
zpusobujici mastitidu skotu (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae a Streptococcus uberis) mikrodiluéni bujonovou metodou. VSechny testované
palmové oleje vykazovaly antibakterialni aktivitu viici osmi testovanym bakterialnim kmentim
v rozmezi minimalnich inhibi¢nich koncentraci 64-8192 pl/ml, pfi¢emz Str. agalactiae se
prokézal jako nejcitlivéjsi a S. aureus jako nejodolnéjsi druh. Vysledky této studie naznacuji,
ze palmové oleje bohaté na MCFA mohou slouzit jako alternativa, ¢i doplnék k bézné
pouzivanym ,predip® a ,postdip”“ postupim pii kontrole mastitidy v chovech skotu
s doporuc¢enim provedeni dalSich in vivo studii, které by potvrdily zjisténi této prace v ramci

mozné praktické aplikace.



2. Teoreticka ¢éast studie
2.1. Bovinni mastitida

2.1.1. Charakteristika onemocnéni

Bovinni mastitida je definovana jako zanét mlécné zlazy zpusobeny u dojnic patogennimi
mikroorganismy, které osidluji a rozkladaji tkané produkujici mléko (Tremblay et al. 2014).
Toto onemocnéni predstavuje celosvétové vyznamny problém pro producenty mléka kvili
obtizim spojenym s obvyklou 1é&bou tohoto onemocnéni (Mclnerney et al. 1992). Cetnost
vyskytu mastitidy je obvykle vyssi pfi pozdé€jsSich laktacich ve srovnani s dojnicemi pfi prvni
laktaci (Kasna et al. 2018). Mastitida se muze projevit dvéma riznymi zpusoby — subklinicky
(bez viditelnych ptiznakt) a klinicky (s riznymi piiznaky, véetné mirnych, jako jsou vlocky v
mléce, mirny otok infikované ¢&tvrti; nebo zavaznych — napf. abnormalni sekreci mléka,
horeckou, rychlym pulsem, ztratou chuti k jidlu, depresi a umrtim) (Schroeder 2012).
Klasickym pftistupem k 1é€bé mastitidy u skotu je pouzivani antibiotik, avSak tato 1écba je
spojena s riznymi nevyhodami, mezi které patii pfedev§im nizké mira vyléceni, zvySujici se
vyskyt bakterialni rezistence vuci antibiotikim a piitomnost jejich rezidui v mléce (Gomes a
Henriques 2016). Obvyklou praxi v 1éébé nebo kontrole mastitidy u stad dojnic je pak
predevsim intramamarni antibioticka terapie, pfi¢emz komer¢ni intramamarni antimikrobialni
produkty dostupné v Evropé obsahuji bud’ jednotliva antibiotika (benzatin-cefalexin, cefalotin,
benzatin-cefapirin, cefazolin, benzatin-kloxacilin, ¢i rifaximin), nebo smés dvou nebo tii
antibiotik. Produkty kombinujici vice antibiotik obsahuji napt. kombinace benzatin-oxacilinu
se sodnou soli oxacilinu, framycetin sulfatu s erythromycin stearatem, neomycin sulfat se
spiramycinem, prokain penicilin G se sodnou soli novobiocinu, benzatin-kloxacilin s neomycin
sulfatem, ¢i prokain penicilin G s neomycin sulfatem (Gruet et al. 2001; Bhosale et al. 2014).
U aktualné dostupnych terapii pro kmeny S. aureus zptsobujici mastitidu vSak dosahuje mira
uspésnosti 1écby necelych 50 % (Ster et al. 2013). Antibioticka terapie bovinni mastitidy souvisi
také s rostouci antimikrobidlni rezistenci u riznych bakteridlnich kment, véetné izolath z
infikovanych krav, jinych zvifat ze stejného stdda, a dokonce 1 z potravinarskych produktd,
které pochazeji z infikovanych/uzdravenych zvirat (Silva et al. 2018). Mezi moderni pfistupy k
intramamarni tésnéni struklti (Kromker et al. 2014), jez se snazi snizovat negativni dopad

antibiotik v rdmci Zivocisné produkce.



2.1.2. Patogenni bakterie indukujici bovinni mastitidu

Existuje vice nez 250 mikroorganismd, které mohou byt u skotu pti¢inou mastitidy (Bhuvana
a Shome 2013) sestavajici ze dvou rtznych skupin bakterii podle piivodu mikrobidlniho
znecisténi: nakazlivé patogeny, které ziji na povrchu vemene a kizi struki a prenaseji se z
postizeného zvifete na zvife béhem dojeni (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis); a patogeny zivotniho prostfedi, které jsou pfitomny napf.
V podestylce, a které se mohou pienaset béhem dojeni nebo mezi dojenimi, pii krmeni, ¢i béhem
odpocinku (Escherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae) (Dufour et al.

2019). V navaznosti na obsah praktické ¢asti této studie bude dalsi text vénovan bakterialnimu

druhu Staphylococcus aureus a Streptococcus spp.

21200 Staphylococcus aureus

Charakteristika

Staphylococcus aureus, z teckého staphylé — hrozen, kokkos — bobule a latinského aureus —
zlaty, je druh nepohyblivych, nesporulujicich grampozitivnich bakterii néalezicich k rodu
Staphylococcus. Bakterie pramérné velikosti 0,5-1 um se vyskytuji samostatné, v parech, ¢i
tvoti shluky ve vypouklych, hladkych, lesklych, prisvitnych koloniich s ucelenymi okraji,
jejichz pigmentace se pohybuje v odstinech Sedé, Zluté az oranzové (Schleifer a Bell 2009). S.
aureus byl poprvé identifikovan v hnisavé tekutiné z abscesu nohy Ogstonem v 80. letech 19.
stoleti a kratce nato formaln¢ izolovan Rosenbachem (Newsom 2008), ktery rozlisil lidské
stafylokokové izolaty na zakladé pigmentace jejich kolonie, navrhujice nomenklaturu S. aureus
a S. albus pro Zluté, respektive bilé kolonie (Rosenbach 1884). Posledné jmenovany druh je
nyni oznacovan jako S. epidermidis (Thomer et al. 2016). Stafyloxantin, karotenoid vazany na
membranu, produkovany S. aureus, je zodpové€dny za zlutou pigmentaci kolonii. Produkeci
pigmentu jsou zachycovany reaktivni formy kysliku, ¢imz je S. aureus chranén pted eliminaci
fagocyty (Clauditz et al. 2006). Schopnost srazet lidskou a zZivocisnou krev nebo plazmu je
charakteristickym znakem S. aureus a je zprostfedkovan dvéma secernovanymi produkty,
koagulazami (Coa) a von Willebrand-faktor vazajicim proteinem; S. epidermidis je Coa
negativni, S. aureus Coa pozitivni (Cheng et al. 2010). Mezi Coa pozitivni stafylokokové druhy
jsou dale fazeny napt. S. delphini, S. intermedius, ¢i S. pseudintermedius, druh, ktery se
piizptsobil riznym hostitelim (norek, liSka, holub a pes), ale nekolonizuje lidskou populaci

(Guardabassi et al. 2012).

S. aureus je také invazivnim patogenem a Castou pricinou onemocnéni kiize a mekkych tkani,

krevniho fecisté€ a také piivodcem otrav z jidla (Schleifer a Bell 2009). Jakmile patogen vstoupi
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do krve, replikuje se a §ifi na mnoho rtiznych mist téla, coz usti v zavazné projevy onemocnéni,
jako je sepse, infekéni endokarditida a hluboké abscesy prakticky v kazdé mozné organové
soustavé (David a Daum 2010). Komplikaci infekei S. aureus je tzv. syndrom toxického Soku
indukovany produkci enterotoxinti (A, B, C — 3 typy, D a E), kdy patogen na vstup do organismu

odpovida produkci enterotoXin-podobnych proteint (Silversides et al. 2010).

Patogenita

S. aureus ma rozsahly repertoar virulen¢nich faktort, ktery mu umoziuje piezit extrémni
podminky v hostiteli. K infekcim dochazi ¢asto v diisledku pfimého vniku S. aureus do oteviené
rany, ¢i predispozi¢nim poskozenim sliznice v diisledku virové infekce, kdy se predpoklada, ze
pocatecni expozice bakterii S. aureus viici hostitelskym (pfedevsim mukdznim) tkanim ¢i kizi
vyvolava upregulaci virulencnich genti (Novick 2003). Na tvorbu bakteridlnich produktd, ¢i
poskozeni tkan€ reaguji fagocyty a bunéény epitel hostitele aktivaci imunitniho systému, kdy
jsou peptidoglykan a lipoproteiny S. aureus rozpoznany pattern recognition receptory
(Hashimoto et al. 2006). Produkty rozkladu hyaluronanu (Scheibner et al. 2006) a endogenni
ligandy ,.toll-like* receptori (RNA, DNA, HMGBI) uvoliiované nekrotickymi tkdnémi
(Cavassani et al. 2008) béhem infekce dale zvySuji prozanétlivou signalizaci organismu vedouci
k aktivaci lokalnich imunitnich bunék a mnozeni neutrofili a makrofagt (Liu 2009). Po
dosazeni mista infekce uvolni neutrofily fadu antimikrobiélnich latek, véetné antimikrobialnich
peptidl, reaktivnich forem kysliku (ROS), reaktivnich forem dusiku (RNS), proteaz a
lysozymu. Obrana proti ROS je u bakterii S. aureus zprostfedkovana aktivaci velkého poctu
antioxidaénich enzymt (napft. katalazy, pigmenty, superoxid dismutaza), které neutralizuji ROS
a RNS (Foster 2005). Antimikrobidlni peptidy, které cili na negativné nabité bakterie, nejsou
vici S. aureus ucinné, nebot’ tento méni své povrchové napéti (Collins et al. 2002). Navic jsou
antimikrobialni peptidy degradovany aureolysinem (Sieprawska-Lupa et al. 2004) a
neutralizovany stafylokinazou (Jin et al. 2004). Bakterialni invaze a pteziti v hostiteli nezavisi
pouze na UspéSném vzdorovani imunitnimu systému, ale také na UspéSném ziskavani Zivin,
zejména Zeleza (Maresso a Schneewind 2006). Béhem bakteridlni infekce je 95 % zZeleza
deponovano bezpec¢né v hostitelskych bunikach a sérové Zelezo je vétSinou vazano na hostitelské
proteiny, které nejsou snadno pfistupné. Pokud dochéazi u S. aureus k nedostatku Zzeleza,
bakterie vylucuji vysoce afinitni slouCeniny vézajici Zelezo (aureochelin a stafyloferrin)
(Drechsel et al. 1993). Navic, pokud S. aureus detekuje nizky obsah Zeleza, iniciuje transkripci

programu pro ziskavani Zeleza, ktery umoziiuje zachycovani hemu a haptoglobinu na bunééném



povrchu, transport komplexu zeleza ptfes plazmatickou membranu a naslednou oxidacni

degradaci hemu v cytoplazmé (Maresso a Schneewind 2006).

Dalsim fenoménem spojovanym s bakteriemi S. aureus je fakt, ze produkuji v reakci na riizné
stresové podnéty tzv. perzistery, ktefi predstavuji uréitou ¢ast bakterialni populace, jez vykazuje
toleranci k antibiotikiim (Kubistova et al. 2018). Podle zjisténi Peyrussona et al. (2020),
S. aureus v pritomnosti vysoké koncentrace rtiznych antibiotik, vykazuje dvoufazovy zpiisob
usmrcovani, coz znamena, ze vétSina bakterialni populace je citliva a rychle usmrcena, zatimco
subpopulace s pomalejsi rychlosti usmrcovani pietrvavda mnohem delsi ¢asové obdobi.

Perzistentni populace navic vykazuje reverzibilitu fenotypu po odstranéni antibiotika.

Epidemiologicka situace

Navzdory vysoké prevalenci literatury charakterizujici stafylokokovou patogenezi u lidi je
S. aureus hlavni pfic¢inou infekce a onemocnéni u mnoha zvifecich hostiteld, coz vede k
vyznamnému dopadu na vefejné zdravi, a také zemé&d¢lstvi. Infekce u zvitat Skodi zdravi zvitat
a ta tak mohou ptisobit jako rezervoar ptenosu stafylokoki na ¢loveka. Udalosti piechodu
hostitele mezi lidmi a zvifaty, ¢i mezi zvifaty navzajem jsou Casté, a byly znasobeny
domestikaci a komercializaci konkrétnich druhi zvifat (Haag et al. 2019). S. aureus je hlavni
pfi¢inou bakterémie a infek¢ni endokarditidy, jakoz i infekci souvisejicich s osteoartikularnimi,
koznimi a mékkymi tkdnémi, pleuropulmonarnimi chorobami, infekcemi mocového traktu a je
spojen také se syndromem toxického Soku, meningitidou, ¢i septickou tromboflebitidou (Tong
et al. 2015). Diky své vysoké rezistenci a Siroké Skale onemocnéni, jez je schopen vyvolat, je
hlavni infekci, kterou lze ziskat pfenosem v nemocni¢nich zafizenich (Bonten et al. 2001),
avSak velice vyznamny je 1 tzv. s hospodarskymi zvifaty asociovany S. aureus, ktery mulize
zpisobovat zdvazna onemocnéni v chovech potravinovych zvirat, mezi které lze fadit také i

mastitidu skotu (Fitzgerald 2012).

Moznosti 1écby a prevence

Prakticky vSechny kmeny bakterii S. aureus byly na pocatku 40. let dvacatého stoleti, kdy byl
penicilin G oficidlné predstaven, citlivé vic¢i tomuto antibiotiku, avSak jiz v roce 1944 se
objevily prvni zpravy o penicilin-rezistentnim S. aureus a dnes jsou prakticky vSechny kmeny
rezistentni na pfirodni peniciliny, aminopeniciliny, antipseudomonalni peniciliny (Neu 1992) a
vlivem zkitizené rezistence také na oxacilin (Cormican a Jones 1996). Nejprve byly ptipady
penicilin-rezistentniho S. aureus omezené a objevovaly se pouze ve zdravotnickych zafizenich,
avSak v prubéhu casu bylo detekovano Sifeni rezistentnich druhd v celé fadé prostiedi

(Chambers 2001). Posléze byl k 1é€b¢ infekei zpiisobenych na penicilin rezistentnim S. aureus
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vyvinut meticilin a dal$i peniciliny rezistentni na penicilinazy, které se setkaly s pocate¢nim
uspéchem, nicméné v priabcéhu Casu se zaCaly objevovat a §ifit kmeny MRSA — nejprve
V nemocni¢nim prostiedi a posléze v ramci bézné populace (Rice 2006). Béznou praxi v 1écbé
infekci zplisobenych na B-laktamazy-pozitivnimi MRSA izolaty je kombinace -laktamového
antibiotika (amoxicilin) spolu s B-laktamazovym inhibitorem (kyselina klavulanova) (Jamil et
al. 2017). Obecné je MRSA rezistentni k SirSimu spektru antibiotik (tzv. multirezistence) diky
tomu, Ze exprese genu MeCA kodujiciho nizkoafinitni penicilin vazajici protein (PBP2a) udéluje
S. aureus krom¢ meticilinu rezistenci i1 k jinym B-laktamim (Utsui a Yokota 1985). Zaroven
tato rezistence zahrnuje typicky 1 jiné tfidy antibiotik (Aucken et al. 2002), a infekce zptisobené
MRSA je tak tézké 1é¢it vzhledem k tomu, ze multirezistence zahrnuje dale aminoglykosidy,
makrolidy, linkosamidy, tetracykliny, cefalosporiny, karbapenemy, kombinace zahrnujici -
laktamdzové inhibitory, trimethroprim, sulfonamidy a chinolony (Baquero 1997). V nedavné
dobé byla identifikovana u lidskych i zvifecich MRSA izol4ti nova varianta mecA znama jako
mecC (mecC-MRSA), koédujici PBP2¢, ktery vSak nezprostfedkovava piimo rezistenci na
penicilin (Garcia-Alvarez et al. 2011). Sirokospektra rezistence B-laktamt u kmenti mecC-
MRSA je spiSe zprostiedkovana kombinaci PBP2c¢ a odlisné B-laktamazy kodované blaZ gazsi,
ktera je soucasti mecC kodujiciho SCCmec typu XI. (Ba et al. 2015). Vzhledem Kk vyskytu
multirezistentnich kmenti S. aureus je v klinické praxi k 1é¢b¢ infekci MRSA bézné pouzivan
vankomycin (Tabuchi et al. 2017). Avsak i u tohoto antibiotika byl nedavno hlasen vyskyt
rezistentnich kment, tzv. vankomycin-intermediate-rezistentnich S. aureus (VISA), které
vykazuji slabou toleranci vii¢i vankomycinu (MIC 4-8 pg/ml) (Howden et al. 2010) a
vankomycin-rezistentnich kmena S. aureus (VRSA), které jsou vysoce rezistentni vuci
vankomycinu, diky pfitomnosti exogennich geni, jakym je napi. vanA (Melo-Cristino et al.
2013). Vzhledem k prevalenci infekci zpiisobenych bakteriemi S. aureus, mize byt empiricka
terapie peniciliny nebo cefalosporiny nedostate¢na (Elliott et al. 2009). Lee et al. (2011) proto
doporucuji kombinovanou terapii penicilinu rezistentniho na penicilindzu nebo cefalosporinu
(v pripadg, ze bakterii je meticilin-senzitivni S. aureus) v kombinaci s klindamycinem nebo
chinolonem. Jini navrhuji pouziti klindamycinu, TMP/SMX, rifampinu, doxycyklinu nebo
chinolonu spiSe v kombinaci nez samostatné, a tak se v regionech s relativné€ nizkym vyskytem
rezistence na klindamycin tento miiZe stat preferovanou ambulantni antibiotickou terapii (ve

srovnani s TMP/SMX) (Williams et al. 2011).



Omezeni Sifeni bakterialnich infekci zptisobenych S. aureus je spojeno predevsim s prevenci
vzniku biofilmd, které jsou timto bakterialnim patogenem tvofeny na mnoha riznych povrsich

(Bhattacharya et al. 2015).

2.1.2.1.2 Streptococcus spp.
Charakteristika

Nazev bakterii rodu Streptococcus, vychazejici z latinského spojeni slov streptus a coccus, je
oznacuje jako poddajné hrozny, coz vystihuje jejich morfologické znaky, mezi které nalezi
sféricky nebo vejcity tvar, velikost mensi nez 2 um v pruméru, a vyskyt v fetézcich nebo
V parech. Grampozitivni, fakultativné anaerobni buiky streptokokt jsou dale charakteristické
nepohyblivosti, neschopnosti tvofit spory, chemoorganotrofii s fermetativnim metabolismem

produkujicim laktazu bez tvorby plynt, a negativnim katalazovym testem (Whiley a Hardie
2009).

Tradicn€ se streptokoky subklasifikuji dle vzhledu na krevnim agaru, ktery urcuje jejich
rozdéleni na zakladé stupné hemolyzy do tii skupin na alfa-hemolytické, indukujici na krevnim
agaru pouze cCasteCnou hemolyzu; beta-hemolytické s plnou hemolytickou aktivitou (s
vyjimkou Str. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, ktery neni beta-hemolyticky, ale je do této
skupiny zafazen z taxonomickych diivodl); a ne-hemolytické (Abranches et al. 2019). Facklam
(2002) déli streptokoky pouze na beta-hemolytické a ne-hemolytické, jelikoz tvrdi, Ze slozeni
média veetné typu krve a inkubaéni atmosféry mize ovlivnit, zda dojde k tzv. ,,alfa* hemolyze,
a Ze neexistuje Zadny zdokumentovany enzym nebo toxin, ktery by ovliviioval ¢ervené krvinky

a umozioval streptokokim alfa-, tedy ¢aste¢nou hemolyzu.

Pomoci sérologického systému, vyvinutého Rebeccou Lancefieldovou v roce 1933, jsou druhy
beta-hemolytickych streptokoki dale klasifikovany podle typu hlavniho povrchového
polysacharidového antigenu (Lancefield 1933). Druhy beta-hemolytickych streptokokt
nejCastéji  spojovanych s humdnnimi a veterindrnimi chorobami jsou fazeny do
Lancefieldovych skupin A, B, C, a G. Antigen skupiny A a skupiny B je charakteristicky pro
konkrétni druhy, zatimco antigeny skupin C a G se vyskytuji na malém poctu blizce ptibuznych
druhti (Casto souhrnné nazyvané jako tzv. skupina C/G) (Facklam 2002). Konkrétné¢ zahrnuje
skupina A napt. Str. pyogenes, nejvice patogenni druh streptokokl, zptisobujici zivot ohrozujici
invazivni infekce, jako je nekrotizujici fasciitida a syndrom toxického Soku, ktery je spojen s
vysokou morbiditou a mortalitou (Ibrahim et al. 2016); skupinu B pfedstavuje Str. agalactiae,

patogen, ktery je Castou pficinou morbidity a mortality ve vysoce rizikovych populacich



(t€hotné Zeny, novorozenci a starsi osoby) a podili se na vzniku bovinnich mastitid (Raabe a
Shane 2019); skupina C =zahrnuje predevSim zvifeci patogeny, jako je
Str. dysgalactiae subs. dysgalactiae, ktery mimo jiné také vyvolava zanét vemene (Rato et al.
2011); skupina G poté zahrnuje lidské i zvifeci druhy streptokoku, jako je Str. canis, ktery

zpusobuje napft. infekce mocCovych cest a kiize, ¢i syndrom toxického Soku (Lam et al. 2007).

Streptokoky vsak také mohou byt déleny pomoci sekvenacnich metod na zéklad¢ podobnosti
jejich 16S rRNA do Sesti skupin, jmenovité¢ pyogenni, mitis, salivarius, bovis, mutans a
hyovaginalis. Skupina streptokoki pyogennich (Str. pyogenes a Str. agalactiae) a mitis
(Str. pneumoniae) zahrnuje jak komenzalni, tak vyznamné patogenni druhy zpusobujici
zavazné infekce u lidi 1 u zvifat. Skupina salivarius slucuje streptokoky, jejichz spolecnym
znakem je mimo jiné piitomnost vyznamného mnoZzstvi kyseliny eikosanové (napf.
Str. salivarius, Str. thermophilus). Skupina bovis ptedstavuje soubor streptokokt lidského a
zvifeciho piavodu, jejichz klasifikace byla dlouho problematicka (napt. Str. bovis nebo
Str. pasteurianus). Do skupiny mutans jsou fazeny streptokoky spojené se zubnim plakem u
¢loveka a n€kolika druht zvitat (napt. Str. mutans, Str. sobrinus). Skupina hyovaginalis, jak jiz
nazev napovidd, slucuje streptokoky vyskytujici se v genitaliich, ale také dychacich cestach
domacich zvirat a ptaka (pf. Str. hyovaginalis, Str. thoraltensis a Str. pluranimalium) (Whiley
a Hardie 2009).

Patogenita

Mnoho druhti invazivnich streptokokovych infekci je v celosvétovém méfitku povazovano za
hrozbu pro veiejné zdravi (O'Brien et al. 2009). Bylo taktéz prokazano, ze napt. Str. agalactiae
muZze byt spolu s jinymi streptokoky zoonotickym patogenem (Barkema et al. 2009). Nejlépe
jsou prozkoumany mechanismy patogenity beta-hemolytické skupiny A, zahrnujici
Str. pyogenes, a poznatky o chovani tohoto druhu jsou aplikovatelné obecné i na ostatni
streptokoky (Facklam 2002). V prvni fazi infekce streptokoky obvykle kolonizuji slizni¢ni
organy, jako je nosohltan a obecné dychaci, gastrointestindlni a urogenitalni trakt (Hasty et al.
1992). Po tomto uvodnim kolonizacnim kroku se bakterie §ifi do dalSich organti (Akuzawa a
Kurabayashi 2016). Na nové osidlenych mistech se streptokoky mohou setkat s odlisSnymi
podminkami daného prostiedi hostitele, zahrnujicimi oxidaci, teplotu, pH anebo nedostatek
zivin, které mohou v bakteriich vyvolat stresové reakce (Trainor et al. 1999). Druhy
Streptococcus spp. proto maji vyvinutou fadu mechanismd, jak je piekonat a pfezit v daném

prostiedi (Froehlich et al. 2009; Hua et al. 2014). Bylo také prokdzano, ze streptokokové
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dvouslozkové systémy jsou hlavni cestou regulace genu souvisejicich se stresem u téchto

bakterii (Downey et al. 2014).

Epidemiologicka situace

Jedinym druhem streptokoktl, ktery je vzhledem ke své antibiotické rezistenci zapojeny
V monitorovacim systému statit EU a USA, je Str. pneumoniae (EFSA a ECDC 2019; CDC
2019). Tzv. pneumokok je oportunisticky patogen, ktery kolonizuje slizni¢ni povrchy hornich
cest dychacich ¢lovéka a Weiser et al. (2018) uvadi, ze az 27-65 % déti a <10 % dospélych
jsou pfenaSeci pfi komenzalnim vztahu mezi bakterii a hostitelem (Abdullahi et al. 2012).
Pneumokoky mohou zpisobovat infekce celé fady tkéni vcetné plicniho parenchymu a
mozkovych blan, jsou hlavni pfi¢inou komunitni pneumonie a dtilezitou pficinou bakterémie,
zejména u kojenci a starSich osob (Parks et al. 2015). Penicilin-necitlivé Str. pneumoniae jsou

vyvoj a objevy antibiotik (WHO 2017).

Moznosti 1é¢by a prevence

Vzhledem k druhové rozmanitosti streptokokdi a mnozstvi onemocnéni, které mohou
zpusobovat je vycet moznych terapii veliky, avSak penicilin zGstava lékem prvni volby pro
beta-hemolytické streptokoky skupiny A, vetné senzitivnich kment Str. pyogenes (Camara et
al. 2013). Peniciliny dodnes slouzi také jako profylaxe recidivy streptokoky vyvolané spaly
(Gerber et al. 2009). V¢asna 1é¢ba infekci penicilinem brani imunitni odpovédi vuci
streptokokovym antigentim a soucasné predchazi nasledktim steptokokalni revmatické horecky
a glomerulonefritidy (Cunningham 2000). Problémy s netispéchem antibiotické 1é€by infekei
zpusobenych streptokoky mohou souviset s nesnadnou eradikaci bakterialnich biofilmi
(Baldassarri et al. 2006). Jako pfiklad diverzity moznosti antibiotické 1écby infekci
zpisobenych invazivnimi streptokoky pak Ize uvést, ze Cunningham (2000) navrhuje k 1écbé
streptokokového zanétu nosohltanu cefalosporiny, erythromycin a amoxicilin-klavulanat, ale

lékem prvni volby zlistava penicilin.

Alves-Barroco et al. (2020) doporucuji jako alternativni 1é¢bu streptokokalnich infekci pouziti
bakteriocinti, bakteriofagli a nanocastic stiibra ¢i medi, a zdroven konstatuji, ze G€innost téchto
latek neni srovnatelna s i€innosti terapie antibiotiky, av§ak doporucuji kombinaci konvenénich
a alternativnich antibakteridlnich latek pro zajisténi maximalniho G€¢inku s moZznym pfispénim
k omezovani Sifeni bakterialni rezistence. Ve standardech spravné hygienické praxe ve
zdravotnictvi pro omezeni Sifeni Str. pyogenes se Ize setkat s obecnymi doporu¢enimi pro
omezeni bakteridlniho $ifeni, které zahrnuji ¢asté myti rukou, noSeni ochrannych prostredkt a
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izolaci infikovaného pacienta (Ostrowsky a Rosenthal 2018), coz Ize aplikovat jak v humanni,

tak veterinarni sféfe na vS§echna onemocnéni zpiisobena streptokoky, véetné bovinnich mastitid.

2.1.3. Ekonomické dopady vyskytu mastitid v chovu skotu

se kterou se lze v mlékarenském primyslu setkat (Skuce et al. 2016; Getaneh at al. 2017),
jelikoz je u mlécného skotu stale vaznym problémem, a tedy i diivodem k hledani alternativnich
moznosti 1éCby, zejména s ohledem na rostouci bakterialni rezistenci vici antibiotikiim, ktera
muze pronikat i do jinych oblasti, nejen mlécného primyslu. Samotny ekonomicky dopad této
nemoci je velice vyrazny. Roc¢ni ztraty se v USA odhaduji na pfiblizné 2 miliardy dolart
(Hossain et al. 2017). Aby bylo mozné stanovit vhodné ekonomické pobidky k jeji prevenci a
1é¢be, je tieba ziskat piesné informace o skute¢nych nakladech, které jsou indukovany
pifitomnosti mastitidy v chovu. Tyto informace mohou pomoci posoudit Zivotaschopnost a
opravnénost preventivnich opatfeni tykajicich se kazdé dojnice, konkrétniho stada, i celého

odvétvi mlékarenského prumyslu (Gussmann et al. 2019).

Naklady spojené s klinicky se projevenymi mastitidami Ize rozd¢lit do tii kategorii: (i) naklady
spojené s 1écbou, (ii) ndklady spojené se zvySenou umrtnosti prostiednictvim utraceni (tj.
nahrazeni vyfazenych zvitat), a (iii) neptimé néklady zpisobené ztratami produkce (Halasa et
al. 2007). Mezi hlavni opatfeni souvisejici se snizenim finanéni ztraty/zatéze, kterou vyskyt
mastitidy v chovu dojeného skotu piedstavuje, patii pfedev§im cilena antibioticka 1é¢ba
(Swinkels et al. 2005). S ohledem na obavy spotiebitelti souvisejici s pouzivanim antibiotik v
chovech potravinovych zvifat a jeji pfimou souvislosti s antimikrobidlni rezistenci (Ruegg
2003) je vsak Zadouci hledat alternativni intervenéni strategie. Takovou variantou mizZe byt
napiiklad utraceni krav s klinickou mastitidou, které pfinasi ekonomické vyhody sniZenim
pfenosu patogenti zpusobujicich toto onemocnéni, ¢ehoz lze dosdhnout také naptiklad
zlepSenim hygieny nebo biologické bezpecnosti chovu (Halasa et al. 2009). SniZeni pfenosu
patogent zptsobujicich mastitidy miliZe proto vést k dlouhodobému nepfimému sniZzeni nakladt
v dasledku sniZzeného vyskytu poctu novych piipadl (Steeneveld et al. 2011). Néaklady spojené
s vyskytem mastitidy v chovu lze také rozdélit do dvou dalsich kategorii: pfimé a neptimé
(Kossaibati a Esslemont 1997). Pfimé naklady zahrnuji veterinarni sluzby, diagnostiku,
oSetfeni, dalsi poZzadavky na pracovni silu, a v pribéhu 1écby vytfazené mléko. Nepiimé naklady
jsou poté definovany jako naklady, které nejsou vyrobci mléka vzdy ziejmé, a proto jsou

oznacovany také jako skryté naklady. Nepiimé ztraty zptisobené (sub)klinickou mastitidou totiz
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nejsou snadno kvantifikovatelné, avSak zahrnuji snizenou produkci mléka, predCasné ztraty pii

vyfazeni krav a snizené ohodnoceni mléka dle jakosti (Azooz at al. 2020).

Gussmann et al. (2019) konstatuje, Ze snizeni irovné pienosu patogenil zptisobujicich mastitidu
prostfedky jako je napf. zvySena hygiena a biologicka bezpecnostni opatieni, jsou jedinym
moznym zpusobem, jak soucasné snizit pocet piipadii mastitid v chovu dojnic, incidenci
antibiotické 1€cby a miru utraceni souvisejici s mastitidami. Proto 1ze konstatovat, ze vyuzivani
alternativnich antibakteridlnich latek, které by byly schopny snizit zatéz, kterou piedstavuji
patogenni bakteridlni ptivodci bovinnich mastitid, miize pfedstavovat nejen piistup omezujici
prohlubovani bakterialni antibiotické rezistence, ale také ekonomickou vyhodu pfti produkci

mléka.

2.1.4. Alternativni antibakterialni latky

V soucasné dobé¢ hraji ptirodni latky stale velmi vyznamnou roli v procesu objevovani a vyvoje
novych 1é¢iv (Newman a Cragg 2020), protoze piirodni produkty jsou bohatym zdrojem
sloucenin s antibakteridlni aktivitou (Saleem et al. 2010). Vyznamné procento novych antibiotik
jsou bud’ samotné ptirodni produkty, nebo jsou z nich odvozeny (Gohel et al. 2006). V mnoha
ptipadech lze pfirodni alternativy v podobé jedinecnych bioaktivnich sloucenin nalézt v
mikroorganismech, rostlinach a Zivoc¢iSnych druzich, kterym se dafi v extrémnim prostiedi,
jako jsou desStné pralesy, pousté¢ a horké prameny (Dai et al. 2020). Stavajici antibioticka
bakteridlni rezistence a obavy z nemoznosti zastavit jeji Sifeni, vzhledem k rostoucimu poctu
multirezistentnich organismil, smétfuji soucCasny vyzkum a vyvoj tfemi hlavnimi proudy:
hledani novych antibiotik, vyvoj novych antibiotickych pomocnych latek a screening alternativ
k antibiotikim (Liu et al. 2019) jak v humanni medicin¢ (Rello et al. 2019), tak v Zivo¢isné
produkci (Van Boeckel et al. 2015).

V Zivocisné produkei se na izemi EU se zdkazem uZivani antibiotickych stimulatort rastu (EU
2003) vyvoj a vyzkum na poli antibakteridlnich substanci zamé&fuje predev§im na hledani
novych neantibiotickych latek se stimulacnim u¢inkem na produkci zvitat (Roselli et al. 2005),
a na omezeni mozného rizika kontaminace zivoCiSnych produkti pifi zastaveni
subterapeutického podéavani antibiotik, jak bylo v pfedchozich dekadach zvykem (Skiivanova
et al. 2011). Mezi takovéto latky se fadi: fytogenni doplitkové latky, napft. skofice (Toghyani et
al. 2011), tymian (Jarriyawattanachaikul et al. 2016), ¢i ¢ernucha setd (Ghasemi et al. 2014);
rostlinné silice napt. z oregana (Peng et al. 2016) nebo maty peprné (Emami et al. 2012);
probiotika a probiotika (Marinho et al. 2007); synbiotika (Bomba et al. 2006); jilové mineraly
(Lemke et al. 2001); a organické kyseliny (Hansen et al. 2007). Uzivani nékterych
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neantibiotickych stimulatorti riistu, pouzivanych za ucelem zvySeni produkce namisto
antibiotik, je v soucasné dobé¢ také omezovano. Pfikladem mohou byt veterinarni ptipravky pro
potravinova zvifata s obsahem oxidu zinec¢natého, u kterého je celkova bilance ptinost a rizik
negativni. Divodem je skute¢nost, ze hodnota antidiarrhodlniho ucinku oxidu zinec¢natého
nepifekracuje hodnotu jeho akumulacni rychlosti v zivotnim prostfedi a riziko jeho

potencialniho ptispévku ke zvySeni bakterialni rezistence (EMEA 2017).

2.1.4.1.1. Rostlinné oleje s obsahem mastnych kyselin o stfedni délce Fetézce

Rostlinné oleje obsahuji rizné biologicky aktivni slozky, jako jsou karotenoidy, tokoferoly
(Chiu et al. 2009), koenzym Q10 (de Souza Guedes et al. 2017), vitaminy, kyselina lipoova,
derivaty polyfenolt a jiné (Gulaboski et al. 2013). Jejich hlavni slozku vSak pfedstavuji mastné
kyseliny (Anushree et al. 2017), cozZ jsou karboxylové kyseliny s nerozvétvenymi uhlikovymi
fetézci, z nichZ nékteré mohou obsahovat dvojné vazby (McGaw et al. 2002). Mastné kyseliny
s dvojnymi vazbami mezi nékterymi z uhlikid jsou klasifikovany jako nenasycené a ty bez
dvojnych vazeb jako nasycené. Dale Ize tyto slouceniny délit podle délky jejich uhlikovych
fetézcl na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (<6 uhlikt;; SCFA), mastné kyseliny se stiednim
fetézcem (6 az 12 uhliki; MCFA), mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (13 az 21 uhlikg;
LCFA) a mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (> 22 uhlikti; VLCA). Biologicka aktivita

mastnych kyselin se li§i v zavislosti na stupni jejich nenasyceni a délce (Desbois a Smith 2010).

Plody tropickych palem, jakymi jsou napt. tucuma (Astrocaryum vulgare), kokosovnik (Cocos
rostlinnych olejl, o nichZ je znamo, Ze obsahuji hlavné MCFA, s pfevahou kyseliny laurové
(C12:0). Predpoklada se, ze mastné kyseliny jsou odpovédné za antibakterialni aktivitu
palmovych olejt, protoze se ale obvykle vyskytuji ve formé triglyceridi, bylo prokazano, ze
pro uplatnéni jejich antibakterialniho G¢inku je nezbytné $t€peni do podoby volnych mastnych
kyselin, ¢i monoglyceridii (Hovorkova et al. 2018). MCFA vykazuji inhibi¢ni u¢inek vici rastu
fas (McGrattan et al. 1976), plisni (Era et al. 2015), prvoka (Faciola a Broderick 2014), a jak
gramnegativnich (Thormar et al. 2006), tak grampozitivnich bakterii (Bergsson et al. 2001).
Také inhibuji produkci bakteridlnich virulenc¢nich faktorti jako jsou P-laktamazy, toxiny
syndromu toxického Soku (Ruzin a Novick 2000) a hemolysiny (Liaw et al. 2004). Kromé&
kyseliny laurové obsahuji oleje vySe uvedenych palem také urcity podil kyseliny kapronové
(Ce:0), kaprylové (Cag:o) a kaprinové (Cio:0), které také vykazuji rizné antimikrobialni vlastnosti
(Hanczakowska et al. 2011; Huang et al. 2011; Kollanoor-Johny et al. 2012). Batovska et al.

(2009) dochazi k zavéru, ze jejich ucinek vici ristu bakterii je zesilen, kdyz jsou MCFA
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esterifikovany glycerolem a vytvareji napt. monolaurin. Ubgogu et al. (2006) pozoruji in vitro

inhibi¢ni ucinek oleje z palmovych jader palmy olejné na S. aureus.

Piesny mechanismus ucinku podilici se na antimikrobialnich vlastnostech mastnych kyselin a
monoglyceridii nebyl doposud objasnén. Ve skuteCnosti mohou byt rizné bakterie a viry
inaktivovany riznymi mechanismy, pro néz bylo identifikovano nékolik moznych cilii (Desbois
& Smith 2010). Yoon et al. (2015 & 2017) pouzil mikrobalan¢ni disipaci kiemene (Quartz
crystal microbalance-dissipation; QCM-D) a fluorescenéni mikroskopii pro zkoumani ptisobeni
kyselina laurové, laurylsulfatu, monolaurinu, kyseliny kaprinové a monokaprinu na
destabilizaci lipidovych dvojvrstev, které tvofi membranu bakterialnich bunék. Tyto studie
prokazaly, ze testované antimikrobidlni latky mély odlisné ucinky na lipidovou dvojvrstvu,
pti¢emz kyselina laurova a kaprinova zpusobily tvorbu tubull, laurylsulfat a monokaprin
uplnou solubilizaci dvojvrstvy, a monolaurin svym pusobenim vytvofil sférické vycnélky z
lipidové dvojvrstvy. Zminéné vysledky naznacuji, ze ne vSechny mastné kyseliny a jejich
derivaty narusuji bakterialni membrany stejnym zptsobem, i kdyz jsou délky jejich uhlikovych
fetézcl stejné (Yoon et al. 2015; Yoon et al. 2017). V nizsich koncentracich mohou mastné
kyseliny a monoglyceridy inhibovat bakteridlni riist tim, ze brani déleni buné¢k interferenci s
esencialnimi bunénymi procesy v dusledku ztraty bunééného obsahu skrz membranu se
zvySenou permeabilitou. Ackoli timto neni bunika usmrcena, ztrata materialu jeji déleni zastavi
za predpokladu interakce mastnych kyselin ¢i jejich monoglycerida s intracelularnim cilem
(Churchward et al. 2018). Predpoklada se, ze membranové proteinové komplexy, vazané ve
vnitini membrané a zapojené do transportniho fetézce elektronli, by mohly byt inhibovany
pritomnosti mastnych kyselin, anebo monoglyceridti mimo bunku, pti¢emz jejich prinik vnéjsi
membranou, peptidoglykanovou vrstvou a periplazmatem nemusi byt nutny. Mastné kyseliny
a monoglyceridy mohou také interferovat s jinymi bunéénymi procesy vazanymi na membranu,
jakymi je pfijem Zivin nebo inhibice enzymu (Desbois & Smith 2010). Mechanismem ucinku,
ktery by vyzadoval vstup antibakteridlni latky do burky, je inhibice biosyntézy mastnych
kyselin uvnitt samotné bakteridlni buniky (Sado-Kamdem et al. 2009). Inhibice biosyntézy
mastnych kyselin je jiz dlouho cilem ve vyvoji léCiv, protoZe nabizi cil, ktery stavajici
antimikrobialni latky nevyuZivaji, ¢imz existuje pouze mald Sance na vznik zkiiZzené rezistence

(Wang et al. 2020).

MCFA jsou v zivocisné produkci pouzivany jako zdroj energie podporujici rust zvitat, pro
kontrolu patogenti, podporu pfirozené mikrobioty GIT, rozvoj imunity, a eradikaci patogenil

v krmivu (Jackman et al. 2020). Nejcastéji jsou vyuzivany piedevS§im v chovech
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monogastrickych zvifat jako je driibez (Khatibjoo et al. 2018) a prasata (Nguyen a Kim 2020),
kde prispivaji k optimalizaci produkce, avSak své uplatnéni nalézaji také v chovech
prezvykavci predev§im jakozto regulatory metanogeneze (Yanza et al. 2020). Je vSak nutné
konstatovat, Ze vliv MCFA na rtst a uzitkovost piimo souvisi s mnozstvim piidavku MCFA do
diety zvifat; typem zatazovanych MCFA; charakteristikami zakladni diety; a také s

fyziologickym stavem zvifat (Geng et al. 2016).

3. Experimentalni ¢ast studie

3.1. Material a metodika

3.1.1. Pouzité chemikalie

Analyzovany byly tii oleje bohaté na MCFA: tucuma (A. vulgare), ktery byl zakoupen od

spole¢nosti Natural Sweet Botanicals (USA), kokosovy (C. nucifera) a palmojadrovy olej
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(E. guineensis), které byly ziskany od spole¢nosti Sigma-Aldrich (USA). Podle
standardizované metodiky mikrodilu¢niho testovani antimikrobidlni senzitivity bakterii, které
rostou acrobné (CLSI 2013), byl kazdy olej analyzovan ve tfech jednotlivych experimentech, z
nichz kazdy byl realizovan ve trojim provedeni. Pfed testovanim byly oleje pfipraveny
zpusobem, ktery popsala Hovorkova et al. (2018). Stru¢né feceno, oleje byly rozpustény v
dimethylsulfoxidu a emulgovany Tween 80 (oba Sigma-Aldrich), aby byla zajisténa dostate¢na
disperze do emulze o koncentraci 819 200 pg/ml. Kone¢na koncentrace rozpoustédel v
testovanych vzorcich neptesahla 1 %; bakteridlni Zivotaschopnost tedy nemohla byt ovlivnéna
(Wadhwani et al., 2009). Ptislusné objemy emulzi byly zfedény v tryptonovém so6jovém bujonu
(TSB) (Oxoid, UK) nebo TSB obohaceném kvasinkovym extraktem (TSB-YE) (Oxoid), aby
byla dosazena konec¢na koncentrace 8192 pg/ml. Emulze oleje v médiu byla poté doplnéna
lipazou z Mucor javanicus (Sigma-Aldrich) v mnozstvi 2,73 mg/ml (stanoveno dle lipolytické
aktivity enzymu). Roztok byl poté tfepan ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 1 hodiny, aby byly
uvolnény MCFA z triglyceridd, a aby tedy bylo umoznéno jejich antibakterialni ptisobeni. Ke
kontrole rustu bakteridlnich kultur byl pouzit penicilin G (Sigma-Aldrich).

3.1.2. Bakterialni kultury a jejich uchovavani

K urceni antibakterialni aktivity testovanych hydrolyzovanych palmovych oleji bohatych na
MCFA bylo vybrano osm kmeni bakterii, u nichz bylo prokazano, Ze vyvolavaji mastitidu u
dojnic. Kmeny pouZité pro testovani, uvedené v Tabulce 1, byly zakoupeny z Ceské sbirky
mikroorganismii a z Némecké sbirky mikroorganismli a bunécnych kultur. Alikvoty
bakterialnich kultur byly skladovany pii -80 °C ve 20% glycerolu az do pouziti v TSB nebo
TSB-YE. Zésobni kultury mikroorganismt byly pted testovanim kultivovany 24 hodin pfi
teploté 37 °C. Negativni a pozitivni kontrola bakteridlniho ristu byla zahrnuta do navrhu

experimentu v mikrotitracnich destickach (viz Obrazek 1).

Tabulka 1: Bakterialni kmeny pouzité pro testovani antimikrobialni aktivity palmovych oleji bohatych na stfedné

dlouhé mastné kyseliny a jejich specifikace.

Bakterie Kmen Specifikace Jiné oznaceni
izolat bovinni mastitidy
(CR); produkce B-
CCM 4442 hemolysinu; atypicky P. Benda M 27/92
kmen: fosfataza a vazana
koaguldza negativni

Staphylococcus aureus subsp.
aureus Rosenbach 1884A-
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izolat z mlécné zlazy
CCM 6188 skotu; ztrata produkce B. Skalka K 126
hemolysini
izolat z vemene skotu;
DSM 6732 murein: ALL3; bez ATCC 25178
pfitomnosti toxinovych
geni (PCR)
izolat z vmlé(“:né zlazy
Streptococcus agalactiae skotu, (CR); testovaci
Lehmann and Neumann 1896 |  CCM 6187 organismus pro CAMP- J. Smola 3767
test, produkéni kmen pro
CAMP-faktor; kontrolni
kmen pro PYRAtest
izolat infekce vemene
skotu; Lancefield
skupina B; beta-
DSM 6784 hemolyticky; ATCC 27956
doporucovan jako
referen¢ni kmen pro
CAMP test
Streptococcus dysgalactiae
subsp. dysgalactiae (ex o ATCC 43078
Diernhofer 1932) Garvie et al. DSM 20662 izolat skotu NCDO 2023
1983 emend. Vieira et al. 1998
izolat subklinické
Streptococcus uberis Diernhofer mastitidy skotu (CR);
1932At CCM 4617 kontrolni kmen pro P. Benda 1268
STREPTOtest a
HIPPURAT Etest
ATCC 19436
CCUG 17930
DSM 20569 typovy kmen JCM 5709
NCDO 2038
NCTC 3858

3.1.3. Stanoveni miniméalnich inhibi¢nich koncentraci

Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIK), udéavajici antibakteridlni aktivitu hydrolyzovaného
kokosového, palmojadrového a tucuma oleje vii¢i vybranym grampozitivnim kmentim bakterii
zpusobujicich bovinni mastitidu, byly stanoveny dle protokolu Institutu pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI 2013). In vitro mikrodilu¢ni bujonova metoda byla provedena
v 96ti jamkovych mikrotitracnich desti¢kach (viz Obrazek 1). Po¢ate¢ni koncentrace Stépenych

palmovych olejii pro testovani jejich antibakterialni aktivity byla 8192 pg/ml.
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Destic¢ky byly naockovany bakterialni suspenzi o kone¢né hustoté 5-10° KTJ/ml, &ehoz bylo
dosazeno nefelometricky pomoci McFarland Densitometer Biosan DEN 1 (BioTech, Ceska
republika), a inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Rist bakterii pfed a po inkubaci byl
méfen spektrofotometricky za pouziti Tecan Infinite® 200 PRO (Tecan Group Ltd., Svycarsko)
pii vinové délce 405 nm. Nasledna vizualizace bakteridlniho ristu byla provedena pfidanim 10
ul thiazolylové modti (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) do kazdé jamky mikrotitracni
desticky (viz Obrazek 2).

cvwr

nejméné o 80 % ve srovnani s kontrolou ristu v bujonu bez oleje. Kromé toho byla také
testovana citlivost v§ech kmenti na penicilin G shodné¢ pomoci stanoveni MIK, jako v pfipadé
Stépenych palmovych olejlii. Konecné hodnoty MIK testovanych sloucenin byly stanoveny jako
modus v§ech méfenych hodnot. Béhem experimentu byl antibakterialni u¢inek palmovych oleji
pozorovan az po stépeni lipazou. Nize uvedené vysledky se proto vztahuji pouze na oleje po

Stépeni lipazou z M. javanicus.
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Obrazek 1: Design mikrotitracni desticky pouzity pro testovani minimalnich inhibi¢nich koncentraci palmovych oleji bohatych na stfedné dlouhé mastné kyseliny pro

bakterialni kmeny zptisobujici zanéty vemene u skotu.

koncentrace palmového oleje [pg/ml]

kokosovy olej

tucuma olej

palmojadrovy olej

A
B
C
D
E
F
G
H

kontrola Cistoty

kontrola rustu bakterie

kontrola Cistoty
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3.2.  Vysledky

MIK zobrazené v Tabulce 2 ukazuji citlivost vSech testovanych grampozitivnich patogennich
kmenti, zpasobujicich mastitidu u skotu, k vybranym $tépenym palmovym olejim bohatym na
MCFA. MIK nabyvaji hodnot v rozmezi koncentraci 64 (Str.agalactiae) — 8192 ug/ml
(S. aureus). Nejcitlivéjsim z testovanych bakterialnich kment na zakladé nejnizs$i naméiené
modalni hodnoty MIK byl Str. agalactiae CCM 6178 (64 pg/ml v piipadé hydrolyzovaného
palmojadrového oleje), nasledovany Str. agalactiae DSM 6784 a Str. uberis DSM 20569 (128
pg/ml v ptipadé stépeného tucuma a palmojadrového oleje). Naopak nejméné citlivym se vuci
byl inhibovéan v rozmezi MIK 2048-8192 pg/ml. Bakteridlni kmeny S. aureus pochazejici
z Ceské kolekce mikroorganismi (CCM) byly v ramci testovanych kment také nejméné citlivé
na antibakterialni pasobeni penicilinu G (MIK 0,001953 pg/ml). Nejucinngjsim palmovym
palmojadrovy olej, jenz inhiboval rust Str. agalactiae CCM 6187 jiz v koncentraci 64 pg/ml, a
zaroven potlacil rast Str. uberis DSM 20569 v koncentraci 128 pg/ml, stejné jako tucuma olej
kmen Str. agalactiae DSM 6784. Tucuma olej dale také inhiboval rust dal§iho kmene Str.
agalactiae (CCM 6187) v koncentraci 256 pg/ml, shodné jako palmojadrovy a kokosovy olej
Str. agalactiae DSM 6784. Rust Str. dysgalactiae DSM 20662 byl inhibovan §t€penym tucuma
olejem v koncentraci 1024 pg/ml a kokosovym i palmojadrovym olejem v koncentraci 2048

pg/ml.

Tabulka 2: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIK) testovanych §tépenych palmovych oleja (pg/ml).

Bakterialni kmen MIK [ug/mL]
kokosovy olej | palmojadrovy olej tucuma olej penicillin G
S. aureus CCM 4442 2048 2048 2048 0,001953
CCM 6188 8192 4096 4096 0,001953
DSM 6732 8192 4096 4096 0,000244
Str. agalactiae CCM 6187 1024 64 256 0,000244
DSM 6784 256 256 128 0,00049
Str. dysgalactiae DSM 20662 2048 2048 1024 0,000488
Str. uberis CCM 4617 2048 1024 2048 0,000488
DSM 20569 512 128 512 0,000977

1 modus triplikatu tii nezavislych experimentd
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Obrazek 2: Priklad vizualizace vysledkt mikrodilué¢ni bujéonové metody v 96ti jamkové mikrotitracni desticce pro testovani antibakterialni aktivity palmovych oleji bohatych
na stfedné mastné po $tépeni lipazou z Mucor javanicus vii¢i bakterii Staphylococcus aureus DSM 6732
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3.3. Diskuze

Zvysujici se bakteridlni rezistence vici léciviim vedla ve stitech EU k zakazu pouzivani
antibiotickych stimulatortt ristu v chovech hospodairskych zvifat (nafizeni Evropského
parlamentu a Rady ES ¢. 1831/2003 ze dne 22. zaii 2003 o doplitkovych latkach pro pouziti u
zvitat vyziva). K této restrikci navic s ucinnosti od 28. ledna 2022 vstupuje v platnost Naiizeni
(EU) 2019/6 o veterinarnich 1é¢ivych ptipravcich a o zruseni smérnice 2001/82/ES, které mimo
jiné zavadi zakaz preventivniho pouzivani antibiotik ve skupinach zvitat, zdkaz preventivniho
pouzivani antimikrobik v medikovaném krmivu, omezeni pouzivani antimikrobik jako
kontrolni 1é¢by k prevenci dalSiho Sifeni nakazy, posileny zakaz pouzivani antimikrobik na
podporu ristu a zvySeni produkce (navic k zakazu z roku 2006 tykajiciho se pouzivani
antibiotik jako promotort ristu v krmivu), a moznost vyhradit néktera antimikrobika pouze pro

¢loveéka.

vvvvv

antibiotika mezi bakterialnimi kmeny zptsobujicimi mastitidu u skotu, je nutné hledat nové
pfirodni antibakteridlni slouceniny pusobici specificky proti patogeniim zpusobujicim
mastitidu. Kyseliny se stiedni délkou fetezce (MCFA) Ize nalézt nejen v rostlinnych tucich, ale
i v dalSich v pfirodnich produktech, jako je mléko. Jsou netoxické pro sliznice, pficemz jsou
schopné inhibovat Sirokou $kalu lidskych a zvifecich patogenti (Churchward et al. 2018).
Krom¢ toho jsou vS§echny MCFA, jejich triglyceridy a kokosovy olej definovany jako bezpecné
pro pouziti ve vyzivé lidi a maji tzv. GRAS (generally recognised as safe) status, coz znamena,

Ze jsou obecné povazovany za bezpecné pro pouziti ve vyzive lidi (FDA 2019).

Je jiz znamo, Ze fada biologickych ¢inidel ma in vitro antibakterialni aktivitu proti nakazlivym
1 environmentalnim kmenim zplsobujicim bovinni mastitidu. Mezi tyto latky patfi vytazky z
riznych rostlin, jako je Alternanthera brasiliana (plevunka brazilska), Achillea millefolium
(tebficek obecny), Baccharis trimera (pomisenka), Cedrus deodara (cedr himalajsky),
Curcuma longa (kurkuma dlouhd), Eucalyptus globulus (blahovi¢nik kulatoplody), Ocimum
sanctum (bazalka posvatna), Origanum vulgare (dobromysl obecna), Solidago chilensis

(zlatobyl), ¢i Thymus vulgaris (matefidouska obecnd) (Mushtaq et al. 2018).

Je znamo, ze MCFA maji in vitro antibakterialni vlastnosti viéi riznym patogenum, ale studie
o antibakteridlnich vlastnostech palmovych olejii bohatych na MCFA proti stafylokokiim a
streptokokim zplsobujicim bovinni mastitidu jsou velice limitované. Batovska et al. (2009)

vyhodnocovala antibakterialni aktivitu MCFA va¢i S. aureus 209, S. aureus 146 MR a
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S. aureus ATCC 33862 USA pomoci agarové difuzni jamkové metody a zjistila, Ze kyselina
kaprinova inhibuje vSechny tfi testované kmeny v koncentracich 250-500 ug/ml, a ze kyselina
laurova inhibuje S. aureus 209 v koncentraci 125 pug/ml. Schlievert a Peterson (2012) dale
hodnotili inhibi¢ni aktivitu kyseliny laurové ve formé glycerolmonolauratu (monolaurin) proti
54 rGznym kmenim S. aureus a zjistili, Ze jeho MIK odpovidd hodnoté¢ 300 pg/ml. Tyto
koncentrace inhibujici rust stafylokokt jsou pfiblizné¢ 10x niz8i nez v piipadé St€penych
palmovych olejt testovanych v této studii (2048—8192 ug/ml). Protoze palmové oleje jsou nejen
rozmanité kombinace mastnych kyselin, véetné MCFA, ale také tokoferolti, polyfenoli,
fytosterolti a fenolickych kyselin (Srivastava et al. 2016), 1ze pfedpokladat, ze tyto slouceniny
interaguji diky svym mechanismiim ¢inku, a tim snizuji antibakterialni aktivitu samotnych
oleji. Dalsim divodem pro snizeni antibakteridlni aktivity palmovych oleji ve srovnani s
cistymi MCFA muze byt jejich neuplné uvolnéni z triglyceridii béhem $tépeni lipazou. Tato
skute¢nost byla potvrzena ve studii Naira (2005), kde rast 15 klinickych izolatd patogent
zpusobujicich mastitidu, véetné S. aureus, Str. agalactiae, Str. dysgalactiae a Str. uberis byl
inhibovan kyselinou kaprylovou a monokaprinem. Autofi dospéli k zavéru, ze nejucinné;si
koncentraci inhibujici v autokldvovaném mléce vySe uvedené izolaty zpusobujici mastitidu
bylo 100 mM kyseliny kaprylové a 50 mM monokaprylinu. Monolaurin je u¢inny proti rastu
Str. agalactiae, jak ukazuji ve své studii Schlievert a Peterson (2012), kde vykazal monolaurin
glukézy antibakterialni aktivitu proti tfem kmendm této bakterie pii MIK 30 pg/ml. V
predkladané studii byla uc¢inna koncentrace kokosového oleje proti Str. agalactiae CCM 6178
az 34x vyssi nez u monolaurinu glukdzy, ale pouze dvakrat vyssi proti stejnému bakteridlnimu
kmenu v piipadé palmojadrového oleje. Tento rozdil mize byt zpusoben rozdilnym stupném
hydrolyzy v obou olejich béhem procesu $tépeni. Citlivost S. aureus k antibakterialnimu
plsobeni Stépenych olejii byla vyznamné nizsi nez citlivost jinych bakterialnich druhti nejen v
této studii — primérna MIK vucéi S. aureus 13x vys$si nez u kmend Str. agalactiae —, ale také v
jinych studiich, jak je uvedeno vyse. Lze predpokladat, ze pravdépodobny diivod rezistence S.
aureus muze byt zpiisoben jeho obalem, ktery je tvofen exopolysacharidy, jelikoz bylo také
prokazano, ze se produkce slizu vyskytuje u kment zpisobujicich mastitidu (Baselga et al.
1994).

Jelikoz je znama souvislost mezi kontaminaci vemene bakteriemi zpasobujicimi mastitidu a
hygienou (Schreiner a Ruegg 2003), v praxi se pouzivaji rizné postupy dezinfekce strukti pred
a po dojeni. Zejména po dojeni jsou nejcasteji pouzivana osetfeni na bazi jodu (jodofory) a

chlorhexidinu; bakterie vSak vii¢i obéma typtim téchto dezinfekénich prostiedk ziskavaji vyssi
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odolnost (Behiry et al. 2012). Antibakterialni vlastnosti rostlinnych oleji bohatych na MCFA
proti patogeniim zptisobujicim mastitidu jsou proto zadouci. Vyhoda rostlinnych oleji bohatych
na MCFA spociva v jejich pozitivnim vlivu na stav pokozky (Oyedeji a Okeke 2010), a také v
jejich antibakteridlni aktivité, a proto muze byt jejich pouziti prospésné v ramci piipravy a

oSetieni struku béhem procesu dojeni.

4. Zavér

Potencialni zdravotni riziko pfenosu patogennich bakteridlnich kment rezistentnich na
antibiotika z potravinovych zvitat vedou k potiebé novych alternativ antibakterialnich zdroja v
mlékarenském prumyslu. V této studii byl in vitro pozorovan antibakterialni uc¢inek palmovych
oleju bohatych na MCFA, jmenovité kokosového, palmojadrového, a tucuma oleje (po Stépeni
lipazou z Mucor javanicus), vi¢i osmi kmenim bakterialnich patogent zptisobujicich mastitidu
skotu. Vysledky nabizeji alternativni pfistup k prevenci mastitid ve staddech skotu, protoZe oleje
bohat¢é na MCFA jsou cenné antibakteridlni prostfedky vhodné pro pouziti pfi piipravé a
oSetfeni struku béhem procesu dojeni. Je vSak zadouci, aby prakticka aplikace zjisténych

vysledkt byla potvrzena v in vivo studiich.
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