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1. Cil metodik®

Rostouci vyskyt bakteridlnich populaci rezistentnich k bézné pouZivanym antibiotiklim predstavuje
zavazny celosvétovy problém, ktery vyznamné komplikuje Gcinnost standardni antibiotické 1éCby. V dusledku
toho se stale intenzivnéji hledaji alternativni pristupy k potlaceni mikrobialnich infekci, mezi nimiz zaujimaiji
vyznamné misto ptirodni latky, mezi které patfi i rostlinné extrakty s prokazanymi antimikrobidlnimi
vlastnostmi. Tyto extrakty casto obsahuji komplexni smési bioaktivnich sloucenin, které mohou pUsobit
synergicky a nabizet potencidlni doplnéni ¢i nahradu konvencni terapie. Aby bylo mozné jejich ucinnost
objektivné posoudit a porovnavat, je nezbytné vyuzivat harmonizované a standardizované a reprodukovatelné
metodické postupy pro hodnoceni antimikrobialni aktivity. Metodika se proto vénuje testovani téchto extraktd
a poskytuje prehled doporuéenych postupl k jejich experimentalnimu posouzeni z hlediska antimikrobialni
hospodarskych zvifat. V chovech dojnic a malych prezvykavcl je vyskyt mastitid dlouhodobé spojen se
snizenim uzitkovosti, zvySenymi ndklady na lécbu a zhorSenim welfare zvifat. Vétsinou jsou tyto infekce
bakterialniho plvodu.

Hlavnim cilem této metodiky je vytvofit standardizovany a validovany postup pro stanoveni
antibakterialni Gcinnosti herbalnich extraktl, ktery bude pouZitelny v podminkach statnich veterinarnich
ustav(, vyzkumnych instituci a akreditovanych veterinarnich laboratofi. Rostlinné extrakty jsou sloZité smési,
u nichZz miZe ucinnost vyznamné kolisat v zavislosti na:

« botanickém plvodu rostliny,

e dobé sklizné, suseni a skladovani,

*  pouzitém extrakénim postupu a rozpoustédle,

» akoncentraci aktivnich sloZek.
Z téchto davodl je nezbytné, aby metody hodnoceni antibakteridlni Géinnosti byly presné definované,
opakovatelné a porovnatelné mezi laboratofemi. Metodika proto obsahuje jak kvalitativni, tak kvantitativni
pfistupy a popisuje validaci, ktera zarucuje spolehlivost vysledk.

Metodika definuje vSechny kroky od volby vhodné metody testovani az po validaci vysledkd a jejich
interpretaci. Umoznuje porovnani Ucinnosti rdznych extrakt( a poskytuje podklad pro vyvoj novych pripravk(
urcenych k podplrné lécbé mastitid. Z metodického hlediska dokument klade d(iraz na:

» reprodukovatelnost a standardizaci vysledkd napfic¢ laboratofemi,
» vhodnost metod i pro rizné typy extraktl (vodné, alkoholové, olejové),
« propojeni mikrobiologickych a chemicko-analytickych pfistupd,

« avytvoreni zdkladniho ramce pro naslednou registraci ptipravkd rostlinného plvodu.
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Metodika je navriena v souladu s principy Good Laboratory Practice (GLP), pficemi reflektuje
mezinarodni normy pro hodnoceni antimikrobialni aktivity Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI),
Europen Committee on Antimicrobial EUCAST). Metodiky bylo tfeba modifikovat, protoZe je treba si
uvédomit, Ze prirodni latky, jako jsou herbalni extrakty, maji mnohem mensi antimikrobialni Ucinnost nez
antibiotika. Metodika tak pfispiva k rozsiteni nastroji veterinarni diagnostiky a k posileni raciondlniho
pouzivani antibiotik prostfednictvim alternativnich, védecky ovérenych pfistup0.

Pro vypracovani metodiky byla testovana a vyhodnocovana mozZnost vyuziti rlznych modifikovanych
metod, vychdazejicich z metodik pro stanovovani citlivosti/rezistence bakteridlnich populaci k antibiotikiim.
Vzhledem k tomu, Ze jsou v rznych pfipravcich pouzivany rdzné formy rostlinnych extraktd, jako napf. vodny
roztok, roztok v rlznych dalSich rozpoustédlech nebo olejovd emulze, neni moiné pouZiti jedné
standardizované metody. U¢innost extraktd byla vyhodnocovéna podle jejich G&inké na rdizné druhy bakterii,
patogeny hospodarskych zvifat, zejména plvodce mastitid u dojnic, protoZze metodika byla vypracovana
predevsim za Ucelem moZnosti vyvoje a posouzeni Ucinnosti veterindrniho pripravku obsahujiciho herbaini
extrakty pravé pro |é¢bu mastitid v chovech mlééného skotu. Udaje o antibakterialni G€innosti léebnych
pfipravkd jsou vidy nezbytné pro predikci vhodnosti terapie bakteridlnich infekci. Jsou rozhodujicim
podkladem pro vytvareni objektivnich a na farmaceutickém pramyslu nezavislych doporuéenych postupl pro

alternativy k antibiotické 1écbé.

2. Vlastni popis metodik®

2.1 Uvod a soucasny stav problematiky

Antibiotika jsou v soucasnosti Iékem volby v terapii bakteridlnich infekci ve veterinarni mediciné.
Hlavnimi dlvody pro pouziti antibiotik v chovech mlééného skotu jsou mastitidy dojnic. Jeden z velmi
zavaznych vedlejsich dopadU 1éCby antibiotiky je riziko vzniku rezistence k nim. Jakékoliv pouZziti antibiotik, i
kdyZz u nékterych ucinnych latek ve vyssi a u jinych v nizsi mife, vyvoldva selekéni tlak na rozvoj a Sifeni
rezistenci k antibiotiklim v bakteridlnich populacich. Z téchto divodl je aktualni otazka doplnéni antibiotické
Ié¢by nebo dokonce jeji Uplnd ndhrada jinymi U¢innymi latkami s antibakteridlnimi Gcinky, nejlépe pfirodniho
plvodu. V soucasnosti se ¢ast vyvoje alternativnich 1éc¢iv k antibiotikim orientuje na rlzné ucinné slozky
extraktd lééivych bylin. Metodika a jeji zavedeni umoZni harmonizaci testovani antibakteridlniho Gcinku
herbalnich latek a tim prispéje k dosazeni rdmcovych cili Akéniho planu - tlumeni rezistence k antibiotik(im,

konkrétné predpokladem omezeni pouzivani antibiotik ve veterinarni mediciné v dlsledku pouzivani G¢innych
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alternativ |écby. Z hlediska Iécby je dalSim problémem schopnost nékterych patogent vytvéret biofilm, ktery
také vyrazné snizuje ucinnost antibiotik. | tato skutecnost je divodem, proc se hledaji alternativni latky, které
dokazou narusit integritu biofilmu nebo plsobit na mikroorganismy jinym mechanismem nez klasicka

antibiotika.

2.1.1 Mastitidy

Mastitida je zanét mlécné Zlazy zpUsobeny nejcastéji bakteridlni infekci, ktery predstavuje jedno z
nejvyznamnéjsSich onemocnéni v chovech dojnic. Onemocnéni muze probihat jak ve formé klinické,
charakterizované zjevnymi zménami na mlécné Zldze a ve vzhledu mléka, tak i ve formé subklinické, jez se
projevuje pouze laboratornimi ukazateli, zejména zvySenym poctem somatickych bunék. Mastitida negativné
ovliviiuje kvalitu mléka, a to nejen zvySenim obsahu somatickych bunék, ale také poklesem koncentrace
bilkovin, tuku a laktdzy, coz vede ke snizeni jeho nutri¢ni hodnoty. Souc¢asné dochazi ke zhorseni celkového
zdravotniho stavu zvitete, poklesu uZitkovosti a zvySené nachylnosti k dalSim onemocnénim v disledku stresu
a zatéze organismu. Ekonomické ztraty spojené s mastitidami zahrnuji nejen pfimé naklady na léc¢bu a
veterinarni zasahy, ale také sekundarni ztraty spojené s brakaci dojnic, snizenim mlécéné produkce,
prodlouzenim mezidobi a zhorsenim reprodukcnich ukazatell. Mastitidy predstavuji dlouhodobé zasadni
problém jak v Ceské republice, tak i v zahrani¢i, kde se opakované fadi mezi nejéast&jsi pFic¢iny ekonomickych
ztrat v mléénych produkénich systémech. Jejich komplexni dopad na produktivitu, welfare zvitat a rentabilitu
chovu podtrhuje potfebu efektivni prevence, vcasné diagnostiky a racionalnich zplsobl 1éCby tohoto

onemocnéni.

2.1.2 Etiologie a patogeneze mastitid

Etiologie mastitid je velmi rlznorodd a zahrnuje Siroké spektrum mikroorganismd s odliSnymi
vlastnostmi, zplisobem Siteni i patogenetickymi mechanismy. Mezi nejvyznamnéjsi bakteridlni plvodce
mastitid patfi zejména:

»  Staphylococcus aureus — patogen typicky pro chronické a opakujici se mastitidy, ktery se vyznacuje
schopnosti invadovat tkan mlécné Zlazy, prezivat intracelularné a vytvaret biofilm, ¢imZ se vyrazné
snizuje ucinnost antibiotické Iécby. Infekce jim vyvolané maji casto dlouhodoby, perzistentni
charakter, mohou probihat subklinicky a byvaji spojeny s vyraznymi produkénimi ztratami.

»  Streptococcus uberis —vyznamny environmentalni patogen, ktery se vyskytuje predevsim v podestylce,
na kGZi zvifat a v prostredi staji. Zplsobuje zejména subklinické nebo mirné klinické mastitidy, které
vSak Casto pretrvavaji diky jeho schopnosti adaptovat se v mlécné Zlaze a tvofit biofilm. Infekce se

typicky objevuji béhem obdobi suchostojnosti a ¢asné laktace, kdy je mlécna zlaza nejzranitelnéjsi.
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« Streptococcus agalactiae — klasicky kontagidzni plvodce, jehoZ pfenos probihd zejména pfi dojeni
prostfednictvim kontaminovanych pomducek ¢i rukou persondlu. Tento mikroorganismus kolonizuje
mlécnou Zlazu trvale a vyvolava subklinické, ale vysoce infekéni mastitidy, které se rychle Siti napfic
stady, pokud nejsou pfrijata adekvatni hygienicka opatreni.

»  Escherichia coli a Klebsiella spp. — predstavitelé environmentalnich gramnegativnich bakterii, které
vyvolavaji akutni aZz perakutni mastitidy, ¢asto doprovazené systémovymi priznaky, endotoxemii Ci
septikemii. Vznikaji zpravidla po kontaminaci strukového kanalku v souvislosti s hygienou prostiedi a
jsou typické svou rychlou progresi a potencialnim ohrozenim Zivota zvifete.

« Dalsi oportunni bakterie (napf¥. Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis) — uplatfiuji se zejména
jako sekundarni patogeny, které mohou komplikovat jiz probihajici mastitidy nebo zvySovat celkovy
zanétlivy stres mlécné Zzlazy. Tyto mikroorganismy samostatné obvykle nezpUsobuji tézké infekce,

avsak mohou pfispivat k perzistenci zanétu a zhorsit odpovéd na Iécbu.

2.1.3 Potreba standardizace metod

Rostlinné extrakty predstavuji komplexni smési Sirokého spektra bioaktivnich sloucenin, jejichz
antimikrobialni Uc¢innost se mliZze vyrazné lisit v zavislosti na celé radé faktorl. Mezi klicové aspekty ovliviujici
jejich vlastnosti patfi pfedevsim botanicky plvod rostliny, jelikoZ jednotlivé druhy i odridy se mohou lisit
obsahem sekundarnich metabolitli, které se na antimikrobidlni aktivité podileji. Vyznamnou roli hraji také
podminky péstovani, doba sklizné, zplsob suseni a délka ¢i podminky skladovani, které mohou ovlivnit stabilitu
a koncentraci aktivnich latek. Neméné dileZity je pouzity extrakéni postup, zejména volba rozpoustédla,
teploty a doby extrakce, protoZe tyto parametry urcuji, jaké skupiny sloucenin se do extraktu dostanou a v
jakém mnozstvi. Vyslednd ucinnost je tedy pfimo zavisla na chemickém profilu extraktu, ktery mize byt navic
ovlivnén i fyzikalné-chemickymi interakcemi mezi jednotlivymi slozkami.

Z téchto dlivod( je nezbytné, aby metody pouZivané pro hodnoceni antibakterialni ic¢innosti rostlinnych
extraktl byly peclivé standardizovany, jednoznacné definovany a reprodukovatelné jak v ramci jedné
laboratore, tak mezi rliznymi pracovisti. Pouze presné popsané a harmonizované metodické postupy umoznuji
objektivni interpretaci vysledkll, jejich porovnatelnost a spolehlivé vyhodnoceni biologické aktivity
testovanych extraktl. Navrzend metodika proto zahrnuje jak kvalitativni pristupy, které poskytuji zakladni
prehled o pfitomnosti antimikrobialni aktivity, tak kvantitativni metody umoznujici pfesné stanoveni intenzity
ucinku. Soucasti je rovnéz validace jednotlivych krok( pro zajisténi spravnosti, presnosti a robustnosti vysledkd

a tvofi nezbytny predpoklad pro jejich vyuZitelnost ve vyzkumu i praxi.
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2.1.4 Mechanismy ucinku herbdlnich extraktu

Rostlinné extrakty jsou komplexni smési obsahujici Sirokou Skalu biologicky aktivnich sloucenin, jejichz
antimikrobialni ucinek je zpravidla vysledkem soubéhu nékolika mechanismu plsobicich soucasné. Jednotlivé
metabolity mohou zasahovat rlizné struktury i funkéni procesy bakterialni buriky, coZ vytvari mnohostranny
tlak, na ktery se patogeny adaptuji jen obtizné. Mezi nejcastéjsi mechanizmy ucinku patfi zejména naruseni
integrity bunécéné stény a cytoplazmatické membrany — tento efekt je typicky napfiklad pro fenolické kyseliny,
flavonoidy, terpenoidy Ci nékteré silice, které mohou ménit propustnost membrany, ovliviiovat jeji fluiditu a
zpUsobovat unik intracelularnich komponent. DalSim vyznamnym mechanismem je denaturace klicovych
intracelularnich enzymi a inhibice metabolickych drah, které jsou nezbytné pro rlst a energeticky
metabolismus bakterii. Nékteré rostlinné slozky dale vykazuji schopnost chelatovat esencialni kovové ionty,
jako je Zelezo nebo hofcik, ¢imZ omezuji jejich dostupnost a negativné ovliviiuji biochemické procesy
podminéné témito kofaktory.

K postfehnutelnym ucinkim mnoha rostlinnych extrakt( patfi také interference s komunikaci mezi
bakterialnimi bunnkami (quorum sensing). Inhibici téchto signalnich drah dochazi k potlaceni tvorby biofilmu,
omezeni produkce virulencnich faktor(i a snizeni schopnosti bakterii koordinovat kolektivni chovani, coz je
zasadni pro jejich prezivani a patogenitu. Kombinace téchto multifaktoridlnich Ucinkd je hlavni vyhodou
rostlinnych antimikrobidlnich latek, protoZe jejich plsobeni nesméfuje na jediné specifické cilové misto, ale
ovliviiuje vice bunécnych struktur a funkci soucasné. Z tohoto dlvodu se bakterie vici témto pfirodnim latkam
adaptuji vyrazné pomaleji nez vici béznym antibiotikiim, ktera obvykle inhibuji jediny enzym ¢i metabolickou
drahu. Multifaktoridlni charakter ucinku tak ¢ini rostlinné extrakty perspektivnim zdrojem alternativnich nebo

podpUrnych latek v boji proti bakteriadlnim infekcim a problémidm spojenym s antibiotickou rezistenci.

2.2 Herbadlni extrakty a jejich charakteristika

Rostlinné extrakty lIze klasifikovat podle typu pouZitého rozpoustédla, které zasadné ovliviiuje nejen
vytéZnost extrakce, ale predevsim polaritu izolovanych sloucenin, a tim i jejich vysledné biologické vlastnosti.
RGzna rozpoustédla selektivné uvolnuji specifické skupiny sekundarnich metabolitl — od vysoce polarnich az
po zcela nepolarni slouceniny — coz ma pfimy dopad na antimikrobialni aktivitu i moZnost jejich laboratorniho
testovani. V ramci metodiky se proto standardné rozlisuji tfi hlavni typy extrakt(: vodni, alkoholové a olejové.
Vodni extrakty jsou bohaté zejména na polarni latky, jako jsou glykosidy, polysacharidy nebo nékteré fenolické
kyseliny, a ¢asto se vyznacuji mirné;jsi, ale Sirokospektralni biologickou aktivitou. Alkoholové extrakty umoznuji
izolaci SirSiho spektra latek vcéetné flavonoidd, tannin(i a dalSich stfedné polarnich metabolitd s vyraznymi

antimikrobialnimi ucinky. Olejové (lipofilni) extrakty, pripadné esencialni oleje, koncentruji nepolarni
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slouceniny, jako jsou terpeny a terpenoidy, které maji silny G¢inek na bunééné membrany mikroorganismu a

Casto se vyznacuji vysokou antimikrobialni t¢innosti.

2.2.1 Vodni extrakty

Vodni extrakty predstavuji nejjednodussi zpUsob ziskavani bioaktivnich latek z rostlinného materialu a
obvykle se pfipravuji formou nalevu, odvaru nebo macerace ve sterilni destilované vodé. Tento typ extrakce
uvolfiuje predevsim hydrofilni slouc¢eniny, mezi které patfi flavonoidni glykosidy, saponiny, fenolické kyseliny
¢i polysacharidy. Vyznamnou prednosti vodnich extraktl je snadnd dostupnost a netoxicita pouZitého
rozpoustédla, stejné jako dobra kompatibilita téchto extraktl s rlznymi laboratornimi testovacimi médii. Na
druhou stranu je jejich nevyhodou nizsi chemicka stabilita a zvySené riziko mikrobialni kontaminace, coz mlize

ovlivnit skladovani i spolehlivost experimentalnich vysledka.

2.2.2 Alkoholové extrakty

Alkohol, zejména etanol nebo smés ethanol-voda, umozZnuje extrakci latek se stfedni polaritou. Tato
skupina zahrnuje alkaloidy, taniny, lignany, terpeny a nékteré fenolické slouceniny. Alkoholové extrakty se
vyznacuji vyssi extrakéni ucinnosti a stabilitou, coz je ¢ini vhodnymi pro dlouhodobé pouzivani. Pfi jejich
testovani je vSak nutno zohlednit zbytkové mnoiZstvi rozpoustédla, které mulze ovlivnit vysledky testl —
zejména u citlivéjSich bakterii. Proto se doporucuje provadét kontrolni testy s rozpoustédlem ve stejné

koncentraci.

2.2.3 Olejové extrakty

Olejové extrakty slouZzi k ziskavani nepolarnich, lipofilnich sloucenin, mezi které patti esencidlni oleje,
diterpeny, seskviterpeny a lipofilni flavony. Tyto latky maji Casto vyraznou antibakteridlni aktivitu vaci
grampozitivnim mikroorganismim. Olejové extrakty vykazuji obvykle wvyraznou aktivitu i v nizkych
koncentracich, ale mohou byt obtizné kvantifikovatelné a nachylné k oxidaci.

Vzhledem k nizké rozpustnosti ve vodé je nutné pouzit emulgatory, které umozni disperzi extraktu v
kultivacnim médiu. V metodice doporucujeme jako prvni volbu neiontové surfaktanty, zejména Tween 20
nebo Tween 80, které maji nejnizsi interferenci s vysledky. Kazdy emulgator musi byt testovan samostatné

jako negativni kontrola (tzv. solvent/emulsifier control), aby bylo jisté, Ze sdm o sobé nevykazuje inhibici rlstu.

2.2.3.1 Stanoveni poméru testovaného olejového extraktu a emulgdtoru

Vhodny pomér olejového extraktu a Tweenu neni univerzalni pro vSechny typy olejovych extrakt(.

Obvykle je predpoklad, Ze pro malo viskézni olejové extrakty je pouzivano 1 — 5 % podilu Tweenu vzhledem
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k celkovému objemu smési. Pro stabilizaci lipofilnich extraktl s vy$sim obsahem pryskyftic, voskl nebo tézkych
terpenoidu je potieba podil Tweenu 5 — 15 %. Vyssi podily Tweenu se obvykle v mikrobiologickych testech
nepouZivaji. Vhodny pomér je tedy pro dany extrakt specificky a stanovuje se experimentalné podle t¥i
hlavnich kritérii:
1. Stabilita emulze — olejovy extrakt se musi rovnhomérné rozptylit a nesmi zplsobovat separaci nebo tvorbu
kapek.
2. Minimalizace interferenci s mikroorganismy tak, aby neovlivnila Zivotaschopnost bakterii a vysledky testu.
3. Transparentnost vic¢i hodnoceni Uc¢ink( — systém nesmi byt pfilis zkaleny nebo viskdzni, nesmi ovliviiovat
Citelnost vysledkd a musi umoZnit rovhomérné rozloZeni extraktu a inokula.
Provedeni:
1. Prfipravi se nékolik zkusebnich smési olejového extraktu s riznym podilem Tweenu.
2. Kazdou smés vyhodnotit z hlediska stability v ¢ase, homogenity disperze a dostatecnou pfenositelnost

do testovaciho média.

2.3 Popis metod a provedeni testovani

Predkladand metodika pfedstavuje komplexni postup pro in vitro stanoveni antibakteridlni U¢innosti
herbalnich extraktl od volby vhodné metody pfes postup provedeni vysetfeni aZz po navrh interpretace
vysledkd.

Spravnd volba metody stanoveni antibakteridlni aktivity je klicova pro dosaZeni relevantnich a
reprodukovatelnych vysledkl. Rozhodnuti o vhodném postupu zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
extraktu, zejména na jeho polarité, rozpustnosti a stabilité, a dale na typu cilového mikroorganismu. Volba

metody by méla vychazet z nasledujicich kritérii:

e Typ extraktu: Vodné a alkoholové extrakty se snadno testuji difiznimi i diluénimi metodami, pro olejové
extrakty nejsou difuzni testy vhodné.

«  Typ mikroorganismu: U rychle rostoucich grampozitivnich kmena je vhodné vyuZit agarové testy, zatimco

u gramnegativnich bakterii se doporucuje spise mikrodiluéni stanoveni. Doporuceni vychazi z odliSnych
strukturalnich a fyziologickych vlastnosti grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, které ovliviuji
chovani rostlinnych extrakt(i i metodickou spolehlivost test(: U rychle rostoucich grampozitivnich bakterif
(napf. Staphylococcus, Streptococcus) je agarovy difuzni test vhodny, protoze jejich jednoducha bunécna
sténa umoznuje snadnéjsi prlnik rady sloucenin a extrakty v agaru dobfe difunduji. Rlst grampozitivnich

kmen( byva navic kompaktni a rovhomérny, coZz umoziuje spolehlivé a dobfe Citelné vyhodnoceni zén
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inhibice. Gramnegativni bakterie maji naopak komplexni bunécnou sténu s vnéjsi membranou bohatou na
lipopolysacharidy, ktera vyrazné omezuje prinik mnoha rostlinnych metabolitd. Difuzni testy proto ¢asto
podhodnocuji skute¢nou aktivitu extraktu, protoze latky se pfes membranu a agar difunduji hlife. Z tohoto
dlivodu se upfednostnuji mikrodilu¢ni metody, které nejsou zavislé na difuzi v agaru a dokazi [épe zachytit
i slabsi nebo pomalejsi Ucinek extraktu uvnitf kapalného média.

« Cil testu: Pro screening ucinnosti postaci kvalitativni difuzni metoda, pro srovnavaci studie je nezbytné

kvantitativni stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

2.4 Kvalitativni metody stanoveni antibakteridlni uc¢innosti
Kvalitativni testy — difuzni metody — jsou vhodné predevsim pro predbézny screening, predstavuji rychly

a vizualné nazorny zplsob stanoveni antibakterialni aktivity. Je vsak nutné pocitat s tim, Ze vysledky mohou

byt ovlivnény difuzni schopnosti testované latky, jeji viskozitou a sloZzenim média.

2.4.1 Diskovd difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je zaloZena na principu difuze bioaktivnich latek z papirového disku definovaného
praméru, ktery je predem nasycen zkoumanym extraktem a nasledné umistén na povrch agarového média
rovhomérné inokulovaného bakterialni kulturou standardizované hustoty. Béhem inkubace se bioaktivni
slouceniny z disku sifi do okolniho agaru, kde mohou inhibovat rlst mikroorganismu. Pokud je extrakt ucinny,
vytvori se kolem disku zfetelna zdna inhibice, jejiz primér se po ukonceni inkubace hodnoti v milimetrech.
Provedeni:

1. Sterilni papirové disky (priimér 6 mm) se napusti 20-50 pl testovaného extraktu.

2. Napusténé disky se umisti na Mueller-Hinton agar (MHA), pfipadné krevni MHA nebo MHA obohaceny o
rastova média (dle charakteru bakterialni kultury), inokulovany po celém povrchu pfelivem nebo roztérem
suspenzi bakterialni kultury o hustoté 0,5 McFarlanda.

3. Inkubace pfi 37 °C po dobu 18-24 h (nebo upravenych podminek inkubace podle charakteru bakteridlni
kultury).

4. Poinkubaci se méfi priimér zény inhibice a vysledek se zaznamena v milimetrech.

Interpretace:

Velikost zény inhibice poskytuje orienta¢ni informaci o mite antibakterialni aktivity:

e Zbna >20 mm = silnd antibakteridlni aktivita

e Zbna 10-20 mm = stfedni ucinnost
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e Zbna <10 mm = slaba nebo Zadna aktivita
Hodnoceni kvalit@ provedeni testu:

Jako pozitivni kontrola se pouZivaji disky se standardnimi antibiotiky, které umoznuji ovérit citlivost
zvoleného bakteridlniho kmene a srovnat Ucinek extraktu se zndmym referenénim kmenem (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Strptococcus pneumoniae ATCC 49619). Negativni kontrolu
tvori disky obsahujici pouze pouZité rozpoustédlo, coZz umoznuje odlisit vlastni antimikrobialni aktivitu extraktu

od pfipadného vlivu nosného média.

2.4.2 Jamkovd metoda

Jamkova metoda umoznuje aplikaci vétsiho objemu extraktu a tim i pfesnéjsi hodnoceni Ucinku latek s
nizsi difuzni schopnosti. Je vhodna zejména pro viskdzni a koncentrované extrakty.
Postup:

1. Na Petriho misky s Mueller-Hinton agarem (MHA), pfipadné krevnim MHA nebo MHA obohaceném o
rastova média (dle charakteru bakterialni kultury), se aplikuje prelivem nebo roztérem bakterialni
kultura o hustoté 0,5 McFarlanda.

2. Do agaru se vytvofi jamky (napf. sterilnim korkovym vrtakem) o prliméru 6 — 8 mm.

3. Do jamek se napipetuje presné mnozstvi extraktu, obvykle 50 — 100 pl.

4. Inkubace pfi 37 °C po dobu 18-24 h (nebo upravenych podminek inkubace podle charakteru
bakterialni kultury).

5. Poinkubaci se méfi primér zény inhibice a vysledek se zaznamena v milimetrech.

Interpretace:

Zdna inhibice u jamkové metody byva obecné vétsi nez u diskové difuzni metody, ale neexistuje pevné
stanovena konstantni hodnota, o kterou by se zdny zvétSovaly. Rozdil zavisi na vlastnostech konkrétniho
extraktu i mikroorganismu. U vétSiny rostlinnych extraktd byvaji zény u jamkové metody o 20—-80 % vétsi nez
diskové difuzni metody. Napfiklad zéona 10 mm v diskové metodé mlzZe odpovidat pfiblizné 12—-18 mm v
jamkové metodé, ale u extrakt(l, které hare difunduji z papirového disku, mizZe byt rozdil jesté vyraznéjsi.
Hodnoceni kvalit@ provedeni testu:

Jako pozitivni kontrola se do jamek na agaru aplikuje vybrané standardni antibiotikum, které umozni
oVéfit citlivost zvoleného bakteridlniho kmene a srovnat ucinek extraktu se zndmym referenénim kmenem
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Strptococcus pneumoniae ATCC 49619).
Negativni kontrolu tvoti jamky obsahujici pouze pouZité rozpoustédlo pro potvrzeni, Ze samotné rozpoustédlo

nema inhibi¢ni ucinek.
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2.4.3 Indikdtorové metody

Pro ovéreni vitality a metabolické aktivity bakteridlnich bunék po expozici herbalnim extraktlim lze vyuzit
indikatorova barviva, jako je napfiklad 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid (TTC) nebo resazurin. Tato barviva
slouzi jako citlivé redoxni indikatory: v pfitomnosti Zivych, metabolicky aktivnich bunék dochazi k jejich
enzymatické redukci, kterd vede k charakteristické zméné barvy produktu. TTC je redukovan na cerveny
formazan a resazurin na rdZovy resorufin, pfiemZ intenzita zbarveni koreluje s udrovni bunécného
metabolismu. Interpretace zmény barvy tak umoziuje odlisit Zivé bufky od bunék poskozenych nebo
usmrcenych Ucinkem testovaného extraktu.

Indikatorové metody mohou doplnit vysledky ziskané primarnimi testy inhibice ristu, nebot poskytuji
detailnéjsi informaci o typu ucinku extraktu. Zatimco jednoduché zjisténi absence rdstu mlze indikovat
inhibici, indikatorova reakce pomaha lépe rozlisit, zda testovana latka plisobi bakteriostaticky (zastaveni rlstu
pfi zachovani vitality) nebo baktericidné (usmrceni bunék). Tyto metody jsou proto vhodné zejména pri

ovérovani ucinku na hranicnich koncentracich nebo pfi porovnavani uc¢innosti riznych extrakta.

2.5 Kvantitativni metody stanoveni antibakteridlni ucinnosti

2.5.1 Mikrodilucni testy v tekutém médiu

Mikrodiluéni testy umoznuji pfesné stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimaini
baktericidni koncentrace (MBC). Jsou zaloZeny na sledovani rlistu bakterii v pfitomnosti postupné rfedénych
koncentraci extraktu.

Postup:

1. Do 96jamkové desticky se napipetuje 100 pl Mueller-Hinton bujéonu (MHB) nebo MHA obohaceném o
rastova média (dle charakteru bakterialni kultury) do vSech jamek.

2. Do prvni jamky se pfida 100 ul testovaného extraktu v nejvyssi koncentraci, ndsledné se provede
»dvojkové” fedéni fedéni — ziskdme fedéni 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, atd. (z prvni jamky se ptenese 100 ul
obsahu do druhé jamky, z druhé jamky 100 pl obsahu do treti jamky atd., z posledni jamky se 100 ul
obsahu odstrani).

3. Do vsech jamek se pfida 5 ul bakteridlni suspenze o hustoté 0,5 McFarlanda.

4. Desticka se zakryje a inkubuje pfi 37 °C po dobu 18-24 h (nebo upravenych podminek inkubace podle
charakteru bakterialni kultury).

5. Rst bakterialni kultury se vyhodnoti vizualné nebo spektrofotometricky (600 nm).
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Interpretace:

MBC = koncentrace, pfi niz po subkultivaci na agar nedochazi k rlistu kolonii.

Pouziti spektrofotometru umozZnuje presné a rychlé méreni optické hustoty. Tento pristup zvysuje citlivost
testu a eliminuje subjektivni chyby pfi vizualnim hodnoceni.

Hodnoceni kvalit@ provedeni testu:

Jako pozitivni kontrola se do jamek na desti¢ce aplikuje vybrané standardni antibiotikum, které umozni
ovéfit citlivost zvoleného bakteridlniho kmene a srovnat ucinek extraktu se znamym referen¢nim kmenem
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Strptococcus pneumoniae ATCC 49619).
Pozitivni kontrolu rlistu tvofi jamky pouze s médiem a negativni kontrolu tvofi jamky obsahujici pouze pouZité

rozpoustédlo pro potvrzeni, Ze samotné rozpoustédlo nema inhibi¢ni ucinek.

2.5.2 Agarovd dilu¢ni metoda

Agarova dilu¢ni metoda je standardizovany zpUsob stanoveni MIC antimikrobialnich latek, pfi némz je
testovany materidl (extrakt) obsaZzen pfimo vagarovém médiu v predem definovanych koncentracich.
Umoznuje spolehlivé hodnoceni rostlinnych ¢i jinych komplexnich extraktli, pokud vykazuji dostatecnou
homogenitu pfi zapracovani do média a zaroven soucasné testovani vice izolatl na jednom agaru.
Provedeni:

1. Pfipravime sifadu agard (MHA), ptipadné krevnim MHA nebo MHA obohaceném o rlstova média (dle
charakteru bakteridlni kultury) obsahujici zndmy pomér testovaného extraktu. (Nejprve pfipravime
»dvojkovou fedici fadu testovaného extraktu — ke dvéma ml extraktu pfiddme 2 ml MHB a dale fedime
podobné jako u mikrodilu¢niho testu — ziskdme fedéni 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 atd.). Na jedné Petriho misce
k 18 ml agaru prfiddme 2 ml testovaného extraktu, na druhé Petriho misce k 18 ml agaru pfiddme 2 ml
exraktu v fedéni 1:1, na treti Petriho misce k 18 ml agaru pfiddme 2 ml extraktu v fedéni 1:4 a tak
pokracujeme az k poslednimu fedéni, které mame pripravené).

2. Na agary se aplikuje 20 — 50 pl bakteridlni kultury o hustoté 0,5 McFarlanda. Na jeden agar je mozno
aplikovat vice bakterialnich kultur spole¢né, je nutné vyvarovat se spojeni jednotlivych kapek rliznych
testovanych bakterii.

3. Agary se inkubuji pfi 37 °C po dobu 18-24 h (nebo upravenych podminek inkubace podle charakteru
bakterialni kultury).

4. Rast bakteridlni kultury v kapkach na agarech se vyhodnoti vizualné.
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Interpretace:
Hodnoceni kvalit@ provedeni testu:

Jako pozitivni kontrola se poufZiji agary obsahujici znama fedéni vybraného standardniho antibiotika,
které umozZni ovérit citlivost zvoleného bakteridlniho kmene a srovnat Uc¢inek extraktu se znamym referenénim
kmenem (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Strptococcus pneumoniae ATCC
49619). Pozitivni kontrolu ristu tvofi agary bez podilu extraktu a negativni kontrolu tvori agary obsahuijici

pouze pouzité rozpoustédlo pro potvrzeni, Ze samotné rozpoustédlo nema inhibi¢ni ucinek.

2.5.3 Stanoveni FIC indexu

Vypocet indexu frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC index) se pouzZivd k hodnoceni synergie dvou
antimikrobialnich latek a umoznuje kvantifikovat interakce mezi slozkami nebo latkami, napfiklad synergii
nebo antagonismus mezi herbalnimi extrakty a antibiotiky, pokud je extrakt vyuZivan jako doplnék
k antibiotické lécbé.

Provedeni:

1. Pomoci diluénich metod se uréi MIC zvlast (MICa a MICg) pro kazdou latku a pro jejich pouzivanou

kombinaci (MICass).

2. Vypocet frakéni inhibi¢ni koncentrace (FIC) pro kazdou latku:

FICa = MICasz/ MICa
FICs = MICass/ MICg
3. Vypocet indexu FIC (FIC index):
FIC index = (FICa + FICg) / 2
Hodnoceni:
« FICI£0,5 - synergicky efekt
« FICI0,5-1,0 - aditivni efekt
*  FICI 1-4 = indiferentni G¢inek
e FICI >4 - antagonismus

Vysledky je vhodné prezentovat formou tabulek a grafli, které prehledné ukazuji rozdily mezi

jednotlivymi kombinacemi. V praxi mohou synergické kombinace vést k vyznamnému snizeni davky antibiotika

a zvyseni Ucinnosti [éCby.
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2.6 Validace pouZitych metod

Pro laboratorni Ucely je potreba provést validaci pouzitych metod pro opakovatelnost, mez detekce a
kvantifikace, pfesnost a robustnost. Metoda je povaiovdna za reprodukovatelnou, pokud vysledky
opakovanych testll nevykazuji odchylky presahujici 10 %. Pro stanoveni meze detekce a kvantifikace se
metody se ovéfuje drobnymi zménami parametrl (napf. teplota 2 °C, ¢as +1 h) bez ztraty validity vysledka.
Pro validaci zvolené metody pro stanoveni antimikrobialnich G¢ink( je vhodné poutzit referenéni bakteridlni
kmeny, napfiklad referenéni kmeny pro testovani citlivosti bakterii k antibiotikim: Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922.

2.7 Vyhodnoceni a interpretace vysledkii

Interpretace vysledkd stanoveni antibakteridlni Ucinnosti je nezbytnd pro spravné pochopeni
biologického vyznamu zjisténych hodnot. Cilem neni pouze konstatovat pfitomnost Ucinku, ale stanovit jeho

intenzitu, charakter a statistickou vyznamnost.

2.7.1 Porovndni kvalitativnich a kvantitativnich dat

Z6ny inhibice z difuznich testl se pouZivaji jako orientacni parametr ucinnosti. MIC a MBC ziskané
mikrodiluéni metodou poskytuji pfesnéjsi a kvantitativni informace o sile Gc¢inku. V idealnim pfipadé by mél
byt mezi obéma parametry linedrni vztah, ktery potvrzuje konzistenci dat. Pokud je napfiklad pozorovdna mala
zéna inhibice a nizkd hodnota MIC, m(zZe to naznacovat Spatnou difuzni schopnost nebo volatilitu sloZzek. Tyto
pfipady vyZaduji dopliikové hodnoceni chemického sloZeni extraktu.

PoFhamka:

Ziskané vysledky je nutné interpretovat v kontextu biologické relevance. Napfiklad vysoka ucinnost
extraktu in vitro nemusi automaticky znamenat jeho efektivitu in vivo, nebot faktory jako pH, pfitomnost tukd
¢i enzymU v mléce mohou uUcinnost vyrazné ovlivnit. Proto je doporuceno nasledné ovérovani ucinnosti
testovanych extraktl v nové vyvijenych pripravcich na modelovych systémech a pripadné i v terénnich

podminkach.
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3. Srovnani ,novosti postupa“

Rozpracovana metodika predklada komplexni harmonizovany pfistup k hodnoceni antibakteridlni
ucinnosti rostlinnych extraktl, ktery v Ceské republice neni dosud stanoven. Laboratofe tato vysetieni
provadéji, ale pouZivaji rlizné metody a rlizna interpretacni kritéria. Vysledky proto nelze povaZovat za
jednotné a nelze je statisticky ¢i jinak vyhodnocovat nebo srovnavat.

Metodika reflektuje soucasné trendy ve veterinarni diagnostice i farmakologickém vyzkumu. Zahrnuje
kombinaci klasickych mikrobiologickych metod s modernimi pfistupy, ¢imz se odliSuje od dfive pouZivanych
nejednotnych nebo dil¢ich postupl. Metodika predstavuje uceleny systém pro standardizované hodnoceni
antibakterialni a¢innosti rostlinnych extraktd vyuzivanych pfi 1é¢bé mastitid. Zavedenim tohoto postupu do
praxe veterindrnich laboratofi Ize dosahnout nékolika zasadnich pfinosu:

«  Zajisténi reprodukovatelnosti vysledkl napfi¢ laboratoremi.

» Vytvoreni védeckého zakladu pro hodnoceni alternativnich ptipravk( k antibiotikdm.

» Posileni antibiotické ,,stewardship” prostfednictvim ovérenych ptirodnich alternativ.

» Moznost identifikace synergickych kombinaci extraktl, které mohou nahradit nebo doplnit
antibiotickou terapii.

Jednim z kli¢ovych prvki novosti je Uprava standardnich mikrodilu¢nich metod pro testovani olejovych a
jinak nepolarnich extrakt(l. Tradi¢ni protokoly casto selhavaji, protoZze nepolarni latky se nerozpoustéji ve
vodnych médiich, coZ brani pfesnému stanoveni MIC. Zavedenim emulgacnich cinidel s definovanou
biologickou inertnosti se podafilo vytvofit stabilni disperze, které umoznuji spolehlivé méreni inhibice rastu.
Tento pfistup je klicovy pro realné vyuziti metodiky ve veterindrni praxi, kde se ¢asto testuji ptirodni olejové
slozky s vysokym antibakterialnim potencidlem.

Dalsim inovativhim prvkem je integrované hodnoceni ucinnosti na zakladé kombinace difuznich,
mikrodilucnich a statistickych metod. Tento vicestupriovy pfistup umoziuje jednak rychly screening Gcinnych
extraktd, ale i detailni kvantitativni urceni jejich Uc¢innosti. Souc¢asné poskytuje informace o spektru ucinku a

mozné pritomnosti vice aktivnich slozek.
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4. Popis uplatnéni metodik?

Metodika je urcena pro vsechny veterinarni diagnostické laboratore — veterinarni antibioticka strediska,
Statni veterinarni Ustavy i soukromé veterinarni laboratore. Jejim cilem je prispét ke zkvalitnéni diagnostiky a
hodnoceni ucinnosti Ié¢by bakteridlnich infekci. Zvlastni diraz je kladen na vyuziti metodiky jako nastroje pro
ovérovani antibakterialni aktivity bylinnych (herbalnich) extrakt( vici bakterialnim patogentm.

Predpoklada se Siroké uplatnéni metodiky v rdmci feseni vyzkumnych projektt zamérenych na hledani
vhodnych a efektivnich alternativ k antibiotické terapii infekci u zvifat z pohledu hodnoceni ucinnosti
jednotlivych antimikrobialnich latek. Vysledkem zavedeni metodiky do praxe by mélo byt celkové zvyseni
kvality |é¢by bakteridlnich onemocnéni u hospodafskych i jinych zvifat. To se nasledné pozitivné projevi také v
redukovani ekonomickych ztrat chovatell spojenych s vyskytem a terapeutickym zvladanim infekénich
onemocnéni v chovech.

Metodika je koncipovana tak, aby mohla byt implementovédna do diagnostické Cinnosti veterindrnich
laboratofi, vyuZivana pfi testovani komercénich produktl (napf. masti, tinktur, intramamarnich pfipravkd) a
aplikovana ve vyzkumnych projektech zamérenych na hodnoceni biologickych ucink( pfirodnich latek. Timto
komplexnim pojetim prekracuje rdmec béZného laboratorniho postupu a stava se nastrojem vhodnym pro

védecké, regulacni i aplikaéni ucely.
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5. Ekonomické aspekt?

Zavedeni metodiky do praxe veterinarnich diagnostickych laboratofi, statnich veterinarnich ustavl a
vyzkumnych pracovist pfindsi vyznamné ekonomické i provozni vyhody, které lze rozdélit do tfi hlavnich
oblasti:

1. Podpora vyvoje a vyroby herbalnich Iécivych ptipravk(l jako moZné alternativy k antibiotické lécbé
2. SniZzeni nakladd na lé¢bu mastitid
3. 2Zvyseni efektivity laboratorni diagnostiky a vyzkumu

Zavedeni metodiky predstavuje nejen odborny pfinos, ale také ekonomicky méritelny efekt v podobé
uspor nakladd, zvyseni efektivity prace a rozvoje domaciho trhu s pfirodnimi veterinarnimi pfipravky. Zavedeni
metodiky pro laboratofe neni spojeno s nutnosti pofizeni novych pfistroji a pomlcek do laboratore. Pro
provedeni predkladanych postupl a metod jsou diagnostické laboratore bézné vybaveny. Pti dlouhodobé

implementaci metodiky Ize ocekavat navratnost investice do zavedeni a Skoleni personalu velmi brzy.

5.1 SniZeni ndkladi na léébu mastitid

Mastitidy patfi mezi nej¢astéjsi onemocnéni u dojnic, priCemz priamérné primé naklady na lécbu jednoho
pfipadu v CR dosahuji 3 000-4 500 K¢& (lé¢iva, ztraty mléka, pracovni ¢as). P incidenci 20-30 % v chovu
znamend toto onemocnéni roc¢ni ztraty az 1,5-2 mil. K¢ u stfedné velké farmy (200-300 krav). Pouziti
rostlinnych extrakt( s prokazanou antibakterialni Gcinnosti by mohlo umoznit snizit spotfebu antibiotik aZz o
15-25 %, zkratit dobu vytazeni mléka z dodavky minimalné o 1-2 dny, omezit vznik antibiotické rezistence v

chovu, a tim dlouhodobé sniZit naklady na Iécbu az o 10-15 %.

5.2 2vyseni efektivity laboratorni diagnostiky a vyzkumu

Standardizace metod testovani ucinnosti herbalnich extrakt( pfinasi vyraznou Usporu pracovniho ¢asu a
materiadlovych nakladd. Diky sjednocenému postupu lze snizit variabilitu vysledk( mezi laboratofemi o 20-30
%, omezit potifebu opakovanych testl a predevsim zkratit dobu vyhodnoceni testli az na 24-48 hodin.
Zavedeni metodiky pfinasi i ekonomicky prinos i pro vyzkumné instituce — jednotny protokol umoznuje sdileni

dat, statistické porovnani vysledk(l a efektivné;jsi transfer know-how mezi institucemi.
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5.3 Podpora domdci vyroby a inovaci

Metodika poskytuje védecky a technicky zaklad pro vyvoj éeskych veterinarnich ptipravkd rostlinného
plvodu, ¢imzZ prispiva k posileni inovaéniho potenciadlu domaciho farmaceutického a zemédélského sektoru. Z
hlediska hospodarské politiky Ize ocekavat tyto dopady:

* zvySeni sobéstacnosti v oblasti pfirodnich veterindrnich IéCiv,

*  rozvoj regionalnich vyrobnich kapacit (bylinné extrakty, suroviny),

« avznik novych aplikovanych vyzkumnych projektli s komercénim potencidlem.
Zavedeni metodiky zaroven umozni vyuzit vysledky ve formalnim certifikaénim procesu novych pfipravka, ¢imz
se urychli uvedeni produktl na trh a zkrati doba navratnosti investic vyzkumnych instituci a farmaceutickych

firem.

5.5 Dlouhodobé prinosy a udrZitelnost

Z dlouhodobého hlediska metodika pfispiva k:
« udrzitelnosti zemédélské vyroby diky nizSimu pouZzivani antibiotik,
« ochrané Zivotniho prostredi (snizeny vyskyt rezidui |éCiv ve vodé a pidé),
» posileni mezinarodni konkurenceschopnosti ¢eského zemédélstvi,
» ekonomické stabilité veterinarniho sektoru diky efektivnéjsi diagnostice.
Tento soubor prinost cini metodiku vyznamnym ndstrojem nejen pro statni veterinarni spravu, ale i pro

zemédélskou a farmaceutickou praxi.
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