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ABSTRACT

Probiotic therapy is a substantial alternative to antibiotics for treatment of bovine mastitis. The
most used probiotics are lactic acid bacteria which produce bacteriocins — peptides and proteins
with antagonistic activity to pathogens. The aim of this study was to detect an antimicrobial
activity of probiotics and its glycopeptides in vitro against causative agents of bovine mastitis as
well as to test hemolytic activity of glycopeptides. Lactobacillus reuteri, Pediococcus
pentosaceus, glycopeptides of Lactobacillus helveticus in titre 10° cfu g™ (GP1), in titre 10’ cfu
g™ added casein (GP2) and GP1 glycopeptides in titre 10" cfu g™ with B-glucans (GP3) were
tested in vitro to determine its antimicrobial effects against Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Kocuria kristinae, Streptococcus uberi, Escherichia coli and
mixed culture of above mentioned microorganisms isolated from raw milk of cows with
subclinical mastitis. Antibiotic suspension “Pen Strep” and amoxicillin with clavulanic acid were
used as control. The antimicrobial activity of bacterial isolates was tested by well and disk
diffusion assays. Results obtained that GP1 had a greatest inhibitory effect (8.83+3.02 mm)
against bacterial cultures while GP2 and GP3 as well worked effectively (6.67+1.73 and
5.67+1.52 mm, resp.) in dilution 20 mg mL™. GP1 had a greatest inhibitory effect also in dilution
20 mg 0.5 mL™ (15.42+0.31 mm), whereas GP3 and GP2 showed lower growth inhibition
(4.14+0.21 mm and 2.67+0.00 mm, resp.). Zone of antibacterial clearance of “Pen Strep” and
AMC30 was 48.13+0.53 mm and 22.86+0.23 mm, respectively. All bacterial strains were
resistant to test solutions containing L. reuteri and P. pentosaceus. Glycopeptides displayed no
hemolysis (y-hemolysis) when tested with sheep blood indicating that it is non-pathogenic and
this is important when peptides are considered to be used as intramammary drugs. Conclusion:
The applied test solution which contains L. helveticus glycopeptides in titre 10° cfu g™ displayed
antagonistic activity against a variety of pathogens and can be used as an effective alternative to
antibiotic therapy.
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IEVADS

Mastits jeb tesmena iekaisums ir visbiezak sastopama slimiba piena liellopu ganampulkos un
ir galvenais iemesls ekonomiskajiem zaud&umiem piena razoSana visa pasaulé (Maréchal et al.,
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2011). Tradicionali mastita arst€Sanas pamata ir sintétisko antibiotiku lietoSana, kas ne vienmer ir
efektiva, turklat saistita ar patérétajiem kaitigo atliekvielu klatbiitni piena un sekmé& pret
antibiotikam rezistento baktériju celmu attistibu. Turklat biologiskas lauksaimniecibas apstaklos
antibiotiku izmantoSana produktivo dzivnieku arsté$ana ir Joti ierobezota un saistita IpaSnickam
ar papildus zaud&jumiem. So problému dé| pédgjo gadu laika intensivi notiek pétifjumi ar mérki
izveidot dabiskus antibakterialus lidzeklus.

Nozimiga alternativa antibiotiku terapijai ir probiotiskie terapeitiskie lidzekli, ko var pielietot
gan mastita arstéSana, gan profilaks¢ (Cao et al., 2007; Klostermann et al., 2010; Soleimani et al.,
2010; Espeche et al., 2012; Frola et al., 2012). Galvenokart, ka probiotiskas tiek pielictotas
pienskabas bakterijas, kas ir droSas, nepatogénas un darbojas antagonistiski patog€najiem
mikroorganismiem. Pienskabajam baktérijam piemit vairakas ipasibas, kuru d€| tas var izmantot
ka probiotikas, lai kontroletu patogénos mikroorganismus. Tam piemit sp&ja piesaistities Stinam,
samazinot patogéno bakteriju piesaistiSanas iespejas; ir sp&ja saistities ar patogénajam bakterijam,
blok&jot to darbibu; organisko skabju un tidenraza parskabes producésana rada patogéno bakteriju
augSanai nelabvéligu vidi; tas sp&j veidot bakteriocinu un citas baktericidas vielas (Soleimani et
al., 2010).

Lidz $im probiotiskas bakterijas galvenokart tika pielietotas gremosanas sistémas infekciju
profilaksé un baribas sagremojamibas uzlaboSana (Tambekar un Bhutada, 2010; Venkatesan,
2012), tacu §Ts baktgrijas ir arT dala no normalas, aizsargajosas pupa kanala mikrofloras. Autori
pieradijusi, ka pienskabas bakterijas un to sintezéto baktericido vielu izmantoSana ir efektiva ari
mastita arst€sana (Cao et al., 2007; Klostermann et al., 2010; Soleimani et al., 2010; Espeche et
al., 2012; Frola et al., 2012). Zinams, ka pienskabas bakterijas producé bakteriocinus, kam piemit
antibakterialas 1paSibas (Héchard un Sahl, 2002; Bauer un Dicks, 2005), tadél misu pétijjuma
merkis bija noskaidrot dazu pienskabo bakteriju un no tam izol&to glikopeptidu iedarbibu in vitro
uz govs subkliniska mastita ierosinatajiem.

MATERIALS UN METODIKA

Antibakterialas aktivitates parbaudei izmantojam probiotiskas bakterijas Lactobacillus
reuteri (L. reuteri), Pediococcus pentosaceus (P. pentosaceus), L. reuteri kopa ar P. pentosaceus,
ka ari Lactobacillus helveticus glikopeptidus. Glikopeptidu kulttiras iedalijam - L. helveticus
glikopeptidi 10° kvv g (GP1); GP1 10’ kvv g pievienots kazeins (GP2) un GP1 10" kwv g™
pievienoti B glukani (GP3). Testa kultiiras tika atSkaiditas ar peptona sals skidumu (Oxoid, UK)
(20 mg uz 1 mL un 20 mg uz 0.5 mL). Salidzinajumam izmantojam ari antibiotiku suspensiju
“Pen Strep” (V.M.D., Belgija) un antibiotiku difuzijas diskus, kas satur amoksicilinu un
klavulanskabi 30 mkg (AMC30) (Becton Dickinson, USA).

Glikopeptidu antagonistisko iedarbibu parbaudijam uz baktériju kultiram, kas izol&tas no
aseptiski nonemtiem piena paraugiem govim ar subklinisko mastitu (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Kocuria kristinae, Streptococcus uberis, Escherichia coli un
jaukta visu min€to bakteriju kultiira).

Antagonistisko iedarbibu novértgjam pielietojot bedrisu difiizijas metodi (Mami et al., 2008)
— uz triptona sojas agara barotném (Oxoid, UK) tika inokul&ts 0.1 mL bakt&riju kultiiras peptona
sals $kiduma atskaidijuma 1.5x10° kvv/mL (0.5 Mc Farland) un 0.75x10® kvv/mL (0.25 Mc
Farland). Agara tika izgrieztas bedrites (6 mm) un iepilditi 30 pL testa antimikrobie Skidumi
GP1, GP2 un GP3. Plates tika sagatavotas 3 atkartojumos, inkub&tas 24 h 37 °C un noteikts
bakteriju augSanas nomakums. Aprékinajam vidg€jo aritméetisko raditaju (mm) un standartnovirzi.
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Glikopeptidu suspensijas hemolitiskas aktivitates parbaudei uz asins agara barotném (Oxoid,
UK) Petri platés, kas satur 50 g L™ aitu asinis, svitru veida tika izséti glikopeptidu skidumi
vairakos atSkaidijumos (20 mg, 10 mg un 5 mg uz 0.5 mL), inkub&ts 24 h 37 °C un noteikta
hemolize - B-hemolize (dzidra un caurspidiga zona ap kolonijam), a- hemolize (zalgana zona ap
kolonijam) vai y- hemolize (hemolize nenotiek) (Ataoglu et al., 2010).

REZULTATI

Glikopeptidu antimikrobiala aktivitate tika noteikta pret vairakiem patog€niem
mikroorganismiem, kuri izol€ti no subkliniska mastita skartiem govju piena dziedzeriem. 1.tabula
apkopoti rezultati par glikopeptidu antagonistiskas aktivitates izraisito bakt€riju nomakumu uz
agara platem.

1. tabula/ Table 1
Glikopeptidu antimikrobiala iedarbiba
Antimicrobial activity of glycopeptides

Nomakuma zonas diametrs (mm)

Patogénas Zone of inhibition in diameter (mm)
baktérijas / koncentracija 20 mg mL™ koncentracija 20 mg 0.5mL™
Pathogens concentration 20 mg mL™ concentration 20 mg 0.5mL™
GP1 GP2 GP3 GP1 GP2 GP3
S. aureus 0.00 £ .00 0.00£0.00 | 0.00£0.00 | 1417+ | 0.00+ | 0.00%

0.29 0.00 0.00

S. saprophyticus 6.33£551 | 6.67x577 | 000+£0.00 | 12.17+ | 0.00+ | 0.00 £
0.29 0.00 0.00

S. uberis 6.33+5.51 | 10.67+0.58 | 6.33+551 | 2217+ | 8.00+ 7.83 %
0.29 0.00 1.26

K. kristinae 9.67+0.58 | 9.33+0.58 | 9.33+£0.58 | 20.00+ | 0.00+ | 10.00
0.50 0.00 0.00

E. coli 11.00+ | 8.00+ | 0.00
0.00 0.00 0.00

Jaukta kultira / 13.00 +0.50 | 0.00+0.00 | 7.00+0.00 | 13.00+ | 0.00 + 7.00 +
mixed culture 0.50 0.00 0.00

Vidgji / average 8.83+3.02 | 6.67+1.73 | 567152 | 1542+ | 267+ 414 +
0.31 0.00 0.21

GP1 - L. helveticus glikopeptidi 10° kvv g™ / glycopeptides of L. helveticus 10° cfu g;
GP2 - GP1 10" kvv g™ pievienots kazeins / GP1 10’ cfu g™ added casein;
GP3 - GP1 107 pievienoti § glukani / GP1 10’cfu g™ added p-glucans.

Novertgjot bakteriju vidéjo auguma nomakumu ar testa kultaram koncentracija 20 mg mL?,
konstatgéjam, ka GP1 uzradija vislielako antagonistisko aktivitati uz bakteriju augSanu (8.83+3.02
mm), tacu GP2 (6.67+£1.73 mm) un GP3 (5.67+1.52 mm) ir zemaka aktivitate. GP1 uzradija
vislielako antagonistisko aktivitati arT 2 reizes lielaka koncentracija (15.42+0.31 mm), GP3
zemaku (4.14+0.21 mm), bet GP2 efektivitate bija viszemaka (2.67+0.00 mm). S. aureus kultira
bija rezistenta pret visiem trim glikopeptidu maisjjumiem, izmenot pret GP1 koncentracija 20 mg
0.5 mL™?, S. saprophyticus bija rezistenta pret GP3 §kidumu, bet GP2 neuzradija antagonistisku
iedarbibu uz jaukto baktériju kultiiru.
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Probiotisko bakteriju antimikrobialas

efektivitates Uz izol€tajam bakteriju kultiiram rezultati skatami 2. tabula.

2. tabula/ Table 2

Antibiotiku un probiotiku antimikrobiala iedarbiba
Antimicrobial activity of antibiotics and probiotics

aktivitates un salidzinajumam ar1 antibiotiku

Nomakuma zonas diametrs (mm)

Patogénas bakterijas / _Zc.)‘ne of |nh|b|t|on_|1n diameter (mm)
Pathogens koncentrac_lja 20 mg O.5mL_1
concentration 20 mg 0.5mL Pen Strep AMC30
LR | PP | LR+PP
S. aureus 59.67+0.29 | 29.67+0.29
S. saprophyticus 40.12+0.29 | 21.67+0.29
S. ub_erl_s 0.0040.00 54.174£0.29 | 26.83+0.29
K. kristinae 54.00+£1.00 | 32.00+0.00
E. coli 31.83£0.29 | 0.00£0.00
Jaukta kultiira /mixed culture 49.00+1.00 | 27.00+0.50
Vidgji/ average 0.000.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 48.13+0.53 | 22.86 +0.23
LR — L. reuteri;

PP — P. pentosaceus;
LR+PP — abu probiotisko bakteriju maistjums/ mixed both probiotic bacteria;

»Pen Strep” raditais nomakums uz baktérijam videji bija 48.14+0.53 mm, bet antibiotiku
diska AMC30 - 22.86+0.23 mm. Visi bakteriju celmi bija rezistenti pret probiotiku L. reuteri un
P. pentosaceus un to apvienotajiem skidumiem. E. coli uzradija rezistenci pret AMC30.

Neviens no probiotiku un glikopeptidu $kidumiem GP1, GP2 un GP3 neuzradija hemolitisku
darbibu (gamma hemolizi).

DISKUSIJA

Pédgjo 10 gadu laika ir veikti daudzi pétijumi par probiotisko baktériju ietekmi uz veselibu.
Tiek analiz€tas arvien jaunas So baktériju sintez€tas baktericidas vielas, un pétijumi ir
daudzveidigi metodikas un materiala zina. Miasu veiktajiem izm&ginajumiem par probiotisko
bakteriju glikopeptidu antagonistisko iedarbibu uz baktérijam analogus pétjjumus literatiira
neatradam. Lidzigi pétijumi veikti par citiem pienskabo bakteriju sintez&tajiem bakteriociniem —
nizinu, pediocinu, lantibiotikam u.c., ka art par probiotisko bakteriju kultiiru centrifugatiem.

Soleimani et al. (2012) zino par probiotisko laktobaktériju centrifugata (cell free
supernatant— angl.) antagonistisko aktivitati uz S. aureus celmu, kas izdalits no mastita piena un
standarta S. aureus celmu ATCC 25923, pielietojot bedrisu difuzijas metodi. Vina rezultati
uzrada, ka L. plantarum izraisa lielu nomakuma zonu uz S. aureus, 13 mm, bet standarta S.
aureus ir rezistents pret laktobakteriju centrifugatu. Venkatesan et al. (2012), kurs antibakterialas
aktivitates pétijjumiem izmantoja Bifidobacterium sp. un Lactobacillus sp. kultiru centrifugatu,
noveroja attiecigi 3-18 mm un 2-10 mm lielu nomakuma zonu 8 patogéno baktériju kultras.
Tambekar un Bhutada (2010), pielietojot modificétu disku difuzijas metodi, noteica, ka L.
plantarum un L. rhamnosus, kas izol&ti no kazu piena, ir stipra antibakteriala iedarbiba uz sesam
patogéno bakteriju kultiram (17-25 mm), bet So baktériju centrifugata antagonistiska ietekme ir
vél izteiktaka (19-27 mm).
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Miisu pétijuma pienskabas bakterijas L. reuteri un P. pentosaceus neuzradija nomakuma
efektu uz patogé€no bakteriju augumu. Tacu glikopeptidu antimikrobiala iedarbiba uz
patogénajam kultiram ir ieveérojama, un, atkariba no glikopeptidu veida un koncentracijas, ka ar1
mikroorganismu veida un koncentracijas, ta vari€¢ no 6.33 lidz 22.17 mm, turklat GP1 (L.
helveticus glikopeptidi) izradija antagonistisku aktivitati pret visam parbauditajam mastitu
ierosinataju kulttiram.

Vairaki pétnieki ir veikus$i probiotiku un to peptidu parbaudes in vivo slaucamajam govim.
Frola ar lidzautoriem (Frola et al., 2012) ievadija L. perolens un L. plantarum lakt&josu govju
piena dziedzeros un konstat€ja augstu antagonistisku iedarbibu pret eksperimentali ievaditam
patogénajam bakterijam. Turklat, ievadot probiotiskas bakterijas intramammari koncentracija 10°
kvw mL™, netika konstatétas kliniskas saslim$anas pazimes, nedz ari pupa kanila bojajumi.
Klosterman ar kolégiem (Klosterman et al., 2010) veica izm&ginajumus ar L. lactis saturosu pupu
apstrades Iidzekli pirms un p&c govju slaukSanas. Tika veikta pupu galu eksperimentala
kontaminacija ar dazadu ginSu mikroorganismiem, tad iemé&rca pupus probiotikas saturo$a
preparata. Péc 10 min. konstatéja baktériju skaita samazinasanos par 80-97%. Cao et al. (2007)
govim intramammari ievadija 0.8 g nizinu (L. lactis producéts polipeptids) 4.5 TU mL™?, un
noskaidroja, ka $ada terapija samazina S. aureus daudzumu pupa kanala par 54% (salidzinosi
antibiotiku gentamicina terapija par 33.3%).

Attistot probiotisko produktu, ir svarigi noteikt izveleéto bakteriju nekaitigumu. Lai gan
Lactobacillus un Pediococcus probiotisko bakteriju gintis p&c ilgstosiem p&tijumiem kopuma tiek
uzskatitas par pilnigi dro§iem un nepatogéniem mikroorganismiem, nepieciesams veikt parbaudi,
lai noteiktu glikopeptidu hemolitisko aktivitati un antibiotiku rezistenci (Espeche et al., 2012).
Ataoglu et al. (2010) noteica hemolitisko aktivitati P. pentosaceus OZM celmam un rezultati
radija, ka Sis celms nerada hemolizi. ArT misu pétijuma iek]auto probiotisko baktériju un to
glikopeptidu Skidumi neizraisija hemolizi. Otrs nozimigs patogenitates raksturotajs ir antibiotiku
rezistence, ko pétijuma ietvara ir paredzets veikt turpmak.

SECINAJUMI

1. Peétijuma pielietotais testa Skidums, kas satur L. helveticus glikopeptidus, uzrada
antibakterialu iedarbibu pret mastita ierosinatajiem Staphylococcus aureus, Staphylococcus
saprophyticus, Kocuria kristinae, Streptococcus uberis un Escherichia coli, un ir pamats
uzskatit, ka to var izmantot, lai veidotu terapeitisku lidzekli govim mastitu arstéSana un
profilakse€ un ka efektivu alternativu antibiotiku terapijai.

2. Glikopeptidu Skidumi in vitro nerada hemolizi, kas norada uz darbibu dzivajos audos
bez destruktivas ietekmes.

PATEICIBA

Glikopeptidu izolesana veikta RSU Mikrobiologijas un Virusologijas institita ERAF projekta
Nr.2DP/2.1.1.1.0/10/APIA/VIAA/125 ietvara, bet izm&ginagjumi — LLU Biotehnologijas un
Veterinarmedicinas  zinatniskaja  institita  ,,Sigra”  pateicoties = ERAF  projekta
Nr.2010/0226/2DP/2.1.1.1.0/10/APIA/ VIAA/099 finansialajam atbalstam.
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