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Antimikrobialni aktivita biomasy a bakterii Pectinatella
magnifica

Souhrn

Pectinatella magnifica je sladkovodni invazivni kolonialni Zzivoéich. Podnétem
K testovani antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych z Pectinatelly a extraktd ziskanych
zZ biomasy jejich kolonii bylo nejen masivni rozsifeni v oblasti jiznich Cech, ale piedev§im
skutecnost, ze u motskych mechovcli byla antimikrobidlni aktivita bakterii 1 extrakti jiz
potvrzena. Testovany byly bakterialni izolaty z roku 2015 a lyofilizované extrakty z biomasy
kolonii pfipravené v Ustavu molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie na VFU
v Brné. K testovani antimikrobidlni aktivity bakterii 1 extrakt byla zvolena difizni metoda, u
ucinnych extraktl byla ndsledné¢ mikrodiluéni metodou stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Celkem bylo testovano 90
supernatantl ziskanych z bakterii Pectinatella magnifica proti 14 indikatorovym bakteriim a 5
ruznych extraktl (methanolovy, hexanovy, chloroformovy, ethyl-acetatovy a vodny) bylo
testovano proti 22 kmentim indikatorovych bakterii.

Antimikrobidlni aktivita byla prokazéna u 8 bakteridlnich izolatl. NejucinnéjSim
bakterialnim izolatem z Pectinatella magnifica byl izolat Bacillus mycoides. Pti anaerobni
kultivaci inhiboval rist celkem péti indikatorovych bakterii, v aecrobnim prostiedi byl inhibi¢ni
ucinek prokazan tiikrat. Testovanim extrakti bylo nejlepSiho vysledku dosaZeno
chloroformovym extraktem, ktery u¢inné inhiboval rist 9 indikatorovych kmentu bakterii pfi
antimikrobidlni aktivita byla prok4zéana u 8 testovanych kmend. Methanolovy extrakt pisobil
proti riistu 5 indikatorovych kment.

Vzhledem Kk ptiznivym vysledkim testovani, se izolované bakterie i extrakty
z Pectinatelly jevi jako velmi slibny zdroj antimikrobialné pusobicich latek. Toho Ize hojné
vyuzit zejména v potravinaistvi, za ucelem prodlouzeni tidrznosti potravin a zajisténi jejich

zdravotni nezavadnosti.

Klicova slova: Pectinatella magnifica, symbiotické bakterie, antimikrobialni aktivita, biomasa,

extrakty



Antimicrobial activity of Pectinatella magnifica biomass
and its associated bacteria

Summary

Pectinatella magnifica is a freshwater invasive colonial animal. The reason to test the
antimicrobial activity of bacteria isolated from Pectinatella and the extracts obtained from the
biomass of its colonies was not only a massive expansion in South Bohemia, but also the fact
that the antimicrobial activity of bacteria and extracts had already been confirmed in marine
bryozoans. Bacterial isolates from 2015 and lyophilized extracts from colony biomass prepared
at the Institute of Molecular Biology and Pharmaceutical Biotechnology at UVPS in Brno were
tested in this study. To test the antimicrobial activity of bacteria and extracts, a diffusion method
was chosen. Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal
concentrations (MBC) were determined for the active extracts. In total, 90 supernatants
obtained from Pectinatella magnifica were tested against 14 indicator bacteria and 5 different
extracts (methanolic, hexane, chloroform, ethyl acetate and aqueous) were tested against 22
strains of indicator bacteria.

Antimicrobial activity has been proven in 8 bacterial isolates. The most effective
bacterial isolate from Pectinatella magnifica was the Bacillus mycoides isolate. Anaerobic
cultivation inhibited the growth of 5 indicator bacteria, in an aerobic environment, the inhibitory
activity has been confirmed three times. During testing of the extracts, the best result was
achieved through chloroform extracts that effectively inhibited the growth of 9 indicator strains
of bacteria using the lowest MIC and MBC. The hexane extract was the second most effective
substance, antimicrobial activity was observed in 8 tested strains. The methanol extract
counteracted the growth of 5 indicator strains.

Due to the favorable test results, isolated bacteria and Pectinatella extracts are a very
promising source of antimicrobial agents. This can be used extensively in food industry, in

order to extend the shelf life of food and ensure its health safety.

Keywords: Pectinatella magnifica, associated bacteria, antimicrobial aktivity, biomass,

extracts
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1 Uvod

Vyznamnymi obyvateli vod jsou i mechovci. Malo prozkoumani a vetejné neptilis§ znami
tvorové, tvorici kolonie riznych velikosti, jsou zajimavym zdrojem biologicky aktivnich latek.
Vyssi pozornost je vénovana moiskym druhtim mechovct, zvlasté po objevu bryostatinu v roce
1960, latky, jez je ispesné testovana pii 1€cbe¢ rakoviny.

Na pocatku 21. stoleti byla na tizemi Ceské republiky zpozorovana sladkovodni
mechovka Pectinatella magnifica. Rychlé rozsifovani nabralo invazivniho charakteru. Prvni
studie nejdiive monitorovaly jeji Sifeni na naSem tuzemi a zkoumaly dopad na ekosystém vod.
Nyn¢jsi zajem studii je smeéfovan zejména k poznani mikrobioty kolonii a testovani biologicky

aktivnich latek z nich ziskanych.



2 Literarni reSerse

Literarni reSerSe této diplomové prace vytvaii uceleny piehled informaci tykajici se
sladkovodni mechovky bochnatky americké, invazivniho vodniho Zivoc¢icha. Dale zahrnuje
popis antimikrobialnich latek, biologicky aktivnich latek produkovanych mechovci a souhrn
symbiotickych bakterii mechovcti. Na zavér piehledu jsou popsany metody testovani

antimikrobialni aktivity.

2.1 Bochnatka americka (Pectinatella magnifica)

Prvni podkapitola literarniho piehledu zahrnuje zakladni informace o bochnatce
americké, jeji naleziste, nejcastejs$i mista vyskytu. Déle je popsana morfologie a rozmnozovani

kolonii mechovceu, nasleduje popis zplisob zivota a rozmnozovani Pectinatella magnifica.

2.1.1 Systematické zarazeni Pectinatella magnifica
Rige: Zivogichové — Animalia
Kmen: Mechovci — Bryozoa
Ttida: Mechovky — Phxylactolaemata
Rad: Plumatellida
Celed’: Pectinatellidae
Druh: Pectinatella Magnifica (Leidy, 1851)

2.1.2 Lokality vyskytu Pectinatella magnifica

Prvni zminky o bochnatce americké jsou jiz z poloviny 19. stoleti. Prvné byla popsana

Vv severni Americe.

2.1.2.1 Vyskyt Pectinatella magnifica ve svéte

Zcela piivodnim habitatem bochnatky americké je Severni Amerika. Jeseph Leidy v roce
1851 nejprve popsal tuto mechovku jako Cristatella magnifica. Brzy vsak bylo zjisténo, ze se
tento novy druh li$i od rodu Cristatella a proto byl vytvoten rod novy, Pectinatella (Opravilova,
2005).



Jako prvni nalezisté bochnatky je uvadéno okoli Philadelphie, ve staté Pennsylvanie na
severovychodé Spojenych statti americkych. Dale bylo pozorovéno jeji rozsifeni do dalSich
stati vychodné od feky Mississippi, napt. Massachusetts, Maine a Mississippi (Kraepelin,
1887). V nasledujicich letech probihalo v severovychodni ¢asti amerického kontinentu masivni
rozsitovani (viz. Obrazek 1). Bochnatka byla nalezena v Erijském jezete, v jezefe Ontario na
hranicich s Kanadou, ale i na jihu Spojenych statu americkych ve stat¢ Texas (Wood, 2001).
Nové biotopy bochnatky americké byly objeveny pocatkem 90. let 20. stoleti v Indii
(Opravilova, 2005), ale také v Japonsku a Korei (Oda, 1974; Seo, 1998; Hyunbin et al., 2014).

Obrazek 1: rozsiieni Pectinatella magnifica v USA (www. nas.er.usgs.gov)
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2.1.2.2 Vyskyt Pectinatella magnifica v Evropé a Ceské republice

Ve stiedni Evropé je bochnatka povazovana za invazivniho Zivocicha. Poprvé byla
zpozorovana V zapadni Evropé, v fece Bille blizko Hamburku roku 1883 (Kraepelin, 1884). Do
této lokality byla pravdépodobné zavlecena lodni dopravou ze Severni Ameriky. V prabéhu 20.
stoleti se bochnatka rozsitila pes Labe dale do Némecka, Polska a Ceské republiky (Rodriguez
et al., 2002; Balounova et al., 2011). Vyskyt bochnatky byl potvrzen i ve Francii, v oblasti
zvané Franche-Comte v roce 1994 (Rodriguez, 2002; Devin, 2005), dale na ostrové Korsika
vroce 2006 a Vv oblasti Bretané¢ o rok pozdéji (Notteghem, 2009). Dalsi zemi, kde byla
bochnatka nalezena je Nizozemsko, vyskyt byl poprvé zaznamenan v roce 2003 v povodi Ryna

mezi Lucemburskem a Némeckem, kolonie byly také nalezeny v Rakousku, Rumunsku a



Turecku (Balounova et al., 2013). V Mad’arsku je prvni zaznam o nalezeni bochnatky z roku
2011, kolonie byly nalezeny a identifikovany po proudu feky Dunaje za Budapesti (Szekeres et
al., 2013).

V Ceské republice je prvni nalez bochnatky uvadén v roce 1922. Do roku 1952 bylo
naslednym sledovanim postupné zjisténo 12 lokalit na Labi a Vltave, kde se bochnatka
vyskytovala nejéastéji. Intenzivni vyzkum a studovani bochnatky odstartovalo rozsahlé Siteni,
které zapocalo v roce 2003 v oblasti Tiebonska (Balounova et al., 2007a; Balounova et al., 2007b;
Balounova et al., 2011; Sinko, 2010).

Sledovani vyskytu zapocalo v oblasti piskovny Cep, postupné byla bochnatka nalezena i
v dalSich nadrzich (Balounova et al., 2006). V roce 2005 byla bochnatka pozorovana na rybniku
Podiezany. O rok pozdéji pak na rekreacnim rybniku Hejtman, ve vodni nadrzi Hnévkovice u
Tyna nad Vltavou a na konci letni sezony byly kolonie bochnatky nalezeny 1 v ptehradni nadrzi
Orlik. V roce 2007 se bochnatka rozsitila do rybniku Novy Kanclit a do Vlkovské piskovny
(Balounova, 2007). O dva roky pozdé¢ji byly kolonie bochnatky hladSeny na rybniku Svét a z
ptilehlych sadek Rybatstvi Trebon a.s. V roce 2010 probéhlo masivni roz$ifeni na rybnik Veseli
I. v soustavé Vlkovskych piskoven. Pfitomnost bochnatky byla zpozorovéna i1 na Staitkovském
rybniku blizko Chlumu u Tfebon¢ a v rybniku Vydymac¢ (Balounova, 2010).

Na webovych strankdch BioLib.cz probihd pribézné mapovani vyskytu kolonii
bochnatky. Kromé mapek znazornujicich nalezisté¢ jednotlivych kolonii jsou zde uvedené i
zakladni informace o bochnatce, zplisobu Zivota, rozmnoZovani a fotografie. Nize, na obrazku
2 a 3, je pro porovnani uvedena mapka vyskytu kolonii bochnatky v roce 2015 (vlevo) a v roce
2017 (vpravo). Je vidét, Ze se bochnatka béhem dvou let rozsitila nejen v okoli Trebonska, ale

pfibyla nova nalezi$té¢ v povodi Dunaje a ve vodni nadrzi Lipno.

Obrazek 2: Vyskyt P. magnifica 2015 Obrazek 3: Vyskyt P. magnifica 2017
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2.1.3 Pectinatella magnifica — stavba téla, rozmnoZovani, zptusob Zivota

Pectinatella magnifica je sladkovodni, kolonialni Zivocich patiici do kmene mechovcu
(Carroget et al., 2005). Kolonie této mechovky rostou na raznych substratech pod vodni
hladinou (Pejin et al., 2012), nejcastéji se nachazi na ¢astech vodnich rostlin. Povrch kolonie
ma zlutohnédou barvu a vnitini struktura je tvofena pevnym prasvitnym gelem. Gel je
produkovan jednotlivymi zivo€ichy, tzv. zooidy, a zvétSuje tak Zivotni prostor, na kterém se
mohou vyskytovat. Vnitini gelova se skladad z 99 % z vody. Déle byla dokézdna ptitomnost
chitinu, vapniku, chloridu sodného a proteini (Morse, 1930). Kollar et al. (2016) provedli
testovani zakladniho elementarniho sloZzeni gelu. Analyza prokazala, ze zkoumany material je
smiSenou kompozici bilkovin a polysacharidl, nebo silné glykosylovaného proteinu. Lze se
domnivat, Ze sloucenina, nebo slouceniny, tvofici gelovou masu kolonie, by mély byt relativné
jednoduché, vzhledem k velikosti zooidi oproti velikosti celé kolonie, zdroje zivin pochdzejici
ze sladké vody a schopnosti velmi rychle nabyvat na objemu. Mnozstvi vyprodukované gelové
hmoty miize dosahnout tloustky od néckolika milimetri do néckolika desitek centimetrii
(Opravilova, 2005). Kolonie Pectinatella magnifica mohou vyjime¢né dosahnout hmotnosti i
nad 10 kg, ale obvykla hmotnost se pohybuje okolo 500 g, zalezi na misté a ro¢ni dobé odbéru
vzorku (Balounova et al., 2011). Jednotlivi zooidi se seskupuji do mnoha rizencovych utvart
zvanych rozet a tvoii tak celou kolonii. Velikost zooidd se pohybuju okolo 1mm a télo se sklada
ze dvou &asti — polypidu a cystidu (Setlikova et al., 2005).

Pectinatella magnifica se rozmnozuje pohlavnim i nepohlavnim zptisobem. Pohlavni
aktivita trva velmi kratké obdobi a dochézi k vnitinimu oplozeni. Oplodnéné vajicko se vyvine
v embryo a vytvoii obrvenou planktonni larvu. Tato larva se sklada ze dvou plné vyvinutych
zooidl a fasnatého plasté. Po urcité dobé pfiseda na vhodny substrat, kde zacne vyristat prvni
jedinec nové kolonie. Tento jedinec je pln¢ samostatny a schopny reprodukce pucenim, ze
kterého postupné vznikd cela kolonie (Wood, 2001). Nepohlavni rozmnozovani probiha
pomoci nepohlavnich Castic, statoblastll. Pectinatella zacina vytvaret statoblasty v nepfiznivych
podminkach, zejména pfi extrémnich vykyvech teplot. Statoblasty jsou velmi malé ¢erné spory
o velikosti cca 1 mm, diskovitého tvaru, plovouci na hlading (Sinko, 2010). Plovéni statoblastii
na hladiné umoziuje chtitinova sténa, ktera je po okrajich naplnéna vzduchem. Na povrchu
plovaciho prstence vyristaji kotvicovité ttvary slouzici k pfichyceni se naptiklad na ptaci peti
(Setlikova et al., 2005). Diky vodnimu ptactvu se statoblasty mohou §ifit do vyznamnych
vzdélenosti (Oda, 1974). Chitinovy obal je velmi odolny a dokaze odolat plisobeni vlivi

traviciho traktu ptaka ale 1 ryb (Brown, 1933). DalSim zptsobem je unaSeni vodnim proudem



nebo vétrem (Massard a Gaimer, 2002). V pomalu tekoucich vodach je rozptyleni vyznamné
podminéno smérem vodniho toku (Rodrguez et al., 2002). Vliv na §ifeni statoblasti ma i lidska
¢innost (Seo, 1998). Borg (1930) nevylucuje moznost, ze Pectinatella magnifica je
kosmopolitnim organismem.

K vyvoji nové kolonie ze statoblastu za¢ne dochazet za ptiznivych vnéjSich podminek.
Statoblast se pfichyti na vhodném substratu, poté za¢ne vyriistat novy zooid. Naslednym
pucenim vznikaji dal§i zooidi. Nejprve na piivodnim substratu vytvoii slizovitou vrstvicku,
pozdé&ji zacinaji produkovat gelovitou hmotu ke stiedu vyrustajici kolonie.

Pectinatella magnifica se zivi filtrovanim planktonu z vody (Wood, 2001), ktery zahrnuje
fasy, prvoky a vifniky. Naro¢nost na ziviny u této mechovky neni vysoka, uptednostiiuje vody
nejen s nizsi koncentraci zivin, ale také s vysokou pruhlednosti. Kolonie prosperuji v nadrzich
se Sterkopiskovym podlozim, nez v lokalitich vyuzivanych k chovu ryb s organickym
sedimentem. Vysvétlenim této skuteCnosti je pravdépodobné nebezpeci zandseni zooidl
neZivou organickou hmotou (detritem) a s tim spojeny nedostatek kysliku (Setlikové et al.,
2005). Rust a vyvoj Pectinatella magnifica velmi vyznamné také ovliviiuje teplota vody. Vice
literarnich zdrojt se shoduje na termofilnim charakteru tohoto druhu s optimem teploty vody
vys$si nez 20 °C (Brown 1933; Wood 1989; Rodriguez a Vergon, 2002; Opravilova 2006;
Balounova et al. 2007b; Balounova et al. 2011). Kolonie bochnatky se zacinaji objevovat,
pokud teplota vody dosahne 20 °C, stoupajici teplota urychluje nartist kolonii (Balounova et
al., 2007b). V roce 2015 byly v Cechach zaznamenany extrémné vysoké letni teploty a bylo
zjisténo, ze rast kolonii byl zpomalen az zastaven. Dtive, nez je obvyklé, doslo k rozpadu

kolonii a uvolnéni statoblasti (Rajchard, 2015).

Obrazek 6: Kolonie Pectinatella magnifica (foto KMVD)




2.2 Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky jsou substance slouzici k eliminaci nebo inhibici mikroorganismu.
Pouziti pfirodnich antimikrobidlnich latek je perspektivni zejména v potravinaiském pramyslu,
kde zvySuji bezpecnost a kvalitu potravin. Antimikrobidln€ ptisobici latky lze ziskat z riiznych
zdroji, jako jsou rostliny, zvifata, bakterie, fasy nebo houby.

Antimikrobialni latky 1ze rozd¢€lit do n¢kolika skupin dle jejich piavodu, principu G¢inku
na mikroorganismy, zpusobu aplikace a vyuziti, nebo také dle jejich funkce v potravinaiském
primyslu nebo pifi hygienickém pouziti. V této diplomové praci je popsano rozdéleni

antimikrobidlnich latek dle organismu, ktery je vytvaii a produkuje.
2.2.1 Antimikrobialni latky produkované mikroorganismy

Antimikrobidlni latky, které produkuji mikroorganismy, mohou byt produkty
primarniho nebo sekundarniho metabolismu. Metabolismus, nebo také latkova preména, je
soubor vSech enzymovych reakei, tzv. metabolickych drah, pfi kterych dochazi k preméné latek
na energii nejen v mikroorganismech, ale ve vSech zivych organismech. Zprostfedkovava tak
buitkdm ndlezité mnozstvi energie a dosta¢ené mnozstvi stavebniho materidlu pro zachovéani
vSech zivotnich funkci, jako je rist, rozmnozovani, vyména latek s okolim, udrzovani a obnova
vnitrobunéénych struktur a bunééné integrity. Biochemické reakce tvorici metabolismus jsou
na sob¢ funkéné zavislé. Dle druhu reak¢énich mechanismil rozliSujeme procesy katabolické a
anabolické. Katabolické reakce vytvari energii rozkladanim Zivin, anabolické naopak za
spotieby energie syntetizuji slozitéjsi latky. Antimikrobidlni latky, které vznikaji katabolickymi
procesy za anaerobnich podminek, jsou metabolity primarnimi a mikroorganismy je produkuji
neustale v celém svém Zivotnim cyklu. Metabolity sekundarni tvofi mikroorganismy pouze za
uritych okolnosti, nebo ve specifickém obdobi vyvoje (Silhankova, 2002).

Do skupiny sekundarnich metabolitl fadime barviva, toxiny, antibiotika a bakteriociny.
Veskeré sekundarni metabolity jsou tvofené v anabolickych procesech a je tieba dodani energie

na jejich vyprodukovani.

2.2.1.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které inhibuji rGist a mnoZeni bakterii, nebo je usmrcuji. Jedna se
o sekundarni metabolity pfedevsim aktinomycet, ale také mikromycet a ostatnich bakterii. Jde

o siln€ heterogenni skupinu latek s riznymi u€inky na bakterie a je rozliSovano nékolik tfid dle



chemické struktury. Mezi aminoglykosidovd antibiotika fadime amikacin, apramycin,
kanamycin, neomycin, streptomycin a dalsi. Pouzivaji se na 1écbu infekci zptsobenych
gramnegativnimi bakteriemi, jako je Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa, pasobi proti
leptospiram a stafylokokiim, streptomycin je vyznamné antituberkulotikum. Do skupiny
amfenikoll spadd znamy chloramfenikol a thiamfenikol, Sirokospektra antibiotika ti€innd proti
salmonelovym, meningokokovym a pneumokokovym infekcim s bakteriostatickymi ucinky.
Infekce zplisobené grampozitivnimi bakteriemi, véetné mykobakterii, jsou 1éCeny antibiotiky
ze skupiny ansamycinu, naptiklad, rifamycin, rifampicin a rifabutin. Rozsahlou skupinou
antibiotik jsou také cefalosporiny, jejich nazev je odvozen od plisné Cefalosporium, ze které
byly poprvé izolovany. Stejné jako peniciliny, monobaktamy a karbapenemy je fadime do
skupiny B-laktamovych antibiotik. Zptisob ucinku tohoto druhu antibiotik je specificky v tom, ze
rozruSuje bunécnou sténu pouze ve fazi ristu bakterii; 1écba témito antibiotiky by proto méla byt
zahajena co nejdiive po nastupu klinickych pfiznakt. Dalsimi rozsahlymi skupinami antibiotik jsou
antibiotika peptidova, kam spada napiiklad polymyxin, colistin a bacitracin; glykopeptidova
antibiotika, napiklad vankomycin a teikoplanin (Lefnerové, Simiinek, 2016).

Uginky antibiotik rozlisujeme dle jejich zptisobu omezeni $ifeni cilovych mikroorganism.
Typy antibiotik jako jsou napiiklad peniciliny nebo aminoglykosidy jsou schopny usmrtit
mikroorganismy bez zasahu do humoralni nebo imunitni obrany buiky. Tato vlastnost je
oznacovana jako baktericidni. Jina antibiotika, naptiklad sulfonamidy a tetracykliny, reversibilng
inhibuji zakladni metabolické procesy cilovych mikroorganismu. Po poklesu jejich koncentrace v
prostedi, se zivotni projevy postizenych mikroorganismti postupné vraci k normalnim funkcim.
Tato aktivita je oznaCovana jako bakteriostatickd (Scherris, 1990). Toto zakladni rozdeleni ti¢inku
nemusi byt vzdy plné€ platné. Bakteriostaticka antibiotika v ur¢itych mnoZstvich mohou pusobit
letaln¢ pro jiné mikroorganismy, ale zaroveinl jsou druhy mikroorganismi, na které bakteriocidni
antibiotika nepusobi ani ve vysSich koncentracich a pouze slabé inhibuji jejich Zivotni projevy.

Vyznamnymi producenty antibiotik jsou aktinomycety, konkrétné rod Streptomyces.
Z pohledu chemické struktury tento rod bakterii vytvaii velmi rozmanita antibiotika. Nejcastéjsimi
typy jsou antibiotika oligosacharidovd, polyenova a tetracyklinova. Antibiotika produkuji také
mikromycety. Neopomenutelnou hodnotu maji peniciliny produkované rodem Penicillium. Mensi
vyznam maji cephalosporiny, strukturou jsou podobné penicilinim. Pfevaznd €ast ostatnich
plisiovych antibiotik, vytvafenych naptiklad rody Aspergillus, Penicillium a Verticillium, jsou
vysoce toxicka pro ¢loveka i zvitata. Antibiotika ve velmi malé mire produkuji i bakterie. Naptiklad
bakterie rodu Bacillus produkuji antibiotika polypeptidové povahy. Tato antibiotika nemaji takovy

vyznam, jako antibiotika produkovana streptomycetami (Silhdnkova, 2002).



2.2.1.2 Bakteriociny

Bakteriociny jsou vysoce specializované proteiny, které vznikaji syntézou na
ribozomech bakterii. Exprese téchto proteinti pfinasi producentim selekéni vyhodu oproti
konkurenénim bakteriim. Baktericidni u¢inek je zpravidla zaméten na blizce ptibuzné kmeny
stejného druhu nebo c¢eledi (Cornut et al., 2008). Bakteriociny jsou G¢inngjsi proti
grampozitivnim bakteriim, neZ gramnegativnim. Vyznamnou a nejvice studovanou skupinou
bakteriocint, které produkuji gramnegativni bakterie, jsou koliciny. Tyto exoproteiny jsou
cytotoxické povahy a jsou produkovany béhem riistu bakterii. Producenty jsou kolicinogenni
kmeny Escherichia coli a nékteré piibuzné druhy ¢eledi Enterobacteriaceae (Scherris, 1990).
Dalsi bakteriociny, produkované stievnimi gramnegativnimi bakteriemi, jsou mikrociny. Maji
mens$i molekuly nez koliciny, jsou termostabilni, hydrofobni a rezistentni k vy$simu pH.
Typickym producentem mikrocini je druh Klebsiella pneumoniae (Gillor et al., 2005).
Producentem bakteriocind jsou také kmeny gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa,
které vytvareji bakteriociny ozna¢ované jako pyociny (Michel-Briand 2002). DalSim ptikladem
jsou vibriociny, produkované riznymi druhy rodu Vibrio, které maji Siroké antibakterialni
ucinky proti rodim c¢eledi Enterobacteriaceae ((Escherichia, Shigella, Klebsiella) (Datta a
Prescott 1969).

Vyznamnou skupinou grampozitivnich bakterii, které jsou schopny vytvaret
bakteriociny, jsou bakterie mlé¢ného kvaseni. Bakteriociny vytvoiené touto skupinou bakterii
jsou oznacovany jako lantibiotika. V praxi nejvyznamnéjSim zastupcem této skupiny latek je
nisin. Nisin je jako jediny bakteriocin schvaleny pro pouZiti v potravinach ve vice nez 50
zemich svéta (Lucera et al., 2012; O’Sullivan, 2012). Ziskava se z bakterie Lactococcus lactis
a jeho aktivita je prokdzana proti grampozitivnim bakteriim jako je Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus a Bacillus cereus (Rajendran et al., 2013). Narusuje cytoplasmatickou
membranu, coZz zpuUsobuje uUnik intracelularnich organel, metabolith a rozptyleni
membranového potencialu (Lucera et al., 2012). Uginnost nisinu proti gramnegativnim
bakteriim se podporuje pfidanim latek, které rozruSuji vné&j$i ochrannou vrstvu bunééné

membrany a gramnegativni bakterie jsou tak citlivéjsi (Belfiore et al., 2007).



2.2.2 Antimikrobialni litky produkované rostlinami

Rostliny jsou jiz od davnych dob hojn€ vyuzivany jako koteni, konzervacni latky, ale i
jako tradi¢ni l1é¢iva. Potravinam dodavaji chut, barvu, ale dualezita je i jejich antioxidac¢ni a
antimikrobialni aktivita, diky které prodluzuji udrznost potravin (Lai&Roy, 2004). Rostlinné
latky vykazujici antimikrobidlni aktivitu jsou sekundarni metabolity. Tyto latky chrani rostliny
zejména proti bakteriim a viriim, ale i proti hmyzu a bylozraveim. Hlavni skupiny latek, které
zprostiedkovavaji antimikrobialni aktivitu sekundarnich metaboliti rostlin, jsou slouceniny
fenolické povahy, fenolové kyseliny. Dale chinony, saponiny, flavonoidy, taniny, kumariny,
terpenoidy a Vv neposledni fad¢ také velmi rozsahla skupina alkaloidi (Cowan, 1999;
Ciocan&Bara, 2007). Zmény struktury a chemického slozeni téchto latek vedou k rozdilim
v jejich antimikrobialnim ucinku (Savoia, 2012), strukturni rozmanitost je obrovska a pravé
strukturni konfigurace jednotlivych sloucenin nejvice ovliviiuje efektivitu antimikrobialni
ucinku. Nejveétsi strukturalni rozmanitost byla zjisténa u fenolickych sloucenin, hydroxylova
skupina charakteristickd pro tyto slouceniny naruSuje membranové struktury bakterii a
zpusobuje unik bunécnych komponent (Xue et al., 2013). Timto mechanismem pusobi
naptiklad thymol a karvakrol, monoterpenové fenolové derivaty cymenu obsazené V silici
tymianu obecného (Ultee et al., 2002). Fenolova skupina ma také antioxidacni vlastnosti,
potlacuje tak vznik reaktivnich molekul kysliku, ukladani volnych radikalt, ¢imz snizuje
redoxni potencial a diky tomu omezuje riist mikroorganismil (Stojkovi¢ et al., 2013). Uginnost
thymolu a karvakrolu byla testovana a potvrzena na bakterii Staphylococcus aureus (Alcaraz et
al., 2000) a Bacillus cereus (Ultee et al., 2002).

Gochev et al., (2010) popisuje vyznam nasobnych vazeb pfii testovani antimikrobialnich
ucinki. Testovali citronellol, geraniol a nerol, latky nachdzejici se v silicich n€kolika riznych
druht rostlin, proti bakteriim Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus a
kvasince Candida albicans. Prokazali, Ze citronellol je mén¢ u¢inny diky pfitomnosti pouze
jedné nasobné vazby ve své struktufe, oproti geraniolu a nerolu, které maji nasobné vazby dvé
a vykazovaly vyS$si antimikrobialni aktivitu proti témto testovanym bakteriim.

Antimikrobidlni aktivita byla testovana a dokazana u vytazkt ze semen hroznt. Ozkan
et al., (2004) testovali bakterie Aeromonas hydrophila, Enterobacter aerogenes, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica a prokazali inhibici rustu téchto bakterii.

Friedman et al. (2013) testovali a prokazali antimikrobidlni vlastnosti olivového oleje na
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kmenech bakterii E. coli, L. monocytogenes, Salmonella. enterica, a S. aureus pomoci
kvantitativniho testu baktericidni aktivity. Oleje ziskdvané z rostlin jsou tvofeny zejména
tékavymi aromatickymi slouceninami a oznacuji se jako oleje esencialni, nebo éterické.
Vyznamné jsou jejich antivirové, antioxidac¢ni a protizanétlivé tcinky, efektivné odpuzuji hmyz
a maji antinociceptivni vlastnosti. Byla potvrzena schopnost téchto olejii zvySovat prostupnost
jinych 1€k a testuje se, zda mohou mit i protirakovinné ptsobeni. Uzivani éterickych olejii pii
1é¢be bolesti, zanétli, nebo onemocnéni zplisobenych viry je dnes velmi rozsifené, piestoze

princip ucinkti neni pln¢ objasnén (Adorjan&Buchbauer, 2010).

2.2.3 Antimikrobialni litky produkované Zivocichy

Zivogichové vytvéieji antimikrobialng puisobici latky sliznicemi a Zlazami a chrani tak
svllj organismus, nebo organismus erstvé narozen¢ho mladéte pted napadenim bakteriemi ¢i
viry. Antimikrobidlni latky jsou bilkovinného charakteru, enzymové nebo neenzymové
povahy. Antimikrobialn¢ ptisobici enzymy jsou bakteriolytické, tedy zpasobuji 1yzu (rozklad)
buiiky nejcastéji rozrusenim bunééné membrany. Mezi nejvyznamnéjsi latky tohoto charakteru
patii lysozym a laktoperoxidasa, ptikladem neenzymové piisobicich antimikrobidlnich latek
mohou byt transferriny, kam se fadi laktoferin, laktofericin, ovotransferin a dal$i. U vyssich
zivoCichi mohou byt za antimikrobidlni latky povazovany i slouceniny ze skupiny
imunoglobulini. Imunoglobuliny tvofi podstatu imunitniho systému, komplikovaného
mechanismu rozliSovani cizorodych latek v organismu a obrany proti nim. Imunoglobuliny
zprostiedkovavaji imunitni reakci, na zakladé které probéhne uc¢inné zneskodnéni cizorodych
mikroorganismi. Presné kroky jednotlivych imunitnich reakci nejsou plné prozkoumany a
enzymul mikroorganismu (Ferencik et al., 2004).

Lysozym je enzym, ktery se piirozen¢ vyskytuje v ptacich vejcich, matetském mléce
savcd, ale i v slzach a slinach. Antimikrobidlni aktivita je dana schopnosti hydrolyzovat vazbu
B-1,4 mezi kyselinou N-acetylmuramovou a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanu, ktery
tvoii bunéénou sténu mikroorganismil, zejména grampozitivnich bakterii. Tim zpiisobi rozpad
bunécné stény a naslednou lyzu bunky vedouci k jejimu zaniku (Juneja et al., 2012). Byva hojné
vyuzivan v potravinaistvi k prodlouzeni trvanlivosti rychle se kazicich potravin, jako je
napiiklad maso a masné vyrobky, ryby, mléko, ovoce a zelenina (Cegielska-Radziejewska et
al., 2009), a pfi vyrobé syrG zabranuje tzv. pozdnimu dufeni syrt zplisobeného bakterii

Clostridium tyrobutyricum (FDA, 1998).
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Laktoferin je glykoprotein obsazeny vV matetském mléce, slzach, slinach a v nejvyssi
koncentraci v kravském kolostru. Ma hlavné antibakterialni a antivirové u¢inky, reguluje
imunitni funkce u mlad’at, stimuluje proliferaci a diferenciaci stiev, chrani sttevni mikrofloru
mlad’at, adsorbuje ionty Zeleza ve stievnim traktu, které jsou nezbytné pro metabolismus
nékterych bakteridlnich patogent. Bylo zjisténo, Ze vykazuje antimikrobialni aktivitu proti
Sirokému spektru bakterii a vird (Lonnerdal, 2011). Spolehlivé potlacuje rist kmeni bakterii L.
monocytogenes, Escherichia coli, kvasinky Klebsiella (Murdock et al., 2007), Cronobacter (Al-
Nabusi et al., 2009). Dale bylo zjisténo, Zze pusobi antimykoticky, antikarcinogenné a
imunostimulacné (Dolan et al., 2010).

Dal$im vyznamnym obrannym mechanismem je laktoperoxiddzovy systém. Tento
systém se skladé ze tii synergicky pasobicich slozek — enzymu laktoperoxidazy, thiokyanatanu
a peroxidu vodiku. Laktoperoxidasa je produkovana epiteliarnimi buitkami mlééné zlazy skotu.
V ptitomnosti peroxidu vodiku, ktery je produktem bakterii, oxiduje thiokyanat, latky ziskanou
ze zeleného krmeni, nejvice z lusténin, na hypotiokyanat. Tento produkt destruuje vnitini
membranu bakterii. Diky tomuto systému je mozné prodlouzit dobu trvanlivosti mléka
zvySenim koncentrace thiokyanatanu a peroxidu vodiku bez pfidani umélych konzervantii nebo
pouziti jinych konzervacnich postupt (Vlkova et al., 2009).

Korysi a ¢lenovei produkuji latku zvanou chitosan, coz je polykationicky biopolymer,
vyskytuje se zejména v exoskeletech téchto ZivoCichii. U chitosanu byla také zjisténa
antimikrobialni aktivita. Prokazana byla proti bakteriim Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Escheriachia coli, Shigella dysenteriae a Salmenolla
Typhimurium (Chung et al., 2011). Vyuziti antimikrobialniho charakteru chitosanu je zejména
V potravinarském primyslu, kde miiZze slouZit jako G€inny konzervant a prodluzovat tidrZznost
rychle se kazicich potravin, jako jsou napfiklad Gstfice a jiné motské plody, nebo mléko (Cao

etal., 2009).

2.2.4 Antimikrobialni latky produkované Fasami a vy$§imi houbami

Biologicky aktivni slou€eniny produkované fasami a houbami proti patogeniim neddvno
ziskaly zna¢nou pozornost jako novy zdroj pfirodnich antimikrobidlnich latek (Bhagavathy et
al., 2011). Bylo zjisténo, ze maji taktéZz antivirotické vlastnosti, antibiotické, antioxidacni,
protizanétlivé, cytotoxické, antimitotické a dalsi (Plaza et al, 2010; Bhagavathy et al., 2001).

Antimikrobialné pusobici latky byly nalezeny napiiklad v fase Himanthalia elongate a

mikrofasach Synechocystis spp. Testovanim byla ovéfena jejich ucinnost proti bakteriim
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Escherichia coli a Staphylococcus aureus (Plaza et al., 2010). Antimikrobialni aktivita byla
zjisténa u fluorotanini izolovanych z moiskych hnédych fas (Eom et al., 2012),
fotosyntetickych pigmentii (Smith et al., 2010), bromfenolti (Yamada et al., 1985), terpenoidi,
kyseliny akrylové, fady fenolickych sloucenin, steroidt, cyklickych polysulfidi a mastnych
kyselin (Watson&Cruz-Rivera, 2003).

Houby maji velmi rozsifené vyuziti jako potravinové dopliiky a zaroven jako zdroj
antibiotik a antioxidanti (Kalyoncu et al., 2010). Velmi oblibena je houba hliva ustfi¢na
(Pleurotus ostreatus), ktera je jiz bézn¢ k zakoupeni jako potravinovy doplnék, ale ma i Siroké
zastoupeni v mnoha pokrmech. U hlivy byly prokézany imunostimula¢ni ucinky, cytotoxické
(Sarangi et al., 2006) a antioxida¢ni vlastnosti (Jayakumar et al., 2006) dale také bylo
prokazano, Ze snizuje sérovy cholesterol (Bobek et al., 1991). Hojné rozsifena, zejména v Asii,
je houba Shiitake, jejiz testovani potvrdilo inhibici ristu grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii, véetné Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli a
Staphylococcus aureus. Hlavni u¢innou latkou je pravdépodobné slou¢enina lentinan (Rao et
al., 2009).

2.3 Biologicky aktivni latky produkované mechovci

Zajem védct se pii hledani novych uc¢innych latek presouva do doposud neprobadanych
stanovist’ se Sirokou Skalou novych ZivociSnych a rostlinnych druhti. Velmi slibné se jevi

Moftské mechovky jsou potencidlnim zdrojem farmakologicky uZite¢nych latek. Obsahuyji
antibakterialni, antifungélni, antivirové a antiparazitické latky. Bylo zji$téno vice nez 5300
ruznych biologicky aktivnich latek moiskych mechovek a jejich symbiotickych organismi,
kazdy rok je objeveno dalSich 200 novych. Patii sem naptiklad latka ara-A (vidarabin)
antivirova latka uzivana proti herpes simplex viru encefalitidy; menzamin, latka aktivni proti
malarii, tuberkuléze a HIV, lasonolidy, latky s antifungalnimi vlastnostmi; psammaplin A
s antibakterialnimi Uc¢inky (Laport et al., 2005). Dale latka s protinadorovym ucinkem —
spongistatin, mykaslamidy A a B, které¢ inhibuji syntézu bilkovin zplsobujici apoptdzu,
pateamin, které maji imunosupresivni a apoptotické vlastnosti; pelorusid s antibiotickou
aktivitou (Dunlap et al., 2007). Protizanétlivé ucinky vykazuji latky manolid a luffarielloid
(Ebada et al., 2010), skupina latek chondropsinu, ktera inhibuje rist nadorti (Dunlap et al.,
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2007). Antiproliferac¢ni ucinky byly prokdzany u halichondrinu (Molinsky et al., 2009) a
geodiamolidu A, B, H (Mayer&Gustafson 2008).

Mechovky tvoii pomérné¢ malo prozkoumanou ¢ast motskych zivocCicht, ackoliv je
znamych jiz ptes 8000 druhii, a kazdym rokem nové taxony stale pfibyvaji, usuzuje se, ze je
charakterizovano pouh¢é 1 % biologicky aktivnich latek, které mechovei produkuji
(Hayward&Ryland, 1998). Mofsti i sladkovodni mechovci jsou hostiteli nejen celych komunit
mikroorganismi, ale i malych bezobratlych organismu (Peters et al., 2003). Syntetizuji a
uvoliiuji do okoli chemické latky, které je chrani proti predatorim, patogennim
mikroorganismiim a onemocnénim (Al-Ogily&Knight-Jones, 1977; Lopanik et al., 2004).
Mnohé studie, které se tykaji ptivodu prirodnich latek produkovanych mechovci, nabizi otazku,
které latky jsou opravdu syntetizovany koloniemi mechovci a které jsou produkovany
mikrobidlnimi endosymbionty (Anthony et al., 1990). Na podporu této hypotézy existuji
priklady latek, které byly izolovany z mechovct, ale ve skutecnosti je mechovky neprodukuji.
Metabolity mechovek maji podobnost s mnoha metabolity izolovanymi z jinych motskych
nebo i suchozemskych tvort (Sharp et al. 2007).

Mechovky produkuji nejen latky vyuzitelné v terapii, ale také metabolity, které mohou
byt pro ¢lovéka toxické. Napiiklad moiska mechovka Alcyonidium diaphanum produkuje latku
obsahujici sulfoxonioovy ion, ktera zptisobuje alergické zanéty kiize (Carle&Christophersen,
1980; Carle&Christophersen, 1982). Nejvice postizeni byvaji rybafi, ktefi ptijdou do castého
kontaktu s A. diaphanum pfi vylovu ryb (Bonnevie, 1948; Pathmanaban et al., 2005). Akutni
ptipady mohou konéit vaznymi otoky nohou a ramen (Seville 1957; Newhouse 1966). Tato
mechovka je velmi vzacna a nachazi se pouze subliterarné v britskych rybolovnych oblastech
(Porter et al., 2002). Zoobotryon verticullatum je znama produkci latky oznacené 2,5,6-
tribromo-N-methylgramin, ktera je schopna inhibovat bunééné déleni (Sato&Fenical, 1983) a
latky 2,5,6-tribromo-N-methylindol-3-carbaldehyd (Ortega et al., 1993), u které je prokazano,
7ze pozastavuje metamorféozu u vajicek motskych jezkli. Rovnéz inhibuji kondenzaci
chromatinu, rozpad jaderného obalu a vytvofeni mitotického dé€liciho vieténka. Tento
mechanismus brani déleni bungk, coz se jevi jako slibny zplisob zabranéni rakovinného bujeni
u ¢loveéka. Je mozné, ze se timto zpisobem mechovka brani pfemnozeni bezobratlych na jejim
povrchu a ve vnitinim gelu (Moubax et al., 2001). Piibuzna Zoobotryon pellucidum produkuje
velmi podobou slouceninu, 2,5,6-tribrom-1methylgramin, ktera zabranuje osidleni svého
povrchu larvami svijonozci Balanus amphitrite a musli Mytilus edulis (Konya et al., 1994).
Podobnost slou¢enin produkovanych témito ptibuznymi mechovkami naznacuje obdobnou

funkci vyporadani se s jinymi pfisedavymi bezobratlymi Zivo€ichy na jejich povrchu nebo

14



Vv bezprostiedni blizkosti. Timto zplisobem s nimi soupeti o prostor, kde mohou ptisednout se
svymi koloniemi a zaroven udrzuji povrch kolonie neosidleny (Nandakumar et al., 1994,
Scholz&Krumbein, 1996).

Bylo zjisténo, Ze mechovka Amanthia convoluta produkuje latku amathamid (Blackman
et al., 1993), konvolutamin (Narkowiczet al., 2002), konvolutamid (Zhang et al., 1994),
konvoluindol (Narkowiczet al., 2002) a dalsi. Biologicka aktivita téchto sloucenin nebyla
podrobné popsana, ale je jasné, Ze maji cytotoxickou aktivitu a pasobi proti lidskym nadorovym
bunkam. Z klinického hlediska je toto velmi zajimavé, protoze takovéto slouCeniny maji
potencial a mohou z nich byt vytvofeny nové léky. Dalsi metabolity produkované Amanthia
convoluta dokazi inhibovat bunééné déleni jinych druhi a zabranuji tak jejich ristu v blizkém
okoli kolonie mechovky (Sharp et al., 2007). Konvolutamin a konvolutindol vykazuji
nematocidni aktivitu proti volnému larvalnimu stadiu hlistice Haemonchus contortus, ¢astého
parazita ovci a prezvykavcu (Narkowiczet al., 2002). Tyto latky maji vyssi G¢innost nez
komeréné dostupné Iéky a diky tomu maji vysoky potencidl v budoucim vyuziti jako nova
lé¢iva (Sharp et al., 2007). U metaboliti ptibuzné Amanthia alternata byla zjiSténa
antimikrobialni aktivita proti grampozitivnim bakteriim Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, a Enterococcus faecium (Lee et al., 1997).

Dalsi latky vykazujici cytotoxickou aktivitu byly prokazany u mechovky Biflustra
perfragilis. Tato mechovka produkuje slouceniny isochinolinové povahy, oznacované jako
perfragiliny. Cytotoxicka aktivita byla Gispé$né testovana na lidskych rakovinnych bunécnych
liniich (Schmitz et al., 1990). Struktura perfragilini je velmi podobna chemické struktuie
mimosamycinu izolovaného z bakterie Streptomyces lavendulae. Mimosamycin byl nalezen a
dokumentovan u fady organismu jak suchozemského tak moiského ptuvodu. Podobnost mezi
pergragilinem a mimosamycinem vede K hypotéze, Ze perfragiliny nejsou metabolity
mechovky, ale pravé symbiotické bakterie (Choi et al., 1993). Blackman et al. (1993) Gspésné
provedli izolaci dalSich dvou isochinolinovych chinont z Biflustra perfragilis a potvrdili
inhibi¢ni Gc¢inek téchto latek proti nékolika motskym bakteridlnim kmeniim. Slouceniny také
prokazaly svou aktivitu pfi testovani mortality na krevetach. Blackman et al. (1993) uvadéji, Ze
prave tato aktivita metabolit B. perfragilis je odpovédna za nizké osidleni kolonie jinymi druhy
bezobratlych a bakteriemi a zaroven ochranuje pfed moznymi predétory.

Metabolity s antimikrobialni aktivitou byly objeveny také u mechovky Flustra foliacea.
Jde 0 mechovku s hojnym vyskytem. Nejdfive bylo prokdzano, ze inhibuje rtst bakterie
Staphylococcus aureus a ze extrakty z F. foliacea snizuji pocty larev bezobratlych osidlujici

jeji gelové kolonie (Al-Ogily&Knight-Jones, 1977). Dale byl objeven citronellol, nerola
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geraniol, latky, které jsou znamé jako chemické signalni molekuly pro suchozemské organismy,
napiiklad vcely. Jejich funkce u této mechovky neni pfesné znama (Schmidt, 2001). Blizsi
identifikace biologicky aktivnich latek F. foliacea objevila antibiotické ucinky slouceniny
flustramin, ktera byla G¢inna proti bakterii Bacillus subtilis, houbam Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Saccharomyces cerevisiae, Botrytis cinera (Holst et al., 1994) a také
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens a Pseudomonas aeruginosa
(Laycock et al., 1986). U extrakta F. foliacea byly zdokumentovany toxické u¢inky na larvy
bezobratlych a ryby (Dyrynda et al., 1985).

Nejznaméjsim producentem biologicky aktivnich latek je mechovka Bugula neritina diky
objevu bryostatinu 1 v roce 1982 (Pettit et al., 1982). Nasledné studie se zaméfuji zejména na
biologické a klinické Gcinky této latky. Pti prvni izolaci bylo zjisténo, ze bryostatin 1 vykazuje
vysoké hladiny cytotoxické aktivity proti lymfocytarni leukemii a melanomu (Pettit et al.,
1991). Dale bylo zjisténo, ze bryostatin 1 mize inhibovat, ale i stimulovat produkci proteinové
kinazy C (Szallasi et al., 1995), podporuje normalni riist bunék kostni diené (Berkov et al.,

1993) a stimuluje tvorbu interleukinu (Schield et al., 1994).

2.3.1 Bryostatiny

Bryostatiny, neboli makrolidové laktony, jsou povazovany za velmi dulezitou a slibnou
skupinu latek s vyuzitim v 1ékaistvi (Dunlap et al., 2007). Dlouho bylo piedpokladano, ze
producentem téchto latek jsou symbiotické organismy mechovky (Paul et al., 2007).
Bryostatiny jsou produkovany symbiotickou bakterii Candidatus Endobugula sertula, ktera je
piitomna ve vSech Zivotnich stadiich B. neritina (Lopanik et al., 2004b). Chrani larvy béhem
embryonalniho vyvoje a pfetrvavaji na jejich povrchu béhem metamorfozy (Sharp et al., 2007).
V pribéhu metamorfozy zistava E. sertula v larvalnim pallidlnim epitelu a nasledné je
zaClenéna do tkanové vrstvy cystidu, ze kterého se vyviji novy zooid v kolonii. U dospélé
mechovky byl bryostatin identifikovan na povrchu kolonie (Sinko et al., 2012).

Biologicky aktivni latky, které produkuji symbiotické bakterie B. neritina, se velmi lisi
podle mista ptvodu kolonie. Ruzné populace B. neritina obsahuji rizné bryostatiny
(Davidson&Haygood, 1999). U kolonii B. neritina zijicich v motich USA byly identifikovany
rizné druhy bryostatind, tzv. chemotypy (Paul et al., 2007). Vysledky genetickych analyz
téchto riiznych bryostatini naznacuji, Ze se ve skute¢nosti jedna o rtizné typy (Sinko et al.,
2012). B. neritina obsahuje odlisné kmen E. sertula, které se lisi na ve ¢tyfech nukleotidech
v genu pro malou podjednotku ribozomalni RNA (SSU rRNA). Kmeny E. sertula maji odlisny
genotyp — kazdy z nich produkuje rizny bryostatin. Rozdily jsou tedy pravdépodobné dany
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rozdilnym genotypem produkéniho organismu a nikoli prostfedim. Coz mlize znamenat, Ze se
Vv riznych prostiedich vyskytuji rizné genotypy E. sertula. Chemotypy bryostatinti se 1isi podle
toho, Vv jaké hloubce kolonie mechovky zila a jaka byla teplota vody. Bylo zjisténo, ze
bryostatin 1 byl pfitomen pouze u kolonie z hlubiny a studené vody (Mendla, 2003). Nékteré
severni formy B. neritina vibec nemaji symbiotické bakterie E. sertula a larvy mechovky
bryostatiny neobsahuji (McGovern&Hellberg, 2003). Bryostatiny byly také nalezeny u slimakt
Polycera atra ¢eledi Nudibranchia, ktefi se zivi na povrchu kolonii B. neritina a kladou na ni
sva vajicka (Paul et al., 2007). Bryostatiny byly nalezeny i u dal$ich moiskych Zivoéichd,
mechovka Bugula neritina neni tedy jedinym zdrojem téchto substanci (Manning et al., 2005).

Existuje nejméné 20 rtiznych chemickych struktur bryostatinu (Manning et al., 2006;
Sun and Alkon, 2006; Hale&Manaviazar, 2010). Bylo zjisténo, ze bryostatin v malé
koncentraci (0,1 — 0,5 ng/ml) vyznamn¢ zvySuje pamét,, v koncentraci vyssi (<1,0 ng/ml) mél
na pamét’ negativni €inky (Kuzirian et al., 2006). Bryostatin lze také vyuzit k 1é€bé (Mehla et
al., 2010) a k prevenci propuknuti infekce HIV-1 (Ariza et al., 2011). Jiné 1éCebné Gcinky
bryostatini byly objeveny a dale testovany na centralni nervové soustavé (CNS) savcl (Paul et
al., 2007). Nejvice studovany je bryostatin 1 (Zhu et al., 2010). Testuje se jako potencialni
medikament pro 1é¢eni leukémie, lymfomi, melanomt (Davidson&Haygood, 1999; Davidson
et al., 2001). Dale mé pozitivni G¢inky pii traumatickém poskozeni mozku (Zohar et al., 2011),
depresich, Alzheimerové chorobé a dal$ich poruchach centralni nervové soustavy (Sun&Alkon,
2006; Paul et al., 2007). Bylo zji$téno, Ze bryostatin 1 mtze podporovat imunitu (Ariza et al.,
2001) a zpusobuje intenzivni svalovou hyperalgézii (Alvarez et al., 2011). Ostatni skupiny

bryostatinii maji také vysoky potencidl stat se 1éCivymi ptipravky (Davidson et al., 2001).

2.4 Symbiotické bakterie mechovci

Diky objevu bryostatinu u moiské mechovky se vétSina studii zabyvad analyzou
symbiotickych bakterii zejména u moiskych mechovcil; sladkovodni mechovky a jejich
osidleni mikroorganismy jsou prozkoumané mnohem méné. Pro uceleni literarniho ptfehledu
této prace je v nasledujicich podkapitolach uvedeno pouze nékolik studii zabyvajicich se
mikrobiotou moiskych mechovcii a jedna studie zabyvajici se mikrobiotou mechovce

sladkovodniho.
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2.4.1 Symbiotické bakterie morskych mechovci

cey

U mechovky Flustra foliacea zijici v Severnim mofi byla zkoumana mikrobialni
diverzita symbiotickych bakterii za pouziti metody Castecné sekvencni analyzy 16S rDNA.
Kolonie mechovce byly odebrany se dvou rtiznych mist Severnim mofti a byl zjistén znacny
rozdil v zastoupeni jednotlivych bakterii v celkové mikrobidlni populaci. Odlisnosti byly
zaznamenany i mezi koloniemi odebrané v riznych casovych intervalech v téze odbérové
lokalité. Rozborem kolonii z odbérového mista u ostrova Helgoland byly identifikovany
pfevazné y-proteobakteriemi Schewanella frigidimarina, Pseudoalteromonas ssp. a
Psychrobacter ssp. Identifikace kultivovatelnych symbiotickych bakterii kolonii mechovce z
druhého odbérového mista v okoli Steingrundu vedly k detekci smésné bakterialni populace.
Slozeni bylo z vétSiny tvofeno y- a a-proteobakteriemi. Tyto bakterie jsou nejbéZnéji
izolovanymi mikroorganismy z motského prostiedi, proto je mozné vyvodit zavér, Ze mechovec
Flustra foliacea pfijima kolonizaci svého povrchu bakteriemi, které jsou spoleéné s nim
obyvateli motského prostiedi (Pukall et al. 2001).

V rozsédhlém vyzkumu Heindel at al. (2010) bylo shromdzdéno 21 vzorkl 14 riznych
druhti mechovctl z n¢kolika mist v Baltském a Sttedozemnim mofi. Z kolonii mechovcii bylo
izolovano 340 symbiotickych bakterii, 101 vykazovalo antibiotickou aktivitu zejména proti
grampozitivnim kmentim bakterii. Déle bylo zjisténo, ze ze sttedomotskych druhti mechovct
byly izolaci ziskany vyluéné kmeny rodd Sphingomonas a Alteromonas. Bakterialni izolaty
identifikované z kolonii odebranych z Baltského moie byly kmeny Shewanella, Marinomonas
a Vibrio. Bakterie jednoho kmene vyskytujicich se u mechovci odebranych z obou stanovist
byly zastupci rodu Pseudoalteromonas.

V roce 1983 byli u moiské mechovky druhu Watersipora objeveni bakterialni symbionti
pfipominajici tfidu bakterii mollicutes z kmene Firmicutes. Tyto bakterie nemayji
peptidoglykanovou bunéfnou sténu. Anderson a Haygood (2007) pouZili polymerazovou
fetézovou reakci (PCR), sekvencovani 16S rRNA genu, specifické fluorescencni in situ
hybridizace a fylogenetické analyzy, aby tyto symbionty identifikovali. Bylo zjisténo, Ze
symbiotické bakterie izolované z mechovcl Zijicich podél pobiezi Kalifornie ve skutecnosti
nalezi do kmene Proteobakteria. Role symbiotickych proteobakterii byla prokazana u motského
mechovce Bugula neritina, kde zastavaji chemickou obranu hostitelské larvy. Proto bylo
predpokladano, ze v ptipadé symbidzy s mechovcem Watersipora se tyto bakterie také podileji
na chemické obrané hostitelskych larev. Tuto uvahu podpoftil i fakt, Ze ze symbiotickych

bakterii mechovce Watersipora byla ziskdna sloucenina velmi podobnd jiz zndmé latce
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chrysophanol (1,8-dihydroxy-3-methylanthraquinone), ktera chrani vajicka broukd pied
mravenci (Hilker & Schulz, 1991).

2.4.2 Symbiotické bakterie sladkovodnich mechovci

Doposud byla provedena pouze jedina studie, kterd popisuje izolaci a identifikaci bakterii
osidlujici kolonie sladkovodniho mechovce.

Mikrobiotou Zijici na povrchu a ve vnitini gelové hmoté kolonii Pectinatella magnifica
se zabyvali Vlkova et al. (2015). Kolonie mechovky byly odebrany celkem ze Ctyf oblasti na
Ttebonsku, z rybniku Cep, Hejtman, Kancit a Veseli. Bylo izolovano celkem 135 ¢istych
kmeni bakterii, u kterych se nasledné¢ zkoumala morfologie pomoci fazové kontrastni
mikroskopie a barveni podle Grama. Pro kone¢nou identifikaci bylo vybrano 44 kmend, jejichz
morfologické vlastnosti se liSily. PouZita byla metoda sekvenovani genu pro 16S rRNA a
analyza hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci as ionizaci za tuCasti matrice
S priletovym analyzatorem (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry - MALDI-TOF MS). Srovnanim vysledkt identifikace téchto dvou nezavislych
metod bylo zjisténo 27 ptipadi, kdy se klasifikace bakterialniho druhu shodovaly. Dalsi ¢tyii kmeny
byly identifikovany pouze na rodovou troven.

Ve 27 ptipadech byl identifikovanym bakterialnim druhem v koloniich Pectinatella
magnifica druh Aeromonas veronii. Druhym nejrozsifenéjsim druhem byla Aquitalea
magnusonii (9 kment), dale pak druhy: Lactococcus lactis ssp. lactis (4 kmeny), Aquitalea
denitrificans (3 kmeny), Enterobacter aerogenes (2 kmeny), Herbaspirillum lusitanum (2
kmeny), Herbaspirillum huttiense (2 kmeny). Po jenom kmenu byly zastoupeny druhy
Sphingomonas pituiosa, Pseudomonas moraviensis, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Chryseobacterium gambrini a Chryseobacterium culicis.

U vSech kolonii odebranych ze c¢tyf rliznych lokalit, byla pozorovana vyssi bakterialni
diverzita v gelové hmotné kolonie, nez na jejich povrchu. U lokalit Hejtman a Veseli byl nejvice
identifikovany druh bakterie Aquitalea magnusonii. Z oblasti rybniku Kanclif byl nejpocetnéjsim
druhem osidlujici kolonie mechovky Aeromonas veronii. Nejvyssi bakterialni diverzitu vykazovaly

vzorky odebrané z vnitini gelové hmoty Pectinatella magnifica z rybniku Cep (Vlkova et al., 2015).
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2.5 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni ucinek je vyjadfovan kvalitativné nebo kvantitativné. Kvalitativni
antimikrobialni Gc¢inek je vysledkem testovani antimikrobialné ptisobicich latek, na které mohou
byt mikroorganismy citlivé ¢i rezistentni. V nékterych ptipadech se vyjadfuje i mirna citlivost.
Kvantitativné jsou vyjadfovany koncentraci latky, ktera bud’ inhibuje rast bakterii, nebo je hubi.
Podle toho rozliSujeme testovani minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a testovani minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) (Phillips et al., 1991).

Metody testovani jsou rozliSovany na metody diflizni a metody dilu¢ni. Kvantitativni méteni
citlivosti mikroorganismi k antimikrobialnim latkam o ur¢ité koncentraci, nebo stanoveni neznamé
koncentrace antimikrobialni latky je mozné metodou difuzni. Vysledkem testovani antimikrobialni
latky je charakterizovani bakterii na citlivé, pfechodné (mélo citlivé/rezistentni), nebo rezistentni).
Citlivost nebo rezistence je uréena podle toho, zda se kolem jamky nebo papirového disku
s konkrétni antimikrobialni latkou vytvofi inhibi¢ni zoéna. Nasledna kvantifikace citlivosti
mikroroganismu k ptislusné antimikrobidlni latce je provedena metodami diluénimi. Stanovena je
bud” MIC, coz je nejniz$i koncentrace antimikrobidlni latky, ktera viditelné inhibuje rtst
mikroorganismil, nebo MBC, tedy nejniZsi koncentrace antimikrobidlni latky, ktera bakterie usmrti
v 99,9%. MBC je urcena subkultivaci ze zkumavek nevykazujicich zadné znamky zakaleni na
médium bez antimikrobialni latky, a pozorovanim ristu po nasledné inkubaci. Pii téchto metodach
je citlivost mikroorganismi urcovana sériovym dvojkovym fedénim testované latky v agaru nebo
V bujonu. Mezi diluéni metody je fazena i tzv. ,breakpoint metoda neboli metoda testovani
hrani¢nich hodnot. Princip je v podstaté stejny, jako pii stanoveni MIC, testovana je vSak jen jedna
nebo dvé koncentrace. Koncentrace zvolené pro testovani jsou takové, které odpovidaji hrani¢ni
koncentraci odd¢€lujici jednotlivé kategorie citlivosti. Tuto metodu je mozné pouzit jako alternativu

diftiznich testt (Collins et al., 1995).
2.5.1 Difazni metody

Diftzni metody testl slouzi ke stanoveni koncentrace urcité antimikrobidlni latky nebo
k méfeni citlivosti mikroorganisml na danou antimikrobidlni latku. Podstata téchto testd se
nezmeénila jiz 40 let. Pro testovani je vhodné pouzit médium piimo navrzené pro testy citlivosti.
Sterilni médium se ve vodni lazni vytemperuje na 50 °C, poté se asepticky nalije se do Petriho
misek do vysky 3 — 4 mm. Pokud nejsou pfipravené misky s médiem pouzity, lze je pfi teploté
4 °C skladovat 1 tyden. Inokuldt miize byt pfipraven z plné narostlych kultur na Zivné padé
nebo ze suspenze kolonii emulgovanych v bujonu tak, aby hustota odpovidala koloniim ze zivné

pudy. Bakterialni kulturu je mozné zaockovat ptimo do Petriho misky, zalit vytemperovanym
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agarem a nasledn¢ promichat, nebo aplikovat inokolum na suchy a tuhy povrch agarové plotny.
Suchym a sterilnim tamponem se docili rovnomérného rozetieni inokulatu. Poté se na povrch
média aplikuji disky napusténé testovacimi antimikrobidlnimi latkami. Na Petritho misku o
pruméru 9 cm je mozné aplikovat 4 az 6 diskii pomoci sterilni pinzety, ostré jehly nebo
dispensoru. Je také mozné vytvofit v zatuhlém agaru pomoci korkovace jamky a do nich
davkovat roztok antimikrobidlni latky o dané koncentraci. Latky, které jsou napusténé v discich
nebo nadavkované v jamkach, difunduji do agaru. Kultivace misek probiha pii 35 — 37 °C 24
nebo 48 hodin podle testovaného bakterialniho kmenu. Méfeni inhibi¢nich zén probiha od
konce disku k okraji zony. Kmeny rezistentni vytvaieji inhibicni zonu mensi nez 2 mm nebo ji
nevytvareji vilbec. Malo citlivé kmeny vytvaii inhibi¢ni zénu vEtsi nez 2 mm, ale zaroven o 3
mm mensi neZ kontrolni kmen. Citlivé kmeny bakterii v okoli disku nenarostou viibec (Collins
etal., 1995).

Pomoci citlivych mikroorganismt, lze stanovit koncetraci antimikrobidlni latky.
Sterilni, vytemperované médium se nadavkuje do Petriho misky s inokulem citlivych bakterii.
Po zatuhnuti agaru jsou do plotny vytvofeny jamky, do kterych se nésledné sterilni Spickou
pipetuji standardy antimikrobidlni latky o zndmé koncentraci a vzorek o koncentraci neznamé.
Velikost inhibi¢nich zoén vytvotenych okolo jamek je pfimo zavisld na koncentraci latky. Po
sestrojeni kalibra¢ni kiivky je vypoctem urcena koncentrace antimikrobialni latky v neznamém

vzorku (Osserman at Lawlor, 1966).
2.5.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metody testovani citlivosti mikroorganismti na antimikrobidlni latky slouzi k
urceni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Média pouzita k testovani citlivosti by méla byt
specidlné k tomuto tcelu uzpiisobena. K testovani se pouzivaji agarovd média a bujonova Zivna
média. Tuhd agarova média maji tu vyhodu, Ze je na nich dobfe rozpoznatelna kontaminace a
snadnéji se izoluje od testovaného kmene, oproti tekutym Zivnym médiim. Rozsah MIC zavisi
na testovaném kmeni a druhu antimikrobialni latky. V rozsahu MIC jsou zahrnuty tzv.
,breakpoint* hodnoty koncentraci, které definuji testovany bakteridlni kmen jako citlivy, malo
citlivy nebo rezistentni.

Agar zvoleny k testovani se pfipravi a vytemperuje na 50 °C ve vodni 1azni. Testovana
antimikrobialni latka se rozifedi geometrickou fadou (20, 10, 5, 2,5, 1,25). Na Petriho misku o
priméru 9 cm se naddvkuje 20 ml roztaveného agaru (19 ml agaru + 1 ml testované
antimikrobidlni latky o zndmé koncentraci) a pfi laboratorni teploté se necha zatuhnout. Po

zatuhnuti a vysuSeni povrchu se do agaru vytvoii jamky, do kterych se davkuji inokulaty

21



riznych kment bakterii. Kultivace probihd pifi optimalni ristové teploté pro testované
bakterialni kmeny. Vysledkem testovani je zjiSténi nejnizsi koncentrace antimikrobidlni latky,
ktera kompletn¢ inhibuje rust bakterialniho kmene.

Dalsi variantou zjistovani MIC je pouziti bujonového dilu¢niho testu. Antimikrobialni
latky jsou fedéné stejnym zplsobem jako u agarovych dilu¢nich testii a jsou pfimichany do
tekutého bujonu. Inokulat, davkovany do bujonu, by mél optimaln& obsahovat 5x10° bunék.
Kultivace lahvicek s bujonem probiha za teploty optimalni pro rast daného bakterialniho
kmene. Vyslednd MIC je vyhodnocena objektivné, a je ji koncentrace antimikrobidlni latky v
lahvicce, kterd nema ani mirny zakal a je naprosto Cira (Collins et al., 1995).

Mezi diluéni metody jsou fazeny také zplisoby testovani ve velmi malych objemech.
Tyto metody jsou oznacovany jako mikrodiluéni a celkovy testovany objem je 0,1-0,2 ml.
Testovani se provadi na mikrotitracnich destickach. Tento zpisob testovani je diky malému
pouzitému objemu vhodny pro testovani velkého mnozstvi vzorki, coz se vyuziva zejména v
klinickych laboratofich. Vyhodnoceni MIC je obdobné vyhodnoceni MIC u bujonového
dilu¢niho testu. MIC je koncentrace antimikrobialni latky, pfi které nejsou mikroorganismy

schopné rastu a zkumavka je Cird (Hecht et al., 1999).
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3 Hypotéza

Vzhledem Kk ovéfenym poznatkim o produkci antimikrobialné pusobicich latek
moiskymi mechovci Ize predpokladat, ze sladkovodni mechovka Pectinatella magnifica nebo

jeji symbiotické bakterie jsou schopny produkovat antimikrobialné ptsobici latky.

4 Cil prace

Cilem diplomové préace je testovani antimikrobialni aktivity symbiotickych bakterii

a ruznych typu extraktl ptipravenych z lyofilizatu mechovky Pectinatella magnifica.

5 Metody a materialy

Nasledujici podkapitoly popisuji experimentalni ¢ast této diplomové prace. Zabyvaji se
testovanim antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych z kolonii Pectinatella magnifica
a ruznych typu extraktd piipravenych z lyofilizatu celych kolonii této mechovky vyskytujici se

pfevazné na uzemi jiznich Cech.
5.1 Testované kmeny bakterii

Antimikrobialni aktivita bakterii izolovanych z Pectinatella magnifica (celkem 92 izolata
z roku 2015) byla testovana proti 14 potencialné patogennim bakteriim a bakteriim zptsobujici
kaZeni potravin (viz. tabulka 1), izolaty byly testovany proti blizce piibuznym kmenim taktéz
izolovanych z bochnatky.

Dale byla testovana antimikrobidlni aktivita péti riznych extraktl proti 22 indikatorovym
bakteriim, zahrnujici navic i probiotické bakterie Bifidobacterium bifidum DSMZ 20215 a
Lactobacillus brevis CCM 3805 (viz. tabulka 2).
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Tabulka 1: Seznam indikatorovych kmenii

Taxonomické zarazeni Pivod
Bacillus cereus CCM 2010 sbirkovy kmen
Clostridium dificille CCM 3593 sbirkovy kmen
Clostridium perfringens DSMZ 11778 sbirkovy kmen
Clostridium perfringens CCM 4435 sbirkovy kmen
Enterobacter aerogenes CCM 7797 sbirkovy kmen

Enterococcus faecalis KMVD

travici trakt dospélého ¢loveka

Escherichia coli ATCC 25922

sbirkovy kmen

Escherichia coli KMVD

travici trakt dosp€lého Cloveka

Listeria monocytogenes ATCC 7644

sbirkovy kmen

Micrococcus luteus ATCC 10240

sbirkovy kmen

Moraxella canis CCM 4590

sbirkovy kmen

Propionibacterium acnes DSMZ 1893

sbirkovy kmen

Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076

sbirkovy kmen

Salmonella sp. KMVD

mleté maso

Serratia marcescens DSMZ 30121

sbirkovy kmen

Staphylococcus aureus ATCC 25923

sbirkovy kmen
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Tabulka 2: Seznam indikatorovych kmenii pouZzitych pri testovani extraktu

Taxonomické zarazeni

Puvod

Acinetobacter parvus CCM 7030

sbirkovy kmen

Bacillus cereus CCM 2010

sbirkovy kmen

Bifidobacterium bifidum DSMZ 20215

sbirkovy kmen

Clostridium difficile CCM 3593

sbirkovy kmen

Clostridium perfringens CCM 4435

sbirkovy kmen

Clostridium perfringens DSMZ 11778

sbirkovy kmen

Enterobacter aerogenes CCM 7797

sbirkovy kmen

Enterococcus faecalis KMVD

travici trakt dosp€lého Cloveka

Escherichia coli KMVD

travici trakt dospélého ¢loveka

Escherichia coli O45 IS

sbirkovy kmen

Escherichia coli O55 IS

sbirkovy kmen

Lactobacillus brevis CCM 3805

sbirkovy kmen

Listeria monocytogenes ATCC 7644

sbirkovy kmen

Micrococcus luteus ATCC 10240

sbirkovy kmen

Moraxella canis CCM 4590

sbirkovy kmen

Propionibacterium acnes DSMZ 1893

sbirkovy kmen

Pseudomonas aeruginosa CCM 1960

sbirkovy kmen

Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076

sbirkovy kmen

Salmonella enterica Typhimurium IS

sbirkovy kmen

Salmonella sp. KMVD

mleté maso

Serratia marcescens DSMZ 30121

sbirkovy kmen

Staphylococcus aureus ATCC 25923

sbirkovy kmen
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5.2 Priprava kultiva¢nich médii a podminky kultivace

Kultivace bakterii izolovanych z Pectinatella magnifica probihala v Yeast extrakt-

trypton bujonu (Oxoid) obohaceném o glukézu. Zivna ptida byla nadavkovéana do vialek po 9

ml, uzaviena a vysterilovana. Pro kultivaci izolatd v anaerobnim prostiedi bylo tekuté médium

pted uzavienim fadné probublano oxidem uhli¢itym technikou podle Hungate (Hungate, 1973).

Slozeni agaru bylo piizptisobeno dle narokt idikatorovych kment. Ve vétsiné piipada

byly testované bakterie uvedené v tabulce 1 kultivovany na Wilkins-Chalgren agaru za

podminek uvedenych v tabulce 3. Vyjimky v kultivaci jsou uvedené v tabulce 4.

Tabulka 3: Seznam pouZzitych kultiva¢nich médii

Nazev média SloZeni/obohaceni Teplota Zpusob kultivace
kultivace
Yeast extrakt-trypton- , . o < <
bujon (Oxoid) Obohaceny o glukézu (1 g/l) 24°C aerobné&/anaerobné
Wilkins-Chalgren agar O.bOI,laceny o cystein (0,5 g/l), o y
. sojovy pepton (5 g/l) a tween 80 37°C anaerobn¢
(Oxoid)
(2 mi/)
Brain-heart infusion o . , o y
agar (Merck) Ptiprava dle navodu vyrobce 37°C anaerobn¢

Tabulka 4: Seznam testovanych bakterii s odliSnymi podminkami kultivace

Teplota Zpiisob
Taxonomické zarazeni Pouzity agar ) )
kultivace kultivace
) Wilkins-Chalgren agar
Bacillus cereus CCM 2010 ) 30°C anaerobn¢
(Oxoid)
Listeria monocytogenes ATCC _ o
Brain-heart infusion agar 37°C anaerobné
7644
Micrococcus luteus ATCC Wilkins-Chalgren agar
. 37°C aerobné
10240 (Oxoid)
] Wilkins-Chalgren agar
Moraxella canis CCM 4590 ) 30°C aerobné
(Oxoid)
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5.3 Testovani antimikrobialni aktivity bakterialnich izolatu

Z plné narostlych bakterialnich izolati byl do mikrozkumavek odebran 1 ml suspenze,
ktery byl odstfedén pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Ziskany supernatant byl ihned ptelit do
Cisté, sterilni mikrozkumavky, aby nedoslo k rozpusténi peletu bakteridlnich bunék na dn¢ a
tim ke kontaminaci supernatantu.

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity bakterialnich izolath byla pouzita metoda
agarového difuzniho testu. Nejprve byl pfipraven pfisluSny agar, ktery byl vysterilovan a
nasledn¢ vytemperovan na teplotu 50 °C ve vodni lazni. Testované kmeny vybranych
indikatorovych bakterii byly v mnozstvi 1 ml naokovéany na Petriho misku, pomoci sklopné
pipety zality 20 ml pfipraveného agaru a krouzivym pohybem na ob¢ strany jemné promichany,
aby bylo dosazeno rovnomérného nariistu. Po zatuhnuti agaru, byly sterilnim korkovrtem
vytvofeny okraje 6 jamek v pravidelnych rozestupech. Poté byl sterilni jehlou odstranén
vyfiznuty agar. Pomoci automatické pipety bylo do kazdé z jamek nadavkovano 60 pul
supernatantu. Na kazdé misce byla testovdna antimikrobialni aktivita tfech bakterialnich izolatd
ve dvou opakovanich. Misky byly ponechany 4 hodiny v lednici, aby doslo k plné difuzi
supernatantu do agaru. Nasledné byly misky umistény do termostatu o optimalni teploté pro
rast konkrétnich testovanych bakterii, viz tabulka 3 a 4. Anaerobni bakterie byly kultivovany
V anaerostatech za pfitomnosti vyvijece anaerobni atmosféry AnaeroGen (Thermo Scientific).
Fakultativné anaerobni bakterie byly kultivovany pfi aerobnich i anaerobnich podminkach.
Antimikrobidlni aktivita byla hodnocena jako primér inhibi¢nich zé6n v mm po 48 hodinach

kultivace.

5.4 Testovani antimikrobialni aktivity extrakta

Dale byla testovana antimikrobialni aktivita extraktd z lyofilizovanych kolonii
mechovky, pfipravenych v Ustavu molekularni biologie a farmaceutické biotechnologie na
VFU v Brmé. Konkrétné se jednd o extrakt methanolovy (PM1), hexanovy (PM2),
chloroformovy (PM3), ethyl-acetatovy (PM4) a vodny (PM5). Lyofilizované extrakty byly
rozpustény v 1% roztoku dimethylsufoxidu (DMSO) a zfedény na koncentraci 20mg/ml.
Pomoci agarové difuzni metody bylo zjisténo, které indikatorové bakterie jsou na extrakty
citlivé. Poté bylo provedeno stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni

baktericidni koncentrace (MBC) mikrodilu¢ni metodou.
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Nejdiive byl ptipraven pfislusny kultiva¢ni bujon. Ten byl s konkrétni testovanou
koncentraci extraktu nadavkovan do 96ti jamkové mikrotitrani desticky v celkovém objemu
90 ul. koncentrace extrakti byla snizovana dvojkovym fedénim od pocatecni koncentrace 20
mg/ml. Nasledné bylo pfidano 10 ul suspenze indikatorového organismu o standardizované
densit¢ 10° buné&k, dle McFarlanderovy stupnice. Testovani bylo provedeno ve trojim
opakovani. Jako negativni kontrola slouzilo kultivaéni médium s piisluSnou koncentraci
extraktu a jako kontrola pozitivni médium bez antimikrobialni latky pouze s inokulem
indikatorového kmenu. Intenzita zakalu byla stanovena spektrofotometricky na pfistroji
INFINITE M200 TECAN pii vinové délce 420 nm, po 48 hodinéach kultivace.

Jako MIC byla stanovena nejniz$i koncentrace, pii které byl inhibovan rist vice nez 80
% indikatorovych bakterii v porovnani s kontrolou. MBC byla urcena jako nejnizsi
koncentrace, pti které nedoslo k narastu indikdtorového kmene bakterii, po subkultivaci 10 ul

suspenze do média bez extraktu.
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6 Vysledky

Celkem bylo testovano 90 supernatantii ziskanych z bakterii Pectinatella magnifica proti
14 indikatorovym bakteriim. Antimikrobidlni aktivita byla prokazéna u 8 bakterialnich izolatu,
viz tabulka 5. Nejucinnéj$im izolatem byl Bacillus mycoides kultivovany za anaerobnich
podminek, prokazateln¢ inhiboval rust indikatorovych bakterii celkem v péti ptipadech. Pti
kultivaci v prostiedi aerobnim byla inhibice ristu indikatorovych kmenti prokazana trikrat.

Methanolovy (PM1), hexanovy (PM2) a chloroformovy (PM3) extrakt prokazal
antimikrobialni Gc¢inek proti testovanym bakteriim. Grampozitivni bakterie byly citlivéjsi na
jejich ucinek, nez bakterie gramnegativni. Z gramnegativnich indikatorovych bakterii byl
vSemi tfemi extrakty inhibovan rust Listeria monocytogenes ATCC 7644, chloroformovy
extrakt pak dale inhiboval rist Pseudomonas aeruginosa CCM 1960. Nejlepsiho vysledku bylo
dosazeno u chloroformového extraktu, ktery uc¢inn¢ inhiboval rist 9 indikatorovych kmenu
bakterii z celkového poctu 22 pii pouziti nejnizs§i MIC i MBC, viz tabulka 7. Hexanovy extrakt
byl druhou nejucinnéjsi substanci, antimikrobialni aktivita byla prokdzana u 8 testovanych
kment. Methanolovy extrakt puisobil proti ristu 5 indikatorovych kment. Zadny z pouZitych

indikatorovych organismil nebyl inhibovan extraktem ethyl-acetdtovym nebo vodnym.

Tabulka 5: Pramér inhibi¢nich zon v mm p¥i testovani izolatu s antimikrobialni aktivitou

Indikatorové kmeny
Bacillus Clostridium Listeria Micrococcus Bacillus Bacillus
Produkéni kmeny | cereus CCM | perfringens | monocytogenes | luteus ATCC | mycoides | thuringiensis
2010 DSMZ 11778 | ATCC 7644 10240 2014004 2014013
Herbaspirillum sp. | 15,00 + 0,00 R R R R R
Dickeya zeae R 13,00 + 0,00 R R R R
Aeromonas sorbia R 11,50 £ 0,50 R R R R
Chromostl)oacterlum 12,50 + 0,50 R R R R R
Bacillus mycoides
AE 16,50 + 0,50 R 21,00 + 0,00 R 15,50 + 0,50 R
Bacillus mycoides | ¢ <0, 050 | 8.95+005 | 225250 R 19,00 £0,00 | 15,50 = 0,50
ANAE
Aeromonas R R R 9,75 + 0,25 R R
veronii
Plesi
eSIomOnas 43 00 + 0,00 R 13,00 £ 1,00 R R R
shigelloides
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Tabulka 6: Primér inhibi¢nich zén v mm u testovanych extrakti

@ inhibi¢nich zén v mm =+ SD (testovano ve dvou opakovanich)

Kmen PM 1 PM 2 PM 3 PM 4 PM 5
Acinetobacter parvus CCM 7030 R R R R R
Bacillus cereus CCM 2010 13,67 +£1,53 | 17,00+ 1,00 | 18,10 + 0,36 R R
Bifidobacterium bifidum ATCC 29521 | 10,50 +0,50 | 11,33 +0,58 | 15,33 +1,53 R R
Clostridium difficile CCM 3593 9,17 +£ 1,04 9,5+ 0,50 11,50 £ 0,50 R R
Clostridium perfringens DSMZ 4435 R 8,67 + 0,58 8,33 + 0,58 R R
Clostridium perfringens DSMZ 11778 R 8,00 = 0,00 9,00 + 1,00 R R
Enterobacter aerogenes CCM 7797 R R R R R
Enterococcus faecalis KMVD R R R R R
Escherichia coli KMVD R R R R R
Escherichia coli 045 1S R R R R R
Escherichia coli 055 IS R R R R R
Lactobacillus brevis CCM 3805 R R R R R
Listeria monocytogenes ATCC 7644 10,83 +1,76 | 11,67 +£0,76 | 14,00 = 1,00 R R
Micrococcus luteus ATCC 10240 9,67 +0,58 | 10,00+ 0,00 | 11,00+ 0,00 R R
Moraxella canis CCM 4590 R R R R R
Propionibacterium acnes DSMZ 1893 R R R R R
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 R R 10,33 £ 0,58 R R
Salmonella enterica Enteritidis ATCC
13076 R R R R R
Salmonella enterica Typhimurium IS R R R R R
Salmonella sp. KMVD R R R R R
Serratia marcescens DSMZ 30121 R R R R R
Staphylococcus aureus ATCC 25923 R 11,67 £1,53 | 14,00 = 1,00 R R
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Tabulka 7: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace

(MBC)
MIC MBC
Bacterial strains
PM 1 PM 2 PM 3 PM 1 PM 2 PM 3
Bacillus cereus CCM 2010 5 4 2 5 5 4
Bifidobacterium bifidum DSMZ 20215 10 10 5 >20 20 10
Clostridium dificille CCM 3593 1 0,5 0,5 4 0,5 1
Clostridium perfringens CCM 4435 >20 5 10 >20 20 20
Clostridium perfringens DSMZ 11778 >20 5 2 >20 10 4
Listeria monocytogenes ATCC 7644 10 10 10 >20 20 20
Micrococcus luteus ATCC 10240 10 4 4 10 5 5
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 >20 >20 10 >20 >20 20
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >20 10 5 >20 20 10
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7 Diskuze

Invazivni rozvoj sladkovodni mechovky Pectinatella magnifica dal podnét k tadé
vyzkumii zabyvajicich se jejim dopadem na ekosystém nejen v Ceské republice, aviak jeji
bakterialni osidleni je stadle velmi malo prozkoumané. V souvislosti s antimikrobidlnimi
latkami, které byly nalezeny a Gispésné€ izolovany ze symbiotickych bakterii motskych druht
mechovci, se nabizi domnénka, zda i sladkovodni druhy mechovek nemaji podobné vlastnosti.
Proto bylo cilem této diplomové prace otestovat antimikrobialni aktivitu kmenli bakterii
izolovanych z Pectinatelly a extraktt piipravenych piimo z jejich kolonii.

Identifikacemi izolovanych bakterii se zabyvali Vlkova a kol. (2015). Z vysledka jejich
prace vyplyva, ze nejdominantnéji zastoupenymi bakteriemi byly druhy rod Aeromonas a
Aquitalea. V mensich poctech pak byly identifikovany rody Chryseobacterium,
Herbaspirillum, Enterobacter, Lactococcus, Leuconostoc, Pseudomonas a Sphingomonas.
Nejcastéji zastoupena bakterie izolovana z Pectinatelly je Aeromonas veronii. Tato fakultativné
anaerobni, gramnegativni tyCinkovita bakterie, je vSudypfitomnd ve sladké i moiské vodé
(Silver et al. 2011). Prikladem symbiotického vztahu A. veronii s hostitelem je osidleni
traviciho traktu pijavic. Rozkladem krve, ktera je pfirozenou potravou pijavic, A. veronii
produkuji antimikrobidln¢ pisobici metabolity, které ucinn¢ zabranuji mnozeni patogennich
mikroorganismi v travicim traktu pijavic (Indergand and Graf, 2000). Bakterie rodu
Aeromonas zahrnuji mezofilni a psychrofilni druhy, proto jsou ptivodci Sirokého spektra
onemocnéni u teplokrevnych i chladnokrevnych zvitat, véetné ryb, plazl a obojZivelniki, savch
ilidi (Gosling et al., 1996). U Aeromonas spp. byla prokazana produkce n¢kolika toxini. Patii
k nim dva hemolytické toxiny, hemolysin a aerolysin. Dale cytotoxicky enterotoxin Act a
cytolytické toxiny Alt a Ast. Pravdépodobné se jedna o skupinu blizce piibuznych
hemolytickych cytotoxickych enterotoxint. Aerolysin sdili vysokou homologii jak s toxinem
Act, tak i s obéma cytolytickymi toxiny (Chopra & Houston 1999). Vzhledem k masivnimu
rozsiteni Pectinatelly v oblasti jiznich Cech, kde je mnoho chovnych rybniki, neni doposud
jisté, zda bakterie rodu Aeromonas, které osidluji jeji kolonie, mohou zptisobovat onemocnéni
ryb, anebo naopak, svymi metabolity potlacovat rist blizce pribuznych patogennich druhti a
ryby tak chranit.

Bakterie rodu Herbaspirillum jsou gramnegativni, aerobni, nesporotvorné, zakiivené
tyCinky. VétSina je diazotrofnich s potencialni endofytickou a systémovou kolonizaci mnoha
rostlin. Jejich pfitomnost je obvykla na kofenech obilovin a lusténin, ale jiz byly izolovany i ze

vzorkd vody (Dobritsa et al., 2010). Enterobacter patii do skupiny y-proteobakterii. Je to
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fakultativné anaerobni, gramnegativni tyCinkovitd bakterie. Tento druh bakterii se obecné
vyskytuje v travicim traktu teplokrevnych zivoéichd, véetné clovéka, a mize byt pritomen jako
kontaminant ve vodé¢ i pud¢ (Grimont et al., 2005). Chryseobacterium jsou gramnegativni,
acrobni, nesporotvorné ty¢inkovité bakterie, identifikovany byly nejen ve vod¢, v kalech,
sedimentech, pidé¢, ale i v potravinovych vzorcich (Kédmpfer et al., 2010). Identifikaci bakterii
kolonizujici sladkovodni mechovky se zabyva velmi omezené mnozstvi studii. Vypada to, Ze
kolonie Pectinatella magnifica jsou osidlovany bakteriemi nachazejici se v jejich
bezprostfednim okoli, avSak symbioticky vztah mezi konkrétnimi bakteridlnimi druhy a
Pectinatellou nelze vyloucit ani potvrdit a je zapotfebi bliz§iho vyzkumu.

Zkoumani byly také podrobeny rizné extrakty ziskané pfimo z kolonii mechovek. U
moftskych druhti byla antimikrobialni aktivita potvrzena u mnoha mechovek zijicich naptiklad
ve Stfedozemnim mofti (Uriz et al., 1991), u pobiezi Tasmanie (Walls et al., 1993), Anglie (Al-
ogily et al., 1977), jizni Indie (Nair, 1984), Japonska (Matsunaga, 1986), nebo v severni ¢asti
statu Washington v oblasti Puget Sound (Shellenberger & Ross, 1998) a na zapadnim pobiezi
Kanady (Tischler et al., 1986). Ale testovanim extraktt ze sladkovodni mechovky se jako prvni
zabyvali az Pejin et al. (2012), a to u nepfili§ bézného druhu Hyalinella punctata vyskytujici se
v Srbsku (Martinovic et al., 2010). P&t riznych extraktd bylo testovano proti osmi kmeniim
bakterii, Ctyfem zastupciim gramnegativnich bakterii a ¢tyfem grampozitivnim, a dale proti
osmi plisnim. Byla stanovena minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC), minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) a minimalni fungicidni koncentrace (MFC). Dosazeno bylo velmi
zajimavych vysledkt. Acetonovy a hexanovy extrakt ptisobil proti indikatorovym bakteriim pii
velmi nizké koncentraci. Zbylé tii extrakty, methanolovy, vodny a dimethylsulfoxidovy, také
ucinkovaly proti ristu bakterii, av§ak pii pouziti vyssi koncentrace. MIC se u acetonového
extraktu pohybovala v rozmezi 0,50 — 7,00 png/ml, MBC pak 2,50 — 10,00 pg/ml. V porovnani
S paralelné testovanym streptomycinem a ampicilinem vykazoval tento extrakt spolehlivou
udinnost pii Skrat — 30krat niz8$i koncentraci. Ptekvapivych vysledkt bylo dosazeno i
testovanim antimykotické aktivity téchto extraktli proti plisnim. Nejaktivnéjsi byl acetonovy a
methanolovy extrakt. MIC byla u acetonového extraktu v rozmezi 2,50 — 8,00 ug/ml a MFC
5,00 — 9,00 pg/ml. Ve srovnani se zaroven testovanymi antimykotiky bifonazolem a
ketokonazolem dosahoval acetonovy extrakt opét velmi dobrych vysledki za pouziti 10krat —
400krat niz$i koncentrace. V piipadé hexanového extraktu bylo pfi testovani proti Trichoderma
viride dosazeno inhibi¢niho ucinku pii MIC extraktu 1,00 pg/ml, zatim co u ketokonazolu 2500
ug/ml, MFC extraktu byla 2,50 ng/ml, u téhoz antimykotika az 3500 pg/ml, tj. 2500krat a

1400krat vyssi nez u zminéného extraktu.
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Dalsi studii, kterou Pejin et al. (2016) na sladkovodnich mechovkach provedli, bylo
testovani antimikrobialni aktivity extraktti z Pectinatella magnifica. Poprvé byla hodnocena
antimikrobialni aktivita extraktt in vitro. Nejvyssi aktivita byla pozorovana u acetonového
extraktu, MIC byla stanovena na 0,004 — 0,350 mg/ml a MBC 0,007 — 0,500 mg/ml. Nejlepsi
antifungalni aktivita byla prokazana u extraktu methanolového, MIC byla 0,030 — 0,120 mg/ml
a MFC 0,060 — 0,250 mg/ml.

Druhy vyzkum zabyvajici se nejen antimikrobidlni, ale 1 cytotoxickou aktivitou extrakt
z Pectinatella magnifica, mechovky, rozsifené zejména v oblasti jiznich Cech, provedli Kollar
et al. (2016). Testy cytotoxicity ukazaly, ze vSechny extrakty, s vyjimkou vodniho, maji LDso
pod 100 pg/ml a jsou tedy oznaceny jako potencidlné toxické. Vodni extrakt s LDso 250 pg/ml
byl oznacen jako potencialné skodlivy. Vzhledem k invazivnimu rozsifovani Pectinatella ve
vodnim ekosystému, by jeji potencidlni pfima nebo environmentélni toxicita méla byt dale
zkouména. Vyznamny antibakterialni G¢inek pfipravenych extrakti byl pozorovan proti
bakterii Clostridium difficile, ktera je patogenni a velmi cCasto zpUsobuje intestinalni
onemocnéni (Bhunia, 2008). Extrakty z bochnatky inhibovaly rust i dalSich znamych patogeni
(Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus) a bakterii kazici potraviny (Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes). V porovnani s praci Pejin et al. (2016) byl rust indikatorovych
bakterii inhibovan nejen extraktem methanolovym, hexanovym a chloroformovym, ale také
etherovym a vodnym extraktem. Zatim co Pejin et al. (2016) prokdzali antibakteridlni G¢inek
extraktu z bochnatky proti bakteriim Salmonella, Escherichia a Enterococcus, v praci Kollar et
al. (2016) byly tyto bakterie rezistentni. Dalsi indikatorové bakterie Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Micrococcus spp., Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus byly
citlivé na extrakty z bochnatky v obou studiich. Rozdil je ale ve stanovenych MIC. Zatim co
Kollar et al. (2016) uvadi MIC 2 — 10 mg/ml, Pejin et al. (2016) prokazali ve vSech ptipadech
MIC nizsi nez 1 mg/ml. Tento znaény rozdil v hodnotach MIC muze byt vysvétlen riznym
slozenim mikrobioty a celkového osidleni konkrétnich kolonii, ze kterych byly extrakty
ziskany. Diky tomu muze byt odlisny i obsah biologicky aktivnich latek, které zptisobi vyssi
ucinnost konkrétniho extraktu, pfi nizs$i koncentraci, nebo naopak, je jejich G€innost nizsi a je
zapotiebi vyssi koncentrace. Kone¢né hodnoty MIC mohly ovlivnit i zptisoby ptipravy extrakti
a manipulace s nimi pfed a béhem testovani.

V této diplomové praci byla testovana antimikrobidlni aktivita bakteridlnich izolath
zroku 2015. Testovana byla citlivost nékolika potencialné patogennich bakterii, bakterii
kazicich potraviny, i bakterii izolovanych z mechovky mezi sebou. Nejucinnéj§im bakterialnim

izolatem byl Bacillus mycoides, ktery pii anaerobni kultivaci inhiboval rtst péti indikatorovych
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bakterii. Inhibi¢ni zoény se pohybovaly v priméru od 8,95 + 0,05 mm do 22,5 £+ 2,50 mm. Pfi
kultivaci v aerobnim prostfedi uc¢inkoval pouze proti tfem indikatorovym kmentim a inhibiéni
zony byly od 15,50 = 0,50 mm do 21,00 = 0,00 mm. Je velmi pravdépodobné, ze v ptipade
fakultativné anaerobnich bakterii zvoleny zptisob kultivace ovliviluje mnozstvi a druh
produkovanych metaboliti, které mohou mit antibakteridlni uc¢inky. Prace Zigha et al. (2006)
prokazuje u bakterie Bacillus subtilis, blizce piibuzné rodu Bacillus mycoides, ze snizeni oxido-
reduk¢niho potencialu v okoli vyvolava zmény v metabolickych procesech a v exponencialni
fazi ristu bakterii dochdzi k produkci enterotoxinli. Zmeéna procesti je v tomto piipade
indikovéna i jinymi ukazateli, naptiklad produkci laktitu, namisto acetatu, snizenim rychlosti
rustu, spotieby glukozy z zivného prostfedi a zmén v koncentraci produkti fermenta¢niho
procesu oproti kontrole kultivované v aerobnim prostiedi. Proto ziejmé kultivace izolatu
Bacillus mycoides v anaerobnim prostiedi podpofila produkci biologicky aktivnich latek a
izolat se jevil jako ucinnéjsi nez ostatni.

Nicméné¢ i tak je mnozstvi, sila G€innosti, ale i samotnd produkce biologicky aktivnich
latek ovlivnéna fadou dalSich vn&jsich faktort, nez je jen mnozstvi kysliku v okolnim prostiedi.
Celkové maji kultivacni podminky a slozeni kultiva¢nich médii vyznamny vliv. VSe je
nastaveno tak, aby izolované bakterie mély optimalni podminky pro svij rist. Mozna z toho
divodu nemusi biologicky aktivni latky produkovat a bojovat tak o sviij zivotni prostor.
Produkce aktivnich latek zarovenn nemusi probihat ve fazi, v jaké jsou supernatanty z izolatt
podrobeny testovani. V praci Zigha et al. (2006) je zminéno, ze produkce enterotoxinu u
Bacillus subtilis probiha v exponencialni fazi. U jiné bakterie to mize byt i v pozd¢jsi fazi ristu,
Supernatanty jsou ziskavany z pln€ vzrostlych kultur o vysoké hustoté. Délka kultivace je
fizena dle rychlosti nartistu potfebného mnozZstvi bakterii, ne podle ristové faze, ve které se
praveé nachazeji. V neposledni fad¢ je tieba zminit fakt, Ze ¢isté izolované kmeny samy o sobé
antimikrobialni aktivitu nikdy vykazovat nemuseji. K produkci biologicky aktivnich latek mtize
byt zapotiebi symbiotického vztahu s jinymi bakteriemi osidlujici kolonie bochnatky, nebo
specifické prostfedi samotné kolonie, které v laboratornich podminkdch neni mozné vérné
napodobit.

I pfes narocnost ziskavani novych poznatkli o biologicky aktivnich latkach, se
Pectinatella magnifica jevi jako velmi slibny zdroj. Diky mnozstvi biomasy, které Pectinatella
tvofi, je na naSem Uzemi k dispozici velké mnozstvi materidlu vhodného ke zkoumani. Tohoto

potencialu by se mélo vyuzit.
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8 Zavér

Testovanim vybranych izolatd byla antimikrobidlni aktivita potvrzena u osmi
bakterialnich kment, z toho ¢étyfi produkéni kmeny inhibovaly rist indikatorovych kment ve
dvou a vice piipadech. Ostatni testované Cisté kmeny izolované z Pectinatella antimikrobialni
aktivitu nevykazuji. Z vybranych extraktii bylo nejlepsiho vysledku dosazeno chloroformovym
inhibi¢ni i baktericidni koncentrace. Antimikrobialni aktivita byla zjiSténa také u extraktu
hexanového a methanolového.

Vzhledem k pozitivnim vysledktim je Pectinatella magnifica jisté zajimavym zdrojem
biologicky aktivnich latek. Antimikrobialné piisobici bakterie izolované z jejich kolonii mohou
byt vyuzity v potravinafstvi, za uc¢elem potlaceni rozvoje nezadouci mikrofléry a tim udrzeni
zdravotni nezdvadnosti a prodlouzeni trvanlivosti neudrznych potravin. Dalsi vyuziti by mohly
najit napiiklad v probiotickych piipravcich pro hospodarska zvitata, nebo pro ryby dospivajici
v sadkach a chovnych rybnich. Naopak efektivni vyuzivani extraktd v praxi je pomérné
vzdalené. Diky mnozstvi organismu, nachazejicich se v biomase Pectinatella, je mnozstvi latek
rozpusténych v jenom konkrétnim extraktu z ni ziskané, velmi vysoké a rozmanité. Identifikace
konkrétni biologicky aktivni latky, navrzeni praktického vyuziti a otestovani pted zavedenim

do produkti, je ¢asove i financné zna¢né narocna.
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10 Seznam zKkratek

ATCC Americka sbirka typovych kultur

ARDRA Ribozomalni DNA analyza

CCM Ceska sbirka mikroorganismi

DMSO Dimethylsulfoxid

DSMZ Neémecka sbirka pro mikroorganismy a bunééné kultury
KMVD Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

MALDI-TOF Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s

priletovym analyzatorem

MBC Minimalni baktericidni koncentrace

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

MFC Minimalni fungicidni koncentrace

PCR Polymerazova fetézova reakce

PM1 Methanolovy extrakt ptipraveny z lyofilizatu Pectinatella magnifica
PM2 Hexanovy extrakt ptipraveny z lyofilizatu Pectinatella magnifica
PM3 Chloroformovy extrakt pfipraveny z lyofilizatu Pectinatella magnifica
PM4 Ethyl-acetatovy extrakt ptipraveny z lyofilizatu Pectinatella magnifica
PM5 Vodny extrakt ptipraveny z lyofilizatu Pectinatella magnifica

UVPS University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences

VFU Veterinarni a farmaceutickd univerzita
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