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Souhrn

Bakalarska prace se sklada ze dvou casti. Prvni Cast je vénovana literarni reSersi,
ptehledu, jez se zamétuje na souhrn informaci, které byly doposud zjistény nejen o zivoté a
rozmnozovani sladkovodni mechovky Pectinatella magnifica, ale zaroven i vyznamu
motskych druhlt mechovci. Dale je v pfehledu uvedena charakteristika a vyznam
antimikrobidlné pusobicich latek a nejbéznéji vyuzivané laboratorni metody slouzici ke
vychazi hypotéza druhé, experimentélni Casti této prace. Divodem testovani antimikrobialni
aktivity symbiotickych bakterii izolovanych z Pectinatella magnifica je fakt, ze u moiskych
mechovcil byla prokazana antimikrobialni aktivita jejich bakterii i jejich extraktii. Diky tomu
nabyva bliz§i poznani téchto nepfili§ zndmych zivocichti na dulezitosti. Testovany byly
izolaty bakterii z kolonii Pectinatella magnifica odebrané v letech 2012 a 2013 v Jiznich
Cechéch proti sbirkovym kmentim bakterii. K testovani antimikrobialni aktivity byla zvolena
difuzni metoda, pfi které se misto papirovych diskti vytvofily do pevného agaru jamky, do
kterych byl nadavkovan piesné zvoleny objem supernatantu z bakterialnich izolatd. Celkem
bylo testovano 170 supernatantii proti 80 bakteriim. V ptipadé¢, Ze by supernatant obsahoval
antimikrobialné piisobici latky produkované izolovanymi bakteriemi, vytvofily by se na agaru
kolem jamek tzv. inhibi¢ni zony.

Pti testovani téchto vybranych izolath byla antimikrobidlni aktivita potvrzena ve tfech
pfipadech a to pfi testovani supernatantu symbiotickych bakterii Aeromonas veronii a
Pseudomonas moraviensis proti kmenim klostridii a zaroven pfi testovani izolovanych
bakterii mezi sebou Aeromonas veronii prokazatelné potlac¢ovala rist bakterie Pseudomonas
moraviensis.

U zbylych sledovanych izolati nebyla potvrzena antimikrobialni aktivita, kterd by

potlacovala rist testovanych bakterii.

Kli¢ova slova: Mechovci, Pectinatella magnifica, symbiotické bakterie, antimikrobialni

aktivita



Antimicrobial activity of bacteria isolated from
Pectinatella magnifica

Summary

The thesis is comprised of two parts. The first part is dedicated to the literature search,
overview, which is focuses on the summary of information that was previously found not only
about the life and reproduction of freshwater bryozoan Pectinatella magnifica, but also the
importance of marine species bryozoans. Furthermore, importance of antimicrobial active
substances and most commonly used laboratory methods for determination of microbial
activity are shown in the report characteristics. The aim of the review was to summarize the
most important facts underlying the experimental hypothesis described in the second part of
this work. The reason for testing the antimicrobial activity of symbiotic bacteria isolated from
Pectinatella magnifica is that antimicrobial activity of symbiotic bacteria and also bryozoans’
extracts were demonstrated in the marine bryozoans. Because of this, deeper knowledge of
these largely unknown animals has become of high importance. Bacteria isolated from
Pectinatella magnifica colonies collected in 2012 and 2013 in South Bohemia were tested for
their antimicrobial aktivity against many strains of bacteria. Diffusion method was chosen for
testing of the antimicrobial activity. Instead of application by paper disks, method using holes
into solid agar was used. Into these holes, precisely selected volume of the supernatant of
bacterial isolates has been dosed. In total, 170 supernatants were tested against 80 strains of
bacteria. In the case of supernatant containing antimicrobial substances produced by the tested
bacteria, an inhibition zone around the hole would be created.

The antimicrobial activity has been confirmed in three cases while testing supernatant
of symbiotic bacteria Aeromonas veronii and Pseudomonas moraviensis against strains of
clostridia. Furthermore, it has also been confirmed, that Aeromonas veronii inhibited the
growth of Pseudomonas moraviensis.

In the remaining studied isolates, antimicrobial activity suppressing the growth of test

bacteria has not been confirmed.
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1 Uvod

Mechovci jsou verfejnosti malo znami tvorové. Vysoka pozornost je vénovana piredevs§im
motskym druhlim mechovct. Po vyznamném objevu bryostatinu v roce 1960, latky, jez je
testovana pti 1€cbe¢ rakoviny, ptitahuji mechovci vice pozornosti nez kdy diive. Po té, co byly
mechovcei zpozorovani i ve vodach na tizemi Ceské republiky, vyznamné stoupl zijem o
zkoumani sladkovodnich druhii. U nas se na pocatku 21. stoleti invazivné rozsitil druh
mechovky bochnatka americka, jejiz kolonie vytvari gelové koule o hmotnosti az né€kolik
kilogramit. Do Ceské republiky byla pravdépodobné zavleena lodni dopravou z Ameriky,
pies Hamburk a Labe. Odtud dale doslo k rozsiteni do stojatych vod a zatopenych piskoven
v Jiznich Cechach. Kolonie bochnatky miizeme nalézt na kamenech ¢&i vétvickach ponofenych
do vody.

Jedny z prvnich vyzkumi bochnatky americké se zaméfovaly ptedevs$im na jeji zdravotni
nezavadnost vici lidem, kterd byla pozdéji potvrzena. Nynéjsi studie se zaobiraji dopadem
bochnatky na stabilitu ekosystému vod, zkoumanim mikrobialniho osidleni bochnatek a

testovani antimikrobidlni aktivity symbiotickych bakterii.



2 Hypotéza a cil prace

Cilem bakalafské prace je vytvoreni uceleného literarniho piehledu o vyskytu
symbiotickych bakterii u mechovcli a popis antimikrobidln€ ptisobicich latek, které tito
symbionti produkuji. Dale budou popsany metody, které lze vyuzit pro testovani
antimikrobialni aktivity. Cilem praktick¢é ¢asti je testovani antimikrobialni aktivity
symbiotickych bakterii a extraktd z mechovky Pectinatella magnifica. Vzhledem k tomu, ze
je dle literarnich daji produkce antimikrobidlnich latek u motskych druhtt mechovek
popiipad¢ jejich symbiotickych bakterii pomérné Castd, Ize jejich produkci predpokladat i u
druhii sladkovodnich.



3 Literarni reSerse

Literarni reSerSe této bakalaiské prace pojednava o bochnatce americké (Pectinatella
magnifica) a o bakteriich, které byly identifikovany u mechovci. Nasleduje popsani a
rozdeleni latek s antimikrobidlni aktivitou nalezenych u symbiotickych bakterii mechovcii a
obecné metody testovani antimikrobidlni aktivity mikroorganismti. Kromé latek s

antimikrobialni aktivitou budou popsany i produkty mechovct s jinymi biologickymi ucinky.

3.1 Bochnatka americka (Pectinatella magnifica)

Pectinatella magnifica je v nasich zemépisnych podminkach novym a nepfili§ znamym
vodnim zivo¢ichem. Vzhledem k masivnimu $ifeni zaujala mnohé védce a postupné ptibyva

studii a vyzkumd.
3.1.1 Taxonomické zaFazeni Pectinatella magnifica

Bochnatka americka se fadi mezi Zivocichy, spada tedy do fise Animalia. Dale se fadi
do kmene mechovci neboli Bryozoa, tfida mechovky - Phylactolaemata, fad Plumatellida a
¢eled’ Pectinatellidae. Druh bochnatka americka ma latinsky nazev Pectinatella magnifica
(Leidy, 1851)

3.1.2 Vyskyt a nalezi§té Pectinatella magnifica

Jak jiz druhovy ndzev bochnatky napovida, jejim piivodnim biotopem je Severni
Amerika. Historické prameny uvadé&ji, ze Pectinatella magnifica byla v Evropé poprvé
spatfena v roce 1883 u Hamburku. Dodnes neni pfesné znamo, jak se Pectinatella magnifica
dostala do Evropy, ale vzhledem k poloze jejiho prvniho nalezisté, je vysoce pravdépodobné,
ze byla na nas kontinent zavleCena lodni dopravou z Ameriky pifes Severni moie a Labe.
V Cechach byla poprvé nalezena az v roce 1922 a do roku 1952 bylo zmapovano 12 lokalit
vyskytu bochnatky na Labi a Vltavé. K rozsahlejsi invazi, kterd zaujala vé€dce a zapocala
hlubsi vyzkum Zivota tohoto organismu, doslo az na za¢atku 21. stoleti (Sinko, 2010).

Mechovka Pectinatella magnifica byla zjisténa na Tiebonisku poprvé v roce 2003
(Balounova et al., 2007a; Balounova et al., 2007b ; Balounova et al., 2011). Byla nalezena a
uréena pracovniky Zemédélské fakulty JihoGeské univerzity v piskovné Cep (Sinko, 2010).

Tato piskovna je nejen nejstarSim téZebnim prostorem, ale zaroven je i svymi rozméry
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nejvetsi a nejhlubsi na Tiebonsku. Rozloha je 163 ha, obvod 12,1 km a délka 4,7 km, hloubka
21 m (Balounova et al., 2007a). Ve srovnani s ostatnimi vodnimi plochami sledovanymi na
Ttebonsku je voda v této piskovné vyrazné oligotrofngjsi (Drbal et al., 1990), coz znamena,
7e je chudsi na ziviny. Od roku 2003 byla Pectinatella magnifica zaznamenana na mnoha
dalsich lokalitach charakteristickych zejména stojatou vodou, jako jsou pravé piskovny, nebo
rekreac¢ni rybniky na Tiebonsku, ale miizeme ji nalézt i v nadrzich Orlik, Slapy a Hnévkovice
(Sinko, 2010).

Mapovani vyskytu kolonii bochnatky stale probihd a je pritbézné aktualizovano na
strankach BioLib.cz (Obrazek 1). Zde jsou uvedené stru¢né informace o velikosti kolonii,
zptisobu rozmnozovani, Gidaje o rozsifeni ze Severni Ameriky do Evropy a vyskytu v CR. Na

téchto strankach je také uveden formulaf, kam lze vyplnit data o pozorovani mapovaného

druhu.

Obrazek 1 - Mapa vyskytu Pectinatella magnifica v Cechach a na Moravé (www.BioLib.cz)

IN=
| t
= %
- k1
')
&
Fi
jl. 5 i . g ll1
e~ i
S
= | 1 |l
s L ] L 5 1
| | L] - k. .
F i I
.
| 'L ‘I\@
= = 2 i
H\,_ A
-
Al
FIT I |

3.1.3 Zpisob Zivota a rozmnoZovani

Sladkovodni mechovka je bezobratly prvousty ptisedly kolonidlni Zivocich, jehoZz
kolonie rostou na riznych substratech pod vodni hladinou (Pejin et al., 2012). Nejéastéji se
vyskytuji na kamenech a vétvickach ponofenych ve vodé. Pectinatella magnifica tvoii
kolonie, které maji na povrchu Zlutohnédou barvu tvotenou jednotlivymi zZivoc¢ichy a uvnitt
strukturu pevného prisvitného gelu. Gel je produkovan samotnymi ZzivoCichy a zvétSuje
zivotni prostor, na kterém se mohou vyskytovat. Vnitini zelatinova hmota se sklada z 99 % z
vody. Dale byla dokazana ptitomnost chitinu, vapniku, chloridu sodného a proteini (Morse,
1930). Tyto ptisedlé kolonie jsou tvofeny milimetrovymi jedinci, tzv. zoidy, pfipominajici
polypové stadium zahavcu. Zoidy se skladaji ze dvou c¢asti: polypidu a cystidu. Polypid je

vlastni télo jednice s destickou, ktera nese zatazitelnd chapadélka; cystid je t€lni obal.
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Jednotlivy zoidi se seskupuji do mnoha rizencovych utvari, tzv. roset, tvoficich celou kolonii
(Setlikova et al., 2005). Zoidy produkuji gelovitou hmotu, ktera mize dosahnout tloustky od
nékolika milimetrt do nékolika desitek centimetrii (Opravilova, 2006). Kolonie Pectinatella
magnifica mohou dosahnout hmotnosti i nad 10 kg, ale primérna hmotnost se pohybuje okolo
500 g, zalezi na mist¢ a ro¢ni dobé odbéru vzorku (Balounova et al., 2011).

Zékladni podminkou pro vyskyt Pectinatella magnifica je vhodny substrat, na kterém se
mohou vytvofit kolonie. Ty mohou rist na stonkach a kofenech vodnich rostlin, Zivych i
mrtvych kotfenech okolnich stromii a kefi, nebo ponofenych vétvich a kamenech. Tento druh
dale vyzaduje vysokou prithlednost vody, na které se sam podili filtrovanim vody (Setlikova
et al., 2005). Bochnatky z vody filtruji plankton, ktery zahrnuje fasy, prvoky, viinik, ale také
bakterie, které jim slouzi jako potrava. Pectinatella magnifica neni naro¢na na ziviny a
vyhovuji ji tedy vody s niZsi koncentraci zivin, neZ nadrze vyuzivané k intenzivnimu chovu
ryb. Pectinatella magnifica upifednostiiuje spiSe Stérkopiskové lokality nez lokality S
organickym sedimentem. Divodem je pravdépodobné nebezpeci zanaseni zoidd nezivou
organickou hmotou (detritem) a s tim spojenym nedostatkem kysliku. S naroky na vysokou
pruhlednost vody souvisi pratok. Proto kolonie Pectinatella magnifica nalezneme spise ve
stojatych a mirn¢ tekoucich vodach, nez fekach, kde mize vlivem proudu dochézet k zakaleni

litoralnich vod (Setlikova et al., 2005).

Obrazek 2: Kolonie Pectinatella magnifica (foto KMVD)




Dalsim vyznamnym ekologickym faktorem, ovliviujici sezonni dynamiku Pectinatella
magnifica je teplota. Autofi se shoduji na termofilnim charakteru tohoto druhu s optimem
teploty vody vyssi nez 20 °C (Brown 1933; Wood 1989; Rodriguez a Venton, 2002;
Opravilova 2006; Balounova et al. 2007b; Balounova et al. 2011). Kolonie této mechovky se
zacinaji objevovat zacatkem léta, kdyz teplota vody stoupne na 20 °C. Vyssi teploty pozitivné
ovliviuji rychlost nartistu kolonii (Balounova et al., 2007b). Pfi sledovani v roce 2015, kdy
byly v Cechach zaznamenavany extrémné vysoké teploty, bylo zjisténo, Ze piili§ vysoké
teploty rust kolonii spiSe inhibuji (Rajchard, 2015).

Zivotni cyklus Pectinatella magnifica zahrnuje pohlavni i nepohlavni rozmnoZovani.
Pohlavni aktivita trva velmi kratké obdobi a dochazi 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 ptisedd na vhodny substrat, kde zac¢ne
vyrustat prvni jedinec nové kolonie. Tento jedinec je pln¢ samostatny a schopny reprodukce
pucenim, ze kterého postupné vznika cela kolonie (Wood, 2001). Nepohlavni rozmnozovani
probihda pomoci nepohlavnich ¢astic, statoblastd. Pectinatella zac¢ina vytvaiet statoblasty
V neptiznivych podminkach, zejména pii extrémnich vykyvech teplot. Statoblasty jsou velmi
malé &erné spory 0 velikosti cca 1 mm, diskovitého tvaru, plovouci na hlading (Sinko, 2010).
Plovéni statoblasti na hladiné umoziuje chtitinova sténa, kterd je po okrajich naplnéna
vzduchem. Na povrchu plovaciho prstence vyristaji kotvicovité Utvary slouZici k pfichyceni

se napiiklad na ptaéi pefi a naslednému $iteni (Setlikova et al., 2005).

Obrazek 3: Statoblasty (foto KMVD)




Nejvyznamnégj$imi zplsoby disperze je unaseni statoblasti vodnim proudem a jejich
rozna$eni vodnimi ptaky (Massard a Geimer, 2002). K rozvoji statoblastu zacne dochazet za
ptiznivych vngjSich podminek. Statoblast se uchyti na vhodném substratu a zacne vyrlstat
zoid. Pucenim vznikaji dalsi zoidi, ktefi na mate¢ném substratu nejdiive vytvofi slizovitou
vrstvicku. Poté zacinaji produkovat gelovitou hmotu ke stfedu kolonie, aby se zvétsil jejich

zivotni prostor (Wood, 2001).

Obrazek 4: Gelovita hmota produkovana zoidy (foto KMVD)




3.2 Bakterie mechovcu a jejich antimikrobialni aktivita

Analyzou symbiotickych bakterii se zabyva fada studii, které se ovSem zaméiuji
predevsim na mechovce moiské. Nejen, Ze se studie zabyvaji druhovym zastoupenim
pfitomnych mikroorganismu, ale zaméfuji se i na testovani antimikrobidlni aktivity, jak

extraktll z motskych mechovcd, tak i pfitomnych bakterii.

3.2.1 Bakterie a antimikrobialni aktivita moi'skych mechovci

Antimikrobialni aktivita mofskych mechovci a ekologickych funkci chemickych
sloucenin, které produkuji, ziistdva do znacné miry neznama. I ptesto bylo provedeno mnoho
studii a vyzkumi, které se zabyvaji bud’ identifikaci bakteridlnich symbiontli a jejich
prospéchu pro mechovce nebo stanovenim antimikrobidlni aktivity extrakti z mechovcd.

V této praci je zminéno pouze nékolik z nich, pro uceleni ptehledu.

3.2.1.1 Symbiotické bakterie moiskych mechovct

Pukall et al. (2001) zkoumali mikrobialni diverzitu kultivovatelnych symbiotickych
bakterii u motského druhu mechovce Flustra foliacea zijiciho v Severnim mofi. Za pouziti
metody ribozomalni RNA analyza (ARDRA) a metody castecné sekvencni analyzy 16S
rDNA byl odhalen zna¢ny rozdil ve sloZeni mikrobidlni populace kultivovatelnych bakterii
Z jednotlivych kolonii mechovce odebranych ze dvou riznych mist odbérl vzorkd v Severnim
mofi. Rozdily ve slozeni mikrobialni populace byly také sledovany mezi koloniemi z jednoho
odbérového mista v riznych casovych intervalech. U vzorkd kolonii Flustra foliacea
odebranych u ostrova Helgoland byly identifikovany bakterie Schewanella frigidimarina,
Pseudoalteromonas sp a Psychrobacter sp. Identifikace kultivovatelnych symbiotickych
bakterii kolonii mechovce z druhého odbérového mista v okoli Steingrundu vedly k detekci
smésné bakteridlni populace, kterd se prevazné skladala z y- a a-proteobakterii. Jelikoz jsou
tyto bakterie nejbéznéji izolovanymi mikroorganismy z moiského prostredi, Ize vyvodit
zavér, ze mechovec Flustra foliacea piijima kolonizaci svého povrchu bakteriemi, které jsou
spole¢né s nim obyvateli motského prostiedi.

Vroce 1983 byli u moiské mechovky druhu Watersipora objeveni bakterialni
symbionti piipominajici tfidu bakterii mollicutes z kmene Firmicutes. Tyto bakterie nemayji
peptidoglykanovou bunéfnou sténu. Anderson a Haygood (2007) ve své studii pouzili

polymerazovou fetézovou reakci (PCR), sekvencovani 16S rRNA genu, specifické
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fluorescencni in situ hybridizace a fylogenetické analyzy, aby identifikovali tyto symbionty.
Bylo zjisténo, ze symbiotické bakterie izolované z mechovceu zijicich podél pobtezi Kalifornie
ve skuteCnosti nalezi do kmene Proteobakteria. Role symbiotickych proteobakterii byla
prokazana u moiského mechovce Bugula neritina, kde zastavaji chemickou obranu hostitelské
larvy. Proto bylo ptfedpokladano, ze v piipadé symbiozy s mechovcem Watersipora se tyto
bakterie také podileji na chemické obrané hostitelskych larev. Napiiklad sloucenina, ktera
byla ziskana ze symbiotickych bakterii japonského druhu Watersporia, je velmi podobna latce
ktera chrani vajicka brouki pfed mravenci.

Heindel et al. (2009) zkoumali fylogenetické vztahy bakterii a jejich antimikrobialni
vlastnosti u riznych druht mechovct. K vyzkumu bylo shroméazdéno 21 vzorkd 14 riznych
druhti mechovci z né€kolika mist v Baltském a Stfedozemnim mofti. Celkem bylo vyizolovano
340 symbiotickych bakterii, z ¢ehoz 101 vykazovalo antibiotickou aktivitu zejména proti
grampozitivnim kmentim bakterii. Za pouziti metody sekvenovani 16S rRNA bylo odhaleno,
ze izolaty z motskych mechovcti jsou gramnegativni povahy. Dale bylo zjisténo, ze ze
sttedomoiskych druhii mechovcii byly vyizoldvany a identifikovany vyluéné kmeny rodi
Sphingomonas a Alteromonas zatimco izolaty kmeny bakterii Shewanella, Marinomonas a
Vibrio byly nalezeny pouze u druhu mechovcu z Baltského moie. Bakterie jednoho kmene
vyskytujicich se u mechoveli odebranych zobou stanovist byly zéastupci kmene
Pseudoalteromonas.

U mechovcu Bugula neritina provadéli testovani bryostatinu i Lim a Haygood (2004).
Diky testovani aktivity bryostatinu izolovaného ze symbiotickych bakterii Bugula neritina a
chemické analyze extraktti piibuzného druhu Bugula simplex byla odhalena pfitomnost latek
podobnych bryostatinu. Tyto nalezy poukazuji na symbidzu y-Proteobakterie Candidatus
Endobugula sertula a mechovce Bugula simplex.

Bliz§im zkoumanim bakterie Candidatus Endobugula sertula produkujici bryostatin se
zabyval Davidson a Haygood (1999). V piedchozich studiich tito védci definovali dva rizné
chemotypy bryostatinu a sledovali jejich vyskyt u mechovce Bugula neritina zijicicho pii
pobiezi Kalifornie a jinych kolonii tohoto mechovce vyskytujicich se v Atlantickém oceanu.
Bylo zjisténo, Ze rozdily v chemické konfiguraci bryostatinu jsou dany geneticky, nikoli
vlivem vné&jsiho prostiedi. Zaroven bylo potvrzeno, ze nékteré vzorky kolonii mechovce
pobiezi Kalifornie. Tato skute¢nost naznacuje, ze mechovci jsou kosmopolitnim zivo¢ichem

roz$ifujicim se mimo jiné i diky lodni dopravé.



3.2.1.2 Antimikrobialni aktivita extrakti z motskych mechovci

Figuerola a kol. (2014) testovali éterové a butanolové extrakty ziskané ze 13 druhu
motskych mechovcl. Tyto latky byly testovany proti Sesti antarktickym kmentm bakterii a
dvou kmentim bakterii sbirkovych (Escherichia coli a Bacillus cereus). Vysledky
biologickych testli ukazuji, ze vSechny éterové extrakty vykazovaly antimikrobidlni aktivitu
proti nekterym bakteriim. Butanolovy extrakt rovnéz prokazoval inhibi¢ni aktivitu, coz
naznacuje, ze antimikrobidlni latky jsou pfevazné lipofilniho charakteru.

Druh motské mechovky Flustra foliacea vyskytujici se v Severnim moti byl zkouman
za ucelem zjisténi obsahu sekundarnich metaboliti. Pomoci chromatografie s hmotnostni
spektrometrii bylo zjiSténo 11 sloucenin, které byly déle identifikovany preparativni
vysokotlakou chromatografii. Bylo identifikovano 10 bromovanych alkaloidi a jedna
sloucenina diterpenu. Vsechny tyto slouceniny byly testovany agarovou difizni metou, zda
vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti bakteriim z moiského i suchozemského prostiedi.
Nékolik latek vykazovalo vyznamnou antimikrobidlni aktivitu vii¢i plivodnim bakteridlnim
kmenim izolovanych z motské mechovky Flustra foliacea. Proti bakterialnim kmenim
suchozemského ptivodu byla vyhodnocena pouze slaba antimikrobidlni aktivita (Peters et al.,
2003).

Antimikrobidlni aktivita byla pozorovana také u ¢tyf druhlt motskych mechovek

¥4

inkrustaci a rozdilnym mnozstvim bakterii na povrchu kolonii. Druhy Amathia wilsoni a
Orthoscuticella ventricosa mély nejvyssi antimikrobidlni aktivitu extraktil a zaroven nejnizsi
stupen zne€isténi. Oproti tomu extrakty z druhu Cellaria pilosa a Bugularia dissimilis, které
neprodukuji Zadné znamé sekundarni metabolity, mély slabé antimikrobidlni vlastnosti a

kolonie vykazovaly velké mnozstvi zanesenych organisma (Walls et al., 1993).

3.2.2 Bakterie Pectinatella magnifica

Izolace a identifikace bakterialnich kment izolovanych z Pectinatella magnifica
provadéli Vlkova a kol. (2015). Celkem bylo izolovano 135 ¢istych kment z povrchu nebo
z gelové hmoty kolonii Pectinatella magnifica, ktera byla odebrana ze ctyi zkoumanych
oblasti (rybniky Cep, Hejtman, Kancif a Veseli). Morfologie izolovanych bakterii byla
zhodnocena pomoci fazové kontrastni mikroskopie a barveni podle Grama. Celkem 44 kment

s rozdilnymi morfologickymi vlastnostmi bylo pouzito pro podrobnou identifikaci pomoci
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sekvenovani genu pro 16S rRNA a analyzy hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a
ionizaci za UCasti matrice s pruletovym analyzatorem (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry - MALDI-TOF MS). Pomoci
sekvenovani genu pro 16S rRNA se podafilo identifikovat vSechny izolované kmeny.
Identifikace bakteridlnich kmenti metodou MALDI-TOF MS byla GspéSna pouze ve 34
ptipadech (63%). Pfi srovnava vysledkid identifikaci ziskanych metodou sekvenovani a
MALDI-TOF MS bylo odhaleno 27 ptipadt, kdy se klasifikace bakteridlnich druht
shodovaly. Ctyfi bakterialni kmeny byly pii pouZiti obou metod identifikovany pouze na
rodovou urover.

Nejcastéji izolovanym bakterialnim druhem byl v koloniich Pectinatella magnifica druh
Aeromonas veronii a to celkem ve 27 ptipadech. Dal§im rozsifenéj$im druhem byla Aquitalea
magnusonii (9 kment), méné 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 kmeny byly zastoupeny druhy
Sphingomonas pituiosa, Pseudomonas moraviensis, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Chryseobacterium gambrini a Chryseobacterium culicis.

Aeromonas veronii a Aquitalea magnusonii byly jediné dva druhy, které byly
vyizolovany z povrchové vrstvy Pectinatella magnifica, jejiz vzorky byly odebrané ve tfech
riznych lokalitach (Kanclit, Hejtman, Veseli). Bakterialni slozeni u Pectinatella magnifica
odebrané z Cepu bylo rozmanité&jsi a polovina vzorkd odebranych z povrchu mechovky byla
identifikovana jako druh Lactococcus lactis ssp. lactis. Ve vsech c¢tyfech zkoumanych
lokalitach byla pozorovana vétsi bakteridlni diverzita v gelovité hmoté neZ na povrchu kolonii
bochnatky. Nejrozsitengjsim bakterialni druhem izolovanym z kolonii bochnatky u lokalit
Hejtman a Veseli byla bakterie Aquitalea magnusonii. V rybniku Kanclif byl nejpocetnéj§im
druhem Aeromonas veronii. Nejvys$si bakterialni diverzitu vykazovaly vzorky odebrané
z vnitini gelovité hmoty Pectinatella magnifica z rybniku Cep (Vlkova et al., 2015).

Dalsi izolace mikroorganisma z povrchu Pectinatella magnifica provadéli Sherwin a
kol. (2004), ktefi objevili zastupce mikrosporidii, paraziti, vyvijejicich se v epitelovych
buiikéach této sladkovodni mechovky.

Vice studii zabyvajicich se mikrobialni osidlenim sladkovodni mechovky Pectinatella
magnifica dosud nebylo provedeno.
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3.3 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky jsou latky ptisobici proti riistu a rozmnozovani mikroorganismu.
Tyto latky miizeme rozdélit do nékolika kategorii podle jejich ptivodu, mechanismu ucinku na
mikroorganismy, zpusobu aplikace a pouziti nebo také dle jejich role v potravinaiském
pramyslu ¢i hygienickém vyuziti.

V této bakalarské préci je uvedeno a blize popsdno rozdéleni latek antimikrobialniho

charakteru dle jejich ptivodu, ktery mize byt mikrobialni, zivo€isny nebo rostlinny.

3.3.1 Antimikrobialni latky mikrobidlniho ptivodu

Latky s antimikrobialnimi vlastnostmi produkované mikroorganismy mohou byt
primdrnimi 1 sekundarnimi metabolity. Metabolismus neboli latkovd pifeména probihd
v mikroorganismech, stejné jako ve vSech jinych organismech, neustale. Zajist'uje tak buitkam
dostatecné mnozstvi energie a stavebniho materidlu pro veskeré Zivotni projevy, jako je
zachovani bunécné integrity, neustdld obnova vnitrobunéénych struktur, riist a rozmnozovani
a Vv neposledni fadé také vyména latek s okolim. Metabolismus pfedstavuje organizovany
soubor biochemickych reakci, jeZz jsou na sobé funkéné zavislé. Podle druhu reakénich
procest rozliSujeme katabolismus, neboli procesy ziskavajici bunice energii rozkladem zivin a
anabolismus, ktery naopak za spotieby energie syntetizuje novou bunécnou hmotu. Latky
s antimikrobidlnimi vlastnostmi, které vznikaji katabolickymi reakcemi za anaerobnich
podminek, jsou primarnimi metabolity a mikroorganismy je produkuji stale v pribéhu celého
svého Zivotniho cyklu. Sekundarni metabolity jsou produkovany pouze urcitymi tkanémi

nebo skupinami mikroorganismi &i jen v konkrétnim obdobi vyvoje (Silhankova, 2002).

3.3.1.1 Primarni metabolity

Primarni metabolity mikroorganismu se li§i podle zptsobu rozkladu zivin a také dle
druhu bakterie. Fakultativné anaerobni a vétSina anaerobnich mikroorganismut je schopna
ziskavat energii metabolismem sacharidi. Ziskavani energie probiha preménou hexos
(Sestiuhlikatych cukril) za anaerobnich podminek na pyruvat. Pyruvat je dale metabolizovan
za anaerobnich podminek u riznych mikroorganismii odliSnym zplsobem. Naptiklad
homofermentativni mlééné bakterie, jako je rod Streptococcus a Lactococcus, preméiu;ji
pyruvat na laktat, tj. anion kyseliny mlécné. Tohoto procesu se hojné vyuziva

V potravinafstvi, kdy mlé¢né kvaSeni snizuje pH a tim prodluzuje udrznost potravin a krmiv
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pro hospodaiska zvirata (silaz, senaz). Dalsi jednoduchou organickou kyselinou vyuzivanou
podobnym zptsobem je kyselina propionova, produkovana rodem Propionibacterium. Ta se
vyuziva pii vyrob¢ syrii a jeji vapenata sul je vyznamna jako protiplisnové ¢inidlo pfidavané
do papiri a jinych obalovych materiali. Zvlastni typ metabolismu pyruvatu probiha u
rozsahlého anaerobniho druhu Clostridium. Pyruvat je zde fadou oxida¢nich dekarboxylaci,
redukci a dalSich reakci pfeménén na fadu produkti: butyrat, tj. anion kyseliny méaselné,
butanol, aceton a malé mnozstvi kyseliny octové. Kyselina octova je ve veétSim mnozstvi
produkovana aerobnimi bakteriemi rodu Acetobacter, ¢ehoz se vyuziva pii vyrobé octa. Ocet
je bézné pouzivany ke konzervaci potravin snizenim pH. Primarnim metabolitem
s antimikrobidlnimi vlastnostmi je také etanol. Ten je produkovan kvasinkami. Z pyruvatu
dekarboxylaci vznikd acetaldehyd a ten je dale redukovan za pfitomnosti specifickych
kofaktorti a enzymil na etanol (Silhankova, 2002).

Nékteré bakterie vyuzivaji jako zdroj energie bilkoviny a jejich St€pné produkty, coz
jsou aminokyseliny. Do této mensinové skupiny patii rody Peptostreptococcus, Peptococcus a
z rodu Clostridium ptedevsim Clostridium histolyticum. Tyto druhy bakterii ziskavaji energii
rozkladem aminokyselin na amoniak, oxid uhli¢ity a niz§i mastné kyseliny. Ze sirnych
aminokyselin produkuji sirovodik. Pfislusné bakterie roku Peptococcus dokazi metabolizovat
puriny a pyrimidiny, jsou-li ptitomny jako jediny zdroj energie (Silhankova, 2002).

Primarni metabolity mohou byt indikatorem piitomnosti daného mikroorganismu, jsou
produkovany vzdy a neustale v celém Zzivotnim cyklu a jejich antimikrobialni aktivita je

nespecificka.

3.3.1.2 Sekundarni metabolity

Mezi sekundéarni metabolity mikroorganismu patii barviva, toxiny, antibiotika a latky
specifické pro bakterie nazyvané bakteriociny. Tyto latky vznikaji anabolickymi procesy, coz

jsou procesy syntetické vyzadujici dodani energie.

Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které inhibuji rist a mnoZeni mikroorganismu. Jedna se o latky
ruzné chemické povahy. Vyznamnou skupinou antibiotik jsou B-laktamova antibiotika, kam
fadime peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy a karbapenemy. Tento typ antibiotik G¢inkuje
na bunécnou sténu pouze ve stadiu ristu bakterii. Proto je vhodné 1é€bu t€émito antibiotiky
zah4jit co nejrychleji po nastupu klinickych ptiznakl. DalSi skupinou antibiotik jsou

amfenikoly, kam fadime chloramfenikol a thiamfenikol. Jedna se o Sirokospektra antibiotika
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s bakteriostatickymi u¢inky. Mezi Sirokospektralni antibiotika fadime také tetracykliny. Dalsi
rozsédhlou skupinou antibiotik jsou aminoglykosidy, kam fadime streptomycin, kanamycin,
neomycin, tobramycin, amikacin a fadu dalSich. Streptomycin je vyznamné
antituberkulotikum, neomycin a kanamycin jsou baktericidni a Gc¢inkuji na gram-negativni
ty¢inky. Dal$imi rozsahlymi skupinami antibiotik jsou antibiotika peptidova, kam spada
naptiklad polymyxin, colistin a bacitracin; glykopeptidova antibiotika, napfiklad vankomycin
a teikoplanin; ansamyciny, kam patii rifampicin a rifabutin.

Antibiotika vyrobena pouze chemickymi syntézami se nazyvaji chemoterapeutika.
Rozdil mezi antibiotiky a chemoterapeutiky stiraji tzv. polosyntetickd antibiotika. Zaklad
jejich molekuly je vytvoten fermentaci vhodného substratu mikroorganismem a ziskana latka
je po izolaci a vy¢isténi dale pfeméiovana chemickymi procesy (Lefnerova, Simtinek, 2016).

Antibiotika lze také rozdélit dle jejich uéinku. Nékteré typy antibiotik, jako naptiklad
penicilin a aminoglykosidy mohou byt schopna usmrtit citlivé mikroorganismy bez zdsahu do
humoralni nebo imunitni obrany buniky. Tato schopnost se oznacuje jako baktericidni. Jiné
latky, jako naptiklad sulfonamidy a tetracykliny, reversibilné inhibuji zédkladni metabolické
procesy postizenych mikroorganismi. Po poklesu jejich koncentrace v okoli, se zivotni
projevy zasazenych mikroorganismt vraceji k normalu. Tato aktivita je oznaCovana jako
bakteriostaticka (Scherris, 1990). Toto zékladni rozdé€leni Gcinku antibiotik v praxi ne vzdy
plati. Né&ktera bakteriostatickd antibiotika v urcitych koncentracich mohou pusobit letalné pro
jiné mikroorganismy, ale zaroven lze nalézt druhy mikroorganismii, na které nepilisobi
vlastnosti bakteriocidnich antibiotik ani ve vysSich koncentracich a maji na né pouze slaby
inhibi¢ni ucinek.

Hlavnimi producenty antibiotik jsou aktinomycety, konkrétné rod Streptomyces. Tato
skupina bakterii produkuje antibiotika po chemické strance velmi rozmanita. NejcastéjSimi
typy jsou antibiotika oligosacharidovd, polyenova a tetracyklinovd. DalSimi producenty
antibiotik jsou mikromycety. Mimofadny vyznam maji peniciliny produkované rodem
Penicillium. Mensi vyznam maji cephalosporiny, strukturou jsou podobné peniciliniim a jsou
produkovany rodem Cephalosporium. VétSina  ostatnich  plistovych antibiotik,
produkovanych naptiklad rody Aspergillus, Penicillium a Verticillium, jsou siln¢ toxicka pro
¢loveéka 1 zvifata. Antibiotika ve velmi malé mife produkuji 1 bakterie. Naptiklad bakterie
rodu Bacillus produkuji antibiotika polypeptidové povahy. Tato antibiotika nemaji takovy

vyznam, jako antibiotika produkovana streptomycetami (Silhankova, 2002).
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Bakteriociny

Jako bakteriociny oznacujeme laky polypeptidového charakteru vznikajici syntézou na
ribozomech bakterii. Jsou vysoce specializované povahy a velmi ¢asto ptisobi inhibi¢né pouze
na blizce piibuzné rody bakterii produkéniho kmenu. Bakteriociny produkuji bakterie
grammpozitivni i grammnegativni. Rozdélit je mizeme podle délky fetézce aminokyselin,
které tvoti tento polypeptid.

Nejznaméjsi a dnes nejvice studovanou skupinou bakteriocini jsou koliciny. Tyto
exoproteiny jsou cytotoxické povahy a jsou produkovany béhem ristu bakterii. Typickym
zastupcem tvorici koliciny, je bakterie kmene Escherichia coli a nékteré druhy celedi

Enterobacteriaceae (Scherris, 1990).

3.3.2 Antimikrobialni latky Zivo¢isSného piivodu

I zivocichové jsou schopni produkovat antimikrobidlné puasobici latky, které jsou u
vyssich zivocichl vytvarené sliznicemi a zldzami. Jsou rizného charakteru a vlastnosti, 1ii se
chemickym sloZenim i zptisobem Uc¢inku. Ale vSechny maji za ukol chranit Zivocichy pted
onemocnénim zplusobenym bakteriemi ¢i viry. Tyto antimikrobidlni latky jsou bilkovinami
enzymové ¢i neenzymové povahy. Enzymové povahy jsou latky pisobici bakteriolyticky.
Lyza je obecné proces destrukce a rozkladu, ktery v tomto piipadé zpusobuje smrt bunky,
nejcastéji v disledku rozpadu jejich vnéj§i membrany. Mezi bakteriolytické enzymy patfi
napiiklad laktoperoxidasa a lysozym. Lysozym je antimikrobialni enzym, ktery byl nalezeny
Vv slzach, slinadch, matefském mléku, neutrofilnich granulich a vajecném bilku (Field, 2005).
Bakterie destruuje svou schopnosti hydrolyzovat peptidoglykay v bunééné sténé
grampozitivnich bakterii a ve vngj$i membrané gramnegativnich bakterii (RySanek, 2007).
Pro své antibakterialni u¢inky se mize ptfidavat napiiklad do masa a mléénych vyrobkd, jako
ochranny prostfedek (Cardarelli et al., 2007). Laktoperoxidasa je enzym vyskytujici se ve
slindch, slzach. Chrani tak dutinu Gstni a oc¢ni sliznice ptfed vstupem patogennich
mikroorganismii do téla. Laktoperoxidasa je vSak mnohem vyznamnéj$im cinitelem
Vv laktoperoxidasovém systému, ktery je dilezitym obrannym mechanismem zvlasté v laktaci
skotu. Inhibuje rust stafylokoku, streptokokl i koliformnich bakterii. Mechanismus ucinku
spociva vtom, ze laktoperoxidasa, produkovana epitelidrnimi bunkami mlécné Zzlazy,
Vv ptitomnosti peroxidu vodiku (ktery je metabolitem bakterii) oxiduje thiokyanat (pochazejici
ze zeleného krmeni, zejména z lusténin) na hypotiokyanat, ktery destruuje vnitini bakterialni

membranu bakterii (RySanek, 2007).
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Dalsi skupinou latek s antibakteridlnimi vlastnostmi jsou neenzymové bilkoviny
hromadné oznaCované jako transferriny. Do této skupiny latek patii naptiklad laktoferrin,
laktoferricin, ovotransferin a avidin. Laktoferrin je glykoprotein aktivné vazici ionty Zeleza,
které jsou nezbytné pro metabolismus nékterych bakteridlnich patogenti (RySanek, 2007).
Vyskytuje se v mléce, slinach, slzach a v nejvyssi koncentraci v kravském kolostru. Jeho
hlavni funkei je adsorpce Zelezitych iontl ve stievnim traktu, asistence pfi traveni a vyuzivani
mikroprvklli a makroprvki z mléka, ochrana stfevni mikroflory mladych zvirat, ale také
ochrana proti mastitidé. Laktoferrin ma Sirokospektralni u¢inky. Pusobi antibakterialné,
antivirové, antimykoticky, antikarcinogenné a imunostimula¢né (Dolan et al., 2010).

U vyssich zivocichi se vyvinul velmi komplikovany a dosud ne plné probadany
obranny systém, ktery je nazyvan souhrnnym nazvem imunita. Zakladnim principem
imunitniho systému je schopnost rozlisit latky télu vlastni od cizorodych. K latkam, které
pomahaji tvofit imunitni systém, patii zejména imunoglobuliny. To jsou latky, které
zprostifedkovavaji imunitni reakci. Na zakladé této reakce probéhne zneskodnéni cizorodych
bakteriolytickych enzymu, ale vysledek je stejny. Zajisti usmrceni patogennich
mikroorganismu. Proto i imunoglobuliny mohou byt zafazeny mezi latky S antimikrobialni

aktivitou (Ferencik et al., 2004)

3.3.3 Antimikrobialni liatky rostlinného pivodu

Rostliny produkuji Sirokou Skalu sekundarnich metaboliti. Prozkoumana je zatim jen
velmi maléd cCast, ale autofi studii se shoduji vtom, Ze tyto sekundarni metabolity chrani
rostliny nejen ptfed byloZravci ale i pfed napadenim bakteriemi a viry. Z chemického hlediska
se jedna o taniny, terpenoidy, saponiny, alkaloidy nebo flavoniody a dalsi, u kterych byla v in
vitro testovani potvrzena antimikrobialni aktivita (Cowan, 1999).

Velmi rozséhlou skupinou latek jsou koncentrované ptirodni rostlinné produkty
nazyvané éterické nebo esencialni oleje, které jsou tvofeny tékavymi aromatickymi
slouc¢eninami. Esencialni oleje jsou pouzivany v lidovém IécCitelstvi jiz cela staleti. Mezi jejich
cetné vlastnosti patii napiiklad antivirové a antioxidacni ucinky, schopnost odpuzovat hmyz,
olejii zvysit prostupnost jinych 1€k a zabyvaji se napiiklad i1 protirakovinnym ptisobenim.
Mechanismus ucinku téchto latek jesté neni pln€ objasnény, ale jejich pouziti pti 1écbé bolesti,
zanétech, virovych onemocnénich je dnes velmi rozsifené. Esencialni oleje se z rostlin

16



ziskavaji destilaci a jsou hojné vyuzivany i jako slozky parféml a kosmetiky, nebo také
ochucovadla potravin a napoji (Adorjan, Buchbauer, 2010). Mezi nejznaméjsi esencialni
oleje patii naptiklad eugenol, latka obsazena ve skofici, hiebicku a muskatovém ofisku, nebo
také mentol, silice maty peprné s chladivymi Uc¢inky. Kamfor, znaméjsi spiSe jako kafr,
ziskavany z kafrovniku, ale je obsazen také v silici bazalky, Salvéje nebo rozmarynu. Podobné
jako mentol ma vyuziti v 1ékafstvi, pro své mirn¢ anestetické ucinky se ptidava do masti
(Nedorostova et al, 2009).

Dalsi rozsahlou a ne prili§ prozkoumanou skupinou latek s antimikrobidlnimi ucinky
jsou fytoalexint a fytoanticipiny. Chemicky jsou si tyto latky velmi podobné, oboji jsou
nizkomolekularni sekundarni metabolity, rozdil je v tom, jak a kdy je zacne rostlina tvorit
(VanEtten, 1994). Fytoanticipiny jsou antimikrobialni latky, které rostlina syntetizuje v
pribéhu normdlniho vyvoje, a jsou soucésti konstitutivniho mechanismu obrany rostlin.
V rostliné jsou tyto latky pifitomny i pfed infekci mikroorganismy. Fytoalexiny jsou
heterogenni skupina sloucenin, ktera se fadi dle chemické struktury mezi fenylpropanoidy,
terpenoidy, acetyleny a jiné (Ebel, 1986). Maji antibiotické a antimykotické vlastnosti a jsou
syntetizovany a akumulovany V rostliné v reakci na utok patogent (Mert-Tirk, 2002).
Molekuly fytoalexinl narusuji metabolismus nebo buné¢nou strukturu patogenii. Jsou vysoce
specifické a plsobi jen proti ur€itym druhtim patogend (Freeman, Beattie, 2008). Vétsinou
jsou také charakteristické pro ur¢itou rostlinnou ¢eled’, nékdy i druh. Méné specifickymi
fytoalexiny jsou stilbeny, které se vyskytuji v pomérné Sirokém spektru U neptibuznych
rostlin, naptiklad u ¢eledi révovité, bobovité, borovcovité a lipnicovité (Vitaceae, Pinaceae,

Fabaceae a Poaceae; Ebel, 1986).

3.4 Testovani mikrobialni aktivity

Antimikrobialni G¢inek muze byt vyjadren kvalitativné nebo kvantitativné. Kvalitativni
antimikrobidlni G¢inek je vysledkem testovani antimikrobidlné plsobicich latek, na které
mohou byt mikroorganismy citlivé ¢i rezistentni. V nékterych pripadech se vyjadiuje i mirna
citlivost. Kvantitativné jsou vyjadfovany koncentraci latky, ktera bud’ inhibuje rast bakterii,
nebo je hubi. Podle toho rozliSujeme testovani nejnizsi inhibi¢ni koncentrace a testovani
minimalni baktericidni koncentrace (Phillips et al., 1991).

Tyto testy se déli podle metody stanoveni na metody difuzni a metody dilu¢ni. Diftzni

metodou je mozné kvantitativné méfit citlivost mikroorganismia k antimikrobialnim latkam o
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urcité koncentraci, nebo stanovit neznamou koncentraci ur¢ité antimikrobialni latky. Bakterie
jsou kurcité antimikrobialni latce bud’ citlivé, pfechodné (malo citlivé/rezistentni), nebo
rezistentni. Citlivost nebo rezistence se urCuje podle toho, zda se vytvoii kolem jamky nebo
papirového disku s pfislusnou antimikrobidlni latkou inhibi¢ni zony nebo nikoliv.
Prostfednictvim dilu¢nich metod muze byt citlivost mikroorganismii k antimikrobidlnim
latkam kvantifikovdna. Stanovena je bud’ minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je
nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera viditelné inhibuje rist mikroorganismii, nebo
ktera bakterie usmrti (99,9%). MBC je urcéena subkultivaci ze zkumavek nevykazujicich
zadné znamky zakaleni na médium bez antimikrobidlni latky, a pozorovanim ristu po
nasledné inkubaci. Pfi téchto metodach je citlivost mikroorganismi urcovana sériovym
dvojkovym fedénim testované latky v agaru nebo v bujonu. Mezi dilu¢ni 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
diftznich testt (Collins et al., 1995).

Citlivost testti ovliviiuje fada faktord. Kultivaéni médium pouzité pro testovani by mélo
podporovat pfirozeny rust mikroorganismli a nemélo by obsahovat latky antagonisticky
pusobici proti testovanym antimikrobialnim latkdm. Pro testovani jsou vytvofena specidlni
média, kterd tyto podminky splituji. Médium by na Petriho misce mélo tvofit souvislou vrstvu
o tloust’ce 3 — 4 mm. DalSim faktorem ovliviiujicim testovani je mnoZzstvi suspenze bunék
bakterii, které¢ aplikujeme na médium. U difuznich testd je dileZité provést preinkubaci a
predifiizi, kterd imérné snizuje nebo zvysuje velikost antimikrobidlni zony. Inkubace by méla
probihat za ptfesné definovanych podminek. S pfistupem nebo bez ptistupu kysliku, v urcité
teploté ptirozené pro rist danych mikroorganismi a pfesné stanovenou dobu (Collins and
Lyne, 1995).

3.4.1 Difuzni metoda

Diftizni metody testil slouZi ke stanoveni koncentrace urcité antimikrobialni latky nebo
k méteni citlivosti mikroorganismii na danou antimikrobidlni latku. Podstata téchto testl se
nezménila jiz 40 let. Pro testovani je vhodné pouZzit médium piimo navrZzené pro testy
citlivosti. Sterilni médium se ve vodni lazni vytemperuje na 50 °C a nalije se do Petriho misek
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do vysky 3 — 4 mm. Pokud nejsou piipravené misky s médiem pouzity, lze je skladovat 1
tyden pfi teploté¢ 4 °C. Inokuldt mtze byt pfipraven z plné narostlych kultur na zivné ptdé
nebo ze suspenze kolonii emulgovanych v bujonu tak, aby hustota odpovidala koloniim ze
zivné pudy. Bakteridlni kulturu je mozné zaocCkovat pifimo do Petritho misky, zalit
vytemperovanym agarem a ndsledné promichat, nebo aplikovat inokolum na suchy a tuhy
povrch agaru. Suchym a sterilnim tamponem se docili rovnomérného rozetieni inokulatu.
Poté se na povrch média aplikuji disky napusténé testovacimi antimikrobialnimi latkami. Na
Petriho misku o priiméru 9 cm se muze aplikovat 4 az 6 diskli pomoci sterilni pinzety, ostré
jehly nebo dispensoru. Je také mozné vytvorit v zatuhlém agaru pomoci korkovace jamky a
do nich napipetovat roztok antimikrobialni latky o dané koncentraci. Latky, které jsou
napusténé v discich nebo napipetované v jamkach, difunduji do agaru. Kultivace misek
probiha pii 35 — 37 °C 24 nebo 48 hodin podle testovaného bakteridlniho kmenu. Méfeni
inhibi¢nich z6n probiha od konce disku k okraji zony. Kmeny rezistentni vytvaieji inhibic¢ni
zOonu mensi nez 2 mm nebo ji nevytvareji vitbec. 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 et al., 1995).

3.4.2 Dilu¢ni metoda (stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace)

Diluéni metody testovani citlivosti mikroorganismi na antimikrobidlni latky slouzi
K ur¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Média pouzita k testovani citlivosti by méla
byt specidlné k tomuto ucelu uzpisobena. K testovani se pouzivaji agarova média a bujonova
zivna média. Tuhd agarovd média maji tu vyhodu, Ze je na nich dobfe rozpoznatelna
kontaminace a snadné&ji se izoluje od testovaného kmene, oproti tekutym zivnym médiim.
Rozsah minimdlni inhibi¢ni koncentrace zavisi na testovaném kmeni a druhu antimikrobidlni
latky. V rozsahu MIC jsou zahrnuty tzv. ,,breakpoint hodnoty koncentraci, které definuji
testovany bakterialni kmen jako citlivy, malo citlivy nebo rezistentni.

Agar zvoleny k testovani se pfipravi a vytemperuje na 50 °C ve vodni lazni. Testovana
antimikrobidlni latka se roziedi geometrickou fadou. Na Petriho misku o priméru 9 cm se
nadavkuje 20 ml roztaveného agaru (19 ml agaru + 1 ml testované antimikrobidlni latky o
znamé koncentraci) a pii laboratorni teploté¢ se necha zatuhnout. Po zatuhnuti a vysuSeni
povrchu se do agaru vytvofi jamky, do kterych se davkuji inokuléaty rtiznych kmeni bakterii.

Kultivace probiha pfi optimalni ristové teploté pro testované bakteridlni kmeny. Vysledkem
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testovani je nejniz§i koncentrace antimikrobidlni latky, kterd kompletn¢ inhibuje rist
bakteridlniho kmene.

Dal$i moznou variantou zjistovani MIC je za pouziti bujonového dilu¢niho testu.
Antimikrobidlni latky jsou fedéné stejnym zptisobem jako u agarovych diluc¢nich testl a jsou
pfimichany do tekutého bujonu. Inokulat, davkovany do bujonu, by mél optimalné obsahovat
5x10° bungk. Kultivace lahvi¢ek s bujonem probiha za teploty optimélni pro riist daného
bakterialniho kmene. Vyslednd MIC je vyhodnocena objektivné, a je ji koncentrace
antimikrobialni latky v lahvicce, ktera nema ani mirny zakal a je naprosto ¢ira (Collins et al.,
1995).

Mezi dilu¢ni metody jsou fazeny také zptisoby 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 zpiisob testovani je diky malému
pouzitému objemu vhodny pro testovani velkého mnozstvi vzorkil, coz se vyuziva zejména
Vv klinickych laboratotfich. Vyhodnoceni MIC je obdobné vyhodnoceni MIC u bujonového
diluéniho testu. MIC je koncentrace antimikrobialni latky, pfi které nejsou mikroorganismy

schopné ristu a zkumavka je Cird (Hecht et al., 1999).
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4 Metody a materialy

Nasledujici kapitola popisuje praktickou Cast této bakalarské prace, kterda se vénuje
testovani antimikrobialni aktivity symbiotickych bakterii izolovanych z kolonii bochnatky

Pectinatella magnifica vyskytujici se na tizemi Jiznich Cech.

4.1 Odbér vzorku a izolace bakterii

Sladkovodni mechovka Pectinatella magnifica je v Ceské republice rozsifena zejména
v Jiznich Cechach. Odbéry vzorkd kolonii probihaly ve &tyfech lokalitach, a to na rybnicich
Cep, Hejtman, Kanclif a Veseli v letnich mésicich od roku 2012 do roku 2015. Prvni odbéry
probihaly zac¢atkem Cervence, druhd etapa odbérii na konci srpna. Ze vzorkti bochnatek byly
kultivaci ziskany kolonie bakterii, které byly pod mikroskopem zkoumany a kmeny
morfologicky odlisné byly nésledné identifikovany pomoci izolace DNA a metodou MALDI-
TOF.

4.2 Testované kmeny

Byla testovana antimikrobialni aktivita bakterii izolovanych z Pectinatella magnifica
(celkem 47 izolath; 15 z roku 2013 a 32 z roku 2014) proti bakteriim uvedenym v tabulce 1 a
dale byly testovany izolaty z bochnatky vzajemné mezi sebou. VéEtsina kmena izolovanych z

Pectinatella magnifica nebyla dosud identifikovana.
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Tabulka 1.: Seznam testovanych bakterii

Taxonomické zarazeni

Puvod

Acinetobacter parvus CCM 7030

sbirkovy kmen

Bacillus cereus CCM 2010

sbirkovy kmen

Bifidobacterium bifidum ATCC 29521

sbirkovy kmen

Bifidobacterium thermophilum DSMZ 20210

sbirkovy kmen

Clostridium acetobutylicum DSMZ 792

sbirkovy kmen

Clostridium clostridioforme DSMZ 933

sbirkovy kmen

Clostridium paraputrificum 2630

sbirkovy kmen

Clostridium perfringens CCM 4435

sbirkovy kmen

Clostridium perfringens DSMZ 11778

sbirkovy kmen

Clostridium ramosum DSMZ 1402

sbirkovy kmen

Clostridium tertium DSMZ 2485

sbirkovy kmen

Enterobacter aerogenes CCM 7797

sbirkovy kmen

Enterococcus faecalis

travici trakt dosp€lého Cloveka

Escherichia coli ATCC 25922

sbirkovy kmen

Escherichia coli D

travici trakt dospélého ¢loveka

Escherichia coli O55

sbirka mikroorganismi Mikrobiologického

tistavu AV CR
Escherichia coli 045 sbirka mikroorganismﬁ Mivkrobiologického
ustavu AV CR
Escherichia coli NISSLE probioticky preparat
Lactobacillus crispatus CCM 7777 sbirkovy kmen
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus jogurt

Lactobacillus reuteri DSMZ 20016

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

Pseudomonas moraviensis CCM 7280

sbirkovy kmen

Pseudomonas fluorescens CCM 2115

sbirkovy kmen

Salmonella enterica sérovar Enteritidis ATCC
13076

sbirkovy kmen

Salmonella enterica sérovar Typhimurium STM

sbirka mikroorganismt Mikrobiologického
tstavu AV CR

Salmonella sp. M

mleté maso

Serratia marcescens DSMZ 30121

sbirkovy kmen

Streptococcus thermophilus

jogurt
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4.3 Priprava médii

Bakterie izolované z Pectinatella magnifica byly kultivovany v bujonovém Zzivném
médiu, které bylo pouzito ve dvou variantach. Médium se skladalo ze stejnych komponenti
(viz tabulka 2 ,Yeast extrakt-trypton-glukosa bujon®), avSak v prvnim pfipadé byly
komponenty média rozpustény ve vod¢ a v ptipadé¢ druhém ve vyvaru z bochnatky. Vyvar
z bochnatky byl pfipraven rozvaifenim 0,5 kolonie v 0,5 | vody a nasledné prefiltrovan. Tyto
tekuté zivné pidy byly naddvkovany do vialek po 9 ml, uzavieny a vysterilovany. Pro
kultivaci anaerobnich bakterii byl bujon pied uzavienim ve vialce probublan CO,, aby se
docililo anaerobniho prostiedi, a sterilovan. Pti kultivaci nékterych bakteridlnich izolatt
z bochnatky byl do Yeast extrakt-trypton-glukosa bujonu pouzit piidavek konské krve
v mnozstvi 5 %. Bylo posuzovano, zda bakterie kultivované v zivném prostiedi S pfidavkem
konské krve maji hemolytické vlastnosti a jestli jsou schopné v souvislosti s hemolytickou
aktivitou vytvaret antimikrobidlni latky. Krev byla pfidavana sterilni jehlou ze zasobni lahve
do vialek tésn¢ pred naockovanim izolatu.

Vlastni testovani antimikrobidlni aktivity metaboliti produkovanych symbiotickymi
bakteriemi bochnatky probihalo agarovou difuzni metodou. SloZeni agaru pouzitého pfi
testovani antimikrobidlni aktivity se liSilo dle narokli testovanych kmenti. Agary pouzité pfi
testovani a jejich sloZeni je uvedeno v nasledujici tabulce 2. Ve vétSin€ ptipadl byly testované
bakterie uvedené v seznamu tabulky 1 kultivovany na Wilkins-Chalgren agaru za podminek
uvedenych v tabulce 2. Bakterie, jejichz kultivace vyzadovala specifické podminky a
odchylky, jsou uvedené v tabulce 3. Citlivost bakterii izolovanych z kolonii Pectinatella
magnifica byla testovana na obohaceném Trypton soja agaru za podminek uvedenych

v tabulce 2.
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Tabulka 2.: Seznam pouzitych médii, standardni doby, teploty a zpiisobu kultivace

Doba | Teplota | Zpisob
Nazev média SloZeni/obohaceni . ) ]
kultivace | kultivace | kultivace
Yeast extrakt- |23 g Yeast extract bujon, 2 g tryptonu, 1
trypton- g glukosy, 1 1 vyluhu z bochnatky nebo | 3 -5 dni | 24°C anaerobné
glukosa bujon |voda
Wilkins- Oboh 0.5 /)
ohaceny o cystein (0, , SOJOVY
Chalgren agar Yo s 1oV 48 hod | 37°C anaerobné
] pepton (5 g/l) a tween 80 (1 ml/l)
(Oxoid)
Trypton soja | Obohaceny o kvasni¢ny extrakt (3 g/l) a
P . Y Y G 48 hod | 30-37°C | aerobné
agar glukézu (1 g/l)
Brain-heart Bez obohaceni, pfiprava dle navodu
o 24 hod | 37°C aerobné
infusion agar |vyrobce
Tabulka 3.: Seznam bakterii s konkrétnimi odli§nymi podminkami kultivace
Teplota Zpisob
Taxonomické zarazeni Pouzity agar . ]
kultivace| kultivace
Moraxella CCM 4590 Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 30°C aerobné
Acinetobacter parvus CCM o _
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 30°C aerobné
7030
Lactobacillus sp. Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 37°C mikroaerofilné
Micrococcus luteus ATCC o _
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 37°C aerobné
10240
Bacillus cereus CCM2010 | Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 30°C anaerobné
Pseudomonas fluerescens o _
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid) 30°C aerobn¢
CCM 2115
Pseudomonas moraviensis
Obohaceny trypton soja agar 37°C aerobn¢
CCM 7280
Listeria monocytogenes ) ] ]
Brain-heart infusion agar 37°C anaerobn¢
ATCC 7644
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4.4 Testovani antimikrobialni aktivity symbiotickych bakterii

Vyizolované a identifikované symbiotické bakteridlni kmeny jsou uchovavany v mrazaku
pfi -80 °C. Pted testovanim jejich antimikrobidlni aktivity se vybrané izolaty rozmrazily a 0,3
ml suspenze bylo sterilné pfeockovano do vialky se sterilnim bujonem. Byla pouzita kultivace
v Yeast extrakt-trypton-glukosa bojonu rozpusténém ve vodé€, bochnatkovém vyluhu nebo
s ptidavkem krve. Tyto Cerstvé naockované kultury se kultivovaly pti 24 °C nebo 36 °C 1 — 2
dny podle kmenu bakterii, tak aby bylo dosazeno potiebné hustoty bakterialnich bunék
v roztoku. Z pln¢ vzrostlych bakterialnich izolatd bylo odebrané mnozstvi 1 ml odstiedéno
v mikrozkumavkach pii maximalni rychlosti odstfedivky 12 000 ot/min po dobu 5 minut.
Supernatant byl ihned po odstiedéni prelit do cisté mikrozkumavky, aby nedoslo
K rozpousténi pelety bunék.

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity bakterii izolovanych z Pectinatella magnifica byla
pouzita metoda difuzniho testu. Nejprve byl uvafen a vysterilovan pfisluSny agar a poté
vytemperovan na 45 °C ve vodni ldzni. Testované kmeny bakterii byly naockovany
v mnozstvi 1 ml na Petriho misku a nasledné zality 20 ml agaru. Misky s agarem a
zaoCkovanou kulturou byly krouzivymi pohyby promichany tak, aby doslo k rovnomérnému
promiseni a tim i k pozd&j$imu rovnomérnému nartstu. Poté co agar na misce zatuhnul, byly
sterilnim korkovacem vytvofeny okraje Sesti jamek a sterilni jehlou byl odstranén vytiznuty
agar, aby vznikl dalek. Do téchto jamek bylo automatickou pipetou nadavkovano 60 ul
supernatantu. Testovani antimikrobialni aktivity metaboliti bakteridlnich kmend uvolnénych
do supernatatntu probihalo ve dvou opakovanich. Na kazdé Petriho misce byla stanovena
antimikrobidlni aktivita tfech bakteridlnich izolatd. Petrtho misky s nadavkovanym
supernatantem byly ulozeny do ledni¢ky alespon na dvé hodiny, aby doslo k difuzi
supernatatntu do média a poté byly misky pfendany do termostatu o teploté idealni pro
testované kmeny patogennich bakterii. Kultivace anaerobnich kmenti bakterii probihala
Vv anaerostatu naplnéném plny CO; a H, v poméru 1:9. Vysledky testi byly odecitany po 48

hodinach zméfenim priméru inhibiéni zény v mm.
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S5 Vysledky

Celkem bylo testovano 170 supernatantii proti 80 bakteriim. Antimikrobidlni aktivita byla
prokazana pouze u tiech izolatd. Jednalo se o kmen Pseudomonas moraviensis a dva kmeny
Aeromonas veronii, které vykazovaly antimikrobialni aktivitu proti kmentm klostridii
izolovanych z traviciho traktu ¢lovéka a ptezvykavcl. Primér inhibi¢nich zon byl 8 — 16 mm.
Dale byla prokdzdna antimikrobidlni aktivita pfi testovani kment bakterii izolovanych z
bochnatky mezi sebou navzajem. Supernatant z Aeromonas veronii potlacoval rist kment
Pseudomonas moraviensis. V tomto piipadé byla naméfena inhibi¢ni zéna o pramérné
velikosti ze dvou opakovani 11,50 £ 2,12 mm. U ostatnich izolath antimikrobidlni aktivita
prokézana nebyla.

Slozeni kultivaéniho média, ze kterého byl vytvofen supernatant, neovlivnilo

antimikrobidlni aktivitu testovanych kmenii.
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6 Diskuze

Pectinatella magnifica je jednim zmnoha druhti sladkovodnich mechovci. Jejim
ptivodnim biotopem je Severni Amerika a do Evropy byla pravdépodobné zavlecena lodni
dopravou. Bochnatka americka byla poprvé zpozorovana v roce 1883 v Labi v pfistavnim
mésté Hamburk a odtud se rozsifila dale do Cech. Zdznamy o prvnim vyskytu bochnatky
americké na naSem tizemi pochazeji z roku 1922 a o 30 let pozdéji bylo zmapovano celkem
12 lokalit, kde byly zpozorovany kolonie bochnatky (Sinko, 2010). Masivngjsi rozvoj tohoto
invazivniho vodniho zivoc€icha souvisi pravdépodobné se vzristanim pramérné rocni teploty
v Cechach, a proto silné zaujala hydrobiology a védce aZ v roce 2003. V tom to roce zapocaly
hlubsi studie a vyzkumy, které objasnuji zivotni naroky, zpiisoby rozmnozovani, ptezimovani
larev a statoblastl, vliv bochnatky na ptivodni osidleni naSich vod a kiehkou rovnovahu
vodniho ekosystému. Je zndmo, Ze bochnatka neni pfili§ narocnd na mnoZstvi Zivin
nachazejicich se ve vodé (Drbal et al., 1990), vyzaduje vSak stojaté a klidné vody, protoze je
citlivd na usazovani detritu, ktery zabranuje ptistupu kysliku. Kolonie bochnatky se vytvaii a
rostou postupné na substratech ponofenych ve vodé, jako jsou napfiiklad stonky ¢i koteny
vodnich rostlin, ponofené vétve nebo kameny. Na povrchu maji Zlutohnédou barvu tvofenou
jednotlivymi zivoCichy, tzv. zoidy a uvnitf strukturu pevného prisvitného gelu. Gel je
produkovan samotnymi zivoCichy a zvétSuje tak zivotni prostor, na kterém se mohou
vyskytovat. Gelova hmota se sklada z 99 % z vody, dale byla dokazana piitomnost chitinu,
vapniku, chloridu sodného a proteini (Morse, 1930) Pravdépodobné nejvyznamnéj$im
faktorem, ktery ovlivituje rast kolonii bochnatky americké, je teplota. Autofi nékolika studii
se shoduji, ze bochnatka je termofilniho charakteru a kolonie zacinaji vyrustat, kdyz teplota
vody dosahne minimalné 20°C (Brown 1933; Wood 1989; Rodriguez a Venton, 2002;
Opravilova 2006; Balounova et al. 2007b; Balounova et al. 2011). V 1été roku 2015, kdy
dosahovaly primémé denni teploty pfes 30°C né€kolik po sobé jdoucich dnu v kuse
opakovan¢ V prabéhu celého 1éta bylo vypozorovano, ze kolonie bochnatek, které se normalné
nachazeji ve vodach az do zafi, byly jiz v srpnu téméf vSechny rozpadlé a uvolnovaly
statoblasty. Nicméné i presto byl v zafi, po opadnuti vysokych dennich teplot, pozorovan
opétovny nartist novych kolonii bochnatek (Vlkova, 2015). Tvorba statoblastli tedy neni
obdobi s vys§imi teplotami, nez je pro rust kolonii bochnatek idealni. V roce 2015 taktéz

probihalo nezavislé pozorovani kolonii bochnatek a pravidelné méfeni teploty vody. Bylo
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zjisténo, ze kolonie bochnatek se vyskytovaly ve vodé, kterd mé teplotu pouze 7,6 °C.
Nejvyssi teplota zaznamenana pii vyskytu bochnatek byla 27,6 °C; primérna teplota vody
v obdobi, po kterém byly kolonie bochnatek sledovany dosahovala hodnoty 16 °C
(Balounova, 2015).

Statoblasty jsou cerné diskovité utvary, slouzici k nepohlavnimu rozmnozovani. Jsou
Imm veliké, diky chitinovému krunyiku naplnéného vzduchem se volné vznasi na hladiné a
pomoci kotvicovitych chapadélek se snadno zachyti na pefi vodniho ptactva, které tyto
nepohlavni spory roznasi do Sirokého okoli (Massard a Geimer, 2002; Setlikova et al., 2005;
Sinko, 2010). Rozvoj statoblastu spousti piiznivé okolni podminky, zejména idealni teplota,
dojde k uchyceni statoblastu na vhodném substratu, pu¢enim se vytvofi zoid, ze kterého za¢ne
postupné vyrlstat novd kolonie. Bochnatka americkd je schopna se rozmnozovat také
pohlavnim zpisobem. Pohlavni aktivita trvd velmi kratké obdobi a dochazi k vnitinimu
oplozeni. Oplodnéné vajicko se vyvine V embryo a vytvofi obrvenou planktonni larvu, ktera
se sklada ze dvou pln¢ vyvinutych zooidi a tasnatého plasté. Po urcité dobé ptisedd na
vhodny substrat, kde zafne vyristat prvni jedinec nové kolonie. Tento jedinec je plné
samostatny a schopny reprodukce pucenim, ze kterého postupné vznika celd kolonie (Wood,
2001).

Invazivni rozvoj sladkovodni mechovky spustil fadu vyzkuma zabyvajicich se jejim
dopadem na ekosystém v Ceské republice, avsak jeji bakterialni osidleni je stale velmi malo
prozkoumané. V souvislosti s antimikrobialnimi latkami, které byly nalezeny a uspé&$né
izolovany ze symbiotickych bakterii motskych druhti mechovci, vyvstava domnénka, zda by i
sladkovodni druhy mechovky mohly mit podobné schopnosti. Proto bylo cilem této
bakalarské prace testovat antimikrobidlni aktivitu jejich symbiotickych bakterii.

Druhové zastoupeni bakterii osidlujici povrch Pectinatella magnifica se dynamicky méni
v souladu s ménici se mikrobiotou nachézejici se ve vode¢, podlozi i na okolnich rostlinach.
Ovsem symbioticky vztah mezi bakteriemi a pektinatelou nelze vyloucit. ldentifikacemi
izolovanych bakterii se zabyvali Vlkova a kol. (2015). Z vysledkt jejich prace je zfejmé, Ze
nejdominantnéji zastoupenymi bakterie byly druhy rodi Aeromonas a Aquitalea. V mensich
poctech pak byly identifikovany rody Chryseobacterium, Herbaspirillum, Enterobacter,
Lactococcus, Leuconostoc, Pseudomonas a Sphingomonas. Nejhojnéji zastoupena bakterie
izolovana z bochnatky je Aeromonas veronii. Tato gramnegativni, fakultativné¢ anaerobni
ty¢inkovita bakterie, je vSudypfitomna ve sladké vodé a je prokdzana jeji asociace s riznymi
druhy obratlovct a bezobratlych, jako prospesna, tak i s patogennimi vlastnostmi (Silver et al.

2011). Aeromonas veronii je mimo jiné nachazena v travicim traktu pijavic. Zda se, ze
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napomahd ke stabilizaci osidleni trdviciho traktu jinymi bakteriemi diky tomu, Ze pfi
rozkladani krve, potravy pijavic, vznikaji i latky, které maji antimikrobialni charakter a proto
zabranuji mnoZeni patogennich mikroorganismu v travicim traktu pijavic (Indergand and
Graf, 2000). V experimentalni ¢asti této prace byla prokazana antimikrobidlni aktivita dvou
kmenti Aeromonas veronii, které¢ potlacovaly rust Klostridii izolovanych z traviciho traktu
¢loveéka a prezvykavcei. V testovani bylo pouzito nékolik izolatl rodu Aeromonas, které byly
kultivovany na nékolika riznych médiich, v¢etn¢ média s piidavkem koniské krve. I piesto
byla antimikrobialni aktivita prokazana pouze u dvou kment a piidavek krve nijak neovlivnil
produkci latek, které by potlacovaly rozvoj dalSich testovanych bakterii. Klostridie byly také
citlivé na latky obsazené v supernatantu kmene Pseudomonas moraviensis, taktéz izolovaného
z kolonii Pectinatella magnifica. Bakterie rodu Pseudomonas maji schopnost produkovat
antibiotikum znamé jako mupirocin. Mupirocin je vysoce aktivni zejména proti stafylokoktim,
streptokokiim a nékterym gramnegativnim bakteriim. Méné aktivni je proti vétSing
anaerobnich gramnegativnich tyCinek (Sutherland et al., 1985). Je mozné, ze i druhy
symbiotickych pseudomonad Pectinatella magnifica, maji schopnost produkovat podobné
antibiotikum nebo jinou latku s antimikrobidlnim charakterem. Piestoze kultivace kmeni
bakterie Pseudomonas probihala na nékolika riznych médiich, na produkci antimikrobidlnich
latek to vliv nemélo a tato aktivita nebyla u dalSich kmend prokazana.

Nejen samotna produkce, ale 1 mnoZstvi a stupent ucinnosti antimikrobialné plisobicich
latek miiZze byt ovlivnéna mnoha vngj$imi faktory. Mezi ty patii zejména kultiva¢ni podminky
a sloZeni kultiva¢nich médii. Lze také predpokladat, Ze vysledky testovani antimikrobidlni
aktivity mohou byt ovlivnény 1 zvolenou metodou testovani. Je znamo, Ze pii pouziti
mikrodiluéni metody jsou stanovovany vyS$§i minimdlni inhibi¢ni koncentraci nez pfi
testovani agarovou difuzni metodou. Zaroven je mozné, ze produkce antimikrobialnich latek
probiha ve specifické fazi riistu, u n¢kterych bakterii to mize byt v exponencialni fazi ristu, u
jiné ve stacionarni fazi. Tento faktor lze jen téZko pfti prubéhu vlastniho testovani zohlednit,
protoze veSkeré supernatanty izolovanych kmeni bakterii byly vzdy pfipravovany z plné
vzrostlych kultur o vysoké hustoté. Je pravdépodobné, Ze samotné Cisté kultury samy o sobé
antimikrobidlni aktivitu nevykazuji a Ze k produkci u¢innych antimikrobialnich latek je tfeba
aktivniho symbiotického vztahu s jinymi bakteriemi kolonizujicimi kolonie bochnatky a

zaroven s tim i symbidza s bochnatkou samotnou.
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[ Zavér

Byla testovdna antimikrobialni aktivita kment bakterii izolovanych ze sladkovodni
mechovky Pectinatela magnifica. Vzhledem k tomu, ze u moiskych druhii mechovct byla
dokazana antimikrobidlni aktivita, jak jejich symbiotickych bakterii, tak jejich extrakti, bylo
predpokladano, Ze se podobna aktivita miize projevit i u sladkovodnich druhi. Ukolem bylo
ovérit, zda bakterialni izolaty Pectinatella magnifica odebrané v letech 2012 a 2013 v Jiznich
Cechich vykazuji antimikrobialni aktivitu. PFi testovani téchto vybranych izolatdi byla
antimikrobiadlni aktivita potvrzena ve tiech pfipadech a to pii testovani supernatantu
symbiotickych bakterii Aeromonas veronii a Pseudomonas moraviensis proti kmentm
Klostridii a zaroven pii testovani izolovanych bakterii mezi sebou Aeromonas veronii
prokazatelné potlacovala rist bakterie Pseudomonas moraviensis.

Z vysledkl vyplyva, ze vétSina Cistych kment nevykazuje antimikrobiélni aktivitu, proto
budou v diplomové praci testovany rizné extrakty piipravené piimo z kolonii Pectinatella

magnifica.
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9 Seznam zKkratek

ATCC - Americka sbirka typovych kultur

ARDRA — ribozomalni DNA analyza

CCM — Ceska sbirka mikroorganismu

DSMZ — Némecka sbirka pro mikroorganismy a bunécné kultury

MALDI-TOF — Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
S priletovym analyzatorem

MBC — Minimalni baktericidni koncentrace

MIC — Minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCR — Polymerazova fetézova reakce
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