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Metabolicka aktivita bakterii izolovanych z kyselych
lesnich pud

Souhrn: S rostoucimi naroky na spotiebu potravin a jejich vyrobu zaroven stoupa
pouziti pesticidnich latek, které se dostavaji do pudy. K témto zdsahtim do biosféry se
snazi najit alternativu ekologické zeméd€lstvi svym SetrnéjSim pristupem k ptirod¢ a
celkovému hospodateni.

Omezeni pouzivani pesticidd v udrzitelném hospodarstvi se da castecné
dosahnout pomoci znalosti interakci bakterii s rostlinami. V této praci jsme se zaméfili
studium bakterialniho kmene Actinobacteria, protoze je znamy tim, Ze jeho zastupci
dokazou degradovat pesticidy a recyklovat nepiirodni organické latky a tim
zlepSovat zivotni prostiedi. K degradaci xenobiotik se vyuzivaji pfedev§im bakterie
z kyselych pud, kde je rozklad organické hmoty pomaly a neefektivni, a proto maji
bakterie neobvyklé rozkladné schopnosti.

Tato préace se podrobnéji zabyvd kmenem Actinobacteria a jejich produkci
antibiotickych latek, které se testuji vi¢i multiresistentnimu Acinetobacter baumannii.
V literarni reSersi je predstaven kmen Actinobacteria a jeho vyznam v padé. Dale se
zabyva jeho taxonomii a uvadi také piehled sekundarnich metaboliti tvofenych
aktinobakteriemi a nakonec je doplnén i samostatnou kapitolu a antibiotikach.

Teoreticka ¢ast je doplnéna experimentem tykajici se antibiotické aktivity vici A.
baumannii. Z ptedchozich vyzkumi byla potvrzena moznost nalézt v netradi¢nim
prostiedi Actinobacteria produkujici slouceniny U¢inné proti multirezistentnimu
gramnegativnimu kmeni.

Cilem praktické ¢asti prace bylo vyhodnotit antibiotickou aktivitu u vybranych
izolati aktinobakterii a posoudit jejich biologickou aktivitu vii¢i bakteriim nesoucim
mnohocetné rezistence. Byly testovany frakce z kultivaéniho média ziskaného na SPE
koloné po kultivaci kmene 15RT742.

Frakce vyuzité v této praci byly ziskany od Dr. Zdeiika Kamenika (MBU AV
CR).

Pomoci diskové difuzni metody se podafilo najit mezi nejpolarngj$imi frakcemi
antibiotickou aktivitu vaci A. baumannii, multiresistentnimu kmeni izolovanému
v Ceské republice v roce 2011.

Potvrdilo se, Ze extrakty ziskané z kmeni vykazuji aktivitu, ktera zlstane
zachovana, a proto identifikované frakce bude mozné pouzit pro dalsi zkoumani.

Klic¢ova slova: Actinobacteria, kysela ptuda, antibioticka aktivita



Metabolic activity of bacteria isolated from acidic soils.

Summary:

This bachelor thesis deals with the strain actinobacteria ale its production of antibiotic
substances towards multi-resistant Acinetobacter baumannii. The literary research introduces
the strain Actinobacteria and its importance in the soil. Then, the text deals with taxonomy and
its partition. The study then shows an overview of secondary metabolites formed by
Actinobacteria and a separate chapter on antibiotics.

The theoretical part is supplemented by an experiment on antibiotic activity toward A.
baumannii. Previous research has confirmed the possibility of finding Actinobacteria producing
compounds effective against a multi-resistant gram-negative strain in a non-traditional
environment.

The aim was to evaluate the antibiotic activity of the isolates and to assess the biological
activity against bacteria carrying review resistance.

The fractions used in this work were obtained from Dr. Zdenék Kamenik (MBU AV CR).
Pre-prepared fractions of the extract obtained by SPE by extraction of the medium after
culturing strain 15RT742, from the medium after culturing 742BHL.

Using the disk diffusion method, antibiotic activity against A. baumannii, isolated in the
Czech Republic in 2011, was found amongst the most polar fractions.

It has been confirmed that the extracts obtained from the strains show activity, it is
possible to fractionate them by separation and the antibiotic activity will be maintained and the
identified fractions can be used for further investigation.

Keywords: Actinobacteria, acidic soils, antibiotics
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1 Uvod

S rostouci pottebou produkovat ¢im dal vétsi mnozstvi potravin stoupd zaroven pouzivani
pesticidnich latek, které se dostavaji do pidy. K témto drastickym zésahtim do biosféry, které
se d&ji v rdmci konvencniho zeméd¢€lstvi, se snazi najit alternativu ekologické zeméedélstvi
kracejici mnohem Setrnéjsi cestou k ptirode.

Udrzitelného hospodaieni se da ¢asteéné dosahnout vyuzitim podparnych interakci mezi
rostlinou a mikroorganismy Zzijicimi v ptid€. Predevsim bakterie v ptid¢ navazuji mutualistické,
komenzalni, neutralni, exploatacni nebo kompetitivni vztahy s hostiteli (Effects of Abiotic
Stress on Soil Microbiome 2021), ale zaroven tvoii fadu prospésnych sekundarnich metabolitt,
které mohou mit antibioticky t¢inek (Barka et al. 2016).

Jednim z prospé$nych skupin bakterii je kmen Actinobacteria pomahajici nejen produkci
biologicky aktivnich latek, ale také v degradaci pesticidti s obsahem ruznych chemickych
struktur a hraji diillezitou roli v recyklaci organickych latek v Zivotnim prostiedi. Antibioticky
aktivni latky poméahaji také komunikaci mezi kmeny béhem rozkladu latek, které jsou
energeticky naro¢né. Diverzita téchto latek je malo prozkoumana v ptirodnich podminkach. Je
ale znamo, Ze nekontaminuji zivotni prostfedi, nybrz pomahaji udrzovat biotickou rovnovahu
pady. Zvlasté v kyselych pudach je rozklad organické hmoty pomaly a neefektivni, a proto se
ho ucastni bakterie s velmi efektivnimi rozkladnymi schopnostmi (Bhatti et al. 2017).

Divodem pro vybér patogenu A.baumannii je riziko, které zplsobuje ve vsech
nemocni¢nich zafizenich po celém svété. Zpusobuje velké mnozstvi infekénich onemocnéni,
které mohou dosahnout timrtnosti az 35 % (Joly-Gouillou 2005). Proto je pfedmétem zkoumani
ve snaze naleznout antibiotika, kterd by proti nému piisobila.



2 Cil prace

Vyhodnotit intenzitu antibiotické aktivity u vybranych aktinobakterialnich izolatd,
posoudit diverzitu téchto latek a biologickou aktivitu vic¢i bakteriim nesoucim mnohocetné
rezistence.

Hypotéza: Specifita antibioticky aktivnich latek bude sdilena lokalné.



3 Literdarni reSerse

3.1 Aktinobakterie

Kmen Actinobacteria je representovan grampozitivnimi bakteriemi ptedstavujicimi
jeden z nejvétsich bakteridlnich kmenid (Ludwig et al. 2012) spolecné s proteobakteriemi a
acidobakteriemi (Russell 2001; Sasaki et al. 2001). Do roku 2016 se podafilo zaznamenat 374
rodi aktinovych bakterii (Ochi 1995). Dominantni rodem jsou Streptomyces (Locci & Sharples
1984).

Aktinobakterie jsou pfitomné ve vSech ekosystémech (Barka et al. 2016). Vyskyt muze
dosahovat do hloubky az 2 metri pod zemi (Goodfellow & Williams 1983). Optimalni teplota
pro jejich rust ¢ini 25 az 30 °C (Edwards 1993; Yadav et al. 2017). VétSina z nich tvoii mycelia.
Aktinobakterie jsou schopné produkovat zhruba dvé tietiny vSech pfirozen¢ odvozenych
antibiotik, kterd se v soucasné dob&é komeréné vyuzivaji. Diky této schopnosti jsou velice
dilezité v medicing, biotechnologii, a hlavné v zeméd¢lstvi (Barka et al. 2016). Vyuzivaji se i
pro ¢isténi latek, které jsou Vv prostiedi nezadouci. Dokazou metabolizovat xenobiotikave
prospéch svého ristu, a proto jsou bezpecnou ekonomickou a biologickou metodou pro ¢isténi
prostfedi (O 'Donnell 1988).

3.1.1 Aktinobakterie v pidé

Aktinobakterie vykazuji podobnost s houbami, protoze jsou také ¢asto mycelarniho ristu
a spolu s houbami jsou také velice dulezitymi rozklada¢i. Obvykle rostou ve vysoce
rozvétvenych myceliich (Ventura et al. 2007; Anandan et al. 2016). Nejvétsi podil
mikroorganismi v piidé zaujimaji na podzim, kdy se vySplhaji az na 30 % z celkového poctu
13 % (Barka et al. 2015). Aktinobakterie obecné¢ hraji velkou roli v kolobéhu uhliku,
napomahaji rozkladat slozité organismy, diky ¢emuz probihaji dalsi rozkladné procesy a uhlik
se stdvd dostupnéjsim pro rostliny. Napiiklad zastupci rodu Streptomyces jsou schopny
rozkladat latky s delsim fetézcem jako jsou lignin a celuloza (Vétrovsky et al. 2014).
Aktinobakterie jsou nepostradatelné i pii fixaci dusiku, ktery fixuji ze vzduchu podobné jako
znadm¢;jsi rhizobia. Dusik mtze byt i zneciStovatelem pldy, v tomto piipadé praveé nastupuji
aktinobakterie, které degraduji i dusikaté znecist'ujici latky (Singh & Sekhon 1979). N¢které z
nich maji pfimo pozitivni vliv na rist rostlin, Ziji v jejich rhizosféte a zvysuji dostupnost zivin,
mineralnich latek (Bhatti et al. 2017).

3.1.2 Taxonomie

Aktinobakterie jsou jednou z nejvétsich taxonomickych jednotek (Ludwig 2012). Rody z
tohoto kmene maji velkou rozmanitost morfologie, fyziologie a metabolickych schopnosti.
Taxonomie se vyrazné vyvijela a dale vyviji se ziskavanim znalosti (Buchanan 1917). (viz
Obrazek 5)
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3.1.2.1 Chemotaxonomie

Chemotaxonomie tfidi organismy do skupin podle chemickych slozek. Nejcastéji
pouzivanymi latkami pro chemotaxonomii jsou aminokyseliny, lipidy, proteiny, cukry a slozeni
DNA (Goodfellow & O’Donnell 1989; Williams et al. 1989). Analyza slozek buné¢né stény je
taxonomicky velice vyznamna, tidi se ji odlisné podiady (Berd 1973).

Slozeni bunécéné stény pomahaji rozliSovat skupiny aktinobakterii pomoci
peptidoglykanu (Sherwood & Woolverton 2010). Dalsi dutlezitou charakteristikou pro
grampozitivni bakterie je ptitomnost nebo absence specifické izomery (Lechevalier &
Lechevalier 1980). Rozlisujeme 9 riznych druhti chemotypti aktinobakterialni bunééné stény.

Pti hodnoceni aktinobakterii by se mélo dbat na uziti kombinace kritérii (Bouizgarne &
(Aoumar 2014). Mastné kyseliny, které jsou obsazeny v aktinobakteriich, maji fetézce o délce
od 2 do 90 atomu uhliku, ale pouze v rozmezi 10 az 24 uhlikii maji taxonomickou hodnotu
(Suzuki et al. 1993).

3.1.2.2 Molekularni klasifikace

Molekularni Kklasifikace je klasifikace s novéjsimi metodami vyuZzivajicimi sekvenci
vybranych gent primarniho metabolismu. Bylo zji§téno, ze ptivodni rozdéleni aktinobakterii
pouze na zadkladé¢ chemotaxonomie a morfologie nebylo zcela spravné (Zhi et al. 2009).
Nejnovéjsi priklad je zatazeni Kitasatospora jako rodu v ramci celedi Streptomycetaceae.
Pomoci sekvence genomu se ukézalo, Ze jsou opravdu samostatnym rodem (Zhi et al. 2009;
Girard et al. 2014; Ichikawa et al. 2010; Kim et al. 2004). V dne$ni dob¢ nelze zatadit novy
druh bez genetické analyzy zakladajici na sekvenovani genu, které se stava klasikou (Euzéby
1997). Sekvenovani genu 16S rRNA odhalilo 39 ¢eledi a 130 rodt (Raoult et al. 2001).

3.1.2.3 Morfologicka klasifikace

Morfologicka klasifikace vychazi z fyziologickych vlastnosti jednotlivych bakterii.

Fragmentace mycelia je zvlaStni forma vegetativniho rozmnoZovani. Aktinobakterie se
pfevazné rozmnozuji asexualné pomoci spor. Vyrazné rozdily v morfologii jsou predevSim
pfitomnost nebo nepfitomnost substratu ¢i vzdusného mycelia, barve, tvorbé pigmentu, take
struktufe a vzhledu spor. Rozdilné mycelium mé od ostatnich Sporichthya, ktery tvoii vzdusné
hyfy, iniciuji se vzptimené na povrchu. Aktinobakterie vytvaii substratové mycelium v pevnych
i submerznich kulturach (Flardh & Buttner 2009; van Dissel et al. 2014). Z vyrustajicich
kli¢icich rostlin vznikd substratové mycelium, které je ve vétSin€ piipadt monopodidlni v
ojedinélych ptipadech tvofi dichotomické vétveni (Kalakoutskii & Agre 1976). Aktinobakterie
tvoti kokoidy a ty¢inkové kokoidy (Atlas 1997). Rodokoky vytvareji protahla vlakna a nemaji
pravé mycelium (Locci & Schaal 1980). Jeden druh bakterii nevytvaii vilbec zadné mycelium
a tim jsou korynebakterie. Stejn€ jako u aktinobakterii i tady filamenta vyrlstaji na vrcholu
misto z boc¢ni stény. Existuji i aktinobakterie, které jsou specifické pro svou tvorbu



rozvétvenych substratovych hyf, které se nasledn¢ rozpadaji na pohyblivé elementy (Prauser et
al. 1970).

Mykobakterie a rodokoky nevytvaii vzdusné hyfy, kromé urcitych vyjimek (Ochi 1995).

Pro taxonomii aktinobakterii je nepostradatelna tvorba vytrusti (Locci & Sharples 1984).
Proces puceni za¢ina sporulaci oligosporickych aktinobakterii, jelikoz spliiuje kritéria dulezita
pro puceni jinych bakterii. Spory se vytvaii za pfitomnosti substratu nebo vzdusného mycelia
jako jednotlivé buiiky nebo fetézce. U rodi Micromonospora, Micropolyspora a
Thermoactinomycetes, které maji endospory odolné teplu, dochazi k tvorbé spor na substratu
(Cross & Goodfellow 1973), na rozdil od Streptomycet, kde spory vyrustaji ze vzdusného.
Neékteré druhy maji sklerocia, synnemy nebo vezikuly se sporami nebo bez nich.

Druh se dé& charakterizovat také pomoci svych vytrusi, které mohou byt hladké,
bradavi¢naté, ostnaté, chlupaté nebo bez chlupti (Pridham et al. 1958).

Délka fetézce a pocet spor na ném se lisi v kazdém rod¢, n€které produkuji izolované
spory, podélné pary ptipadné kratké sporovité fetézce nebo dlouhé fetézce az o 100 sporach.
Napitiklad druhy Frankia vytvaii sporangia, coz by se dalo charakterizovat jako sacky naplnéné
sporami. Retézce Streptomyces jsou rovné a ohebné, oteviené smycky nebo napiiklad spiraly
(Pridham et al. 1958).

Polymer melanin zaji$t'uje odliSnost spor v barvé, které jsou ¢erné nebo hnéd¢, vznikaji
oxidativni polymeraci fenolu a indolu. Melanin je produkovan Sirokym spektrem organismii od
bakterii az po ¢loveéka. Aktinobakterie také dokazi produkovat barviva, zde zalezi na kmeni,
mediu a staii dané kultury. Jedna se o Cervenou, zlutou, oranzovou, hnédou, zelenohnédou a
dalsi barvy (Lechevalier & Lechevalier 1965). Dulezitost téchto polymert se odrazi nejenom v
taxonomii, ale i v podobnosti s humusovymi latkami (Dastager et al. 2006; Manivasagan et al.
2013). Melaniny jsou postradatelné, pokud jde o rist a vyvoj aktinobakterii, naopak jsou velice
dulezité pii jejich konkurenceschopnosti a preziti.

3.2 Metabolity

Vseobecné metabolity bakterii 1ze rozdélit do dvou skupin, a to na primarni a sekundarni
metabolity. Primarni metabolit pfimo ovlivituje normalni rast, vyvoj, reprodukci. Je potifebny
pro dilezité zivotni funkce. Primarni metabolit se vyskytuje v mnoha organismech a buiikéach
(Demain 1980).

Sekundarni metabolity nejsou tak dilezité pro rust, vyvoj a reprodukci organismu
(Shomurat et al.1979). Rozdilné od primarnich metabolitll jsou pfedevsim v téchto 4 bodech:
nejsou potiebné pro rist, jejich produkce je pfimo zavisla na podminkach, ve kterych roste,
jako je kultivaéni medium, vznikaji jako blizce pfibuzné skupiny molekul, daji se tvofit ve
vEét§im mnozstvi, nez je potfeba. Mikroorganismy je tak tvoti hlavné v obdobi, kdy si mohou
dovolit ztratit ziviny a prosperuji (Drew & Deamin 1977).
antibakteridlni, antifungalni, antivirové a protinadorové vlastnosti. Pro primyslovou vyrobu
antibiotik se vyuzivaji pro priklad Strepromyces griseuss a coelicolor.



3.2.1 Rod Streptomyces

Streptomyces je nejvétsi rod patiici do kmenu Actinobacteria. Jsou to aerobni
saprofytické grampozitivni bakterie. Jejich nejcastéjsi vyskyt je v ptidach. Maji zemity zapach,
ktery zpiisobuje produkce t¢kavého metabolitu geosminu (Gerber 1967). Vldkna a spory tvori
velmi malé, standardné o priméru 1pum nebo i méné (Willems et al. 2011). Vytrusy vznikaji
fragmentaci vlaken v ptimych, zvinénych nebo spiralovych fetézcich (Chater 1993). Ze zacatku
jsou kolonie hladké, pozdéji se jejich povrch zméni na vlockovity nebo zrnity, praSkovy ¢i
sametovy (Ambarwati et al. 2012). Barva vzdusného i vegetativniho mycelia je zplisobena
produkci pigmenti (Fldrdh & Buttner 2009). Ideélni teplota pro jejich rtst je do 30 °C, jelikoz
patii mezi mezofilni mikroorganismy (Al Dhabi et al. 2016). Druhy Streptomyces byvaji
nepohyblivé, redukuji dusi¢nany na dusitany, degraduji adenin, eskulit, kasein, Zelatinu
(Smaoui et al. 2011). Organismy to jsou chemoorganotrofni a rostou v riznych rozmezich pH.

Hraji dualezitou roli v padni ekologii, zachytavaji Ziviny a hydrolyzuji pfirozené
makromolekuly jako je celuldza, chitin, xylan, agar (Chater et al. 2010).

V mediu bohatém na ziviny zafind zivotni cyklus Streptomyces. Na zacatku
mnohobunééného zivotniho cyklu po usazeni spory v mediu je kli¢ici spora ( viz Obrazek 6),
ktera vyrlsta ve vegetativni hyfy (Chater 1972). Kde se bude hyfa rozvétvovat uruje komplex
proteini polarisom (Flirdh et al. 2012). Vétveni zplsobuje slozité rozvétvené mycelium
(Chater 1972). Vyraznym znakem jsou rostouci extenzivni $pi¢ky (Flardh 2003).

Populace Streptomyces se nachazi vice v alkalickych ptdach, kompostu nebo fi¢nim
bahné a tvoii 40 % pldnich bakterii (Kariminik & Baniasadi 2010). Diky vlaknité formé, kterou
vytvaii chrani pidu pfed vymycenim vétrem nebo destém (Vetsigian & Roy Kishony 2011).
Koncentrace v piidé€ se odrazi od pH, obsahu vody, sloZeni pidy a fyziologickych vlastnostech
(Nonoh et al. 2010). Streptomyces velice dobfe snaseji slanost, proto velké mnozstvi druhti
nalezneme ve slané pid¢ a v mofi (Slevakumar et al. 2010).

Streptomyces se daji péstovat na Muller — Hintonov¢ agaru, ale také s6jovém a zivném
agaru s chloridem vapenatym (Busti & Yushi 2006).

V rdmci Streptomyces plati, ze kazdy rod mize produkovat vice antibiotik a zaroven
riznd antibiotika mize produkovat vice rodd. Ptibuzné rody dokonce dokézi do jisté miry sdilet
geny pro tvorbu antibiotik, a tak se od sebe ,,uéit*, jak produkovat nové latky (Egan et al. 2001).
Prvni antibiotikum produkovaneé Streptomyces byl streptothricin F patiici do skupiny
streptothricini v roce 1942 (Waksman & Woodruff 1942).
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3.2.2 Antibiotika

Antimikrobni latky jsou povazovany za nejvyznamnéjsi skupinu latek objevenou v prvni
poloving dvacatého stoleti (Pfiborsky 2018).

Antibiotika jsou sekundarnimi metabolity Streptomyces (MClntyre 2002) stejné jako
herbicidy (Kariminik & Baniasadi 2010), Iéky proti rakoviné (Berdy 2005) a rastové faktory
jako napfiiklad vitamin B12 (Bibb 2005).

Objevitelem skute¢nosti, Ze n¢které mikroorganismy jsou schopné zahubit jiné organismy
objevil francouzsky biolog a chemik Louis Pasteur v 19. stoleti, po¢itame ho timto za jednoho
z nejvetSich objevitell v oblasti antibiotik. Viibec prvnim objevenym antibiotikem byl penicilin.
Z&sluhy nese skotsky lékat Alexander Fleming, ktery ho extrahoval z plisné¢ Pinicillium
notatum roku 1929 (Silva & &nne 2004).

Antibiotika se zacala zkoumat na zaklad¢ objevu streptotricinu v roce 1942 (Sanglier et
al. 1993) a streptomycinu roku 1943 (Schats et al. 1994). Mezi nejplodné&jsi roky v oblasti
roz§ifovani informaci o antibiotikach patii obdobi mezi lety 1945 a 1960 (Watve et al. 2001).

Prvni antibiotikum bylo extrahovano Rachel Brown spolu s Elisabeth Lee Hazen v roce
1949, antibiotikum bylo urc¢eno k 1é¢bé plisnového onemocnéni, nazev ziskalo Nistatin (Orna
2001).

Z vyuzitelnych antibiotik je vice nez polovina ziskana od rodu Streptomyces. Piesto je
infekéni onemocnéni zptisobené Acinetobacter baumannii druhou nejcastéjsi pfic¢inou smrti, a
proto je potieba dale patrat po novych ucinnych latkach (Nikaido 2009). Odolnost vici
antibiotikiim ziskéavaji bakterie pfedevSim genetickymi faktory jako je mutace a pienos
genetické informace (Wright 2010). U bakterii 1ze vyvolat odolnost ur€itym fyziologickym
stavem, jako je tvorba biofilmu (Hassan et al. 2011). Vznikajici rezistence jsou jednim z
hlavnich divodd, pro¢ je potieba hledat stale nové antibiotické latky.

Rezistence nemusi pouze vznikat, ale nékteré zpusoby si bakterie nesou uz v genetickém
kodu. Jednim ze zékladnich rezistentnich principt je schopnost bufiky vylu¢ovat antibiotika do
sveho okoli (Méndez& Salas 2001). Nekteré dalsi bakterie dokazi pretvofit jim nebezpecné
antibiotikum na pro né neskodné latky (Sugiyama et al. 1981). Dalsi princip rezistence dokaze
modifikovat misto, kam by se jinak napojilo antibiotikum a zpisobilo §kodu (Reynolds 1989).

U Streptomyces je za rezistence zodpovédny hlavné genovy klastr SARPs (Wietzorrek &
Bibb 1997).

Glukéza miize omezovat produkci antibiotik potlaCenim enzymdi, které ovliviluji
biosyntézu a s tim muze souviset i rychlost jejich rustu (Lounes et al. 1996). Pro samotnou
produkci antibiotik je lepSi pomalejsi rychlost ristu, kterou podporuje uhlik, jehoZ nejlepSim
zdrojem jsou polysacharidy, naptiklad skrob a glycerol (Jonsbu et al. 2002). Je prokazané, ze
vyuziti uhliku pomaha k nejlepsimu vysledku mikrobialniho ristu a produkci antibiotik.
Maximalni produkce byla pozorovana v mediu s gluk6zou a laktézou, naopak nejnizsi v mediu
s ribozou (Ili¢ et al. 2010; Jonsbu et al. 2002).

Syntéza antibiotik je ovlivnéna typem a koncentraci dusiku v mediich (Rafieenia 2013).
Jednoduché a anorganické typy dusiku piisobi negativné na produkci antibiotik (Young &
Kempe 1985). Naopak pozitivni vliv na produkci mé diky pomalému rozkladu na mediu
sojovy Srot, kukuti¢ny vyluh, kvasnicovy extrakt.



Fosfor, draslik, Zelezo, zinek a dal$i mineralni latky ve stopovém mnozstvi podporuji
produkci antibiotik (Gesheva & Genava 2005). Syntéza zacind az po sniZeni zdroje fosfatl
(Martin 2004). Kyslik je také schopen zkvalitnit rist a produkci, jelikoz Streptomyces jsou
aerobni bakterie (Wang et al. 1999).

Velké mnozstvi antibiotik se péstuje spiSe v neutralnim pH o hodnoté 7,0 (Saadoun et al.
1999).

K produkci antibiotik u aktinobakterii dochazi ve fazi rustu vzdusnych hyf. V tomto
obdobi je kolonie nejzraniteln€jsi a mycelium mize byt ohrozeno jinymi mikroorganismy.
Tvorbu antibiotik podporuje rozpor vegetativnhiho mycelia, N-acetylglukosamin se uvoliuje z
bunécné stény a mize slouzit jako ukazatel pro tvorbu antibiotik, zaroven ale podporuje tvorbu
pouze v piipad¢, Ze je bakterie ve fazi nedostatku zivin (Swiatek et al. 2012). Ziskany N-
acetylglukosamin je zdrojem uhliku a dusiku a miiZe se stat hlavni slozkou bunécné stény (Bibb
2005). Bakterie produkuji antibiotika hlavné v konkurenénim prostredi, aby si zajistily klicovy
piisun zivin (Zhu et al. 2014).

Piisobi bakteriostaticky nebo bakteriocidné. Antibiotika zasahuji do syntézy bakteridlni stény,
proteosyntézy, syntézy nukleovych kyselin, piisobi na bunéénou membranu (Pfiborsky 2018).

Pti plisobeni antibiotik na bunécnou sténu je dilezity bakterialni protein. Tyto proteiny
nazyvame jako vazici penicilin PBP, fadime je mezi nezbytné pro rist bakterii. Reakce PBP s
antibiotikem vede ke smrti bakterie, pisobi baktericidné. Produkci inaktiva¢nich enzyma mtize
dojit k enzymatické rezistenci, u grampozitivnich patogend jsou enzymy uvolfiovany na
povrchu bakterie (Ptiborsky 2018).

Glykopeptidova antibiotika inhibuji vyvoj bunécné stény u citlivych bakterii.

Antibiotika inhibujici proteosyntézu se vazi na rlzné Casti bakteridlniho ribozomu
(Ptiborsky 2018).

Prvnim u¢innym antibiotikem na tuberkulézu byl streptomycin patfici do
aminoglykosidovych antibitotik. Bakterie z rodu Micromonospora maji pfiponu — micin (napf.
gentamicin). Aminoglykosidy maji vice mechanismii pusobeni, inhibuji proteosyntézu,
pfipadné naruSuji stény bakterie (Piiborsky 2018).

3.3 Multirezistentni Acinetobacter baumannii

Mezi bakteriemi je nejhorsi formou multirezistentni bakterie, protoze je Siroké spektrum
antibiotik v tomto pfipadé neucinnych (Perez et al. 2007). Acinetobacter baumannii se
klasifikuje jako gramnegativni kokobacil, multirezistentni nozokomialni patogen vyskytujici se
ve vSech nemocni¢nich zafizenich po celém svété. Zpusobuje velké mnozstvi infek¢nich
onemocnéni, které mohou dosahnout umrtnosti az 35 % (Joly-Gouillou 2005). Nejcastéji
infekce kuze, mékkych tkani, mocovych cest (Bergogne-Ber Ezin & Towner 1996; Roca et al.
2012; McConnell et al. 2013). Existuji 1 kmeny, které jsou rezistentni vici jakymkoliv
antibiotikiim (Joly-Gouillou 2005). Rod Acinetobacter prosel fadou taxonomickych zmén, druh
A. baumannii byl pojmenovan roku 1986 (Bouvet & Grimont 1986). Nyn¢&jsi pacienti jsou vice
nachylni vici infekcim, zpusobuje to napiiklad pokrok mediciny, kdy se vyuzivaji selektivni
antibiotika. Acinetobacter baumannii infikuje télo snadno otevienymi ranami, katetry,
mechanickymi ventilatory (Peleg et al. 2008) Vice se infekce spojuji s muzskym pohlavim v
kombinaci s vy§§im vékem (Wisplinghoff et al. 1999). Pneumonie je v 85 % nejcastéji hlaSenou
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komunitni infekci zpusobenou A. baumannii (Chang et al. 2000; Falagas et al. 2007) dmrtnost
muze dosahovat az 60 % (Falagas & Rafailidis 2007).

Odolnost vici antibiotikim souvisi s MDR fenotypem kment, které jsou infikujici
(Diancourt et al. 2010). Rezistence se od 70. let minulého stoleti rapidné zvySovala a do roku
2007 bylo az 70 % izolath za ur¢itych podminek rezistentnich (Kempf & Rolain 2012). Vznikaji
celosvétové zpravy o rezistenci na kolistin, coz mél byt nejucinngjsi 1ék na Acinetobacter
baumannii, zaroven byl ale spojovan s fadou vedlejsich G¢inka (Al-Sweih et al. 2011). Za
poslednich nékolik desetileti si Acinetobacter baumannii ziskal rezistenci proti Sirokému
spektru antimikrobialnich latek (Adams et al. 2008).
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4 Metodika

4.1 Chemikalie

Agar Sigma- Aldrich, Missouri, USA

Beef extrakt Becton, Dickinson and Company, Le
Pont de Claix, Francie

Chlorid sodny (NaCl) Penta, Ceska republika
Ethanol Penta,Ceska republika
Hydroxid sodny Lachner, Ceska republika
Methylalkohol Penta, Ceské republika
Peptone HiMedia, Mumbai, Indie

4.2 Pouzité kmeny

Antibiotickd aktivita se testovala na pevnych agarovych mediich. Gramnegativni
Acinetobacter baumannii ANC 4097 ma vétsi mnozstvi rezistenci vici antibiotikim.

Aktinobakterie pouzité ve vyzkumu byly izolovany v roce 2015 v podmacené¢ kyselé lesni
pudé v okoli Opatovického rybniku v Tfeboni. Hladina podzemni vody byla tizena regulaci
rybnika o priimérné hloubce 2 m a plose 1,6km?. Pida v této oblasti je stagnoglej, vyznacduje se
redukci zeleza. Odebrana puda byla rozd€lena na dvé Casti, horni ptredstavuje hlinitopisCity
horizont s mirngj$im humusem a spodni horizont byla pis¢ita pida se skvrnitosti. Horizonty se
vyrazné lisily v pH, obsahu organickych latek, mnozstvi kofenii rostlin bylo v hornich
horizontu dvojnasobné oproti spodnimu. Vzorky pidy byly odebrany na nahodnych tiech
mistech v letnim a zimnim obdobi. V kazdé oblasti o rozloze cca 25 m? byla odstranéna
podestylka a odebréna sterilizovanym nozem a ry¢em. Materialy z horni a spodni ¢asti byly
oddéleny a pro transport zachlazeny. Pfed dalsi analyzou byly ru¢né homogenizovany
promichanim. Kment bylo izolovano celkem 211, v ptedchozim vyzkumu byla zjisténa
antibioticka aktivita u kmenti 15RT67, 15RT742, 15RT792, vSechny z lokality Opatovického
rybnika. Aktivita byla detekovana v mediu submersni kultivaci, z odstfedéného media byly
metabolity precistény SPE extrakci na kolonkéach Oasis HLB a Oasis MCX, aktivita nalezena i
v tomto extraktu (A. Majid, Bakalatska prace, 2020).
nasledn¢ byly uchovany pomoci glycerolové konzervace v teploté -70°C.

4.2.1 Priprava kultury Acinetobacter baumannii

Ke kultivaci bylo pouzito médium B1 skladajici se z téchto latek: 5 g peptonu, 5 g
hovéziho extraktu, 2,5 g NaCl, 10 g agaru, 0,5 1 destilované vody. Upravilo se pH
mikroprocesorovym pH — metrem HI 221 (Hanna instruments) na hodnotu 7,2 pomoci 1M
Hydroxidu sodného (NaOH). Medium rozdéleno do dvou 0,5 1 sklenénych lahvi SIMAX ,,Blue
Screw Cap Lab“, které jsou vhodné k pouziti v autoklavu (auto PS20A, Chirana). Lahve byly
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oznaceny sterilni paskou a naplnily se pouze do poloviny, aby se ptredeslo vybublani kapaliny
béhem procesu v autokldvu. Oznacené lahve se sterilizovaly v autoklavu po dobu 20 minut pfi
teplote 121 °C.

V laminarnim boxu (Aura vertical SD4, Tecoma, Italie) se sterilovaly nové rukavice po
dobu 10 minut. Po sterilizaci UV svétlem bylo nalito medium B1 na misky.

Na pfedem piipravené Petriho misky s mediem Bl byly naofkovany jednorazovou
plastovou kli¢kou z konzervy Acinetobacter baumannii a ulozeny do inkubatoru (Q- CELL, Pol
Lab, Polsko) v plastové uzaviratelné krabicce do teploty 37 °C po dobu 24 hodin.

Z narostlé kultury A. baumannii byla zaockovana ve vysviceném flowboxu overnight
kultura pomoci plastové klicky do 2 ml media B1 bez agaru v modrych jednorazovych
zkumavkéch. Kultura se nechala rist, doba neméla piekrocit 18 hodin. Zao¢kované zkumavky
byly upevnény v plastovém stojanu na zkumavky do tiepacky (ES-20, Biosan, Litva) s teplotni
hodnotou 37 °C a 200rpm.

Piedem uchované a oznacené kmeny podle zpuisobu izolace byly umistény v mrazaku pii
teplote -20°C.

Extrakty z kmene 15RT742 izolované na kolonce Oasis MCX byly frakcionovany
metodou vysokouc¢inné kapalinové chromografie na reversni fazi v gradientu 5 — 100%
acetonitrilu ve vodg, frakcionaci proved] Dr. Zdenék Kamenik (MBU AV CR).

Frakce byly v pfedchozim vyzkumu odpafené, musely se rozpustit pomoci methanolu, do
kazdé zkumavky bylo pouzito 0,5ml tekutiny, vSe se provedlo v digestofi s latexovymi
rukavicemi. Pomoci vortexu (cat. No. 13000- IV- 24) byly oplachnuty stény dolni poloviny
zkumavek. Rozpusténa frakce se prepipetovala do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml, které byly
oznaceny Cisly 1-15.

4.2.2 Diskova difuzni metoda

Z filtracniho papiru byly pfipraveny kancelarskou dérovackou kolecka, ktera se ve
sklenéné petriho misce zabalila do alobalu, ptelepila se sterilni paskou a byla vloZena do
autoklavu na 20 minut pii 121 °C a nésledné byla suSena v horkovzdu$né suSarné pii 40 °C
stupnich po dobu 24 hodin.

VysuSené papirové ter¢iky se rozloZily po dvou na sklenéné Petriho misky v digestofi,
které se oznacily Cisly 1-15. Na kazdy ter¢ik bylo naneseno 7x 10ul z ependorfek, které jsme
byly pfipraveny vyse. Po naneseni tekutiny na ter¢iky byl ulozen zbytek ependorfek s tekutinou
do mazaku o teploté -20°C.

Flowbox se vysvitil UV svétlem na 15 minut, plocha se poté otiela 70 % ethanolem.
Overnight kultura z tfepacky se ziedila sterilni destilovanou vodou. V prvni zkumavce bylo
naneseno pipetou 4ml vody a 1ml suspenze, tim se dosahlo fedéni 5x. Do druhé se
ptepipetovalo 4,5ml sterilni destilované vody a 0,5ml suspenze, fedéni 10x. Zkumavky se
popsaly hodnotou fedéni. Z prvni zkumavky se opét odebralo 1 ml nafedéné suspenze do nové
zkumavky a pfidalo se k tomu 4ml sterilované vody, tim vzniklo fedéni 25x. Pro vyzkum byly
vyuzity zkumavky 10x a 25x fedéné.

Petriho misky s vychladlym mediem B1 se popisi 10x a 25x po 3 kusech od kazdého
fedéni, dale se ke kazdému dopsala pismena A, B, C. Na kazdou Petriho misku bylo naneseno
1000 pl suspenze podle nazvu na misce, po dvou minutach se zbytek suspenze odpipetoval.
Vydezinfikovanou pinzetou plamenem se nanesly naoCkované papirové terciky. Do prvnich
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zkumavek 25xA, 10xA se daly teréiky ze sklenénych misek s ¢isly 1-5, do druhého paru 6-11,
do tietiho 11-15.

Petriho misky s ter¢iky se ulozily do inkubatoru na 24 hodin pfi teploté 37°C.

Druhy den se popsaly inhibi¢ni zony vzniklé okolo papirovych ter¢ikt a vysledky se
zdokumentovaly pomoci fotoaparatu.

14



5 Vysledky

Pomoci diskové difuzni metody se prokazala antibioticka aktivita viici multirezistentnimu
kmeni Acinetobacter baumannii ANC 4097. Nejsilngjsi antibioticka aktivita se projevila ve
frakcich 1-3 (viz Obrazek 1), které jsou nejpolarnéjsi.

Celkem byly provedeny 4 pokusy testovani na pevném meédium.

Pii zkusebnim pokusu, byla zavedena metoda kontroly G¢innosti za vyuziti gentamicinu, ktery
patii mezi antibiotika, ke kterym je i tento kmen A. baumannii citlivy (viz Obrazek 2). V tomto
piipadé byly zony vyrazné vétsi a znatelng;jsi.

Pfi prvnim pokusu byly pouzity pifedem piipravené frakce z extraktu ziskaného SPE
extrakci média po kultivaci kmene 15TR742, zde vytvotily antibiotickou aktivitu frakce 1-3,
pravdépodobné ty nejpolarnéjsi. Oproti dals$im dvéma pokustim zde byla antibioticka aktivita
vyrazngjsi.

V druhém pokusu nebyla dostateéné narostla overnight kultura A. baumannii, a to
zpusobilo netispéch pokusu (viz Obrazek 3). Nebyla viditelna viibec zadna antibioticka aktivita.
Postup pokusu se shodoval s ostatnimi, da se vyloucit vn&jsi vliv nebo pochybeni v postupu.
Ve tretim pokusu byla pouzita kultura Acinetobacteru baumannii jako ve druhém pokusu, ale
tentokrat byla sprdvné narostla, a frakce Cislo 2 vysla jako G¢inna vaci A. baumannii (viz
Obrézek 4). Oproti prvnimu pokusu mél tento kmen niz$i antibiotickou aktivitu a nepotlacoval
A. baumannii tak efektivneé.
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Obrézek 1: Diskovou difuzni metodou byl proveden test antibiotické aktivity pro 5 frakci
extrahovanych z kultiva¢niho média kmene 742HBL. Patrna antibioticka aktivita ve frakci 1-3
na Petriho misce 10xA, nejvétsi zona je viditelna ve frakci ¢islo 2, v této frakci se aktivita také
opakuje v ostatnich pokusech. Na této misce byla nanesena 10x fedéna kultura A. baumannii a
po 2 minutach zbytek odstranén pomoci pipety poté se na agarové medium nanesly teréiciky,
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na které bylo naneseno 70l suspenze z ptedem izolovanych frakci kmene 742HBL. (zdroj
fotografie vlastni)

Obréazek 2: Test antibiotické aktivity pro rizné koncentrace gentamicnu S pouzitim
gentamicinovych diskt a overnight kultury A.baumannii.

Jsou zteteln¢ vidét vytvotené zony antibiotické aktivity na vSech tercicich. Nejvétsi zona
koncentrace je u ¢isla 1. Velikost zony souvisi s fedénim, které bylo na jednotlivych ter¢icich
pouzito, u Cisla 1 byla suspenze fedéna nejméné, tudiz byla nejvice koncentrovana. (zdroj

fotografie vlastni)
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Obrazek 3: Diskovou dufuzni metodou byla otestovana antibiotickad aktivita pro 5 frakci
extrahovanych z kultiva¢niho média. Prvni pokus s pouzitim kmene z extraktu 742HBL,
naneseno na papirové disky 7x 10ul fedéné kultury z extraktu, ktera se pfedem musela znovu
rozpustit pouZzitim methanolu. Antibiotickd aktivita nejvice viditelnd ve frakcich 4 a 5.
Opakované je antibioticka aktivita ve frakci 2, jako na ptedchozich obrazcich. Oproti
zkusebnimu pokusu s pouzitim gentamicinu jsou zony aktivity znatelné mensi (zdroj fotografie
vlastni).
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je patrné z fotky, neni viditelna Zadna antibioticka aktivita ve frakcich. Postup pokusu se
shodoval s ostatnimi pokusy, 1ze proto tvrdit, Ze neslo o vné&jsi vliv nebo pochybeni v postupu,
ale netispéch opravdu zpisobila overnight kultura. (zdroj fotografie vlastni)
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6 Diskuse

Kmen Actinobacteria je vyuzitelny také v zeméd¢lstvi, nékteré z frakéi mohou obsahovat
latky, které by mohly vyrazné pomoct v boji proti bakteridlnim nebo houbovym chorobdm,
které¢ komplikuji hospodateni.

Antimikrobialni rezistence Acinteobacter baumannii se vyrazné zvysovala od 70. let 20.
stoleti, v té dob¢ vétsina kment byla citliva na pouzivana antibiotika (Keen et al. 2010; Mera
et al. 2010). Rezistence A. baumannii souvisi se schopnosti této bakterie ziskavat geny pro
rezistenci horizontalnim pifenosem na plasmidech (Adams et al. 2008). Jedna se o bakterii
ohrozujici lidské zdravi, a to je také jeden z ditvodl pro€ se zacCaly provadét vyzkumy hledajici
kmeny bakterii tvofici antibiotické latky potlacujici rist této bakterie.

Divodem pro vybér patogenu A.baumannii riziko, které zplsobuje ve vsech
nemocni¢nich zafizenich po celém svété. Zptsobuje velké mnozstvi infekénich onemocnéni,
které mohou dosdhnout timrtnosti az 35 % (Joly-Gouillou 2005). Proto je pfedmétem zkoumani
ve snaze naleznout antibiotika, kterd by proti nému piisobila.

A.baumannii byla nalezena ve frakci eluované metanolem s piidavkem 5% NH4OH.
Kromé toho, Ze je hledana aktivni latka polarni, coz vyplyva z toho, ze pii RP-HPLC byla
eluovéana na zacatku gradientu, lze tedy pfedpokladat, Ze molekula obsahuje bazickou funkéni
skupinu. Mize se tedy jednat o latku ze skupiny aminoglykosidovych antibiotik, u nichz je
aktivita zndma.

Antibioticka aktivita byla pfi prvnim testu a vyuziti kmene 15TR742 silngjsi, tento fakt
by se dal odiivodnit rozdilnym sloZzenim sekundarnich metabolit. Dalo by se Fict, Ze tento kmen
mél nejlepsi G¢innost proti A. baumannii.

V na$i laboratofi byly nalezeny kmeny aktinobakterii s potencionalem k tvorbé
antibiotickych latek, které by mohly potlacovat A. baumannii. Ze tfi pokusi, testujici tyto
kmeny se potvrdila tvorba latek potlacujici A. baumannii ve dvou pfipadech. VSechny pokusy
meély stejné podminky, tudiZ byla odstranéna variabilita z hlediska vnéj$ich podminek a pokud
nastaly né&jaké rozdilnosti ve vysledcich, jednalo se Cisté o rozdilné charakteristiky a vlastnosti
kmend.

Podle zjisténé aktivity ve frakci ¢islo 2, latka vykazujici aktivitu vaéi A. baumannii by
méla byt polarniho charakteru, da se ptredpokladat, Ze to muze byt molekula ze skupiny
pseudodisacharidi jako je gentamicin.

Vysledky tohoto vyzkumu mohou ptispét k podrobné&jsimu popisu produkovanych latek
po precisténi a nasledné analyze.
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7 Zavér

Byl zaveden postup testovani inhibi¢niho uc¢inku latek vaci A. baumannii diskovou
difuzni metodou.

Potvrdilo se, Ze extrakty ziskané z kmenid vykazujici aktivitu vacéi A. baumannii je
mozné frakcionovat separaci na preparativni HPLC koloné, pfiCemz antibioticka
aktivita zGstane zachovana a identifikované aktivni frakce bude mozné pouzit k dalsi
analyze produkovanych latek.

Hledana molekula bude patfit do skupiny aminoglykosidovych antibiotik nebo jim
piibuznych latek
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