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Charakterizace antibiotickych aktivit nepatogennich streptomycet
izolovanych z lidskych tkani.

Abstrakt

Bakalaiska prace se zabyva pilotni charakterizaci deseti zastupci streptomycet
izolovanych z lidskych klinickych vzorkd, ktefi byli ndhodné vybrani z unikétni,
rozrustajici se kolekce klinickych izolata streptomycet ulozené ve Sbirce kultur padnich
aktinomycet Ceské Budgjovice (CCSACB) pii Ustavu pudni biologie Biologického
centra AV CR, v.v.i. .

Streptomycety jsou az na naprosté vyjimky povazovany za nepatogenni bakterie,
které se vyskytuji primarné v padé. Jsou studovany pro obrovsky biosynteticky potencial,
jako nevycerpatelny zdroj biologicky aktivnich latek. Ty kromé klasickych
antimikrobidlnich latek zahrnuji téz sekunddrni metabolity, které ovliviuji chovani
lidskych bunék - kancerostatika, imunomodulatory, protizanétlivé latky apod.
Kolonizace lidského téla streptomycetami nebyla nikdy systematicky studovéana, existuji
jen sporadick¢é zprdvy o jejich  fakultativni patogenicité, zejména u
imunokompromitovanych osob (abscesy, pneumonie, apod.). Posledni prace studujici
lidsky mikrobiom modernimi citlivymi technikami — metagenomikou a hmotnostni
spektrometrii — vSak prokazuji, Ze tyto mikroorganismy b&zné osidluji minimalné kizi,
respiracni trakt a téZ urogenitalni soustavu.

Cilem mé préce bylo provést zdkladni mikrobiologickou charakterizaci vybranych
izolatl, které pochézeji predevSim ze sputa pacientii s chronickymi zanétlivymi
chorobami. Sledovala jsem hemolytické schopnosti kmentl, produkci antimikrobialnich
latek a jeji vliv na vybrané lidské patogeny a téz vzajemnou interakci streptomycet s nimi.
Vysledky prace naznacuji, Ze by streptomycety mohly svymi nizkomolekularnimi latkami
vyznamné ovliviiovat slozeni lidského mikrobiomu, v¢etné patologického, a modulovat

jeho chovani (virulenci).
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streptomycety; antimikrobialni latky; sekundarni metabolity; kokultivace;

biologicky aktivni latky; hemolyza



Characterization of antibiotic aktivity of nonpathogenic
streptomyecetes isolated from human tissue.

Abstract

The bachelor thesis is focused on pilot characterisation of ten strains of
streptomycetes isolated from human clinical samples that were randomly chosen from the
unique and still growing collection of clinical isolates of streptomycetes deposited in the
Culture Collection of Soil Actinomycetes in Ceské Budgjovice (CCSACB), administered
by the Institute of Soil Biology of the Biology Centre CAS.

Streptomycetes are believed to be nonpathogenic bacteria (with a very few
exceptions) that are found primarily in soil. They are studied for their enormous
biosynthetic potential as inexhaustible source of bioactive substances. These include both
classic antimicrobial substances as well as secondary metabolites that influence the
behaviour of human cells - cancerostatics, immunomodulators, anti-inflammatory
substances, etc. Colonisation of the human body by streptomycetes has never been
systematically studied. There are only rare reports about their facultative pathogenicity in
immunocompromised persons (abscesses, pneumonia etc.). However, the latest research
on human microbiome done with modern sensitive methods — metagenomics and mass
spectrometry — proves that these microorganisms commonly colonise the skin, respiratory
tract and genitourinary system.

The objective of my work was to carry out basic microbiological characterisations
of the selected streptomycete isolates that originate mostly from sputum of patients with
chronic inflammatory diseases. | observed hemolytic abilities of the strains, antimicrobial
substance production and its effect on some human pathogens as well as interaction of
streptomycetes with these pathogens. The results suggest that streptomycetes and their
low-molecular-weight secondary metabolites could significantly influence the
composition of human microbiome, including pathogenic, and modulate its behaviour

(virulence).
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1 Uvod

Streptomycety jsou Gram-pozitivni pudni bakterie znamé svou produkci
sekundarnich metabolith s charakteristickymi antibiotickymi, antihelmitickymi,
protindadorovymi a antivirovymi ucinky. Jsou ptivodci vétSiny vyznamnych antibiotik.
Z divodu aktualniho celosvétového problému zvysujici Se Cetnosti bakterii rezistentnich
na antibiotika, je zapotiebi tomuto problému vénovat pozornost a snazit se najit nové
cesty k ziskani novych antimikrobialnich latek. Rezistence je zplsobend neuvazenym
podavanim antibiotik, samolécbou a pfedCasnym ukoncenim antibiotické 1écby. Lécba
infekci vyvolanych rezistentnimi bakteriemi je zdlouhavd, finanéné naroc¢nd a casto 1
neucinna. Idedlni pro zlepSeni situace je predepisovat antimikrobidlni latky jen tam, kde
je to nejvice zapotiebi a pokusit se ziskat antibiotika nova. Jednim z moznych zdroja pro
ziskani novych antimikrobialnich latek jsou streptomycety. Moznosti, jak aktivovat
produkci novych sekundarnich metaboliti u streptomycet, je jejich kokultivace s
patogennimi bakteriemi (van der Meij et al., 2017).

V posledni dob¢ se objevuji prvni prace, které davaji do souvislosti kolonizaci
lidskych dychacich cest a jeji mozny vliv na rozvoj respira¢nich onemocnéni.
Streptomycety byly v nékolika ptipadech izolovany z klinického materialu a mohou byt
tedy i potencionalnimi patogeny. Jedna se zejména o takova onemocnéni, jako jsou astma,
chronicka obstrukéni plicni choroba a cystickd fibréza. Streptomycety jsou dale
vyznamné pro svou schopnost chranit ¢etné mnozstvi zivoCichi a rostlin pted
potencionalnimi patogeny V ramci symbiotickych vztahti (van der Meij et al., 2017).

V teoretické Casti této bakalaiské prace bych chtéla podrobnéji charakterizovat rod
Streptomyces a s nim souvisejici produkei sekundarnich metabolitd. Zminim se téz 0
interakci streptomycet s zivocichy, streptomycetach izolovanych z lidskych vzorkt a o
hemolytickych aktivitach streptomycet i jejich metaboliti.

Cilem praktické casti této bakalarské prace bylo sledovat hemolytické vlastnosti
streptomycet a charakterizovat jejich antibiotickou, piipadné antifungalni aktivitu u
vybranych zastupcti izolovanych z lidskych vzorkt. Uloha téchto bakterii v lidském
organismu neni zcela objasnéna. Kokultivace probihala na klasickych kultiva¢nich

pudach a k interakci bylo vybrano né€kolik zéstupcti typickych lidskych patogenti.



2 Literarni prehled

2.1 Streptomycety
2.1.1 Obecnd charakteristika

Streptomycety jsou rod Gram-pozitivnich, aerobnich bakterii z fadu
Actinomycetales, ktery obsahuje vice nez 500 druhti bakterii a fadi se tim mezi
nejobsahlejsi rody tohoto fadu (Hasani et al., 2014). Krom¢ streptomycet sem patii
napiiklad rody jako Mycobacterium, Nocardia nebo Propionibacterium (Votava, 2003).
Jejich prirozenym mistem vyskytu jsou rizné druhy ptd, kde udrzuji jejich pevnost,
chrani je pred vyschnutim a diky produkci metabolitu geosminu vytvareji charakteristicky
zemity zapach (Hasani et al., 2014). Geosmin ((4S,4aS,8aR) - 4,8a — Dimethyl -
1,2,3,4,5,6,7,8 — oktahydronaftalen - 4a - ol) je téZ zodpovédny za zemitou chut’ Cervené
fepy (Cane et al., 2006). Streptomycety patii mezi hlavni mikroorganismy, které jsou
zodpovédné za rozklad zbytku rostlinnych tél v ptidé (Hasani et al., 2014).

Sviij nazev ziskaly z latinského slova streptos (zvrasnény) a myces (houba). Jak jiz
nazev vypovidd, jednd se o vldknité bakterie, které¢ tvoii mycelia s fetizky exospor a
pigmenty a jsou makroskopicky velmi podobné houbam. Rozkladaji peroxid vodiku na
vodu a kyslik a fadi se proto mezi katalaza pozitivni bakterie. Buné¢na sténa je slozena z
kyseliny L-diaminopimelové (L-DAP). Velikost spor se pohybuje okolo 1 pm a odstin
pigmentu urcuje finalni barvu mycelia. Kolonie jsou charakteristicky hladké a pozdéji
granulované, nebo sametové. Pii kultivaci rostou pomalu na béZznych kultiva¢nich piidach
pii teploté 10 — 37 °C a pH 6,5 - 8,0. Vyjimku tvofi tfi termofilni druhy, které rostou pfi
teploté 45 — 55 °C. Jedna se o S. thermonitrificans, S. thermovulgaris a S. thermoflavus.
Jejich genom ma vysoky obsah guaninu a cytosinu v DNA, 69 - 78 % (Hasani et al.,
2014). Patii mezi eubakterie s nejvétsi velikosti genomu: 7-12 Mbp, pocet genl
prevysuje pocet genli u jednoduchych eukaryot, napt. kvasinek (Harrison a Studholme,
2014). Predpoklada se, ze 2/3 téchto gend koduji adaptivni funkce a nejsou Zivotné
nezbytné (Hasani et al., 2014).

Streptomycety jsou zndmy produkci sekunddrnich metaboliti s antibiotickymi,
antimykotickymi, protivirovymi a protinddorovymi vlastnostmi. Vyrabé&ji kolem 2/3
prospéSnych antibiotik a jsou povazovany za jednu z nejvétSich skupin producenti
antibiotik (Watve et al.,, 2001). Tyto pudni bakterie se téz studuji jako model
prokaryotické bunééné diferenciace — maji slozity zivotni cyklus, ktery se vyznacuje
tvorbou dvou typu mycelii (Obr. 1.). Cyklus za¢ina usazenim spér v substratu. Substrat
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stimuluje kli¢eni spor a dochazi ke vzniku substratového mycelia, které je mnohojaderné,
vétvené a mize tvorit barevné pigmenty. Substratové mycelium nasledné starne a v reakci
na vycerpani zivin diferencuje novy druh bunék, tzv. vzdusné hyfy, které se nevétvi a na

jejichz koncich se vytvari exospory (Hasani et al., 2014).

free spore
Spore germination
P S
&
e Formationof Surface of solid medium
Maturing spores Vegetative mycelium
Step 7 Stop ‘-’-"__‘_’ Vegetative mycellum
\ Growing up Aerial mycelium
of aerial
Life Cycle of Streptomycetes oo

Sporulation by differentiation of
the filamentous mycelium Vegetative mycelium
z Curled aerial (

mycelium \ Expanded view of the tip of aerial mycerium

Obrazek 1Vyvojovy cyklus Streptomycet (Chater, 1998).

Kromé¢ toho, Ze streptomycety osidluji hlavné pidu a podobné substraty, mizeme
jejich zastupce najit naptiklad ve vod€, na rostlinach, uvnité tél bezobratlych nebo
vyjimecné téz jako patogeny rostlin, lidi a zvifat (Hasani et al., 2014).

U rostlin zptsobuji hospodarsky vyznamnou chorobu zndmou jako strupovitost
brambor, jejimz piivodcem je Streptomyces scabies (Klaban, 1999). S. scabies je rostlinny
patogen, ktery infikuje podzemni rostlinné tkan¢. Mtize napadat jak malé sazenice, tak i
zralé plodiny (Wanner, 2006). Hlavnim faktorem virulence jsou thaxtominy patfici do
skupiny fytotoxini. Jedna se o thaxtominy A a thaxtominy B (Sanchez-Ferrer et al.,
1995). Jejich ptivodcem je z nejveEtsi ¢asti S. scabies, ale hovofii se i o jemu morfologicky
podobnych kmenech - S. europaeiscabiei a S. stelliscabiei. Krom¢& brambor tyto
fytotoxiny ovliviiuji také ostatni plodiny, jako napfiklad fedkvicky, fepu a mrkev. Mezi

dalsi rostlinné patogeny patii naptiklad S. ipomoea, S. aureofaciens a S. tumescans
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(Wanner, 2006). Ve vod¢, zejména motské, jsou streptomycety vyznamnym zdrojem
novych antibiotik (Hasani et al., 2014).

Zastupce S. somaliensis byl identifikovan jako jeden z velkého mnozstvi puvodct
chronického infek¢niho onemocnéni zvaného mycetom. Jedna se o onemocnéni podkozni
tkan¢ objevujici se typicky na dolnich koncetinach. Vyskyt byl hlasen v Mexiku, Stidanu
a Indii a je charakteristicky vysokou morbiditou. Pfi tomto onemocnéni dochazi k tvorbé
otokit podobnych nadorum. VSe za¢ina drobnym poranénim, nejcastéji na noze.
Streptomycety se dostavaji do podkozni tkané, kde se shlukuji do utvari, které se popisuji
jako zrnka. Ze zrnek se utvaii charakteristicky uzel, ktery obsahuje hnis a poskozuje az
kost. RozliSujeme dva typy mycetomu. Eumyceton, jehoZz piivodcem jsou pravé houby
a Vv populaci ¢astéjsi aktinomycetom, pochazejici z aerobnich bakterii aktinomycet. Mezi
pivodce druhého zminéného typu se zafazuje rod Nocardia, Actinomadura, S.
somaliensis a S. sudanensis. Onemocnéni ma dobrou prognozu, a pokud neni zasazena
kost, reaguje velmi dobte na 1é¢bu. Pti postizeni kosti miize onemocnéni znamenat az
smrt. Pro 1é¢bu tohoto onemocnéni byvaji pouzity léCiva jako amikacin, linezolid,
chinolony, streptomycin nebo karbapenemy. Lécba je komplikovana a mize trvat az rok.

V piipadé tohoto onemocnéni byly popsany mozné recidivy. (Arenas et al., 2017).

2.1.2  Streptomycety jako zdroj biologicky aktivnich latek

Streptomycety jsou zdrojem biologicky aktivnich sekundarnich metabolitl jiz vice
nez 70 let. Prvni zminka o této skupiné pidnich bakterii je z roku 1942 v souvislosti
s antibiotikem zvanym streptotricin produkovanym zastupcem S. lavendulae (Watve et
al., 2001).

Sekundarni metabolity jsou latky, které nejsou nutné pro zakladni biologické déje,
ale zajistuji bakterii lepSi podminky k Zivotni strategii (Schindler, 2010). Hlavnim
podnétem k tvorbé antibiotik je nedostatek zivin pro rist a ndsledné ukonceni riistu. Plida,
kterou streptomycety a soucasné i jiné mikroorganismy obyvaji, je typickym oligotrofnim
prostiedim, ve kterém nachdzime mikroorganismy s pomalejSim rastem a vysokou
adaptacni schopnosti. K ni patii jak produkce bioaktivnich latek, tak napt. produkce
specializovanych extracelularnich hydrolytickych enzymt (Hodgson, 2000).

Antibiotika miZzeme délit dle n€kolika aspektii. Dle typu G¢inku mame antibiotika
baktericidni (usmrcujici buniku) a bakteriostaticka (zastavujici rtist a mnozeni). Druhym

pristupem je déleni antibiotik dle mechanismu uc¢inku. Sem patii naptiklad inhibice
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syntézy bunétné stény a nukleovych kyselin, poskozeni bunééné membrany nebo
inhibice tvorby bilkovin (Votava, 2005).

Mezi modelové, nejlépe prostudované streptomycety patii S. griseus, S. coelicolor a
S. avermitilis (de Lima Procopio et al, 2012). S. griseus je producentem
aminoglykosidového antibiotika streptomycinu, objeveného pied 60 lety. Je rozpustny ve
vod¢ a aktivni proti G* i G™ bakteriim v&etné mykobakterii (Ohnishi et al., 2009). Druhy
zminény zastupce se vyuziva nejcCastéji v genetickych studiich morfologické a
metabolické  diferenciace, produkuje barevna antibiotika aktinorhodin a
undecylprodigiosin (de Lima Procopio et al., 2012).

Ptehled vyznamnych zastupct streptomycet a jednotliva antibiotika je vyznacen

v Tab. 1.

Tabulka 1 Seznam nékterych antibiotik produkovanych streptomycetami (de Lima Procdpio et al., 2012).

Streptomyceta \ Antibiotikum Streptomyceta Antibiotikum
S. orchidaccus Cykloserin SEEHRITEOLEIO Erytromycin
erythraea
S. orientalis Vankomycin S. venesuellae Chloramfenikol
| o oty

S. fradiae ) S. aureofaciens tetracyklin,
Neomycin, Chlortetracyklin
Aktinomycin

S. nodosus Amfotericin B S. ambofaciens Spiramycin

S. noursei Nystatin S. avermitilis Avermicin

S. mediterranei Rifampin S. alboniger Puromycin

S. griseus Streptomycin S. niveus Novobicin

S. knanamyceticus | Kanamycin S. platensis Platenmycin

S. tenebrarius Tobramycin S. roseosporus Daptomycin

S. spectabilis Spektinomycin S. ribosidificus Ribostamycin

S. viridifaciens Tetracyklin S. garyphalus Cykloserin

S. lincolensis L”.‘komyc”." S. vinaceus Viomycin
Klindamycin

S. rimosus Oxytetracyklin S. clavuligerus Cefalosporin

Streptomycety produkuji také metabolity zvané desferrioxaminy nebo cobalamin.
K ziskavani Zelezitych iontl slouzi prvni zminény metabolit, ktery je soucasti skupiny
sideroforti. Cobalamin je tetrapyrol obsahujici kobalt. Obecné je zndm také pod ndzvem
vitamin B12 a ma dtlezitou funkci v krvetvorb¢. Patii sem mnoho derivata jako naptiklad

adenosylkobalamin, methylkobalamin nebo hydroxokabalin (Takano et al., 2016).
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Kromé¢ celé tady antibiotik streptomycety produkuji i latky s jinou biologickou
aktivitou — imunomodula¢ni, protinadorovou, antiparazitarni, protivirovou nebo
herbicidni. Streptomyces hygroscopicus, izolovany ze vzorku pudy na Velikono¢nich
ostrovech, je producentem fungicidniho antibiotika zvaného rapamycin. Svlij nazev
ziskalo dle ostrova Rapa Nui. Je vysoce aktivni proti houbam rodu Candida albicans,
méné proti Microsporum gypseum a Trichophyton granulosum. Rapamycin je nyni
uzivan hlavné€ jako imunosupresivum pii organovych transplantacich, selektivné snizuje
produkci nékterych cytokint (Vézina et al., 1975). Dale se vyuziva k 1é€bé onemocnéni
zvaného lymfangioleiomyomatéza. Lymfangioleiomyomatéza je onemocnéni
poskozujici plice, vyskytujici se nejcastéji u zen. Postizeni maji az dvakrat snizenou
funkci plic nez zdravy jedinci (McCormack, 2008). Dalsi imunomodula¢ni makrolid -
FK506 neboli takrolimus — byl izolovan ze Streptomyces tsukubaensis v Japonsku v roce
1984. Ten je inhibitorem kalcineurinu a je bézné vyuzivany pii transplantacich podobné
jako rapamycin (Mukherjee et al., 2010).

Streptomyces avermitilis je producentem skupiny 8 antihelmitik avermektind, které
jsou pouzivané ve veterinarni mediciné. Byly objeveny v roce 1976 a jsou
charakteristické vysokou aktivitou proti ¢lenovciim a hlisticim. Rezistence paraziti na
tento 1€k byla prokdzana u riznych druhii prezvykavceil, naopak naptiklad u psti a koc¢ek
nikoliv (Maddison et al., 2008).

Mezi metabolity streptomycet najdeme 1 latky s protinddorovymi ucinky.
Vyznamnym producentem kancerostatickych latek je Streptomyces verticillus, ktery
produkuje peptidové antibiotikum s cytotoxickym tuc¢inkem zvané bleomycin. Bleomycin
se pouziva k 1é¢bé Hodgkinovych a non-Hodgkinovych lymfomu (Boll et al., 2016).
Jednou z klicovych pfi¢in imrti pacientl s rakovinovym onemocnénim jsou bezesporu
metastazy nadora (Chen et al., 2010), klicovym krokem k jejich vzniku je migrace
rakovinnych bunék z primarniho nadoru (Giralt a Lo Re, 2017). Podstatnym ptirodnim
produktem izolovanym ze Streptomyces platensis, ktery slouzi k inhibici bunécné
migrace a potlaceni rezistence vici 1éklim, je migrastatin a né¢kolik jeho analogli. Jedna
se o piirodni organicky produkt s vyraznym antimetastatickym potencialem (Chen et al.,
2010).

Streptomyces antibioticum byl popsan jako vyznamny producent baktericidniho

polyethermakrolidového antibiotika zvaného boromycin. Po rozsahlych studiich bylo
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zjisténo, Ze se jedna o latku, kterd inhibuje replikaci klinicky izolovaného kmene HIV-1
a blokuje pozdéjsi faze HIV (Masayoshi et al., 2004). Bialaphos byl izolovan ze
Streptomyces viridochromogenes a Streptomyces hygroscopicus. Jedna se o tripeptidové
antibiotikum obsahujici fosfor, pouzivané jako neselektivni herbicid (Krieger, 2010).
Dal$imi vyznamnymi latkami produkovanymi streptomycetami jsou jiz vyse
zminény fytotoxin thaxtomin, melanin a fytohormony. Melanin je hlavni pigment hnédo-
¢erné barvy pfitomny na povrchovych strukturach obratlovcti. M4 mnoho biologickych
funkci a u lidi se vyskytuje na kiizi, ve vlasech a sitnici. Vznika oxidaci tyrozinu enzymem
tyrozinazou. U ¢lovéka je nejvice zastoupeny eumelanin a feomelanin, naopak u rostlin
allomelanin (Sanchez-Ferrer et al., 1995). Jeho strukturni vzorec miizeme vidét na Obr.

2.

Obrdazek 2 Strukturni vzorec melaninu (Kim et al., 2016).

Fytohormony, neboli regulatory rdstu rostlin, jsou nizkomolekularni rostlinné
hormony a byly objeveny v roce 1963 Fredericem Addicottem (Ohri et al., 2015). Tyto
nizkomolekularni hormony jsou schopny regulovat né€které bunécné procesy v rostlinach.
Dle struktury a funkce je mizeme rozdé€lit do péti zakladnich skupin - auxiny, gibereliny,
kyselina abscisova, etylén a cytokininy. Jejich nejvyznamnéjsi funkci je prenos signalu a
komunikace mezi vy$§imi rostlinami. Nékteré fytohormony byly identifikovany jako tzv.
stresové hormony, které hraji klicovou roli ve vyvoji rostlin (Wani et al., 2016).

Thaxtominy byly poprvé popsany vroce 1989 a nazev ziskaly po zndmém
fytopatologovi Ronaldu Thaxterovi. Jak nam napovida Obr. 3, thaxtomin A je cyklicky
dipeptid vznikly pfeménou 4- nitrotrytofanu a fenylalaninu. Tyto fytotoxiny maji velky

vyznam v patogenezi rostlinnych tkani (King a Calhoun, 2009).
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Obrdzek 3 Strukturni vzorec thaxtominu A (Fry a Loria, 2002).

2.1.3 Regulace produkce sekundarnich metabolitit

Produkce sekundarnich metabolitii je obecné pro zivé organismy postradatelna.
Jedna se o adaptacni molekuly, které zlepsuji konkurenceschopnost producenta v daném
prostiedi, poskytuji mu néjakou vyhodu. Na tvorbu sekundarnich metabolitt ma tedy ve
velké mife vliv Zivotni prostfedi — jeho Ziva i neziva slozka (van der Meij et al., 2017).

Streptomycety jsou bakterie primarn¢ uzptisobené zivotu v pud¢, pripadné moiské
vodé, oba jsou to vysoce komplexni a proménlivé biotopy. Schopnost interakce s okolnim
prostfedim zajistuje tedy velké mnozstvi regulaénich, signaliza¢nich a transportnich
proteini. Regula¢ni proteiny umoznuji streptomycetam, aby se dokazaly rychle adaptovat
na zmény okolniho prostiedi (van der Meij et al., 2017).

Vedle Zivotniho prosttedi, ptipadné UV zafeni, ma na tvorbu novych antimikrobnich
latek vliv také nutri¢ni stav (zejména omezeni uhliku a dusiku). Typickym piikladem je
inhibi¢ni vliv glukézy a dalsich cukri potlacujici chemickou a morfologickou
diferenciaci. Gluk6za jako hlavni zdroj uhliku ovliviiuje tvorbu fady specifickych
enzymu véetné téch, které ovliviiuji produkei sekundarnich metabolitti. Tento jev zname
jako tzv. katabolickou represi. Centralnim proteinem v kontrole metabolismu je zde
glukozokinaza (GIk), kterd katalyzuje prvni krok katabolismu glukézy, jeji fosforylaci.
Ma vsak téZ zminény Gc¢inek regulacni (van der Meij et al., 2017).

BGL, neboli y-butyrolaktony. Jejich hlavni funkci je regulace tvorby sekundarnich

metaboliti. Sekundarni metabolity, vzniklé pfi jejich vzajemnych interakcich, vyznamné
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usnadiiuji komunikaci mezi jednotlivymi organismy a soucasné pusobi jako obranné
molekuly (van der Meij et al., 2017).

Geny kodujici biosyntézu sekundarnich metabolitti jsou téz aktivovany v situaci
,ohrozeni nepiitelem®, tedy interakci s moznymi konkurenty. Tento jev mizeme vyuzivat
Vv laboratofi k aktivaci produkce biologicky aktivnich latek, k niz ve standardnich
laboratornich podminkach monokultur nedochazi. Potencidlni producent tedy miize byt
kokultivovan napt. S patogennimi bakteriemi. Vyznamnym faktorem je téz typ
kultivacniho media, zména pH nebo teploty. Pfi hledani novych farmaceuticky
vyznamnych latek vedou tyto interakce k aktivaci kryptickych genovych shlukd.
Vyznamnym vysledkem vzajemné kultivace je napiiklad kultivace Aspergillus fumigatus
a Streptomyces pencetius, ktera vedla k syntéze N- formyl alkaloidd, coz jsou vyznamné
slouceniny aktivni proti lidskym nadorovym bunkam. Dalsi moznosti je kokultivace
streptomycet s bakteriemi. Zajimavym piikladem je kokultivace Streptomyces endus
s bakterii Tsukamurella pulmonis, nebo Corynebacterium glutamicum vedouci ke vzniku

alchivemycinu A (van der Meij et al., 2017).

2.1.4 Interakce streptomycet s Zivocichy a rostlinami

Pro preziti nékterych zivocicht je nezbytna symbioza s bakteriemi. Bakterialni kmen
streptomycet byl v hojném poctu nalezen i jako soucast mikrobialni komunity vajec
moiskych zelv druhu Eretmochelys imbricate. Moiské zelvy jsou ohrozena skupina zvifat
a nejvetsi hrozbou pro jejich hnizda jsou patogenni houby Fusarium falciforme a
Fusarium keratoplasticum. Ochranci ohroZzenych zvifat se snazi omezit Siteni patogent a
nasledné infekce. Bylo dokazano, Ze streptomycety, jakozto druhy nejhojnéjsi kmen
bakterii ve skofapkach vajicek, hojné inhibuje hyfalni rust F. falciforme a potlacuje rust
patogenniho fusaria na vajickach (Sarmiento - Ramirez et al., 2014).

Dalsim typickym piikladem symbiozy se streptomycetou je ochrana kvétolibu
véelich pfed patogeny. Kmeny streptomycet byly nalezeny v tykadlech téchto
samotafskych vos a je znamo, ze jsou predadvany z jedné generace na dalsi. Kvétolib veeli
vytvaii hnizdo v pis¢ité pade, lovi véely, a kdyZz nastane zima, vytvoii mateiskou
komirku, do které kromé& snlsky vajec a mrtvé veely jako vyZivy pro potomstvo vloZi i
sekret 71az na tykadlech, ktery obsahuje kmeny streptomycet. Podminky v plodovych

bunikach jsou ptiznivé pro rast hub a bakterii. Streptomycety, vyskytujici se na vnéjsi
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stran¢ matetské komirky, produkuji antifungalni latky slouzici jako ochrana sntsky pred
infekci (Kaltenpoth et al., 2006).

Streptomycety dale vstupuji do symbiotického vztahu s mravenci rodu Atta, kdy
chrani mravence pied houbovymi patogeny. Streptomyceta je kralovnou pienasena do
nového hnizda. Antibiotika, ktera produkuje, mravenci pouzivaji jako fungicidni
ptipravky k ochran¢ houbovych zahrad ptfed patogennimi houbami. Podobny ochranny
vliv maji pravdépodobné téZ na nékteré moiské bezobratlé — sasanky a moiské houby
(Seipke et al., 2011).

Kitrovci patfici do ¢eledi nosatcovitych, jsou skupinou broukd, kteti zptisobuji Skody
na stromech a zafazuji se tim mezi lesni Skidce. Typickym zastupcem je napiiklad
Dendroctonus frontalis, ktery Zije ve vzajemné symbidze s houbou Entomocortizium.
Prostor, ve kterém je houba pifenaSena na téle brouka, se nazyvd mykangium.
Entomocortizium je velmi nachylna k infekci Ophistoma minus, ktera narusuje vyvoj
larvy. Jako ochrana pro houbu slouzi symbidza se streptomycetou. Streptomycety byly
také dale izolovany ze stfev roztoci, stonozek a zizal (Seipke et al., 2012).

U rostlin se streptomycety vyskytuji jako symbiotické organismy na povrchu
nadzemnich ¢asti rostlin, ale té€z na kotenech. Ovliviji pfirozenou imunitu rostlin, chrani
rostliny pfed houbovymi patogeny a napomahaji pfi iniciaci mykorhizy (Rey a Dumas,
2017). Mohou se vyskytovat jako endofytické nebo fytopatogenni organismy.
Fytopatogenni organismy zpusobuji choroby rostlin. Pfikladem fytopatogennich
streptomycet jsou S. turgidiscabies, S. acidiscabies, S. ipomoeae a S. scabies, kteti maji
Sirokou skalu hostiteli. Tyto bakterie tvofi Supinky na kofenovych strukturach (napf.
strupovitost brambor) a produkuji fytotoxiny a fytohormony, zminéné jiz v kapitole o
biologicky aktivnich latkach. Ochrana plodin proti nim je sloZita, v podstaté se
ekonomické ztraty daji jen omezit volbou vhodnych odrid a vhodnymi péstebnimi
uzitek. Piikladem endofytické streptomycety je S. lydicus. Tyto organismy také
kolonizuji rostliny, ale pfetrvavaji dlouho, aniz by zplsobily onemocnéni. Jejich hlavni
funkei je, ze chrani rostliny pied vySe zminénymi fytopatogeny a podporuji jeji rast
pomoci produkce hormonu auxinu. Rozsahlé studie svédéi o dilezitosti streptomycet
V hospodaiském odvétvi. Zvysuji produktivitu rostlin a chrani rostliny pied patogeny, coz
se ukazalo jako vyznamny cinitel naptiklad u zvySovani vynosu psenice (Seipke et al.,

2012).
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2.1.5 Streptomycety izolované z lidskych vzorki

Nejcastéjsim druhem streptomycet izolovanym z lidskych vzorkl jsou fakultativni
pivodci mycetomu S. griseus a S. somaliensis, typicky patogenni jsou vsak spise jiné
druhy aktinomycet jako Nocardia asteroides a Actinomadura madurae. Jako fakultativni
lidské patogeny byly identifikovany také S. albus, S. rimosus a S. lavendulae, které by
potencialné mohly mit lékaisky vyznam (McNeil a Brown, 1994).

Streptomycety byly také kromé jiz vySe zminéného mycetomu vzacné hldsené jako
puvodci jinych infekcei. Celosvétove existuje mnoho zprav o izolaci streptomycet, ovsem
bez diikazu jejich patogenni role. Naptiklad z krve, krénich mandli nebo ze zubniho kazu
byli izolovani zastupci Streptomyces coelicolor, Streptomyces albus a Streptomyces
violaceoruber. Dalsi piipady izolace byly zaznamenany u Streptomyces candidus
izolované z ¢ésky a Streptomyces willmorei z jaterniho abscesu. Ve vsech téchto
ptipadech nebyly tyto bakterie popisovany jako hlavni patogeny, ale pouze jako soubézné
bakterie vedle primarnich patogenil. Streptomycetové infekce mohou byt Castéjsi, nez se
zda, protoZe nejsou dostate¢né hlaseny. S. griseus a S. somaliensis byvaji ¢asto nalezeny
v klinickych izolatech, ale bohuzel neni vzdy potvrzeno, zda se jednd o primarni patogeny
¢i nikoliv. V naprosté vétSin€ klinickych mikrobiologickych laboratofi jsou bé&zné
povazovany za kontaminujici mikroorganismus bez klinické relevance. TéZ neexistuje
standardni zptsob jejich selektivni izolace, pfi béznych kultivacich jsou preriistany
rychleji rostouci béznou florou (Dunne et al., 1998).

I pfes nedostatecné hlaSeni vyskytu streptomycet v klinickych izolatech jsou
nesporné ditkkazy o zdvaznosti onemocnéni zplsobenych témito bakteriemi. Prvnim
ptipadem je izolace streptomycet, jakoZto plivodcli pneumonie, u pacientt s virem lidské
imunitni nedostate¢nosti. Zde byly streptomycety identifikovany jako primarni patogeny,
pomoci charakteristického znaku specifického pro aktinomycetomy. Timto typickym
nalezem byly granule oznacované jako ,,sulphur granules®. Tato zlut4 zrnicka, v podstaté
mikrokolonie streptomycet, se vyskytovala v plicni biopsii postizenych pacienti.
Streptomyces species byl popsan jako pfi¢ina septikémie, primarniho postizeni plic,
endokarditidy, lymfadenitidy nebo v piipadé chronické perikarditidy (Dunne et al., 1998).

Mozkovy absces byl v né¢kolika pfipadech pfisuzovan Streptomyces griseus a
nasledné uspésné 1écen pomoci minocyklini, imipenemt, erythromycinu a doxycykling.

Streptomyces somaliensis byl izolovan v souvislosti s peritonitidou (Dunne et al., 1998).
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Velmi zajimavym piipadem byla identifikace bakterii Streptomyces cinereorubes a
Haemophilus influenzae, jakozto puvodct koinfekce plic u pacienti s chronickou
obstruk¢ni plicni chorobou. Streptomyces cinereorubes byl identifikovan na zakladé
srovnavaci sekvencni analyzy a produkce Cerveného pigmentu zvaného rhodomycin

(Manteca et al., 2008).

2.2 Mikrobiom lidskych dychacich cest a jeho vliv na rozvoj onemocnéni

Mikrobiom se da definovat jako spolecenstvo mikroorganismu v uréitém prostredi,
organismu ¢i tkani a jeho zména miize mit celkovy dopad na fyziologii jednotlivych
onemocnéni. Trakt dolnich cest dychacich byl po fadu let povazovan za sterilni a naprosto
nekolonizovany. Nové analytické metody (metagenomové studie a prace zalozené na
hmotnostni spektrometrii) ukéazaly, ze 1 dolni dychaci cesty jsou kolonizovany.
,Piirozeny“ mikrobiom je obecné velmi dulezity pro udrzovani celkového zdravi a
V usmériiovani zanétlivych a metabolickych stavli a vyznamné se liSi dle orgdnové
soustavy a tkané. V dychacich cestach je v pfevazné vétsing tvoren, zejména bakteriemi
z fadu Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria a mtze se v prabéhu
zivota ménit. Dalsi bakterie, ktera stoji za zminku, je Prevotella, ktera se v hojném poctu
nachazi v dutin€ ustni, ale ve zdravych plicich jiZ ne. To poukazuje na fakt, ze mikrobiom
dutiny ustni je zna¢né eliminovan pti ptechodu do plic. (Shukla et al., 2017). Mikrobialni
slozeni je ovlivnéné stravou, vékem a okolnim prostredim (Ryskova, 2000). Ke zménadm
ve slozeni mikrobiomu dochazi jiz po 6 tydnech od porodu, v obdobi pieruseni kojeni a
naslednou zménou ve strave. Dilezity je také druh porodu. Pii porodu cisafskym fezem
je prokazan snizeny vyskyt aktinobakterii a naopak zvySeni vyskyt bakterii Firmicutes.
Po 18-36 mésicich se mikrobiom nachazi ve stejné formé jako u dospé€lych lidi a az do
obdobi stafi se stabilizuje. K poslednim zménam dochdzi u Zen v obdobi menopauzy
(Shukla et al., 2017).

Statistiky tvrdi, Zze jednou z nejcastéjSich pfi¢in umrtnosti na svété je cysticka
fibréza, astma a chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN, COPD). Jako jeden
z faktoru ptispivajicich k rozvoji téchto onemocnéni patii dysbidza, coz je nerovnovaha
v poméru mikroorganismu (Shukla et al., 2017). Dochazi ke snizeni po¢tu prospésnych
bakterii a naopak k navySeni nezadoucich bakterii (Klaban, 1999). Soucasna 1é€ba téchto

onemocnéni je zaméfend spiSe na zmirnéni ptiznakl, ovSem pochopeni mikrobialnich
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pochodti spojenych s t€émito nemocemi by mohlo celkovou 1é¢bu pacientti vyznamné
zlepsit (Shukla et al., 2017).

2.2.1 Astma

Astma je onemocnéni projevujici se jako zanét dychacich cest. Mezi hlavni Cinitele
astmatického zanétu patii alergeny, stres a genetické dispozice (Zak a Petrasek, 2011).
Jeho hlavni vyhodou je, Ze pacienty mezi jednotlivymi atakami netrapi zadné potize
(Macak a Macakova, 2004). Bylo prokazano, Zze mikrobiom dychacich cest astmatiki je
jiny, nez mikrobiom zdravych jedinci. U dospélych astmatickych jedinci byl
zaznamenan zvySeny vyskyt proteobakterii. Byla provedena rozsahla studie s nazvem
BOBCAT12, ktera charakterizovala vztah mikrobiomu a astmatu (Huang et al., 2015).
Vysledky se daly do souvislosti s ACQ testem (test posouzeni kompenzace astmatu)
(Juniper et al., 1992). Nasledné bylo zjisténo, Ze pii zhorSeném ACQ skore byl pozorovan
vyskyt zastupct proteobakterii (Enterobacteriaceae, Neisseriaceae). Naopak zlepseni
ACQ je spojené sizolaci aktinobakterii (Huang et al., 2015). Dale byla prokazana
souvislost podani antibiotik détem a nasledny vznik astmatu v raném véku. Na vzniku
astmatu se podili také nosohltanovy mikrobiom a mikrobiom dychacich cest. Pfi vyskytu
Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae nebo Streptococcus pneumoniae u
novorozencu byla prokazana souvislost s vys$sim rizikem astmatu v détstvi (Shukla et al.,
2017).

2.2.2  Chronickad obstrukéni plicni nemoc

CHOPN je onemocnéni dolnich dychacich cest projevujici se chronickou
bronchitidou a plicnim emfyzémem, kdy dochazi k obstrukci plicni tkané. Toto
onemocnéni je Uzce spjato s koufenim, vyfukovymi plyny a znecisténym pracovnim
prostiedim (Shukla et al., 2017). Koufeni snizuje ptirozenou obranu plic tim, Ze potlacuje
produkci antibakterialnich peptidd, nici epitelidlni bariéry a zvySuje kolonizaci dolnich
dychacich cest patogeny (Zakharkina et al., 2013). V souvislosti s CHOPN muzeme
mluvit o akutni exacerbaci, coZ je stadium charakterizované zménou dusnosti nebo kasle.
Za jeho puvodce se povazuji Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis a
Streptococcus pneumoniae, ktefi zhorSuji zdravotni stav a zvySuji Sanci na zanét.

Mikrobiom plic lidi s CHOPN je tvofen v pievazné vétSiné zrodu Lactobacillus,
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Streptocococcus a Campylobacter, ale hovoii se i 0 moznosti geografického a ¢asového
ovlivnéni (Shukla et al., 2017).

2.2.3 Cystickd fibroza

Cysticka fibréza (CF) je autozomalné recesivné dédicné onemocnéni. Postihuje 1
z 2500-4500 narozenych déti (Vavrova, 2006). CF je onemocnéni zplisobené mutacemi
genu CFTR a naslednou poruchou prostupnosti chloridovych iontd skrz bunéénou
membranu (Macak a Macakova, 2004). V soucasné dobé je znamo néco okolo 1300
mutaci tohoto genu. Protein CFTR je umistén na 7. chromozomu a patii mezi tzv. ABC
transportéry (Vavrova, 2006). Soucasn¢ dochazi k poruse slizni¢niho a tfasinkového
transportu, diky kterému dochazi k pfichyceni bakterii (Zak a Petrasek, 2011). Nejéastgji
pfitomné bakterialni patogeny zde vyskytujici jsou Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae a Burkholderia cepacia (Shukla et al.,
2017). P. aeruginosa dokaze produkovat toxické molekuly poskozujici buiiky (Quinn et
al., 2016). V dusledku zvysené produkce hlenu v plicich dochazi k mikrobialni dysbioze.
ZhorSeni imunitniho systému a nasledny zanét vyvolava zvysenou kolonizaci patogeny.
Dale bylo prokazano, ze CF a zanét plic vyznamn¢ ovliviiuje i stfevni mikrobiom (Shukla

etal., 2017).

2.3 Hemolyza

Hemolyza a produkce hemolyzint jsou jednim z nejbéZnéjSich virulen¢nich faktori
patogennich bakterii. Hemolyzu mlZeme popsat jako rozpad cervenych krvinek -
erytrocytl, nasledné uvolnéni ¢erveného krevniho barviva hemoglobinu a jeho vyliti do
extracelularnich prostori (séra, plazmy). Jako hemolyziny jsou oznacovany cytolytické
proteiny, které ji zptsobuji. Jejich typickou funkci je, Ze ptisobi na membrany savc¢ich
bunék a zpiisobuji bunéénou lyzu. Jsou jednim z hlavnich faktorti virulence a nékdy jsou
zivotné dulezité pro rust mikrobti (Langmeier, 2009).

Rozlisujeme tii typy hemolyzy: alfa, beta a gama. Prvni dvé zminéné jsou na Obr. 4.

Alfa hemolyza, nazyvana jako zelend hemolyza, ¢astecna nebo neliplna hemolyza,
se vyznacuje zelenym zbarvenim agaru v okoli naoCkované bakterie. Je zpusobena
peroxidem vodiku, produkovanym bakterii, ktery oxiduje hemoglobin na zeleny

methemoglobin (Ryan et al., 2004).
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Beta hemolyza byva n¢kdy také ozna¢ovana jako Gplna hemolyza, vzhledem k uplné
lyze Cervenych krvinek. Ta je zptisobovana enzymem streptolysinem (streptolysin O a S)
a dalSimi typy lytickych hemolyzini (Ryan et al., 2004).

Poslednim typem je gama hemolyza (non - hemolyza), kdy bakterie nevyvolava na

krevnim agaru zadnou zménu a ¢ervené krvinky neposkozuje (Ryan et al., 2004).

Obrazek 4 Ukadzka alfa a beta hemolyzy (Levinson, 2014).

2.3.1 Streptomycety a hemolyza

Streptomyces coelicolor, typovy zastupce pudnich nepatogennich streptomycet,
produkuje homolog tzv. S - hemolyzinu (Rajesh et.al., 2013). S - hemolyzin je cytolyticky
toxin, ktery byl identifikovany jako novy typ fosfolipazy C. U S. coelicolor byl
sekretovan na krevnim agaru po 48 hodinach inkubace (Suzuki et al., 2014). Je sekvencné
podobny s hemolyziny bakterie Mycobacterium tuberculosis. Jeho absence ovliviiuje
produkci antibiotik a tvorbu spér. Byla také dokazana jejich dilezitost v interakcich s
patogennimi bakteriemi, napiiklad v souvislosti s jiz zminénym mycetomem. Kolonie S.
coelicolor diky nému na krevnim agaru vykazuji typickou alfa hemolyzu (Rajesh et.al.,
2013).

V pobtezi Bengalského zalivu v Indii byl ze vzorki motského sedimentu zizolovan
kmen streptomycet s oznacenim S.sp.VITSDK1. Dle rozsahlych studii je tento kmen
fyziologicky odliSny od ostatnich druht streptomycet a je vyznamny svou hemolytickou
aktivitou proti krysim a lidskym erytrocytlim, coZ naznacuje, Ze mize byt klinicky velmi
dilezity (Suthindhiran a Kannabiran, 2009).

V dnes$ni dob¢ byly identifikovany hemolyziny také u jinych aktinomycet. Jedna se
zejména o mykobakterie, naptiklad o Mycobacterium avium a Mycobacterium

tuberculosis (Rajesh et.al., 2013).
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2.3.2 Hemolyticka aktivita metabolitii streptomycet

Vyznamna je také hemolyticka aktivita sekundarnich metabolitl streptomycet. Jedna
se napfiklad o polyenova antibiotika, kterych existuje velké mnozstvi. Klinicky
vyznamné jsou ovSem pouze filipin, amfotericin B a nystatin. Polyeny se bézn¢ pouzivaji
k 1é¢b¢ piedevsim mykotickych, ale téz parazitarnich onemocnéni (Knopik-Skrocka a
Bielawski, 2002).

Polyenova antibiotika jsou pfirodni latky produkované nejen streptomycetami,
pouzivana pro 1é¢bu systémovych onemocnéni. Polyeny jsou ve vodé Spatné rozpustné,
amfipatické slouceniny. Ackoliv neni znam pfesny mechanismus, dochazi k tomu, ze
polyeny tvoii v membranach shluky s lipidy, coz vede k jejimu poskozeni. Polyenova
antibiotika se déli dle velikosti laktonového kruhu na polyeny s velkym (amfotericin B a
nystatin) a malym kruhem (filipin) (Knopik-Skrocka a Bielawski, 2002).

Filipin tvofi velké komplexy s lipidy bunéénych membran a vyvolava tzv.
,»poskozujici hemolyzu”. Hemolyza se projevuje tvorbou rozsahlych shluki v membrané
erytrocytu, kterd je propustnd pro makromolekuly, véetné hemoglobinu. Naproti tomu
amfotericin B a nystatin tvoii mensi komplexy s lipidy buné¢né membrany a jsou
usporddané v kandlcich propustnych pro slouceniny o nizké molekulové hmotnosti

(Knopik-Skrocka a Bielawski, 2002).

2.3.3 Hemolyza piibuznych patogennich aktinomycet

Mycobacterium tuberculosis je patogenni bakterie, ktera zpusobuje tuberkulozu.
Tuberkuldza je onemocnéni, které predstavuje velky problém hlavné v zemich tretiho
svéta a souvisi zde s vysokou morbiditou. Vysoka umrtnost je zptisobena rezistentnim
kmenem zvanym XDR (Extensively drug-resistant tuberculosis). Hlavnim faktorem
virulence mykobakterii je gen tlyA, oznacovany jako Rv1694. Jim kodovany protein TIyA
je typicky hemolyzin, schopny lyzovat erytrocyty (Maslow et al.,1999).

Mycobacterium avium je respira¢ni patogen zpusobujici onemocnéni podobné
tuberkuldze, zejména u imunokompromitovanych pacientl. Je castou komplikaci u
pacienti s HIV. Produkuje hemolyzin zavisly na hoi¢iku, ktery miize mit roli

V patogenezi invazivnich chorob (Maslow et al.,1999).

23



3 Cil prace a hypotézy
3.1 Cil prace

Cilem této bakalatské prace bylo mikrobiologicky charakterizovat deset zastupcu
streptomycet izolovanych z lidskych vzorka. VétSina zastupeii pochéazela z respiracniho
traktu, vyjimecné z délohy a spojivkového vaku. Po mikrobiologické strance dochézelo
k charakterizaci hemolytickych vlastnosti, dale pak antibakterialnich a antifungalnich
aktivit na typickych lidskych zastupcich patogenti. Zastupci byli vybrani ze skupiny G*
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae) i G bakterii (Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella catarrhalis aj.), kvasinek a plisni
(Candida albicans, Rhizomucor, Aspergillus oryzae). Vyznam kolonizace lidského
organismu streptomycetami neni zatim zcela objasnén, predpoklada se ovSem, ze jejich
produkce sekundarnich metabolitti by zde mohla mit zasadni vliv nejen na samotné lidské

buriky, ale téz na cely pfitomny mikrobiom.

3.2 Hypotézy

1. Lidsky organismus je jednou z potencialnich nik, kterou piidni streptomycety
mohou pfilezitostné kolonizovat.

2. Prilezitostna kolonizace respiraéniho traktu je logicka, ve vzduchu se bézné
nachéazeji volné spory streptomycet, streptomycety mohou téZ byt soucasti
prachovych castic.

3. Kolonizace lidskych tkani vyzaduje specifické fenotypové adaptace, mezi néz
muze patfit produkce latek ovliviiujicich chovéani a Zivotaschopnost lidskych
buné¢k a téZ mikroorganismi lidského mikrobiomu a patogend.

4. ,Lidské“ streptomycety mohou svymi vlastnostmi pfispivat k patogenezi

zanétlivych onemocnéni respiracniho traktu.
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4 Metodika

4.1 Materidal

4.1.1 Chemikdlie a slozky kultivacnich médii

MS agar:

Séjova mouka hladka: 209
Manitol (D-manit, Lach-Ner: 20 ¢
Agar bacteriological No.1 (Oxoid): 20 ¢

Chemikalie se rozpoustély v 1000 ml kohoutkové vody. Nasledné se provedla 15

minut sterilizace média v autoklavu pii 120°C.

MH agar:

Sladovy extract - Malt extract (Oxoid): 10g
Kvasni¢ny extract -Yeast extract(Oxoid): 49
Glukoza (Lach-Ner): 49
Agar bacteriological No.1 (Oxoid): 20 ¢

Slozky se rozpoustély v 1000 ml destilované vody. Po upravé pH na hodnotu 7,2
bylo ptidano 20 g agaru. Nasledné se provedla 15 minut sterilizace média v autoklavu pii

120 °C.

Mueller- Hinton agar s krvi:

Masova infuze (Oxoid): 404

Kaseinovy hydrolyzat (Oxoid): 175¢g

Kukuti¢ny skrob (Oxoid): 1549

Agar (Oxoid): 129

Berani krev (Oxoid): 50,0 ml (1 %) (pfidava se po

vyklavovani do zchladlého agarového zakladu)

Chemikalie se rozpousteji v 1000 ml destilované vody a vysledné pH cini 7,3
(Mueller a Hinton, 1941).

SNA agar:
Agar (Oxoid): 50
Zivny bujon - Nutrient broth (Oxoid): 8¢
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Chemikalie se rozpoustély v 1000 ml destilované vody. Nasledné se provedla 15

minut sterilizace média v autoklavu pii 120°C.

Krevni agar:

Smés peptonti: 239

Skrob: 19

Chlorid sodny: 5¢

Agar: 10¢

Berani krev: 50 ml (5%) ptidava se do

zchladlého zakladu po autoklavovani.

Chemikalie se rozpoustéji v 1000 ml destilované vody a vysledné pH ¢ini 7,3 (Atlas,
2004).

Roztoky:

Glycerol 20 % (v/v) v destilované vodé. Sterilizovano autoklavovanim.

4.1.2 Babkteridlni kmeny
V této bakalaiské praci byla pouZita kolekce kmenli streptomycet a patogennich

bakterii.

4.1.2.1 Streptomycety

Pouzité kmeny streptomycet byly ziskany ze Sbirky kultur aktinomycet CCSACB
Ustavu pudni biologie Biologického centra AV v Ceskych Bud&jovicich. Pavodné
pochéazeji z Narodni referencni laboratofe pro patogenni aktinomycety v Trutnove,
S piivodem ptredevsim v Oblastni nemocnici v Pfibrami a nove téz ze zdrojii Zdravotniho
ustavu se sidlem v Ostravé.

Vzorky streptomycet byly odebrany z bronchoalveolarni lavaze ¢i sputa od pacientti
s respiratnimi  obtizemi. Schopnost streptomycet ¢asteCné piezivat specifickou
dekontaminaci pfti cilené kultivaci na mykobakterie umoznila jejich lepsi izolaci.
Vyjimecné byly izolaty ziskany i z jinych tkani - nejcastéji délohy a spojivkového vaku.
Mezi pacienty s respira¢nimi obtizemi patfili zejména lidé, ktefi jsou vystaveni zvySené
expozici pidnimu prachu (zejména hornici). Pro lepsi orientaci ziskaly vzorky piidélené

laboratorni ¢islo. Pfehled pouzitych streptomycet a odebranych materiald, véetné diagno6z
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pacient jsou uvedeny v Tab. 2. Taxonomické ur¢eni bylo provedeno pracovniky BC

AVCR pomoci 16S rRNA taxonomie s pouZitim databaze EzTaxon (Yoon et al., 2017).

Tabulka 2 Prehled pouzitych Streptomycet a odebranych materidlii.

Lab.

Taxonomie .« .
oznaceni

Diagno6za pacienta

S. hydrogenans -
albidoflavus - TR1 Cévni mozkové ptihoda Sputum
daghestanicus - violascens
S. hydrogenans-

Obrna hlasivek a hrtanu,

albidoflavus-daghestanicus TR Pneumokonioza Sputum

S. diastaticus subsp. ,

diastaticus - gougerotii - TR15 CLEOLENG Zﬁoubny novotvar Sputum
i rtanu

rutgersensis

S. albidoflavus TR20 Bronchopneumonie Sputum

somaliensis group

Chronicka nefritida, Plicni
TR24 | embolie, Akutni zanét slinivky, Sputum
Respiraéni selhéni

S. albidoflavus
somaliensis group

S. diastaticus subsp.
diastaticus - gougerotii - TR32 ND Sputum
rutgersensis

S.s albidoflavus

. TR38 ND Déloha
somaliensis group
S. costaricanus -
graminearus - griseofuscus | TR42 ND Sputum
- murinus
S. violascens TR43 ND P OJ\; ;’lk( ovy
S. hydrogenans- Bronchopneumonie,
albidoflavus-daghestanicus TRAS Tuberkul6za Sputum
S. coelicolor, typovy kmen | M145 - Puda

Pouzité zkratky: ND — nedohledano

4.1.2.2 Patogenni bakterie
Pro jednotlivé experimenty byly vybrani rizni zastupci G* a G™ bakterii, kvasinek a
plisni. Prehled vSech pouzitych patogennich bakterii a jejich morfologické zatazeni je

uveden v Tab. 3.
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Tabulka 3 Prehled pouzitych patogenii

Skupiny patogennich bakterii Zastupci

G - ty¢inky Citrobacter freundi
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Shigella dysenteriae

G - koky Neisseria pharyngis

G + koky Meticilin - rezistentni Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Kvasinky a plisné Aspergillus oryzae
Candida albicans
Rhizomucor
G- koky az ty¢inky Moraxella catarrhalis

U Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa byly
pouzity nejen standardni laboratorni kmeny, ale také klinické izolaty citlivé na bézné
antibiotika i multirezistentni. Tyto klinické izolaty byly poskytnuty MUDr. Janem
Zavorou z Oddéleni klinické mikrobiologie a ATB centra Ustavu 1ékaiské biochemie a
laboratorni diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

4.1.2.3 Uchovavani bakterialnich kmenii

Kmeny bakterii byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C jako suspenze

bakterialnich buné¢k ve sterilnim 20 % glycerolu.

4.2  Metody stanoveni
Cely proces stanoveni probihal v pfisn€ sterilnim prostiedi laminarniho boxu. Pfi
rozockovani jednotlivych bakterii byla pouzita vzdy Cerstvé vyzihand bakteriologicka

klicka, ptipadné jednorazové laboratorni pomticky.

4.2.1 Urceni hemolytickych vlastnosti streptomycet

K ur¢eni hemolytickych vlastnosti jsme pouZili krevni agar.
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Postup:

1)

2)

3)

4)

4.2.2

Jednotlivi zastupci streptomycet byli rozockovani vypalenou bakteriologickou
klickou na krevni agar na jednotlivé kolonie, pomoci tzv. kiiZzového roztéru, kdy

dochazi k postupnému nated’ovani vzorku.

Dale byly Petriho misky s krevnim agarem vloZeny do termostatu a kultivovany

pti 28°C.
Vyvoj hemolyzy a rust kolonii byl pozorovan a zaznamenavan po 4 dnech.

Nésledné€ jsme vyhodnocovali typ hemolyzy.

Kokultivacni experimenty

Kokultiva¢ni experimenty probihaly na krevnim agaru, pfipadné na MS agaru.

Postup:

1)

2)

3)

4)

5)

Ptipravili jsme si potfebné Petriho misky s krevnim agarem (ptfipadné¢ MS

agarem) a oznacili jsme je ptidélenym ¢islem pro konkrétni vzorek streptomycety.

Nasledné jsme vypalenou bakteriologickou klickou naoc¢kovali asi 8 cm dlouhou

¢aru vybranych streptomycetovych kment.
Misky jsme kultivovali v termostatu pti 28 °C 2-3 dny.

Po vyndani z termostatu jsme k jiz naoCkovanym streptomycetam kolmo

naockovali ¢aru vybranych patogent ve tvaru pismene T (viz Obr. 5).

Misky jsme opét kultivovali v termostatu pii 28 °C (pifipadné u Streptococcus
pneumonie pii 37 °C) dva dny a pozorovali vzajemné interakce. Za pozitivni
vysledek — detekci produkce antibakteridlnich latek - 1ze povazovat potlaceni

ristu patogennich bakterii v blizkosti narustu jednotlivych streptomycet.
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4.2.3

Streptomyceta

Patogen

Obrazek 5 Schéma ockovani streptomycetové a patogenové cary.

Stanoveni produkce antibiotickych latek - méieni zon riistové inhibice

Ke stanoveni inhibi¢nich zon jsme bakterie ockovali na Mueller - Hinton agar s krvi

a krevni agar.

Postup:

1)

2)

3)

4)

5)

Na oznacené Petriho misky s krevnim agarem jsme husté naockovali jednotlivé

kmeny streptomycet, které jsme kultivovali 2 dny v termostatu pii 28°C.

Z vykultivovanych kmeni vybranych zastupct patogend jsme vytvofili suspenzi

ve fyziologickém roztoku.

5 ml suspenze jsme piepipetovali na Mueller - Hinton agar a pomoci sklenéné

hokejky jsme vytvofili souvislou vrstvu po celé Petriho misce.

Pomoci  korkovrtu jsme  vykrojili  z agarovych ploten s narostlymi
vysporulovanymi streptomycetami kulaté blocky o priimeéru cca 0,5 cm. Blocky
jsme kladli na pfipravené Mueller - Hinton agary a kultivovali 2-3 dny v
termostatu pii 28°C.

Sledovali jsme vznik zon rustové inhibice patogena Vv okoli blo¢ku se

streptomycetou a zaznamenavali si naméfené primeéry inhibi¢nich zén.
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4.2.4 ,, PasaZovanad* kokultivace

1) Na krevni agar jsme naockovali streptomycety s vybranym patogenem jako

V bod¢ 4.2.2.

2) Po narustu vybranych patogennich bakterii jsme vzdy provedli nové kokultivaéni
ockovani. Vzdy byly pouzity streptomycety z piredchoziho kokultivacniho

ockovani.
3) Celkem jsme provedli 6 na sebe navazujicich kokultiva¢nich experimentu.

4) Porovnavali jsme antibiotické schopnosti piivodniho izolatu a jeho vzorku po 3. a

6. pasazi.

5 Vysledky

5.1 Hemolytické vlastnosti streptomycet z lidskych vzorkit

U deseti vybranych zastupcl streptomycet z lidskych klinickych vzorkd jsme
charakterizovali jejich hemolytické aktivity na krevnim agaru. Jednotlivé kolonie byly
bilé, pomalu rostouci s charakteristickym plidnim zapachem. VSechny vzorky
streptomycet vykazovaly typickou B-hemolytickou aktivitu. Vzorky TR1, TR9, TR15,
TR20, TR24, TR32, TR38, TR43, TR45 m¢ly zluto-oranzové zbarveni hemolytickych
zon. Odlisné zbarveni mél pouze vzorek TR42, ktery mél hemolytické zony Cervené.
Jednotlivé misky dokumentujici hemolytické aktivity jsou zobrazené na Obr. 6. Ve
vzorcich ¢islo TR32, TR38 a TR45 byla hemolyza patrna jen v nejhustsi inokulaci (Obr.
6 C, F, G a J). Jako kontrolni kmen byl pouzit typovy kmen S. coelicolor, ptdni
streptomyceta s popsanou a-hemolytickou aktivitou (Obr. 6 K, Rajesh et.al., 2013).
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Obrazek 6 Beta hemolyza ,, lidskych " streptomycet Hemolytické zony byly dokumentovany po 4 - denni
kultivaci pri 28 °C. Testované kmeny: A- TR1, B- TR9, C- TR15, D- TR20, E- TR24, F- TR32, G- TR38, H- TR42, |-
TR43, J- TR45, K- Kontrolni piidni kmen S. coelicolor M145.

5.2 Interakce streptomycet s lidskymi patogeny
Interakce streptomycet s lidskymi patogeny byla prokazovana na krevnim agaru (v
ptipad¢ bakterie Streptococcus pneumoniae na Mueller - Hinton agaru s krvi). V Tab. 4
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jsou podrobné¢ zaznamenany jednotlivé interakce mezi vybranymi patogennimi
bakteriemi a streptomycetami. Produkce antimikrobnich latek byla pozorovana jako

velikost zony potlaceného rustu patogenii v blizkosti jednotlivych streptomycet.

Tabulka 4 Interakce streptomycet s lidskymi patogeny — primer zony inhibice riistu patogena v okoli
streptomycety je uvadena v mm.

2 )/

- D /

U
N
U
>
N

CaAl 0 S 0 10 5 5 10 0 0 0 0
PrvVu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EsCo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PsAe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StAu 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0
Rhiz 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 0
StPn 0 0 0 0 0 0 0 30 0 0 0
AsOr 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MRSA| 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0
StAuc| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
StPnc| O 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0
PsAur| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PsAuc| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MoCa | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Pouzité zkratky: CaAl - Candida albicans, PrVu - Proteus vulgaris, EsCo -
Escherichia coli, PsAe - Pseudomonas aeruginosa, StAu - Staphylococcus aureus, Rhiz
- Rhizomucor, StPn - Streptococcus pneumoniae AsOr - Aspergillus oryzae, MRSA —
Meticilin - rezistentni Staphylococcus aureus, StAu ¢ - Staphylococcus aureus citlivy na
bézna antibiotika, StPn ¢ - Streptococcus pneumoniae citlivy na bézna antibiotika, PSAe
r - Pseudomonas aeruginosa multirezistentni, PSAe ¢ - Pseudomonas aeruginosa citliva

na bézna antibiotika, MoCa - Moraxella catarrhalis.
Témét vSechny kmeny streptomycet vykazovaly antimikrobni aktivitu proti kvasince

Candida albicans. V Tab. 4 ana Obr. 7 jsou uvedeny vysledky pozitivnich kokultiva¢nich

experimentll.
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Obrazek T Interakce streptomycet s kvasinkou Candida albicans. Inhibice ristu kandidy v blizkosti
istreptomycetovych kmenii:A - Candida albicans + TR9, B - Candida albicans + TR20, C - Candida albicans +TR24,
D - Candida albicans + TR32, E - Candida albicans + TR38.

5.2.1 Interakce Pseudomonas aeruginosa a kmene TR42

Pii fad¢ kokultivacnich experimentti jsme nejzajimaveéjsi vysledky ziskali u kmene
TR42. Kultivace probihala opét na krevnim agaru pii 28 °C. Na Obr. 8 miizeme pozorovat
vSechny provedené kokultivaéni experimenty streptomycet s pseudomonadou. Zadny
z kmentl neprodukoval antibiotika viici tomuto patogenu. Nékteré kmeny streptomycet
podpotily produkci barevnych sekundarnich metaboliti P. aeruginosa pyocyaninu a
pyoverdinu, které maji mirné antibiotické schopnosti — vyrazné tfeba v blizkosti TR32
(Obr. 8 F). Pseudomonada naopak zbrzdila diferenciaci (sporulaci) nékterych
streptomycet - téz napi. TR32, aniz by byl postiZen jejich rist.

K nejvyraznéjsi interakci s pseudomonadou dochazelo u kmene TR42 (Obr. 8 H).
Pseudomonada v misté kontaktu obklopuje streptomycetu a v jeji blizkosti se ji posiluji
hemolytické schopnosti (analogie ke CAMP testu, interakce hemolyzinii mezi nékterymi
bakteriemi a Staphylococcus aureus). Viditelna je také produkce pyocyaninu a
pyoverdinu, kterd je soustfedéna v misté kontaktu. U ostatnich streptomycetovych kmeni

K interakci hemolyzint nedochazi.
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Obrazek 8 Interakce streptomycet s bakterii Pseudomonas aeruginosa.A- TR1, B- TR9, C- TR15, D- TR20, E-
TR24, F- TR32, G- TR38, H- TR42, |- TR43, J- TR45, K- Kontrolni kmen S. coelicolor M145.

5.2.2 Produkce antibakteridlnich a antifungalnich latek

Po provedeni kokultivaénich experimentii na krevnim agaru popsanych v kapitole
5.2, jsme produkci antimikrobnich latek ovétovali produkci antibakteridlnich a
antifungalnich latek streptomycetami in vivo na MH agaru. Opét jsme zvolili rtizné

kombinace patogennich bakterii a streptomycet. Na misku husté zaockovanou cilovym
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patogenem jsme aplikovali agarové blocky s vysporulovanymi kmeny streptomycet a
sledovali vznik z6n rastové inhibice patogena v disledku produkce antimikrobialnich

latek streptomycetou. Namétené velikosti jsou zaznamenany v Tab. 5.

Tabulka 5 Primeér inhibi¢nich zon v mm

RO R R 20 R 924 R R 38 R /] R /] R /] /

StAu 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0
StPn 0 0 0 0 0 0 34 0 11
CaAl 15 17 0 0 17 0 0 0 0 0
MoCa 0 0 0 16 25 14 16 37 26 18 0
Rhiz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ShDy / / / / 0 / / 0 0 / /
NeiPh / / / / / / / 27 / / /
KIPn / / / / 0 / / 0 0 / /
SeMa / / / / 0 / / 0 0 / /
SaEn / / / / 0 / / 0 0 / /
CiFr / / / / 0 / / 0 0 / /
MRSA

1386 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0
MRSA

1382 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0

Pouzité zkratky: StAu - Staphylococcus aureus, StPn - Streptococcus pneumoniae,
CaAl - Candida albicans, MoCa - Moraxella catarrhalis, Rhiz - Rhizomucor, ShDy -
Shigella dysenteriae, NeiPh - Neisseria pharyngis, KIPn - Klebsiella pneumoniae, SeMa
- Serratia marcescens, SaEn - Salmonella enterica, CiFr - Citrobacter freundi, MRSA -

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus, / - neprovedeno

Je patrné, ze nejaktivnéj$i streptomycetou byl opét kmen cislo TR42, ktery
vykazoval velké inhibi¢ni zony s nékterymi patogeny. Nejvyssi antimikrobni aktivita
byla pozorovana u zastupcti G* bakterii, konkrétné u bakterie Staphylococcus aureus a
Streptococcus pneumoniae. Na Obr. 9 a 10 je vidét, ze inhibi¢ni zony pro jednotlivé
streptomycety jsou rozdilné. BloCky streptomycet jsou oznaceny jejich laboratornim
¢islem ptfimo na Petriho misce.

Zajimava je vysoka aktivita proti vybranym Gram-negativim — Neisseria pharyngis
a Moraxella catarrhalis. Pti interakci s Moraxella catarrhalis doslo ke vzniku inhibi¢nich
z6n pii kokultivaci az 7 z 11 streptomycetovych vzorku. Aktivity proti Gram-negativnim

bakteriim jsou totiz u streptomycet mén¢ obvyklé. Ve srovnani s ostatnimi kmeny maji
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antibiotické aktivity TR42, tedy vyznamné SirSi spektrum cilovych mikroorganismt a

jsou nejsilngjsi.

L

Obrazek 9 Stanoveni inhibicnich zon pri interakci bakterie Staphylococcus aureus a jednotlivych
streptomycet.A - Kmeny TR1, TR9 a TR 24, B - Kmeny TR38, TR43, TR45 a kontrolni S. coelicolor M145, C -
Kmeny TR32, TR20, TR15 a TR42
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Obrazek 10 Stanoveni inhibic¢nich zén pri interakci bakterie Streptococcus pneumoniae a jednotlivych
streptomycet A - Kmeny TR1, TR9 a TR 24, B - Kmeny TR32, TR20, TR15 a TR42, C - Kmeny TR38, TR43, TR45 a
kontrolni S. coelicolor M145

5.2.3 Ovlivnéni produkce antibiotickych ldtek technikou kokultivace

V metod¢ ,,pasazované* kokultivace jsme postupné provedli na krevnim agaru
celkem 6 opakovanych kokultivaci jednotlivych vzorkil streptomycet a patogennich
bakterii. Snahou bylo aktivovat produkci antimikrobnich latek dlouhodobou interakci
s cilovym patogenem. Tato metoda je bézné pouzivana pti aktivaci tzv. kryptickych
genovych shlukt pro antibiotika, tj. pro aktivaci biosyntetickych drah pro antibiotika,
které nejsou v laboratornich podminkach exprimovany (Gottelt et al., 2010). Pro pokus
byly vybrany dvojice streptomyceta — patogen, kde v predchozich testech streptomyceta
vykazovala jen velmi slabou antibiotickou aktivitu viéi patogenu (ptehled viz Tab. 4). Z

naSich vysledkd je ale ziejmé, ze produkce antimikrobnich latek aktivovana nebyla. Pro
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ukazku jsou jednotlivé pasazované kokultivace znazornéné na Obr. 11. Zde vidime

jednotlivé kokultivace streptomycety TR24 s Candida albicans.

Obrazek 11 Metoda pasdzovani vzorku TR24 a Candida albicans. Obrdzky A-F: Pasaz 1-6

Nasledné jsme porovnali produkci antimikrobnich latek na MH agaru u puvodniho
kmene a kmene po 3. a 6. pasazované kokultivaci. Velikosti inhibi¢nich zon je uvedena
v Tab. 6. U vySe zobrazenych vzorki Candidy albicans a vzorku TR24 jsme dosli
K zajimavému zavéru, kdy byla v pasazi 0 a 3 inhibi¢ni zona velikosti asi 18 mm. V pasazi
6 inhibi¢ni zona ptitomna nebyla (Obr. 12). Pozorovali jsme tedy efekt opacny, represi

produkce antimikrobnich latek po dlouhodobé interakci s patogenem.

Tabulka 6 Velikosti inhibicnich zon (mm) po sériové kokultivaci v pasazi 0, 3 a 6.

| 0 | 3 6
Streptococcus pneumoniae + TR24 0 0 0
Moraxella catarrhalis + TR24 0 0 0
Moraxella catarrhalis + TR38 0 0 0
Candida albicans + TR24 18 18 0
Pseudomonas aeruginosa + TR38 0 0 0
Staphylococcus aureus + TR45 0 0 0
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Obrazek 12 Inhibicni zény po sériové kokultivaci vzorku TR24 a Candida albicans v pasazi 0,3 a 6.

5.3  Nejaktivnéjsi izoldat, kmen TR42

Nejaktivnéj$im izolatem byl bezesporu vzorek Streptomyces costaricanus izolovany
ze sputa, uvadény pod laboratornim ¢islem TR42. Jednotlivé zaznamenané interakce
najdeme podrobné rozepsané v Tab. 4.

Vzorek vykazoval silnou antibiotickou aktivitu pfi kokultivaci s bakterii
Staphylococcus aureus a Streptococcus pneumoniae, coz je patrné na Obr. 13 C a D. Na
Obr. 13 D je viditelné, ze Streptococcus pneumoniae je siln¢ limitovan az k okrajim
Petriho misky a je zde inhibi¢ni zona o velikosti pfiblizn¢ 30 mm. Dale je patrna napadna
zona koagulace po obvodu celé hemolytické zony. Takto rozsahlou koagulovanou zénu
muizeme vidét pouze u tohoto druhu streptomycety. Pfi kokultivaci tohoto vzorku
s bakterii Staphylococcus aureus dochazi téz kinterakci hemolyzinti jen u tohoto
streptomycetového kmene (Obr. 13 C). Dochazi k indukci hemolyzy, nartst stafylokoka
je limitovan a vznika inhibi¢ni z6na o velikosti 20 mm. Hemolyza je posilena téz u
Pseudomonas aeruginosa — viz. Kapitola 5.2.1 vyse. Detailné je tato situace znazornéna
na obr. 13 A. Naopak napfiiklad s kvasinkou Candida albicans nevykazoval tento kmen
zadnou aktivitu (Obr. 13 B).
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Obrazek 13 Interakce streptomycety s oznacenim TR42 S patogennimi bakteriemi. A - Pseudomonas aeruginosa

— posileni hemolytickych schopnosti Ps4e, B - Candidou albicans — slabd antibioticka aktivita TR42, C -

Staphylococcus aureus — indukce hemolytickych schopnosti StAu a inhibice jeho ristu, D - Streptococcus
pneumoniae- inhibice ristu StPn, vznik zony koagulace kolem streptomycety

6 Diskuze

Streptomycety jsou bakterie, které maji Siroké spektrum vyuziti ve zdravotnickém,
potravinaiském 1 zeméd€lském odvétvi. Jejich schopnost produkovat sekundarni
metabolity s velkym spektrem ucinkd vybizi k jejich dalSimu prozkoumavani a badani.
Mohly by byt jednim z hlavnich zdroju ziskavani novych antibiotickych, antifungalnich
nebo protinadorovych latek. Ve vyjimecnych ptipadech se tyto bakterie mohou
vyskytovat jako primarni patogeny u osob v pfipadé onemocnéni zvaného mycetom,

ktery predstavuje rozsahly problém hlavné v zemich tietiho svéta.



Vzorky pouzité v téchto experimentech byly ziskdny od pacientd vystavenych
zvySené expozici pudnim prachem. Jedna se o svétové unikatni sbirku streptomycet
izolovanych z lidskych tkani. Organismy pochazeji z klinickych vzorka pacientu, ktefi
velmi Casto trpeli chronickymi onemocnénimi dychacich cest s nejasnou etiologii.
Izolované kmeny jsou tedy nepochybné zajimavé i z pohledu jejich mozného vlivu na
progresi téchto onemocnéni. D4 se piedpokladat, ze ,,lidské* kmeny jsou specificky
adaptovany na prosttedi lidského téla a mohou produkovat biologicky aktivni latky, které
se vyvinuly v dusledku jejich kontaktu s lidskym imunitnim systémem a mikrobiomem
postizenych organovych soustav. Mohou tedy byt téZ vyznamnym zdrojem latek, které
svou aktivitou piimo cili na lidské buiiky a mikrobni obyvatele.

Na Ustavu imunologie a mikrobiologie 1. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy a
Vseobecné fakultni nemocnice v Praze bychom radi charakterizovali, jaké specifické
adaptace tyto kmeny nesou. Streptomycety maji jedny z nejvétSich genoml mezi
bakteriemi a celé 2/3 jejich genetické informace tvoii adaptivni geny — napf.
extracelularni enzymy, transportni systémy, rezistenéni geny a hlavné geny pro
biosyntézu sekundarnich metabolitli s rozmanitymi biologickymi aktivitami.

Z vysledkt vyplynulo, Ze vSechny vybrané vzorky ,lidskych® streptomycet
vykazovaly B-hemolytickou aktivitu, coz bylo dokazano na krevnim agaru i po
opakovanych provedenich (Obr. 6). Vyjimkou byl kontrolni typovy kmen S.coelicolor
M145, u kterého byla jiz diky Rajesh et.al (2013) popsana alfa-hemolyticka aktivita,
kterou jsme potvrdili. U kontrolniho vzorku klasickych ptidnich kment neni B-hemolyza
zdaleka tak Casta, pozorujeme ji jen u cca 10 % izolatd (A. Chronakova, osobni sdélent).
Zda se, ze vSechny kmeny streptomycet nesou v genomu potencialni geny pro proteinoveé
hemolyziny, napt. typu TlyA (Arenas et al., 2011). Prvotni analyza metabolického
extraktu jednoho zizolati, TR42, vsak ukazala, ze pravdépodobnym hlavnim
hemolytickym faktorem jsou latky z rodiny polyenového antibiotika filipinu, které jsou
cytolytické mechanismem vytvaieni port v cytoplazmatické membrané cilovych bunék.
Pfitomnost filipinu a jeho derivatd v extraktu sekundarnich metaboliti z TR42, jeho
hemolytické vlastnosti i pfitomnost pfislusnych biosyntetickych genti v genomu tohoto
kmene jsme v laboratoii prokazali (A. Herbrik a E. Corretto, osobni sdé¢leni). Plivodné
pudni streptomycety tak pravdépodobné voli odlisSny mechanismus lyze bunck pfii
ziskavani Zivin a kovovych iontt nez vétsina patogent. Uéinek proteinovych hemolyzinti

vyznamné dopliiuji produkei cytolytickych sekundéarnich metaboliti.
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Dalsim krokem bylo charakterizovat interakce streptomycet s lidskymi patogeny.
V literatufe se setkavame s mnoha odkazy na symbiotické vztahy streptomycet s vys$simi
organismy, jejichz spolecnym mechanismem je ochranna funkce streptomycetovych
metabolith proti mikrobnim patogeniim. Kromé¢ klasickych antagonistickych vztahii —
streptomycety produkovaly latky antimikrobniho charakteru namitfené proti Gram-
pozitivnim bakteriim, houbam a v omezeném rozsahu i Gram-negativnim bakteriim (Tab.
4), jsme pozorovali i interakce na dalSich Grovnich. Nékteré kmeny ovliviiovaly in vivo
produkci sekundarnich metaboliti patogeny, jejich motilitu a indukovaly jejich
hemolytické schopnosti (viz.kap. 2.3, 5.2.1 a 5.3). Tyto efekty mohou byt zptisobeny jak
pfimou interakci bunék ¢i produkovanych hemolyzini, tak vzdjemnym ovliviiovanim
systémi quorum sensing, tzv. quorum quenchingem (Hassan et al., 2016). Nejvice
interakci jsme pozorovali u paru TR42 — Pseudomonas aeruginosa. To mize souviset
s dlouhou koevolu¢ni historii obou rodti mikroorganismd, oba se bézn¢ potkavaji I v padé
a daji se zde povazovat za potravni konkurenty.

Po provedeni n¢kolika kokultiva¢nich kombinaci jsme zjistili, ze mikroorganismus,
proti které streptomycety obecné vykazovaly nejvyssi aktivitu, je kvasinka Candida
albicans (Obr. 7). Cetnost antifungélnich aktivit u streptomycet by $la piisoudit faktu, e
streptomycety a houby jsou v ptidnim prostfedi nejvétsimi potravnimi konkurenty.

Abychom aktivovali produkci antimikrobnich latek, pokusili jsme se provést metodu
tzv. ,,pasaZzované“ kokultivace. Predpokladali jsme, Ze diky opakovanému vystaveni
streptomycety patogenu dojde k zahajeni nebo posileni produkce piislusnych
antimikrobnich latek. Tuto obecné uznavanou hypotézu se ndm u nasich kmeni potvrdit
nepodatilo. Ptekvapivy vysledek jsme zaznamenali u interakce streptomycety
s oznacenim TR24 a kvasinky Candida albicans (Obr. 11 a 12). Pii kokultivaci na
krevnim agaru jsme zadné ovlivnéni nezaznamenali, ov§em pii Kultivaci in vivo na MH
agaru ano. Absence aktivity na krevnim agaru a naopak nameétené velikosti inhibi¢nich
zon na HM agaru, Ize vysvétlit pouzitim odlisnych kultivaénich piid, kdy MH agar je co
vidét postupné zmenSovani inhibi¢ni zony kolem streptomycety, coz je piesné opacny
efekt nez jsme ocekavali. To lze vysvétlit domnénkou, Ze se vzorek streptomycety
adaptoval na ptitomnost patogenni houby a zastavil produkci antimikrobnich latek.

Za metabolicky nejaktivnéjsi vzorek l1ze povazovat vzorek TR42, ktery vykazoval

pozitivni vysledky téméf ve vSech provedenych metodach. V souladu s predpokladem
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selektivni evoluce antimikrobnich aktivit v zavislosti na pfitomnych mikrobnich
populacich jsme pozorovali jistou preferenci antibiotickych aktivit smérem ke Gram-
negativim piitomnym v respiratnim traktu (Neisseria, Moraxella), zatimco Gram-
negativni organismy typické pro zazivaci trakt (Proteus, Escherichia) byly
k produkovanym latkam rezistentni. Dalsim krokem by méla byt izolace a charakterizace

aktivnich latek a objasnéni dalSich mechanismi interakci streptomycet s patogeny.

7 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo poskytnout literarni ptehled obecnych poznatki o
streptomycetach a produkci sekundarnich metabolitd, pfedevsim v souvislosti s jejich
schopnostmi vstupovat do symbiotickych vztahti s vy$$imi organismy. V této praci bylo
charakterizovano deset zastupcti streptomycet izolovanych z lidskych vzorki ziskanych
ze sbirky Biologického centra AV v Ceskych Budgjovicich. Charakterizovali jsme jejich
B-hemolytické schopnosti a produkci latek s antimikrobnim G¢inkem. Popsali jsme, jak
ovlivituji chovani nékterych patogenti véetné vlivu na jejich virulenci (hemolytické
schopnosti).

V tomto ohledu se jednd o pilotni studii streptomycet pochazejicich z lidského
mikrobiomu, zadné podobné prace v literatuie neexistuji. Vysledky mé prace naznacuji,
ze specifické fenotypoveé adaptace ,,lidskych* streptomycet by mohly mit pfimy vliv na
vyvoj chronickych onemocnéni plic. Mohou vyznamné ovliviiovat slozeni plicniho
mikrobiomu a téz ptispivat k virulenci patogennich druhl, at’ uz ptimo produkci
hemolytickych metabolitii nebo zprostfedkované posilenim jejich hemolytickych aktivit
nebo motility.

Vysledky mé prace tvoti zaklad pro dalsi studie, jejichZ cilem bude charakterizovat
detailn¢ antibiotické aktivity vybranych kmeni a objasnit mechanismus jejich ptisobeni
na lidské plicni patogeny. Ptikladem je antibioticka aktivita kmene TR42, ktera selektivné
pusobi na respiracni Gram-negativni bakterie (Moraxella), a zaroven nema zadny efekt
na zivotaschopnost béznych sttevnich bakterii. Pfitom pravé Moraxella catarrhalis je
jednim z patogent, ktery byva v posledni dobé zminovan v souvislosti s rostouci

rezistenci na béZné pouzivana antibiotika.
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11 Seznam zkratek

ACQ
AsOr
ATB

AV

BC

BGL
CCSACB
CFTR

c/r

CaAl

CF

CiFr
EsCo

FK —506
Glk
CHOPN, COPD

KIPn

L — DAP
MoCa
MRSA
ND
NeiPh
Pr\Vu
PsAe
Rhiz
SaEn
SeMa
ShDy
StAU
StPn
XDR

test posouzeni kompenzace astmatu
Aspergillus oryzae

antibiotické

Akademie véd

Biologické centrum

y-butyrolaktony

Sbirka kultur aktinomycet UPB BC AVCR
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
izolat citlivy / rezistentni

Candida albicans

cysticka fibroza

Citrobacter freundi

Escherichia coli

takrolimus

glukézokindza

chronicka obstrukéni plicni nemoc, chronic obstacle

pulmonary disease

Klebsiella pneumoniae
kyselina L - diaminopimelova
Moraxella catarrhalis.
Meticilin - rezistentni Staphylococcus aureus
nedohledano

Neisseria pharyngis

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Rhizomucor

Salmonella enterica

Serratia marcescens

Shigella dysenteriae
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae

Extensively drug-resistant tuberculosis
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