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Seznam zkratek

DNA — Deoxyribonukleova kyselina
RNA — Ribonukleova kyselina
m-RNA — messengerova RNA
t-RNA — transferovd RNA

r-RNA — ribosomalni RNA

NP — pfirodni produkty

SMGC — Genovy klastr — 2.2.3

ATB — antibiotika

SM — specializované metabolity

EV — extracelularni vezikuly

CDI — Contact-dependent Inhibition
HMAS — High Microbial Abundance Sponge
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PCR — polymerazova fetézova reakce
dNTP — deoxynukleotidtrifosfaty
ATP — adenintrifosfat

TTP — thymintrifosfat

GTP — guaninintrifosfat

CTP — cytosintrifosfat
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Uvod

Bakterie jsou na nasSi planeté pifitomny ve vSech jejich prostiedich vcetné téch
extrémnich, které jsou pro ostatni organismy neobyvatelné. Bakterie Ize tedy bézné
nalézt ve vod¢, v pude, ve vzduchu ¢i na povrchu nebo uvniti organismti. Svou ¢innosti
prispivaji do kolob¢hu piirody, a to predevsim pieménou organickych latek na latky

anorganickeé.

Antimikrobidlni aktivitu bakterii 1ze definovat jako souhrnny pojem pro vSechny ucinné
latky ¢i zpusoby, které inhibuji rist bakterii, zabraiuji tvorbé mikrobialnich kolonii,
a které mohou obecné mikroorganismy nicit [13]. Latky produkované bakteriemi jsou
chemicky a biologicky rozmanit¢é a mimo jiné nasly své vyuziti také v humanni
mediciné. Tyto produkty nazyvame specialni metabolity souhrnné oznacované za
ptirodni produkty, mezi které fadime naptiklad antibiotika. Kompetice bakterii, at’ uz
kontaktni ¢i vedend na dalku, je pfirozenym chovanim, béhem kterého bakterie

vyuzivaji konkurenéni mechanismy pro rozsifeni pole Zivin a obyvaného prostoru

Prace je rozd€lena na teoretickou a praktickou ¢ast.

rowr

Teoretickd ¢ast mé prace je rozdé€lena do 5 hlavnich témat. Prvni se zabyva stru¢nou
a obecnou charakteristikou bakterii a strukturou ¢i tvarem bakteridlnich bun€k. Druhym
uvedenym tématem jsou piirodni produkty, jejich objev a vyuziti v podobé 1é€iva. Na
pfirodni produkty navazuje tfeti téma, ve kterém jsou popsana antibiotika od jejich
objevu, diivodu produkce aZ po jejich negativni dopad v podobé¢ bakterialni rezistence.
Ctvrtym a zaroveti hlavnim tématem mé prace je shrnuti riznych podob antimikrobidlni
aktivity vcetné vyctu téchto aktivit v riiznych prostfedich. Patym tématem je souhrn

a popis laboratornich metod, které byly béhem mého vyzkumu vyuzity.

Prakticka cast objasnuje izolaci, identifikaci a antimikrobialni schopnosti neznamého
bakteridlniho druhu znetopyii trusu, ktery byl odebran v blizkosti hradu Tocnik.
Nasledné je zahrnuta samotna izolace DNA za pomoci fenol-chloroformové extrakce
a magnetickych cCastic, identifikace za vyuziti primerd amplifikujicich DNA,
sekvenovani neznamého bakterialniho druhu sekvenatorem Illumina a v neposledni fadé
izolace produkované antimikrobidlni latky. Zjisténé vysledky a navazujici diskuse

0 dané problematice uzaviraji celou praktickou cast.



1 Mikroorganismy

Dle Némce a Matoulkové (2015) jsou mikroorganismy jednobuné¢na individua, ktera
jsou schopné samostatné existence i rozmnozovani. Délime je na dv¢ zakladni skupiny.
Prvni z nich jsou prokaryotické organismy, které jeSté nemaji diferencované jadro.
Radime mezi né bakterie, cyanobakterie a archea. Druhym typem jsou eukaryotické
organismy s jadrem jiz diferencovanym. Do této skupiny fadime prvoky, zelené fasy
a houby. Mezi mikroorganismy mohou byt zafazeny i viry, které ale nespliuji

charakteristiku organismu z hlediska autoreprodukce.

1.1 Obecna charakteristika bakterii

Bakterie jsou jednobuné¢né prokaryotni organismy, které jsou vSudypiitomné, a které
fadime mezi jedny z nejstarSich organisml vyskytujici se na Zemi. Pfiblizny pocet
bakterii se pohybuje mezi 300 000 az 1 milionem druhl. Popséan je ale zatim pouze
zlomek z celkového poctu. Zpusob jejich vyZzivy je heterotrofni i autotrofni. Na povrchu
jsou bakterie ohraniceny cytoplazmatickou membranou, nad kterou se nachazi pevna
bunééna sténa udrzujici staly tvar buniky. Z celkové bakterialni struktury se povazuje
96,5 % suSiny bakterie za makromolekuly, mezi které se tadi bilkoviny, nukleové
kyseliny, polysacharidy i lipidy. S okolnim prostfedim interaguji za pomoci struktur pro
ptilnuti k hostiteli, pohyb, pfenos genetické informace a za pomoci ¢idel ukazujicich na
stav vnéjSiho prostfedi. Bakterie se mohou shlukovat do tzv. populaci bunék, které
Vv laboratofich rostou na zivnych piadach. Tyto shluky se oznacuji jako bakterialni

kultury (Bednaf et al. 1996; Rosypal et al. 1981; Schindler 2014).

Bakteridlni buiika roste, pokud se nachazi v prostiedi, které je pro ni vhodné z hlediska
chemickych i1 fyzikalnich podminek. Bunka pfijimé ze svého okoli energii a Ziviny,
které¢ nasledné vyuziva k syntéze sama sebe, tedy svych bunécnych komponenti. Po
dosaZzeni potrebné velikosti dojde k pficnému neboli bindrnimu déleni, coz je typ
nepohlavniho rozmnoZovani, za vzniku dcefinych bun&k. Nékteré bakterie vyuzivaji
jiné typy rozmnoZzovani, napiiklad puceni, hormogonie, baeocyty aj. Pokud probiha rist
a déleni opakované po delsi dobu, vznikd z jedné bakterialni buniky kultura bakterii

neboli kolonie [1].
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1.1.1 Bakterialni kolonie

Bakterialni kolonie jsou ve své podstaté tvofeny shluky miliard jednotlivych bunék,
které spolu v ramci kolonie komunikuji a vzajemn¢ na sebe pisobi. Vytvorené shluky,
tedy kolonie, jsou pro bakteridlni buiikky vyhodnéjsi nezli samostatna existence, protoze
jsou vice chranény pred vysychanim, predaci ¢i nahlymi zménami prostfedi. Hlavnim
rysem kolonidlniho vyvoje je bunécna odliSnost neboli, ze se vesSkeré buiiky v kolonii
nenachazi ve stejném stavu. Buniky provadi expresi svého genu, coz je vede k tomu, aby
se v kolonii rozdélili do riiznych roli, které se odviji od postaveni jednotlivych bun¢k
Vv kolonii. Zaroven se predpoklada urcité prostorové rozpolozeni rstu. Z pocatku se
kolonie §iff smérem ven ze svého stiedu, a to vS§emi sméry stejné. V pribchu casu, kdy
dochazi k postupné spotiebé Zivin, se zacinaji na médiu objevovat oblasti vyCerpani. Ve
vysledku dojde k situaci, kdy jsou oblasti vycerpani tak velké, ze ziviny jiz neni mozné
prijimat a kolonie za¢ne ve svém stfedu postupné odumirat. Rist pak pokracuje pouze
na vn&jSim okraji kolonie, kde je jeSté dostate¢né mnozstvi zivin (Pipe a Grimson

2008).

1.2 Obecna charakteristika bakterialni bunky

1.2.1 Struktura bakterialni buiiky

Bakterialni bunika obsahuje na zédklad¢ Bednate et al. (1996) kromé& svych 4 zékladnich
struktur, kterymi jsou jadro, ribosomy, cytoplazmatickd membrana a bunécné sténa,
také rozpustnou cytoplasmu. Veskeré struktury, které se v bakterialni bufice nachazi
(obr. 1.), d¢li Rosypal et al. (1981) do dvou hlavnich skupin:

a) Vnitini struktury, mezi které patii: nukleoid, ribozémy, cytoplazma, plazmidy
a inkluze,

b) Struktury tvofici povrch buiky zahrnujici: cytoplazmatickou membranu,
bunéénou sténu, pouzdro neboli glykokalyx, bic¢iky, fimbrie, chromatofory

a mesozomy.
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Némec a Matoulkova (2015) dale rozfazuji tyto struktury na esencialni, tedy ty, které
jsou pfitomny u vSech skupin bakterii a neesencidlni, které se vyskytuji pouze

u nékterych skupin.

a) Esencialni struktury — cytoplazmaticka membrana, nukleoid, cytoplazma,

ribozomy,

b) Neesencialni struktury — pouzdro, bi¢iky, fimbrie, chromatofory, mesozomy,
inkluze.

Na zakladé Némce a Matoulkové (2015) se bakterialni buiika li§i od buiiky rostlinné ¢i
zivoCisné svou velikosti, ktera se pohybuje v rozmezi um, zatimco buiika eukaryot
disponuje velikosti az desitek pm. Variabilita rozmezi velikosti bakterialnich bun¢k je

rozmanita v zavislosti na druhové pfislusnosti, fyziologickém stavu a vnéjSim prostiedi.

gazvezikuly cyloplazmaticka
bunétna sténa / membrana
/ fimbrie / polyfosfatova
ribozomy polyglykozidova/ / granula

granula
periplazmaticke

vacky

. : TR e = biik
granula kys.poly-B- | \ chromatofory | [ \ *
hydroxymaselné / mezozom | inkluze siry
' \
nukleoid periplazmaticky
zakladnl cytoplazma prostor

Obr. 1. Struktura bakterialni buniky. Pfevzato z Némce a Matoulkové (2015).
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1.2.2 Tvar bakterialni buiiky

Tvar bakteridlni bunky je zdkladnim taxonomickym znakem (Némec a Matoulkova

2015). Mozné formy tvaru bakterialni bunky jsou uvedeny nize na obr. 2.

Kok ) stafylokok
diplokok obaleny
diplokok “‘““w
P! —-’“::::, ——
vietenovita ty€inka
/'.
i < -
streptokok < {
‘ vibrio monotricha
sarcina tetrakok, tetrada

.......

spirila

¥ anney
----- = Wtopka viaknity spirocheta

Obr. 2. Tvary bakterialnich bunék. Pfevzato z [11].
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2 Prirodni produkty

Ptirodni produkty (NP) piedstavuji velkou skupinu rozmanitych chemickych latek
s Sirokou Skalou biologickych aktivit, které byly mnohostranné vyuzity zejména
V huménni a veterinarni medicin€. Bakterialni ptirodni produkty jsou oznacovany za
produkty sekundarniho metabolismu neboli jako molekuly, které nejsou nezbytné pro
preziti hostitele, ale které mu spiSe poskytuji urcitou vyhodu v jeho pfirozeném
prostfedi. Pfirodni makromolekuly jako jsou naptiklad DNA, RNA nebo bilkoviny,
jejich stavebni kameny a prekurzory, stejné jako meziprodukty primarniho
metabolismu, jsou z pracovni definice pfirodnich produktii obvykle vylouceny (Katz

a Baltz 2016; Newman a Cragg 2012).

Ptirodni produkty byly objeveny na zékladé zjisténi, ze se jedna o dilezité a vyuzitelné
latky, mezi které patii naptiklad herbicidy, insekticidy aj. Od objevu penicilinu pred
vice nez 75 lety bylo charakterizovano >23 000 piirodnich produktl, z nichz velka
vétsina je produkovana bakteriemi z ¢eledi Actinomycetaceae. Po objevu streptomycinu
Selmanem Waksmanem a jeho spolupracovniky na Rutgersové univerzité ve 40. letech
20. stoleti, zacaly velké snahy o objeveni pfirodnich produkti samotnymi
farmaceutickymi spole¢nostmi, pfedev§im ve Spojenych statech, Evropé a Japonsku.
Védce zabyvajici se pfirodnimi produkty fascinuje chemickd rozmanitost a slozitost
pfirodnich produkti, jejiz ptiklady jsou uvedeny na obr. 3. (Bérdy 2012; Katz a Baltz
2016).

Historie objevovani pfirodnich produktii je rozdélena do tfi na sebe navazujicich
obdobi: 40.-70. léta 20. stoleti, 70.-90. 1éta 20. stoleti a obdobi po roku 2000. V téchto
letech doslo k vyznamnému pokroku, ktery ovlivnil strategie pouZivané k objevovani

novych ptirodnich produktu (Katz a Baltz 2016).

2.1 Prirodni produkty jako léciva

Od roku 2013 bylo americkym tfadem pro kontrolu potravin a 1é€iv schvéleno vice nez
1450 novych chemickych latek, z nichz asi 40 % tvoii pfirodni produkty nebo latky
Znich odvozené (derivaty ptirodnich produktd, syntetické slouCeniny zaloZzené na

v

pfirodnich slouc¢eninach apod.). Nejvyznamnéjsi 1ékatské vyuziti pfirodnich produkti je
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V oblasti antibakterialni terapie. Pfirodni produkty a jejich syntetické derivaty druhé
atreti generace se stile vyuzivaji k 1écbé bakteridlnich infekci u lidi a zvifat
zpusobenych grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi. Latky uvedené v obr. 3.
jako azithromycin nebo clarithromycin, oba polosyntetické derivaty erytromycinu;
doxycyklin; tetracyklin; amoxicilin, polosynteticky derivat penicilinu a cephalexin,
derivat cephalosporinu C se bézné¢ vyuzivaji k ambulantni 1é¢b¢ bakterialnich koznich
nebo respiracnich onemocnéni. Tylosin a jeho polosynteticky derivat tilmikosin se
pouzivaji k 1écbé bakteridlnich infekci u zvifat. Antibakterialni latky podobné
erythromycinu nebo tylosinu ptsobi jako inhibitory tak, ze se navazou na ribozomalni
podjednotku 50S a blokuji translaci vznikajiciho polypeptidového fetézce. Tetracyklin
rovné&Z blokuje translaci vazbou na 50S ribozomalni podjednotku. Chloramfenikol, tfeti
latka vézajici ribozomy, je velmi G€innd proti gramnegativnim bakteriim, ale kvuli
vzacnym vedlejsim uCinkiim se jiz klinicky nepouziva. Kyselina klavulanova je
kombinovéana s polosyntetickym analogem penicilinu amoxicilinem ve slouceniné
zvané Augmentin pro pouziti vici patogeniim rezistentnich na penicilin. Vankomycin
a teikoplanin se pouzivaji u grampozitivnich infekci. Daptomycin se vyuziva u obtizné
lé¢itelnych grampozitivnich infekei, véetné methicilin rezistentniho Staphylococcus
aureus. Thienamycin se naopak vyuziva klécbé gramnegativnich bakteridlnich
onemocnéni. Tobramycin se rovnéz vyuziva u hospitalizovanych pacientii prenasejicich
gramnegativni infekce. Lipiarmycin je U¢inny napiiklad vucéi Clostridium difficile,
puvodce tézké kolitidy a priymia. Rifampicin, polosynteticky analog rifamycinu, se
pouziva se v kombinaci s dal§imi latkami, véetné streptomycinu, k 1é€bé tuberkuldzy

(Demain 2014; Katz a Baltz 2016).
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Obr. 3. Chemicka struktura antibakterialnich ptirodnich produkti (Katz a Baltz 2016).

2.2 Strategie a metodiky pro objevovani prirodnich produktu

Béhem poslednich sedmi desetileti prochazelo objevovani pfirodnich produkti
procesem vyvoje. Strategie byly relativné béhem prvnich 30 let jednoduché, pak se staly
rozmanitéjSimi a slozité¢jSimi, coz bylo jesté v nasledujicich dvou desetiletich umocnéno

diky veédeckému a technologickému pokroku. V novéjs§i dobé otevielo levné
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sekvenovani mikrobidlniho genomu zcela nové strategie pro objevovani novych

pfirodnich produktt (Katz a Baltz 2016).

2.2.1 Prvnich 30 let (1940-1970): fenotypovy screening

Systematicky screening aktinomycet ziskanych z pidy Waksmanovou skupinou ve 40.
letech 20. stoleti, ktery vedl k objevu aktinomycinu, streptothricinu a predevSim
streptomycinu, piim¢l farmaceutické spoleCnosti zahdjit screening extrakt aktinomycet
proti patogennim bakteriim. Tento proces vyzadoval ziskdni mikroorganismi,
fermentaci, izolaci produktti a testovani fermentacnich bujonti a purifikovanych
slou€enin proti testovanym organismiim. Pro testovani pouZzivaly spolecnosti biotesty
pro fenotypovy screening. Obecné fenotypovy screening vyuZziva bunécnou linii
a metodu ke stanoveni reakce na pouzitou testovanou slouceninu, aniz by byl piedem
znam mechanismus jejiho ucinku. Nejjednodussim odectem je pak inhibice nebo
samotnd smrt builkky, ¢imz se béhem prvnich 30 let identifikovalo vice nez 1000
ptirodnich produktl, které mely antibakteridlni aktivitu. Rané protinddorové 1éky byly
také odhaleny ve fenotypovém screeningu pomoci stabilnich linii nadorovych bunék
kultivovanych nejprve na experimentalnich zvifecich modelech a pozdéji in vitro (Katz

a Baltz 2016).

2.2.2 Druhych 30 let (1970-2000): piistupy zaloZené na znalostech

V tomto obdobi se zacaly hledat nové zdroje pfirodnich produktii. Charakteristickym
znakem druhého tficetiletého obdobi bylo velké rozsifeni metodik a strategii screeningu.
Pokroky v oblasti rekombinantni DNA a dalSich technologii umozZnily vyzkumnym
pracovnikim rychle stanovit mechanismus ucCinku pfirodnich produktl, jejich
polosyntetickych analogli a syntetickych slou¢enin a rychle vedly k vyvoji
biochemickych nebo celobunécnych testll, souhrnné znamych jako screening zalozeny
na cili. Pfi fenotypovych screenech neni zplisob ucinku (tj. molekularni cil) testované
slouCeniny znam nebo se nanejvy$ predpoklada. Naproti tomu cilovy screening je
zalozen na predpokladu nebo ovéfeném poznatku, Ze interakce testované slouceniny
s uréenym cilem (obvykle enzymem, enzymovym komplexem nebo receptorem) povede

k poZadovanému farmakologickému ucinku. Fenotypovy screening vzorkli na
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ptitomnost pfirodnich produkti pokracoval i v 70. a 80. letech. Krom¢ toho byly pro
objevovani novych piirodnich produkti hleddny nové zdroje mimo pidy. Mezi né
patiilo zejména motské prostiedi, ve kterém se kladl diraz na objevovani novych
protirakovinnych slou¢enin. Pocet celosvétové podanych patentli presahl 1300 (Katz

a Baltz 2016; Ang et al. 2015).

2.2.3 Od roku 2000: pristupy zaloZené na genomice

Na pocatku roku 2000 odhalily prvni dvé sekvenace genomu Streptomycetes kodovani
mnohem vice genovych klastrii specialnich metaboliti (SMGC), nez se predpokladalo.
Toto pozorovani bylo nasledn€ pouZzito na aktinomycety. Mezi aktinomycetami se pocet
SMGC zna¢né lisi, jedinci s rozsahlymi genomy byvaji totiZ vice ,,nadani. V dnesni
dobé je mozné sekvenovat 10 000 az 100 000 genomu aktinomycet ve skupindch
a identifikovat stale nové SMGC. Dobrym piikladem je Streptomyces rapamycinicus,
ktery ma 12,7 Mb genomu, pficemz 3,0 Mb (24 %) je vénovano biosyntéze 48 SMGC.
Vyzkumy mezi pudnimi izolaty také odhalily vysokou frekvenci biosyntetickych klastrii
ptirodnich produktd stejn¢ jako pfitomnost antibiotickych resistomil (neboli vice genti
pro rezistenci K antibiotikiim). Diky mén¢ nakladnému sekvenovani genomd, pokroku
V pochopeni biosyntézy specialnich metaboliti a pokrokiim v biologickych metodach je
nyni mozné urCit Caste¢né struktury novych specialnich metaboliti nebo z nich
odvozenych latek pomoci sekvenaci DNA (Katz a Baltz 2016; Baltz 2008; Bentley et al.
2002).

Katz a Baltz (2016) se domnivaji, Zze v pfiStich letech budou pro objev novych
ptirodnich produkti klicové tfi hlavni prvky, a to zejména levné sekvenovani genomu
astim spojeny objev genoml kodujicich mnoho novych specialnich metabolitd;
rozsifeni odbéru vzorkt z doposud neprozkoumané pidy a vyuziti novych mikrobd pro
vytéZzovani genomdu; pokrok ve strukturni biologii a funkéni inZenyrské analyze pro

budouci aplikace biosyntézy.
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3 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které jsou produkovany zivymi organismy. Jejich cilem je narusit
zivotni funkce a struktury mikroorganismii ¢i pusobit toxicky proti zivociSnym
a rostlinnym bunkam. V nejvétsi mife jsou produkovany samotnymi mikroorganismy —
bakteriemi. Ptikladem jsou Escherichia coli, ktera produkuje antibiotikum kolicin,
Bacillus megaterium produkujici megacin nebo Pseudomonas aeruginosa, ktery
produkuje pyocin. Za hlavni producenty antibiotik se ale povazuji zejména piislusnici
rodu Streptomycetes nebo vlaknité bakterie aktinomycety. Tyto druhy produkuji velké
mnozstvi chemicky rozmanitych latek od streptomycinu, neomycinu, tetracyklinu,
aktinomycinu az po chloramfenikol. Z tzv. plisiovych antibiotik maji znaény vyznam
zejména peniciliny, které produkuje druh Penicillium chyrysogenum (Dobrovolna 2010;
Rosypal et al. 1981; Spizek 2016).

Medicina dfive rozliSovala dva druhy odlisnych antibakteridlnich 1é¢iv — samotna
antibiotika a chemoterapeutika. Ve své podstaté se tyto l1éky nijak dramaticky nelisily,
jediny rozdil, ktery definoval jejich odliSnost byl zplisob produkce. Za antibiotikum se
puvodné oznaCovala latka produkovand samotnymi  zivymi  organismy.
Chemoterapeutikum pak byla latka synteticky neboli uméle ptipravena. V dnesni dobé
uz toto rozdéleni neni platné, protoZe se vétSina dneSnich antibiotik pfipravuje a vyrabi
rovnéZ synteticky ¢i jsou tyto latky derivaty plvodnich pfirodnich produkt
(Dobrovolna 2010).

’.

Ucinek antibiotik se projevuje jiz pii malych koncentracich a je specificky zaméfeny.
Selektivita je velmi diileZitym prvkem pfti plisobeni antibiotika, protoZze tak miize dojit
k u¢inku pouze vici ur¢itému druhu nepiatelského mikroorganismu a jeho zabiti, aniz
by doslo k poskozeni napadeného organismu. Pii plsobeni antibiotika dochazi
k zasazeni urCitého citlivého a zivotné duilezitého systému bakterialni bufiky, jehoz
nasledkem je napiiklad naruseni jejich metabolickych reakci. Antibiotika maji tedy
specificky ucinek v inhibici metabolickych pochodi buiniky nebo mohou naruSovat
syntézu jeji bunéfné stény (popiipadé i nukleovych kyselin a bilkovin), funkce
cytoplazmatické membrany, procesy fosforylace aj. (Dobrovolna 2010; Némec

a Matoulkova 2015; Rosypal et al. 1981).

19



Rezistentni kmeny jsou vi€i plsobeni antibiotik imunni. To je zplsobeno zejména
jejich nespravnym uzivanim a nedodrzovanim zasad jejich vyuziti. Mezi hlavni zasady
vyuzivani antibiotik patii jejich spravnd volba, optimalni doba lécby, adekvéatni
davkovani a vhodné kombinace s ostatnimi 1éCivy. Pokud dojde ke styku antibiotika
s rezistentni bufikou, antibiotikum mize byt neuinné z divodu nepfitomnosti
napadnutelné citlivé struktury v cilové buiice nebo z diivodu zmény strategie buiiky,
ktera zvoli alternativni metabolickou drahu, kterou nemuze dané antibiotikum
zasahnout. Bakterie mohou znicit antibiotickou latku ptasobenim svych enzymd, které
napiiklad zabrani proniknuti antibiotika do wvnitinich ¢asti bakteridlni bunky

(Dobrovolna 2010; Némec a Matoulkova 2015; Rosypal et al. 1981).

3.1 Déleni ATB dle intenzity jejich u¢inku

NaruSeni mikroorganismu vede budto k zastaveni rstu buiiky a jejiho mnozeni,
V tomto pfipadé nazyvame antibiotika jako bakteriostatickd, nebo dokonce az k jeji
smrti, kdy jsou tyto typy antibiotik oznaCovany za baktericidni (Dobrovolna 2010;
Némec a Matoulkova 2015).

a) Mezi bakteriostaticka antibiotika fadime: makrolidy, tetracykliny, sulfonamidy,
chloramfenikol, linkomycin, klindamycin aj.,
b) Mezi baktericidni antibiotika fadime: betalaktamova ATB, monobaktamy,

karbapenemy, peniciliny, cefalosporiny, aminoglykozidy aj.

3.2 Zakladni klasifikace antibiotik

Antibiotické latky jsou charakteristické odlisnou chemickou strukturou. Jejich pole
pusobeni je zuzeno pouze na nékolik mist bakteridlni bunky a jsou riizné odolné viici
Stépeni enzymy. Antibiotika délime do mensich skupin, které jsou rozdéleny dle jejich
chemické struktury, spektra Uc¢inku, dle cilového druhu a dalSich farmakologickych
vlastnosti. Rovnéz je dalezitym méftitkem 1 mechanismus ucinku antibiotik. Zakladni
slozky jejich molekul tvofi aminokyseliny, cukry a jejich derivaty a steroidni skelet.
Diky odliSné chemické struktufe miiZzeme antibiotika dé€lit na betalaktamova,

amfenikolovd, tetracyklinovd, aminoglykosidovd, makrolidova, linkosamidova,
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glykopeptidova, polypeptidova a skupinu ostatnich (Bednar et al. 1996; Dobrovolna
2010).

3.3 Déleni ATB dle mechanismu jejich ac¢inku

Dle Schindlera (2014) jsou ATB déleny dle mechanismu ucinku, kterym bakterialni

bunku ovliviiuji a plisobi na ni, nasledovné:

a) Inhibujici syntézu bunééné stény,
b) Inhibujici syntézu bilkovin,
¢) Inhibujici syntézu nukleovych kyselin,

d) Narusujici cytoplazmatickou membranu.

3.3.1 Antibiotika inhibujici syntézu bunééné stény

Syntézu bunééné stény ovliviiuji 2 hlavni skupiny antibiotik — B-laktamy (penicilin,
cefalosporiny, manobaktamy, karbapenemy) a glykopeptidy. Enzymy syntetizujici
peptidoglykan pro bunéfnou sténu jsou schopny reagovat na B-laktamy ¢&i jina
antibiotika této skupiny jejich navazanim, ¢imz dojde k naruSeni jejich funkce
zpisobem jejich inhibice. Buiikky poté nejsou schopny tvofit bunéénou sténu a rovnéz
ztraci schopnost jeji obnovy ¢imz dojde k jejich smrti (Dobrovolna 2010; Schindler
2014).

3.3.2 Antibiotika inhibujici syntézu bilkovin

Syntéza bilkovin probihd na riznych mistech povrchu ribozomu, tomu odpovida
| variabilita mist zasahu antibiotik. Mezi antibiotika, ktera ovliviiuji syntézu bilkovin
patii zejména tetracykliny, makrolidy, aminoglykosidy, linkosamidy, diterpeny,
amfenikoly aj. Antibiotika, ktera zptsobuji inhibici proteosyntézy ovliviiuji molekuly
m-RNA piendsejici informaci nebo t-RNA, které pfipojuje aminokyseliny do
polypeptidového fetézce. Jelikoz je tvorba proteini jednou ze zakladnich podminek
Zivota, vSechna tato antibiotika fadime mezi baktericidni (Dobrovolna 2010; Schindler

2014).
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3.3.3 Antibiotika inhibujici syntézu nukleovych Kkyselin

Syntézu nukleovych kyselin ovliviiuji antibiotika rozd€lena dle mechanismu jejich
ucinku — na inhibitory RNA polymerazy, kterym je ansamycin a inhibitory DNA-
gyrazy, mezi které patii aminoglykosid, chinolon a novobiocin. RNA-polymeraza je
ovlivnéna bud’to ptfimou nebo neptimou inhibici. Pfima inhibice probiha vlivem ucinku
antibiotika rifamycinu, ktery inhibuje zacateCni faze transkripce. Nepifimé inhibice
probiha vlivem aktinomycinu, ktery se navaze na DNA dvousroubovici, a znemozni tak
jeji vyuziti pro biosyntézu RNA. DNA-gyraza je ovlivnéna antibiotikem chinolonem,
ktery ji inhibuje. V disledku toho dojde k rozvinuti dvousroubovice, ktera ztraci svoji

funk¢nost a je nepouzitelnou (Dobrovolna 2010; Schindler 2014).

3.3.4 Antibiotika narusujici cytoplazmatickou membranu

Za naruseni cytoplazmatické membrany jsou zodpovédna antibiotika polymyxin, azol,
polyen, amfotericin a ionofor. Tyto antibiotika zpasobuji poskozeni struktury
cytoplazmatické membrany, kdy zac¢ne vnitini cytoplasma unikat do okolniho prostiedi

bunky, u které dojde pozdéji ke smrti (Dobrovolna 2010; Schindler 2014).

3.4 Objev antibiotik

Pouziti prvnich antibiotik, a tedy 1 bakteridlnich mikroorganismi, které je produkuji,
saha 2000 let zpét do Ciny, Egypta a Recka v podobé tradiéni kase z plesnivého chleba,
ktera se vyuzivala k 1ébé otevienych ran. Prvnim oficidlnim objevenym zdznamem je
papyrus z roku 1550 pf. n. 1., ktery pfedstavuje nejstarS$i dochovany lékai'sky dokument,
ve kterém je zaznamenano vyuziti plesnivého chleba se zeminou. Dal$i zaznam pochazi
z doby pied 1000 lety v podobé anglosaského receptu, u kterého byl prokazan ucinek
proti Staphylococcus aureus (Hutchings et al. 2019).

Vyvoj prvniho 1éCiva, které se podobalo antibiotiku, se ptipisuje Paulu Ehrlichovi, ktery

piiblizné pted 100 lety vyvinul synteticky Iék Salvarsan na bazi arsenu pusobici proti

bakterii Treponema pallidum, pavodce sifilitidy. Salvarsan byl nahrazen prvnim

ucinnym Sirokospektrym antibiotikem, sulfonamidovym lé¢ivem Prontosil, ktery objevil

bakteriolog Gerhard Domagk v navaznosti na praci Paula Ehrlicha. Dle jeho koncepce
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pracovali a vyvijeli dalsi typy 1€kt fady védcii, az do doby Alexandra Fleminga, ktery
objevil penicilin produkovany plisni Penicillinum notatum. Toto prvni antibiotikum na
svété bylo proti mnoha infek¢nim onemocnénim do zna¢né miry neucinné, protoze
penicilin ptsobi pouze na grampozitivni bakteric. Za objev penicilinu pozdé&ji obdrzel
Alexander Fleming Nobelovu cenu. Latka penicilin byla nasledné¢ upravovan dal$imi
osobnostmi, mezi kterymi byli napiiklad Howard Florey ¢i Ernst Chain, spole¢né
s jejich kolegy z Oxfordu, az do podoby ucinného 1é¢iva. Antibidoza mezi mikroby ale
byla popséana davno ptfed objevem penicilinu, mimo jiné také Louisem Pasteurem, ktery
prisel s myslenkou, Zze mikrobi mohou vylucovat material zabijejici jiné mikroby

(Dobrovolna 2010; Hutchings et al. 2019; Spagnolo et al. 2021).

Na pfelomu 20. a 21. stoleti se objevily prvni zpravy o bakteridlni produkci tepelné
stabilnich sloucenin, které byly nasledné zkoumany pro uZiteCnost v boji proti
infek¢énim onemocnénim. Pravdépodobné prvni klinické pouziti antibiotik bylo
zaznamenano v 90. letech 19. stoleti, kdy byl vyuzit extrakt z Pseudomonas aeruginosa.
Cetné zpravy o produkci antimikrobialnich slou¢enin mikroorganismy vedly Selmana
Waksmana k tomu, Ze zaloZil vyzkumnou skupinu vénujici se systematickému studiu
mikrobl jakozto producenti. Waksman nasledné¢ definoval antibiotikum jako
»slouceninu vytvarenou mikrobem k nic¢eni jinych mikrobd* a zaslouzil se o identifikaci
vlaknitych aktinomycet Zijicich v ptdé jako plodnych producenti antimikrobialnich
sloucenin. Waksman objevil fadu antibiotik, véetné¢ neomycinu a streptomycinu, prvni
latky ucinné proti tuberkuldze. Waksmanova prace také identifikovala rod Streptomyces
jakozto plodné producenty ptirodnich produkti v podobé sekundarnich, dnes uz
specialnich metaboliti neboli sloucenin, které nejsou potiebné pro normalni rist, vyvoj
nebo reprodukci organismii v laboratofi. Mnoho streptomycetovych sekundarnich
metabolitil je G€innych proti bakteriim, houbam, virim, nematoddm a hmyzu, ale byly
také vyvinuty jako protinddorova a imunosupresivni 1éCiva. Zlaty vék objevovani
antibiotik probihal od 40. do 60. let 20. stoleti. VétSina tehdy objevenych antibiotik se
stale klinicky pouziva nebo jsou syntetizovany jejich derivaty. Jejich Ucinnost ale

poklesla v disledku narustu bakterialni rezistence (Hutchings et al. 2019).
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3.5 Pro¢ mikroorganismy vyrabi antibiotika?

Bylo navrzeno nékolik teorii, které vysvétluji, pro¢ mikroby vytvareji tolik bioaktivnich
specialnich metaboliti (antibiotik). Antibiotika jsou soucasti mikrobialniho svéta
miliony let a nejpravdépodobnéj$im vysvétlenim jejich ptfitomnosti je, Ze maji tyto latky
hned nékolik funkci — plisobi jako chemické zbran€ k niCeni konkurentd, a to bud’
zpisobem ochrannym (obrannym) nebo predatorskym (Uto¢nym) a zprostiedkovavaji
interakce s eukaryotickymi hostiteli, jako je napfiklad hmyz nebo rostliny ¢i mezi
mikroby navzijem. Jeden z piekvapivych objevi, které pfineslo sekvenovani
mikrobidlnich genomi je, Ze mnohé¢ bakterie a houby kdduji mnohem vice sekundarnich
metabolickych drah, nez kolik jich ve skuteCnosti vytvareji v laboratofi. Obecné tedy
plati, ze nejmén¢ tfi Ctvrtiny jejich potenciondlnich schopnosti, co se sekundarnich drah
tyce, nejsou in vitro aktivni. Produkci téchto sloucenin tedy pravdépodobné spoustéji
environmentalni signdly nebo hostitelské organismy. Mnoho bezobratlych Zivocich,
vcetné hmyzu a motskych hub, vytvari s bakteriemi produkujicimi antibiotika obranné
a vzajemn¢ prospé$né symbidzy, tzv. obranné mutualismy, a pravdépodobné podobné
vztahy vytvaii i cela fada suchozemskych rostlin (Hutchings et al. 2019; Spagnolo et al.
2021).

3.6 Bakterialni rezistence

Bakterialni rezistence je v humanni a veterinarni mediciné povaZovana za stile vétsi
problém. Bakterie rezistentni vi¢i antimikrobidlnim latkam byly zaznamenany 1 bez
antibiotické terapie, napiiklad u volné zijicich zvifat a hmyzu. Ve volném prostiedi se
rezistentni bakterie primarné vyskytuji v dusledku nespravného vyuziti antibiotik

¢lovékem, poptipadé zvitaty (Miihldorfer 2012).

Rezistence vuc¢i antibiotikiim je nyni dobie znama jako hlavni problém pii 1écbé
infekénich onemocnéni. Rezistence mulze byt aktivni, tj. vysledek specifického
evolu¢niho tlaku na pfizptisobeni mechanismu protiutoku viic¢i antibiotiku, nebo pasivni,
kdy je rezistence diisledkem obecnych adaptacnich procest, které nejsou nutné spojeny
s konkrétnim antibiotikem. Pasivni rezistenci je napiiklad nespecificka bariéra
poskytovana vnéj§i membranou nekterych bakterii. Bakterie dle Wrighta (2005)

dosahuji aktivni rezistence vii¢i antibiotiku tfemi hlavnimi mechanismy:
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a) Vyplavenim antibiotika z buiky prostfednictvim souboru membranovych
pumpovacich proteint,

b) Modifikaci cilového antibiotika, ktera je zpusobena mutaci kliCovych
vazebnych prvki, jako je r-RNA nebo dokonce pfepracovanim biosyntetickych
drah,

€) Syntézou modifikovanych enzymd, které selektivné cili a ni¢i aktivitu

antibiotik.

Vsechny tyto mechanismy vyZzaduji nové genetické naprogramovani bunky v reakci na
pritomnost antibiotik, kdy mutze dochazet az k regulaci exprese genil rezistence.
Bakteridlni buiiky proto vynakladaji zna¢né mnozstvi energie, aby aktivné antibiotikiim
odolavaly. N¢ekteré vyzkumy vzniku resistence u bakterii poskytly informaci, Zze maji

bakterie schopnost si geny rezistence piedavat také vzajemné mezi sebou (Dobrovolna

2010; Wright 2005).

Hledani strategie proti rozvoji rezistence je pro vetejné zdravi celosvétovou vyzvou.
V poslednich desetiletich doslo k dramatickému narGstu poctu humanné patogennich
bakterii, které jsou rezistentni vic¢i jednomu nebo vice antibiotikim. Stale vice
infekénich onemocnéni zpusobenych rezistentnimi organismy nereaguji na béznou
1é¢bu a antibiotika ztraceji svou silu. V mnoha zdravotnickych zafizenich chybi v€asna
identifikace ptivodcti onemocnéni a jsou zcela chybné a Casto zbyte¢né nasazovana
Sirokospektra antibiotika. Diky tomu dochéazi k dramatickému nérGstu nové vznikajici

rezistence (Frieri et al. 2017).
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4 Antimikrobialni aktivita bakterii

Mikroorganismy pfirozené¢ soutézi o pieziti ve vSech mozZznych prostiedich.
Taxonomicka rozmanitost vede ke slozité interakci mezi danymi druhy a obecné se zda,
ze konkurence mezi nimi také definuje jejich vzajemné vztahy. Bakterie pouzivaji
konkuren¢ni mechanismy, které jsou téméf stejné rozmanité jako konkurenti, s nimiz se
setkavaji. Kazda konkurenc¢ni strategie ma své vyhody a nevyhody. Pokud bakterie
pouzivaji pro svou obranu latky ¢i struktury, jako jsou antibiotika, enzymy nebo
vezikuly, jsou schopny konkurovat a zarovein minimalizovat rizika pfimého poskozeni
pii kontaktni konkurenci. Jakmile ale buiika exportuje své konkuren¢ni molekuly pies
svlj obal, podléhaji tyto molekuly difuzi, kterd sniZzuje jejich inhibicni silu vici

konkurentim na dalku (Stubbendieck a Straight 2016).

4.1 Bakterialni kompetice

Bakterialni kompetici 1ze rozdélit na kompetici vykofist'ovatelskou a kompetici ruSivou.
Exploatacni konkurence je svym zplisobem pasivni v tom smyslu, Ze jeden organismus
cerpa ze svého okoli ziviny, ¢imZ brani okolnim konkurentim v pfistupu k témto
zdrojiim. Oproti tomu interferen¢ni konkurence vyvolava antagonistické faktory, které
vznikaji, aby bréanily konkurentim. V mikrobidlnich systémech je kompetice obvykle
formulovana v kontextu omezeni rastu nebo inhibice v disledku exploatace C¢i
interference. Mikrobialni druhy mohou byt citlivé nebo dokonce rezistentni vaci
inhibiénim aktivitam ristu a mohou v reakci na okolni konkurenci zait s produkci
neboli syntézou antibiotik, sporulaci, tvorbou biofilmu ¢i mohou zahgjit odlisné
predatorské funkce nebo motilitu. Ackoli nejsou tyto fyziologické zmény univerzalni
uvSech bakterii, pfedstavuji rozmanitost mechanismii pro zvySeni konkurencni
zdatnosti bakteridlnich druhd, které jsou jimi vybaveny. Schopnost jednotlivych druha
vyuzivat spektrum kompeticnich mechanismi a reakci na okolni kompeti¢ni vyzvy
muze byt zasadnim faktorem pro jejich pfeZziti ve spoleCenstvu rozmanitych organismi,
ve kterych miize mit kompeti¢ni stres mnoho podob. Bakteridlni kompetici je moZné
zkoumat v laboratornich podminkach za pomoci spole¢né kultivace dvou nebo vice
mikrobialnich druhti za definovanych podminek (Birch 1957; Hibbing et al. 2010;
Stubbendieck a Straight 2016).
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4.1.1 Nekontaktni bakterialni kompetice

Prvnim prostfedkem, ktery spadd pod nekontaktni bakterialni kompetici, je konkurence
za pomoci produkce specializovanych metabolitli. Konkurence je mezi druhy casto
zprostfedkovana bioaktivnimi metabolity syntetizovanymi jednotlivymi kompetitory.
Specializované metabolity (SM) jsou molekuly produkované bakteriemi, které se
nepodileji na primarnim metabolismu, ale jsou zapojeny do jinych biologickych
procest. Mnoho specializovanych metaboliti bylo diive oznaovano jako ,,sekundarni
metabolity*, protoze k jejich produkci ¢asto dochazi az v pozdnich fazich ristu a jejich
pfitomnost je V laboratornich podminkach postradatelna. Specializované metabolity
vSak mohou byt pro n¢které bakterie nezbytné pro jejich pteziti a pfetrvani v prostredi.
V mnoha piipadech neni znama souvislost mezi produkci specidlniho metabolitu
areakcemi, které u konkurentli vyvolavaji. V kontextu kompetitivnich interakci jsou
primarn¢ zajimavé latky, které ovliviiuji rast a vyvoj konkurencnich bakterii. Mezi tento
typ specializovaného metabolitu fadime naptiklad antibiotika, kterym jsem pro jejich
dalezitost vénovala samostatnou kapitolu. Bakterie obecné produkuji mnoho
specializovanych metabolit, které ptedstavuji obrovskou chemickou rozmanitost.
Ackoliv je antibioticka aktivita nejcastéjsi aktivitou pfipisovanou specializovanym
metabolitim, mnoho antibiotik ma také efektivni Uc¢inek na bakteridlni konkurenty
nezavislé na inhibici rastu (Davies 2013; Price-Whelan et al. 2006; Stubbendieck
a Straight 2016).

Existuje tada vyzkumi podrobné popisujicich ucinky specidlnich metaboliti na
konkuren¢ni druhy bakterii. Nazornym piikladem jsou zejména piidni bakterie, které
produkuji rozmanité specialni metabolity. Napfiklad pidni bakterie Pseudomonas
protegens produkuje specialni metabolickou latku 2,4-diacetylfloroglucinol, ktera
béhem spolecné kultivace s Bacillus subtilis inhibovala jeji bunéénou diferenciaci.
Dalsim specialnim metabolitem je latka bacillaen produkovana pravé B. subtilis, ktera
byla identifikovana jako inhibitor proteosyntézy nebo latka surfaktin, produkovana
stejnym druhem, kterda brani vyvoji mnoha druhti Streptomycetes. Druhy rodu
Streptomycetes jsou Vv piadé vSudypfitomné a rovné€z proslulé svou schopnosti
syntetizovat specialni metabolity. Produkce specialnich metaboliti muze také pusobit
I na dalsi faktory, které ovliviuji zivot bakterie. Napiiklad mize produkce specialniho
metabolitu zplsobit pferuseni signaliza¢nich procesti mezi buiikami (Patel et al. 1995;

Powers et al. 2015; Stubbendieck a Straight 2016).
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Druhym prostfedkem nekontaktni bakteridlni kompetice je produkce a vylu€ovani
enzymu. Kromé specidlnich metabolitl bakterie produkuji enzymy, které se ucastni
konkuren¢niho boje. VyluCované enzymy, které umoznuji a vytvaii rezistenci vaci
antibiotikiim maji jasnou konkuren¢ni vyhodu. Produkci enzymt muze ale bakterie také
pfimo zasahovat do vyvoje svych konkurentti, naptiklad pomoci enzyma degradujici
signalni molekuly. Mezi plodné producenty enzymu patii napiiklad bakterie M. xanthus,
ktera produkuje vice nez 300 degradacnich hydrolytickych enzymu. Funkce mnoha
Z téchto enzymu neni znama, ale u nékterych z nich byla prokazana jasna antibakterialni
aktivita. Ptikladem kompetitivni funkce enzymu je piipad, kdy Staphylococcus
epidermidis ,,soutézi“ se S. aureus o kolonizaci lidské nosni dutiny. Staphylococcus
epidermidis vylucuje serinovou proteazu Esp, ktera inhibuje tvorbu biofilmu S. aureus.
Esp rozklada biofilmy S. aureus tim, ze inaktivuje autolyziny a zabraiiuje uvoliiovani
DNA, kterd je nezbytnou soucasti extracelularni matrix biofilmu (Stubbendieck
a Straight 2016; Wright 2005).

Stubbendieck a Straight (2016) dale uvadi, ze extracelularni vezikuly (EV) maji velky
vyznam z hlediska bakterialnich interakénich procest. Vezikuly jsou schopny pienaset
proteiny, lipidy, nukleové kyseliny a malé molekuly, které funguji v kompetitivnich
a signdlnich procesech. Bakterie také vyuZivaji extracelularni vezikuly k obrannym
procesim proti né€kolika typim antimikrobidlnich 1utoki nebo k doruceni
antagonistickych latek konkuren¢nim bakteriim. Témito latkami mohou byt enzymy,
jako jsou hydrolazy rozkladajici peptidoglykan produkované P. aeruginosa
a Lysobacter sp., nebo antibiotické specialni metabolity, jako je aktinorhodin nebo
prodigiosiny, které se nachazi V extracelularnich vezikulech produkovanych S.
coelicolor a S. lividans. Extracelularni vezikuly jiz zminéné M. xanthus jsou z hlediska
svého konkuren¢niho potencidlu vyjimecné. Obsahuji totiZz mimo jiné také 16
specidlnich metabolitl, v€etné myxalamidii, které jsou zndmymi antibiotiky. Tento fakt
tedy zdUraznuje dulezitost funkce extracelularnich vezikul. Zaroven bylo prokazano, ze
bakterie B. subtilis narusuje své vlastni extracelularni vezikuly vylu¢ovanim specialniho
metabolitu, latkou surfactinem. Cilena lyza extracelularnich vezikul surfaktinem muze
slouzit jako obranny mechanismus proti vezikuldm s antibiotiky produkovanym

konkurenénimi organismy (Berleman 2013).
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4.1.2 Kontaktni bakterialni kompetice

Urcit¢ druhy bakterii spolu fyzicky interaguji pii vysoké bunécné denzité
prostiednictvim mechanismti kompetitivni interakce. Je vice nez pravdépodobné, Ze se
nékteré¢ kompetitivni funkce vyvinuly tak, aby fungovaly specificky v tésné blizkosti.
Bakterie v tomto pfipad¢ primarné vyuzivaji funkce zabudované do buné¢nych obald,
které jsou smérem do vnéjSiho prostfedi zaméfeny na konkurenty. Inhibice zavisla na
kontaktu (contact-dependent inhibition, CDI) popisuje specificky mechanismus
konkuren¢niho boje, kdy membranovy protein funguje jako transportni systém pro
bunécny toxin. Prototypicky systém CDI byl poprvé popsan u bakterie E. coli. Sklada se
ze tii slozek: CdiA, CdiB a Cdil. V systému CDI dochazi k navazani toxinu CdiA na
CdiB, coz je protein vné€j$i membrany. Cdil pak poskytuje produkujici butice urcitou
imunitu specifickym navazanim na CdiA, ¢imz inhibuje jeho aktivitu vici produkujici
buiice. Vzhledem k uzSimu cilovému rozsahu se usuzuje, ze systémy CDI jsou
prosttedkem k inhibici blizce pifibuznych druhti. To by umoZnilo bakteriim CDI
inhibovat jiné bakterie, které spiSe piimo soutézi o stejné nebo velmi podobné
ekologické niky. V piipad¢, ze se CDI bunka dostane do pfimého kontaktu s cilovou
bunikou, dostane se toxin CdiA do kontaktu s proteinem vnéj$i membrany cilové buriky.
Toxin CdiA se pak uklada na povrch cilové bunky a podléha samovolnému uvolnéni.
CdiA nasledné musi pro spravny ucinek vstoupit piimo do cytoplazmy. Jeho
translokace do cytoplazmy vyzaduje protonovou hybnou silu a interakci s receptory
specifickymi pro vnitini membranové proteiny toxinu (Aoki et al. 2005; Aoki et al.
2010; Stubbendieck a Straight 2016).

Bakterie si vyvinuly dal$i mechanismy, mezi které mimo jiné patii také CDI, a které
kompetitivné vylucuji nesourodé bunky z biofilmu. Rozvijejici se biofilmy obsahuji
trojrozmérné struktury, které se naptiklad u B. thailandensis nazyvaji ,pilife”. Tyto
pilifd lepsi ptistup ke kysliku a zivindm, neZzli maji buniky v substratu biofilmu. Systém
CDI u B. thailandensis vylucuje bunky citlivé na CDI z vyvoje pilifi. Bunky, které
produkuji stejny systém CDI, pravdépodobné sourozenci, nejsou diky svym piibuznym
genim imunity CDI usmrceny (Rendueles a Ghigo 2015; Stubbendieck a Straight
2016).
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Dalsi priklad bakteridlni kontaktni kompetice piedstavuje dravy druh bakterie rodu
Bdellovibrio, ktera se fyzicky srazi s cilovymi buiikami za Gi¢elem prorazeni bunééného
obalu, pohlceni a straveni své kofisti zevnitt za pomoci vylu¢ovanych enzymi, které
zahrnuji napiiklad nukleazy a hydrolazy (Lambert a Sockett 2013; Stubbendieck
a Straight 2016).

4.2 Predace

Predace strukturuje potravni fetézce, ovliviiuje tok energie a méni rychlost a zpusob
kolobéhu zivin v ekosystémech. V mikrobidlnim svéteé jsou dravé bakterie béZné,
zejména v pudnich a vodnich systémech, ale o rychlosti jejich ristu a roli v toku energie
mikrobidlnimi potravnimi sitémi se toho vi malo, ¢astecné proto, ze je obtizné takovéto
bakterie kvantifikovat, ac¢koliv byly nalezeny v mnoha prostiedich. U dravych druht
bakterii neboli u bakterii s antimikrobidlni aktivitou, byla zjiSténa pfi vyzkumném
méteni vyssi rychlost rstu 1 pfijem uhliku. Obligatné dravé bakterie rostly o 36 %
rychleji a asimilovaly uhlik o 211 % rychleji nezli nedravé bakterie. U fakultativné
dravych bakterii byl nartist mensi, rychlost ristu o pouhych 6 % a o 17 % vyssi rychlost
asimilace uhliku. Bakterie, které se Zivi jinymi bakteriemi, jsou pfili§ malé na to, aby
své obéti pohltily, ale presto se s konkurenci umi predacné vypotradat. Ptislusnici rodu
Bdellovibrionales se pfichyti na buiku kofisti, proniknou bunéfnou membranou
anasledné¢ se usidli v cytoplazmé hostitele, kde spottebovavaji bunécné slozky
a zaroven si vytvareji dcefiné bunky, které nakonec kofist lyzuji a usmrti. Nékteti
bakterialni predatofi maji jména, kterd vypovidaji o zpiisobu jejich predace — naptiklad
Vampirovibrio ¢i Vampirococcus vkladaji do napadené buiiky cytoskeletarni vybézky,
Htesaky®, které z ni extrahuji cytoplazmu. Dal$im ptikladem je rod Cytophaga, ktery je
tzv. ,,poziracem bunék“ nebo rod Lysobacter, ktery lyzuje ostatni bakterie (Hungate et
al. 2021).
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4.3 Antimikrobialni aktivita v riznych prostifedich

4.3.1 Morské prostredi

Motské bakterie jsou bohatym zdrojem bioaktivnich latek ptsobicich proti patogennim
bakteriim. Tato skuteCnost umoziiuje objev novych zdroji pro vyvoj novych léka
urenych k 1écbé infekCnich onemocnéni zplisobenych rezistentnimi bakteriemi.
Vyzkumy motskych bakterii ukazaly, ze jsou tyto organismy Siroce zastoupeny
v moiskych pfilivovych oblastech, hlubokych moftich ale i na extrémnich stanovistich,
jako jsou napfiklad hydrotermalni prameny nebo polarni mofe. VéEtSina motskych
bakterii je pfichycena na moiské makroorganismy, jako jsou fasy, koraly, houby apod.

(Dufourcq 2013).

Oblast Nové Kaledonie je velice rozmanitd z hlediska motskych pobfeznich oblasti.
Z téchto oblasti bylo izolovano 493 vzorku bakterii, pfedev§im z roda Salinivibrio,
Photobacterium a Pseudoalteromonas. Jejich antimikrobidlni aktivita byla testovana
proti ¢tyfem referenénim kmenim — Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Psedomonas aeruginosa a Escherichia coli. Testy ukazaly, ze 63 ze 493 izolati mélo
antibakterialni aktivitu proti alespoii jednomu z referen¢nich kment. Z 63 izolati bylo
26 aktivnich proti S. aureus, 4 byly u¢inné proti E.coli, Ent. Faecalis, S. aureus a 14

proti E.coli, S.aureus a P.aeruginosa (Dufourcq 2013).

Mnoho studii uvadi, Ze pfirodni zdroje z mote maji velky potencial bioaktivnich latek
proti patogennim bakteriim. Moiské houby se sami o sobé zafadili mezi jedny
Z nejbohatSich zdrojii bioaktivnich sloucenin, které mohou byt dokonce vyuzity
v oblasti farmacie. Objev bakterii, které jsou soucasti téchto hub, bylo velkym
prulomem, protoZe se jejich bioaktivni latky daji vyrdbét rychle a ve velkém méfitku,
aniZ by bylo nutné odebirat vétsi mnozstvi houby. Kmeny téchto bakterii byly
pojmenovany inicidlami houby, ze které byly izolovany. Houba se tedy stala sidlem
mikroorganismii a zaCala byt nazyvana jako High Microbial Abundance Sponge
(HMAS). Uloha bakterii v houb& spo¢iva v ochrané proti predatorim, ale také se
naptiklad ucastni na jejim metabolismu. Nedilnou soucast téchto bakterii predstavuje
produkce bioaktivnich sloucenin, které plsobi antimikrobidlng, ale také antioxidacné
a protinddoroveé. Nekolik zdrojii uvadi, ze extrakty z téchto bakterii spojenych
s mofskymi houbami maji antimikrobialni aktivitu proti bakteriim S. aureus, P.

aeruginosa, E. coli a B. subtilis (Asagabaldan et al. 2017).
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4.3.2 Pudni prostredi

V pudé se mikroorganismy vétSinoveé nachazi v jejich svrchnich nékolika centimetrech,
které jsou znaénym heterogennim prostiedim, ve kterém musi bakterie ¢asto soutézit
0 omezené zdroje pro jejich pfeziti. Pudni bakterie se proto staly bioaktivnimi
a vyvinuly rizné strategie, za pomoci kterych mohou konkurovat svym sousedim
a zajistit jejich eliminaci. Toho dociluji napfiklad produkci toxickych latek, jako jsou
bakteriociny nebo antibiotika. Produkce antibiotik zajiStuje v ptd¢ inhibici ¢i zabiti
ostatnich konkurujicich bakterii, a tim tedy umoziuji privilegovany pfistup k zivinam.
Antimikrobialni aktivita ptidnich bakterii zavisi na obsahu zivin, zejména zdroji uhliku
a dusiku. V poslednich desetiletich bylo izolovano velké mnozstvi bakterii, které
produkuji rizné druhy metabolitli nebo enzymil. Kazdy rok je izolovéano ptiblizné 500
typu antibiotik, pfi¢emz je vétSina ziskavana z pidnich bakterii. Mezi ty pidni bakterie,
které produkuji Sirokou skalu antibiotik, véetné antimykotickych, antiparazitarnich nebo
protinadorovych latek, patii zejména rod Streptomycetes (Prashanthi et al. 2021,
Westhoff et al. 2019). Prashanthi et al. (2021) dale uvadi, ze z 263 bakterialnich kolonii
izolovanych z pidnich vzorkit mély pouze 3 antibakterialni potencial. Jednalo se
0 kmeny B. aryabhattai, A. humicola a N. lactis, které ptsobily antibakterialné proti
fadé lidskych patogeni (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa a K. pneumoniae). Rada védci
si vybrala pudu pro izolaci bakterii produkujicich antibiotika. Arifuzzaman et al. (2010)
odhalili 20 pudnich bakteridlnich kmenti, které byly aktivni proti patogennim
mikrobim. Denizci (1996) izoloval 356 izolatt Streptomyces z pud v nékolika oblastech
Turecka a provedl jejich screening na antibakterialni aktivitu. Dehnad et al. (2010)
izolovali 150 aktinomycet z pudnich vzorkd ze zapadniho franu pro screening
antibakterialni aktivity viéi testovanym patogentim. Falkinham et al. (2009) uvadéji, Ze

pudni bakterie tvoii zaklad pro vyrobu téméf 500 antibiotik ro¢né.

Zemédélska pida je sidlem kompexu bakterii druhu Burkholderia, Paraburkholderia,
Caballeronia a Robbsia. Druh Burkholderia je skupinou zejména oportunistickych
patogent, které spole¢né produkuji Sirokou Skalu antimikrobialnich slou¢enin inhibujici

ostatni bakterialni patogeny, kvasinky i houby (Rojas-Rojas et al. 2018).
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4.3.3 Prostiedi organismii

Mikrobiom organismti je z hlediska bakterii velice rozmanitou oblasti. Nejveétsi
mnozstvi bakterii najdeme v gastrointestindlnim traktu, kde zastupuji fadu funkci.
Studie u savci prokazaly, ze se mikrobiom vyrazné podili na tadé fyziologickych
procest, které jsou pro jejich hostitele Zivotné dilezité. Ovliviiuji naptiklad hostiteliv
metabolismus, energetickou homeostazu, zdravi stfevniho epitelu Ci procesy souvisejici
s imunologickou aktivitou. Mikrobiom proptajcuje télu metabolické schopnosti, které
ptresahuji schopnost samotného organismu, coz z ngj €ini soucast hostitelské fyziologie.
Z hlediska slozeni je nutno pohlizet na hostitele jako na vice druhovy hybridni
organismus, ktery se sklada z hostitelskych a mikrobidlnich bunék. Tyto buiiky nésledné

funguji v dynamické a symbiotické rovnovaze (Barko et al. 2017).

Z hlediska stievniho mikrobiomu jsou pfed narozenim povazovani v§ichni savci véetné
¢loveka za sterilni, tedy bez svého vlastniho mikrobidlniho prostfedi. K jeho vytvoteni
dochazi az béhem porodu, kdy dochéazi ke styku mikrobiomu samice s potomkem.
Mikrobiom potomka je rovnéz ovlivnén jeho okolnim prostfedim, ve kterém se nachazi
dal$i mikroorganismy, se kterymi piichdzi potomek v prvnich hodinach Zivota do
kontaktu. Stfevo ale neni volné pfistupné pro vSechny organismy, je selektivni
a umoziiuje kolonizaci pouze nékterym z nich, ostatni inhibuje. Tvorba takovéto
mikrobialné-slizniéni symbiotické jednotky je fizena komplexnim vzijemnym
pusobenim mezi bakteridlnimi a hostitelskymi imunologickymi faktory. Jejim cilem je
vytvofeni vzdjemné imunologické tolerance. Vysledny mikrobiom se béhem Zzivota
potomka dale vyviji dle pfijimané stravy a prostiedi, ve kterém se potomek nachézi

(Barko et al. 2017; Palmer et al. 2007).

4.3.4 Netopyr jakoZto hostitel

Vyskyt novych infekénich onemocnéni zvysil zajem o netopyry jakoZto potenciondlni
vyzkumy zabyvaly pifevazné virovym hlediskem, vyskyt patogennich bakterii
U netopyrti a vliv na jejich mortalitu byly do znaéné miry opomijeny. Rad Chiroptera je

nejrozmanitéj$i a geograficky nejrozsirenéjsi taxon savct, ktery se vyskytuje na celé

Zemi, vyjma Antarktidy. Netopyii maji schopnosti létat, diky ¢emuZ mohou piekonavat
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velké vzdalenosti béhem sezonnich migraci, ale také velmi pocetnymi kolonialnimi

populacemi. Tyto charakteristiky spolu s jejich dlouhou dobou Zivota a schopnosti

vvvvvv

vvvvvv

také vnimavi k mnozstvi riznych mikroorganismt, mezi které patii viry, bakterie,
houby a paraziti. Existuje Siroka skala vnitinich a vné&jSich faktori, mezi které patii
naptiklad pohlavi, ve€k, télesna kondice ¢i environmentalni a antropogenni stresory,
kter¢é mohou ovlivnit imunitni kompetenci a néachylnost hostitele vici patogennim
organismim. Zvlastn¢ dulezité je shlukovani netopyrti v jejich nocovistich, protoze
dochdzi ke zvySeni moznosti mezikolonialniho pfenosu. DalSim charakteristickym
chovanim jsou ¢asté pohyby v ramci jednotlivych hnizdist’, coz mlize zplsobit pfenos
patogenit mezi druhy netopyrii a tim i zprostfedkovat vyménu v ramci jednotlivych
populaci. Klicovy faktor pro pienos bakterii rovnéz piedstavuje potravni ekologie
netopyru, kterd poskytuje dostatek prilezitosti uzkého kontaktu s jinymi zvitaty, a tedy
I moZnost pfenosu na jiné hostitele. Hmyz pfedstavuje nositele patogennich organismd,
proto se zda pravdépodobné, Ze také plisobi jako pasivni prenase¢. Podobné by mohlo
byt moznym zdrojem bakterii pro netopyry také kontaminované ovoce nebo voda.
Mnoho studii zkoumalo pfitomnost infekénich zoonotickych mikroorganismt
U netopyr, ale poznatky o vlivu na netopyii hostitele jsou u vétSiny zjisténych
mikrobidlnich druhi omezené. Kvili omezeni pii sbéru dat a uchovani vzorki se
bakteriologické vyzkumy omezuji pfevazné na gastrointestindlni bakteridlni floru,
sérologii, detekci bakterii genetickymi metodami z krve a ektoparazity netopyrt

(Miihldorfer 2012; Wang et al. 2011).

4.3.5 Patogeny netopyri

VétSina informaci o gastrointestinadlni bakteridlni flofe netopyrd a pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti bakterialnich enteropatogent pochézi z mikrobiologickych studii, které se
vetsSinove dosud zabyvaly t€mi bakterialni druhy, které mohou pfedstavovat potencidlni
zdravotni hrozbu pro ¢lovéka nebo domaci zvitfata. Z tohoto hlediska byly u netopyrt
ptilezitostné zjistény patogeny druhu Salmonella, Shigella, Yersinia a Campylobacter.
Mezi dalsi patogeny, které jiz neptedstavuji piimou hrozbu pro Clovéka, patii fada

bakterii, které¢ jsou Casto povazovany za stievni komenzaly. Nékteré¢ z nich ale stale
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zustavaji enteropatogeny zpusobujici onemocnéni netopyrii. Do této skupiny fadime
Escherichii coli, Vibrio sp. a Clostridium sp. Napiiklad Escherichia coli byla
identifikovana jako ptivodce vzestupné infekce mocovych cest u dvou netopyrt z celedi
Vespertilionidae. Kmeny Escherichie coli byly izolovany z netopyra na Trinidadu
a Vv Brazilii. Clostridium perfringens a Clostridium sodelii byly identifikovany jako
primarni pfi¢ina hemoragickych prijmid u evropskych druhtt Vespertilionidi.
Clostridium perfringens byla zjisténa u skupiny netopyru Nyctalus noctula chované
Vv zajeti za ucelem 1éEby a Clostridium sordelli bylo izolovano z traumatizovaného
netopyra vousatého, ktery byl nalezen umirajici v t€sné blizkosti ¢lovéka (Adesiyun et

al. 2009; Miihldorfer 2012).

Mezi dalsi patogenni bakterie, které byly z netopyrl izolovéany, patfi n€kolik druht
borélii a bartonel. Fylogenetické analyzy kmenti identifikovaly nékolik odlisnych
bakteridlnich druhti. Netopyfi stejného druhu, geografického pivodu (piislusnici ¢eledi
Vespertilionidae) ¢i ekologické niky sdileli blizce piibuzné kmeny Bartonella (Lin et al.
2012; Miihldorfer 2012).

Netopyii mohou také bakterie pfenasSet v krevnim fecisti, coz zplsobilo pienos téchto
bakterii na klistata, jakozto jejich ektoparazity. U stejnych klistat byla jesté navic
objevena bakterie Rickettsia. Konkrétni druhy Borelia hermsii a nékolik druht
Rickettsia (R. conorii, R. rickettsi, R. parkeri, R. amnlyommii a R. rhipicephali) byly
zjiStény u netopyrit z Koreje, Brazilie a Ameriky. VétSina z nich patii do celedi

Vespertilionidae a Molossidae (Miihldorfer 2012).
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5 Laboratorni metody

5.1 Kultivace bakterii

Kultivace neboli mnozeni bakterii se provadi v laboratornich podminkach. Bakterie se
pii ni nachazi v umélém prostiedi, které nahrazuje jejich ptivodni pfirozené podminky
Z hostitele. Pro zachovani optima rGstu a metabolismu bakterii, musi byt laboratorni
podminky, jak chemické, tak fyzikélni, zcela vyhovujici jejich zivotnim podminkam.
Mezi tyto podminky patfi naptiklad teplota, Ziviny, atmosféra kultivace, vlhkost, tlak
apod. Kultivace bakterii probihd na Zivnych kultiva¢nich pudach neboli médiu. Tyto

pudy rozliSujeme na tekuta média a pevna média [1] [2].

5.1.1 Tekuta média

Tekuté pldy jsou sloZzeny ze smési, které jsou rozpuStény ve vodé. Smési jsou
napiiklad bujon a masopeptonovou vodu, kterd se skladd z natravenych aminokyselin.
Tekutd média se nejhojnéji vyuzivaji pro pomnoZeni bakterii za ucelem dalsi
diagnostiky [3]. V tomto typu média nelze po kultivaci s jistotou urcit, zdali se jedna

0 ¢istou kulturu nebo o seskupeni vice druhi [4].

5.1.2 Pevna média

Pro vytvofeni pevného média se pfidava k zdkladnimu bujonu agar, Zelatina ¢i kiemicité
gely. Agar je polysacharid, ktery se ziskava vyvarenim z motskych fas. Nasledna smés
je umisténa na Petriho misku, na které lze pozorovat jednotlivé izolované kolonie [5].
Kolonie bakterii mohou pochazet z jedné buniky nebo mtize vzniknout velmi pevnym
seskupenim nékolika bakterii. Vysledné kolonie, které vznikaji na agaru, maji typickou
morfologii, kterd se odviji od druhového ptivodu bakterie a od konkrétniho slozeni
zivné pudy. Nasledn¢ se mize na kolonii hodnotit jeji tvar, velikost, okraje, povrch,

barva, konzistence aj. [5].
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5.2 lzolace DNA

Existuje mnoho metod, za pomoci kterych lze izolovat DNA z bakteridlni bunky.
Jednou z nich je metoda fenol-chloroformové extrakce, ktera se v kombinaci
s isopropanolem a ethanolem vyuziva jiz desitky let na vSechny typt organismu, véetné
bakterii. Za pomoci téchto latek je mozno ziskat velmi Cisté preparaty nukleovych
kyselin. Metoda kombinuje smés fenolu a chloroformu s vodnym roztokem, kterym
muze byt napiiklad bunéény extrakt, a umoziluje separaci molekul mezi vyslednou
organickou a vodnou bazi. Po smichani se faze odd¢li odsttedénim, ¢imz vzniknou dvé
odli$né faze, pfi¢emz organické faze se nachéazi pod fazi vodnou. Mezi nimi je bélava

interfaze, ktera obsahuje bilkoviny a dalsi slou¢eniny (Krausz a Bose 2014).

Vsechny roztoky musi byt pfipravovany za pokojové teploty. V prvnim kroku do
sterilni zkumavky napipetujeme pufr s vhodnym mnozstvim bakterii tak, aby byl roztok
mirné zakaleny. Nasledné¢ do roztoku pfidame 2 pl lysostafinu a celou zkumavku
inkubujeme ve vodni 14zni o teploté¢ 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti dané doby
ptidame k roztoku 3 pl dodecylsulfatu sodného a znovu celou zkumavku inkubujeme,
tentokrat pfi teplot€¢ 95 °C po dobu 10 minut. Po tomto kroku by mél byt vzorek
ptevazné Ciry. Nésledné zkumavku s danym roztokem chladime pii pokojové teploté po
dobu cca 5 minut. Poté ptidame do roztoku 103 pl fenol-chloroform-izoamylalkoholu
a vortexujeme n€kolik sekund pii vysokém vykonu. Zkumavku vlozime do odstfedivky
a pii 12 000 x g po dobu 5 minut. Z vysledného roztoku odpipetujeme 5 pl horni vodné
vrstvy do nové sterilni zkumavky a pfiddme 45 pl TE pufru. Kone¢ny vzorek je

piipraven pro dalsi laboratorni analyzu v podobé PCR (Krausz a Bose 2014).

5.2.1 Izolace DNA za pomoci magnetickych ¢astic

Izolaci DNA lze uskute¢nit za pomoci magnetickych ¢astic, které mizeme také nazvat
magnetickymi kulickami. Tyto kuli¢ky jsou struktury o velikosti 5 nm — 100 pm tvofené
z kovového jadra, kterym miZe byt maghemit ¢i magnetit nebo ve vyjimecnych
ptipadech zlato. Toto jadro je obaleno vrstvou se specifickym povrchem, ktery lze
upravit dle charakteru cilové molekuly. Velikost celé kulicky se miize ménit v zavislosti

na charakteru izolovaného. Pokud chceme izolovat proteiny, magnetickd kulicka by
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méla mit velikost od 5-50 nm, pro izolaci nukleovych kyselin by méla mit 20-450 nm.
Cely princip izolace vychazi z fyzikalné¢ — chemickych vlastnosti dané magnetické
kulicky, kterd reaguje na vnéjSi magnetické pole a je schopna navazat rizné cCastice,

diky jejich vlastni afinité k jejimu povrchu [6].

Béhem izolace se magnetické kulicky pfidavaji ptfimo ke vzorku do zkumavky, ve
kterém na sebe navazi cilené castice. Kulicky se néasledné pfitdhnou magnetem ke sténé
zkumavky a zbyly roztok se spolu s ostatnimi zbylymi latkami odstrani. Poslednim
krokem je fyzikalné-chemické dokonceni rtzného charakteru, kterym miize byt
napiiklad denaturace, pomoci které¢ se oddéli navdzané molekuly z magnetickych

kuli¢ek. Timto zptsobem ziskame vybrané molekuly, které mtzeme dale vyuzit [6].

5.3 Sekvenovani

Sekvenovani nové generace (Next generation sequencing, NGS) je technologie masivné
paralelniho sekvenovéni. Nabizi vysokou rychlost, propustnost a Skalovatelnost, coz
umoziuje prizpisobeni se potfebam daného experimentu. Sekvenovani nové generace
tedy dava moznost vybéru, zdali se ma provést pouze povrchové skenovani vice vzorkt
nebo naopak sekvenovani malého poctu vzorkd, ale za to vice do hloubky s moznosti
najit vzacnosti danych oblasti. Jeji hlavni princip spociva v ureni pfesného potadi
nukleotidi v celych genomech ¢i konkrétnich cilovych oblastech DNA a RNA.
Sekvenovani nové generace umoznilo revoluci ve védecké oblasti a dovolilo
laboratofim provadét Sirokou Skalu aplikaci spolecné se studiem biologickych systému
na takové urovni, ktera nebyla doposud mozna. Komplikovana problematika genomiky
vyzaduje jistou hloubku informaci, které ptresahovali moznosti tradi¢nich technologii
sekvenovani DNA. Sekvenovani nové generace tento piesah umozZnilo a stalo se

kazdodennim nastrojem v oblasti biologie [7].

Inovativni moznosti piipravy vzorkll a analyzy dat umoznuji Sirokou skalu aplikaci.
Sekvenovani nové generace napiiklad umoziuje laboratofim rychle sekvenovat celé
genomy, hloubkové sekvenovat cilové oblasti, analyzovat epigenetické faktory, jako je
metylace DNA v celém genomu a interakce DNA s proteiny. Dale umoziuje
sekvenovat vzorky rakoviny a studovat jeji vzdcné somatické varianty, nadorové

subklony apod., studovat lidksy mikrobiom nebo identifikovat nové patogeny [7].
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Sekvenovani nukleovych kyselin je zakladem biologického vyzkumu. McGinn a Gut
(2013) uvadi, ze existuje nékolik generaci technologii sekvenovani DNA, které lze
dobie charakterizovat na zéklad¢ jejich povahy a druhu vystupu, ktery poskytuji.
Dideoxyterminatorové sekvenovani vyvinuté Sangerem Vv roce 1977 dominovalo 30 let
az do roku 2005, kdy byl pfedstaven prvni sekvenator 2. generace se znacné nizS$imi
naklady a s vystupem fadoveé vysSim nez Sangerovo sekvenovani (McGinn a Gut 2013,;

Sanger et al. 1977).

Projekt lidského genomu, ktery vyuzival sekvenovani pomoci Sangerovy kapilarni
elektroforézy trval vice nez 10 let a stal téméef 3 miliardy dolard. Sekvenovani nové
generace naproti tomu umoziuje rozsahlé sekvenovani celého genomu, které je
dostupné a praktické pro bézné¢ho vyzkumnika. UmozZiuje v€dclim analyzovat cely
lidsky genom v ramci jediného sekvencniho experimentu nebo sekvenovat tisice az

desetitisice genomti béhem jednoho roku [7].

V soucasné dobé se vyuziva jiz 3. generace postupl, které naptiklad vyuzivaji

nanoporové systémy, které jsou vyvijeny pro sekvenovani DNA (McGinn a Gut 2013).

54 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je jednou z klicovych technik molekuldrni
biologie. PCR technika byla prvni, ktera umozZnila specifickou detekci spole¢né
svysokou produkci DNA. Je zejména hojné vyuzivana lékafi a vyzkumnymi
pracovniky k diagnostice nemoci, sekvenovani genli a jejich klonovani, ale také
K provadéni slozitych kvantitativnich a genomickych studii rychlym a efektivnim
pro detekci patogenti. Dale se tato metoda vyuzivd naptiklad ve forenzni mediciné

k identifikaci podezielych [8].

PCR ptevadi velmi malé mnozstvi DNA na velké, které je vyuzitelné pfimo nebo pro
navazujici procedury, a je zdkladem mnoha specializovanych technik molekularni
biologie. Vyuziva slozky bunééného mechanismu podobného mitotickému déleni bunck
in vitro. Po zvefejnéni metody v roce 1985 byl zdkladni postup PCR znaéné
modifikovan, rozsifen a aplikovan na velké mnozstvi dalsich technik (Saiki et al. 1985;

Waters a Shapter 2013).
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Béhem mitotického d€leni se pro kazdou novou somatickou bunku vytvoii kopie
genomu. Timto procesem se zdvojndsobi mnozstvi DNA, které se rovnomérné rozdéli
mezi ob¢ nové bunky. Ke zdvojeni jaderné DNA dochazi pii kazdém bunécném délenti,
protoze mnohobunéény organismus vznikd kontinualnim bunécnym délenim pocinaje
puvodni progenitorovou buiikou. Jedind kopie genomu se v ptvodni jediné
progenitorové buiice v plné zralém organismu pfeméni na mnoho miliard kopii. PCR se
opira o obdobné principy a izolované slozky tohoto procesu, které prevadéji velmi nizké
koncentrace DNA na koncentrace velmi vysoké. Bézné se PCR provadi pro fragmenty
DNA o délce az 5 kbp. Delsi fragmenty lze také podrobit procesu PCR, ale je
s dalSimi pfisadami. Tyto koktejly enzymu zahrnuji korekturni enzymy, jako je Pfu. Taq
polymerdza nemé schopnost korektury, zatimco Pfu DNA polymerdza pochazejici
z Pyrococcus furiosus ano. Snizuje chybovost az pétinasobné oproti Taq polymeraze
(Cline et al. 1996; Waters a Shapter 2013).

Mezi zékladni fyzikdlni slozky PCR patii (1.) templatova DNA, tedy DNA, ktera se
kopiruje, (2.) deoxynukleotidtrifostaty (dNTP), které ptedstavuji zdkladni kameny
DNA, a které délime na adenintrifosfat (ATP), thymintrifosfat (TTP), guaninintrifosfat
(GTP) a cytosintrifosfat (CTP). Dale mezi zakladni slozky patéi (3.) Taq DNA
polymeréza, jakozto enzym, ktery spojuje nukleotidy dohromady a vytvaii zrcadlovy
obraz ptedlohy, (4.) oligonukleotidové primery, které predstavuji sekvenci DNA
komplementarni k cilové DNA, a na kterou se vaZze DNA polymeraza. Dalsi sloZkou je

(5.) pufrovy roztok o vhodné iontové sile a pH (Waters a Shapter 2013).

PCR vyuziva tepelné stabilni DNA polymerazu, Taq DNA polymerazu, pochazejici
z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Tepelna stabilita umoziuje enzymu odolavat
teplu, které je potfebné k denaturaci DNA a také umoznuje udrzovat aktivitu pii
relativné vysokych teplotach, coz zlepSuje specifi¢nost primerd (Waters a Shapter
2013).
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5.4.1 Postup PCR

Proces PCR dle Waterse a Shapterera (2013) standardné zahrnuje tii zakladni kroky:

1. Denaturace — Zkumavka obsahujici PCR komponenty se zahieje na 94-96 °C. Tim

dojde k denaturaci DNA a rozdéleni dvou komplementéarnich vlaken,

2. Nasednuti primert (annealing) — Zkumavka se ochladi, coz umozni primertim, aby se
navazaly prostiednictvim parovych bazi na cilovou sekvenci. Sekvence DNA primerti je

komplementarni k cilové sekvenci,

3. Extense — DNA polymeraza se navaze na primery DNA a poté primery prodluzuje po
jednom nukleotidu, pfi¢emz soucasné pieCte templat a poté umisti nukleotid, ktery

templat dopliuje.

Opakovanim vySe zminéného procesu v nékolika cyklech dojde k exponencidlnimu
zvySeni koncentrace cilové DNA. PCR zprvu vytvofti jedinou kopii, kterd zdvojnasobi
mnozstvi cilové DNA. V piipad¢ opakovani jsou ve druhém cyklu PCR k dispozici dva
cile, které lze zkopirovat, ¢imz se mnozstvi cile zdvojnasobi na Ctyfi. Ke zdvojnasobeni
nasledné dochazi pti kazdém nasledujicim opakovani stejnym zptsobem. PCR se béZné
provadi ve 25-35 cyklech, takze ve vysledku dochézi ke zndsobeni mnozstvi cilové
DNA tadové az 225-235krat. Pro dlouhé fragmenty je tfeba prodlouzit dobu PCR. Taq
polymeraza piidava nukleotidy rychlosti ptiblizné 2000/ minutu (Waters a Shapter
2013).
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6 Prakticka ¢ast

6.1 Netopyri kolonie na hradu Toc¢nik

Na konci 14. stoleti byl na ptikaz krale Vaclava I'V. postaven hrad Toc¢nik, ktery se stal
letnim sidlem majoritné netopyrt velkych, ale mizeme zde vyjimecné pozorovat také
netopyra ¢erného, pestrého, hvizdavého, dlouhouchého aj. Hrad byl zafazen na seznam
evropsky vyznamnych lokalit v rdmci programu Natura 2000. Samice téchto netopyrti
pravidelné vyuzivaji Gtocisté hradu jiz vice nez 20 let. Kazdoro¢né se zde nachazi od
dubna do srpna v prostorech vrchliku vnitiniho kamenného schodisté, kde 1ze nalézt cca
400 samic, které vyuzivaji bezpeci stavby pro vychovu svych mladat. Kazdy vecer tito
netopyti provadi let ptes ¢ernou kuchyni, okny az do okolnich lesi, které vyuzivaji pro

lov hmyzi potravy [9].

6.1.1 Netopyr velky

Netopyr velky (Myotis myotis) je jednim z celkové 24 druht netopyru, ktefi se vyskytuji
na uzemi Ceské republiky. Netopyii jsou nokturdlni Zivogichové, ktefi pro svou
orientaci a komunikaci vyuZivaji tzv. echolokaci neboli vysokofrekvenéni zvuky
v rozmezi 20-80 kHz. Pfevaznou vétsinu jejich jidelni¢ku tvoii hmyz a ostatni ¢lenovci,
které sbiraji ze zemé. Praimérna délka Zivota se pohybuje mezi 2-3 roky. Zivot netopyra
ma ro¢ni cyklus — od dubna do srpna se samice shromazd’uji v letnich koloniich, ¢ehoz
je ndzornym piikladem pravé hrad Tocnik. V letnich koloniich nésledné¢ odnosi
a vychovaji své mlade, které ptichazi na svét ptiblizn€ po 55 az 70 dnech biezosti. Dobu
dospivani vSak piezije pouze asi 20 % z nich. Na podzim se nasledné netopyii setkavaji
ve svych tradi¢nich tkrytech, kde dochazi k pareni. V zimé Netopyr velky pfechazi do

stavu hibernace. Vsichni netopyfi jsou na nasem tizemi chranéni zékonem [10].

6.2 Material a metody

Jako zdrojovy material byl pouzit trus z kolonie netopyra velkého (Myotis myotis) z
hradu To¢nik. Z trusu byly ziskény bakterie, které byly nasledné kultivovany nejdiive v

tekutém pozdé€ji na pevném médiu. Pro vSechny kultivace v této praci bylo pouzito
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tekuté médium LB (Luria/Miller, vyrobce The Carl Roth GmbH).), pfipadné pevné LB
médium (Luria/Miller, The Carl Roth GmbH) s agarem o slozeni:

=  Trypton 10 g/l

» Kvasnicovy extrakt 5 g/l

* Chlorid sodny (NaCl) 10 g/l
= Agar 1549/l

= Hodnota pH 7,0 £0,2

6.2.1 Kaultivace ziskanych bakterii

V tekutém médium probéhla kompetice bakterii o zdroje a pteziti. Vitézné bakterie byly
kultivované na agarovych plotnach LB média v plastikovych Petriho miskach, kde byla
ziskana cista kultura bakterie oznacend Z1, kterd byla opét kultivovand v tekutém LB
médiu. Po kultivaci byla Slechténa v tekutém LB médiu pomoci kompetice proti bakterii

Escherichia coli. Cilem bylo posilit inhibi¢ni schopnosti tohoto druhu.

Do 100 ml tekutého média bylo pfidano 2 ml z narostlé 24 hodinové kultury E.coli a 0,5
ml bakterie Z1. Po 3 dnech bylo pouZito 0,4 ml vitézné bakterie Z1 proti 3ml z nové 24
hodinové kultury E.coli. Nasledné 0,2 ml vitézné Z1 proti 3 ml z nové 24 hodinové
kultury E.coli. Z tohoto nardstu byla ziskana Cista linie, namnozena v tekutém LB
médiu a pouzitd pro PCR reakci pro identifikaci druhu bakterie Z1. Pozorovani
a hodnoceni ristu a kompetice bakterii bylo provadéno na mikroskopu OLYMPUS
BX53.

6.2.2 Kompetice ziskanych bakterii

Zaroven byla také provedena kompetice na agarovych plotnach. Na LB agaru bylo
sklenénou hokejkou rozetfeno 100 pl kultury E. coli, a n€kolika dalSich bakterialnich
kmenii oznacenych 179, 179M, 1231M, 12310. Testovani m¢lo byt podle planu
provedeno s nékterymi kmeny z banky mikroorganismd, ale z finan¢nich divodu byly
pouzity linie ziskané z momentalné¢ dostupnych archeologickych nalezi. Bakterie byly

ziskany ze zubl z odkrytych hrobl z lokality Cirkvice. Nasledné bylo na agarovou
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plotnu kapnuto 30 ul zkultury Z1, bud’ na stied nebo byly aplikovany 4 kapky na
plotnu s rozetfenymi bakteriemi jiného druhu. Kultivace byla provedena v termostatu
pii 35 °C a na laboratorni stole pfi asi 24°C. Po 24 hodinach bylo provedeno

vyhodnoceni.

6.3 lzolace DNA

Izolace DNA bakterii z netopyiiho trusu byla provedena fuzi dvou zptisobu jejiho
provedeni. Prvnim byla metoda fenol-chloroformové extrakce, ktera byla zhotovena
s cilem efektivniho ,,rozbiti* bakterii pro navazujici metodu. Tou byla izolace DNA za
vyuziti magnetickych kuli¢ek, jejichz ucelem bylo ziskdani co nejlepsi DNA pro
nasledujici sekvenaci. Metoda fenol-chloroformové extrakce vychazi z faktu, ze DNA
je dobfe rozpustnd ve vod¢, zatimco ve smési fenolu a chloroformu je jeji rozpustnost
horsi. Metoda byla proto vyuzita za ucelem vyuziti schopnosti proteini rozdélovat své
¢asti na polarni a nepolarni. V takovém ptipadé se tedy i jejich aminokyseliny smétuji
dle své polarity bud’to do vody nebo do fenolu. Z tohoto divodu se v oblasti hranice
obou prostiedi tvofi vrstva proteinu (Green a Sambrook 2012). Navazujici provedeni
izolace DNA za pomoci magnetickych kuli¢ek umoZnilo oddéleni nezddoucich slozek
zbylych po extrakci od dané DNA, zpiisobem jejiho navazani na povrch kulicek. Jejich
feromagnetickd slozka umoziuje interakci s vnéjSim magnetickym polem, zatimco
s biologickymi systémy interaguje druha cast kulicek, kterou je ferimagnetickd slozka

(Pecova et al. 2010).

6.3.1 Postup fenol-chloroformové extrakce:

Postup fenol-chloroformové extrakce a izolace DNA magnetickymi kulickami byl
proveden dle zavedeného laboratorniho protokolu ZCU, jehoz zhotoveni jsem

vypracovala dle bakalatské prace Zichové (2021):

1. Vzorek netopyiiho trusu byl ve zkumavce (eppendorf; 1,5 ml) smichan s 400 pl

destilované vody,
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6.3.2

. Ke vzniklému roztoku bylo ptidano 700 ul ROTI®-

FENOL/CHLOROFORM/ISOAMYLALKOHOL, jakozto soucast roztoku TE
pufru,

Hotova smés byla po dobu 3 minut vortexovana,

Poté probéhla centrifugace po dobu 7 minut a 11 000 g, po které nasledoval
odbér horni vodné fadze do nové zkumavky s ohledem na dilezitost Cistoty
roztoku (vici potencionalni kontaminaci oddélenymi bilkovinami),

Nasledn¢ probéhlo opakovani postupu €. 1, 2 a 3,

Nasledné probehlo opakovani postupu €. 4,

Nasledné probehlo znovu opakovani postupu ¢. 1,2 a 3, ale v tomto piipad¢ uz
byl ke smési piidan pouze chloroform, nikoliv fenol-chloroform-isoamyl
alkohol,

Nasledné probehlo znovu opakovani kroku €. 4, jehoz vysledkem je voda s DNA

pfipravena pro navazujici izolaci za pomoci magnetickych castic.

Postup izolace DNA za pomoci magnetickych ¢astic:

. Voda s DNA byla umisténa v mnozstvi 200-300 pl do zkumavky (1,5 ml), kam

bylo pfidano: 100 ul 5 M NacCl; 200 ul 40% PEG (polyethylenglykol) a 50 ul
roztoku magnetickych nosi¢li Clean NGS,

Nasledovala inkubace zkumavky po dobu 15 minut,

Poté byla zkumavka po dobu 5 minut umisténa do magnetického separatoru,

Byl odpipetovan supernatant s ohledem na nutnou separaci magnetickych
kulicek,

Vyjmuti zkumavky z magnetického separatoru a promyti magnetickych nosict,
s navazanou DNA, 500 pul 70% ethanolu,

Nasledné probehlo opakovani kroku €. 3 a 4,

Poté probéhlo opétovné promyti magnetickych nosicti s 200 pl 70% ethanolu,
Zkumavka byla znovu umisténa do magnetického separatoru, po jehoz
zhotoveni byl také znovu odpipetovan supernatant (zbyly ethanol se nechal
odparit),

Zkumavka byla vyjmuta z magnetického separatoru. Navazanda DNA byla

eluovéana do 50 pl TE pufru za ustalené laboratorni teploty po dobu 1 hodiny,
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10. Poslednim krokem bylo opétovné vlozeni zkumavky do magnetického
separatoru a odpipetovani TE pufru s obsazenou DNA, po kterém nésledovalo
odseparovani nosi¢e za pomoci magnetického separatoru. Eluat s obsazenou

DNA byl vloZen do ¢isté mikrozkumavky.

6.4 ldentifikace

Pro identifikaci byly pouzity primery amplifikujici DNA z obvykle pouZzivané oblasti
16S rRNA.  V  prvni detekci bylo  vyuzito  primera  27F  5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 1492R  5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’
(vyrobce Generi Biotech Machkova 587/42 500 11, Hradec Kralové). Primery byly
designovany dle Frank et al. (2008). Reakéni PCR smési byly inkubovany po dobu 4
minut pii teploté 94 °C, nésledovaly cykly denaturace po dobu 1 minuty pii teploté
94 °C, annealing po dobu 30 s v riznych teplotach a extenze po dobu 2 minut pfi teploté
72 °C (Frank et al. 2008). Nasednuti primert (annealing) bylo testovano pfi riznych
teplotach (50 °C 54 °C 56 °C a 60 °C). PCR kit byl od firmy Top-Bio, s.r.o.
(Primyslova 596, 252 50, Vestec). O¢ekavana velikost produktu byla 1500 bp.

Pro dalsi pokus o identifikaci byly vyzkouSeny jiné primery s ofekavanou délkou
produktu 292 bp. Jednalo se o 515f 5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3" a reverzni
806r 5'-TAATCTWTGGGVHCATCAGG-3" (vyrobce Generi Biotech Machkova
587/42 500 11, Hradec Kralové) primery byly designovany dle Caporaso et al. (2011).
Reakéni PCR smési byly inkubovany po dobu 3 minut pfi teploté 94 °C, nasledovaly
cykly denaturace 94 °C po dobu 45 s, annealing 50 °C po dobu 60 s v raznych teplotach
a extenze po dobu 90s pfi teploté 72 °C, celkové probéhlo 35 cykla (Caporaso et al.
2011).

6.5 Sekvenovani

Sekvenovani genomové DNA neznamych bakterii bylo provedeno v Bioptické
laboratofi s.r.0., jakozto renomované a nejveétsi cytologické a bioptické laboratofi
v Ceské republice (adresa: Mikulasské namésti 628/4, 326 00 Plzeii Slovany). Laboratof
je akreditovana CIA dle CSN EN ISO 15189. Sekvenovani bylo provedeno na pfistroji
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[llumina dle manualu dostupného z webovych stanek firmy [12]. Srovnani sekvenci
s dalsimi sekvencemi jinych druhti bakterii bylo provedeno v databazi BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool).

6.6 Izolace produkované antimikrobialni latky

Izolace surového antibiotika, (nebo zatim nespecifikované smési antimikrobialnich
latek), byla uskute¢néna podobné jako v praci Selvameenal et al. (2009) s rozdilem
upravy postupu. Na 5 Petriho misek s LB agarem byla vyseta smés E. coli 200 ul, kmen
1231M 100 pl a kmen Z1 50 pl. Smés byla rozetfena sterilni sklenénou hokejkou
a inkubovana v pokojové teploté po dobu 24 hodin. Druhy den byl sklenénou hokejkou
odstranén nartst bakterii Z1 z agaru, agar byl v 0,5 1 kadince rozdrcen a zalit cca 50 ml
ethylesteru kyseliny octové. Nasledné byla kadinka zakryta plastovou membranou a 24
hodin tfepana na tfepacce. Dalsi den byl ethylester kyseliny octové se smési z agaru slit
do nové¢ kadinky a odpafovan v digestofi na plotné pti 55°C. Do koncentrované smési
byly ponofeny dva ctverecky filtraéniho papiru a na podloznim sklicku byly pti 55 °C
ususeny do sucha. Po dvou hodinach v pokojové teploté, z divodu jistého vysuseni,
byly ¢tvereCky poloZeny na LB agarové plotny s rozetifenymi kulturami E. coli a kmene
1231M, obdobné jako u bézné diskové difuzni metody. Po 24 hodinach inkubace
V pokojové teploté byly plotny vyhodnoceny.

6.7 Vysledky

Bakterie ze smési trusu netopyra velkého (Myotis myotis) po namnoZeni za 24 hodin
(obr. 4.), vykazovaly smés ruznych druhii bakterii, zatimco se po 72 hodinich za
pokojové teploty na tiepacce zacal prosazovat jeden druh na ukor ostatnich, frekvence
vSech zivych bakterii klesla (obr. 5.). Podobné tomu bylo (obr. 6).

Nasledné byly dva mililitry kultury pfeneseny do 50 ml nového LB tekutého média, kde
se po dalSich dvou dnech vyrazn¢ prosadily a namnozili bakterie jednoho druhu,
oznacené¢ho provizorné jako Z1. V dalSim kroku byla kultura kultivovana na pevném
médiu, na Petriho plastikové misce na LB agaru a poté byl proveden kiizovy roztér na
dalsi misce, kde byla odebrana jedna kolonie, ze které byla ziskéna v tekutém LB médiu

¢ista kultura kmene Z1.
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Obr. 4. Snimek vzorku z tekuté kultury v LB médiu z trusu netopyra po 24 hodinach
kultivace (zvétSeni 40x).

Obr. 5. Snimek vzorku z tekuté kultury v LB médiu z trusu netopyra po 72 hodinach
kultivace (zvétSeni 40x).
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Obr. 6. Snimek vzorku z tekuté kultury v LB médiu z trusu netopyra po 96 hodinach
kultivace (zvétSeni 40x).

V dalsi fazi nasledovalo $lechténi této Z1 na vyssi schopnost likvidovani jinych bakterii.
Pro $lechténi byla zvolena tradi¢ni E. coli. Proces Slechténi je stru¢né popsan v kapitole
,Material a metody*. Vysledek Slechténi je na obr. 7., a zvlasté 8., kde se dosti obtizné

identifikuje néktera z puvodné pievazujicich E.coli.

Obr. 7. Snimek vzorku z tekuté kultury v LB médiu po kultivaci smési E.coli a kmene
Z1 na pocatku kultivace po 6 hodinach (zvétseni 40x).

49



Obr. 8. Snimek vzorku z tekuté kultury v LB médiu po kultivaci smési E.coli a kmene
Z1 po 48 hodinach (zvétseni 40x).

Po vytvofeni a namnoZeni Cisté linie byla z bakterii Z1 izolovana genomovd DNA
a nasledn¢ byla provedena PCR reakce s primery 27F a 1492R. Avsak ani po opakované
PCR reakci, pfi riznych teplotach nasedani primerd (annealing), se nepodafilo ziskat
ocekavany produkt (obr. 9.). Teprve pii pouziti jinych primert pro 16S RNA (515f
a 806r) se podatilo ziskat produkt oéekavané délky 292 bp (obr. 10.).

Obr. 9. Agardzovy gel po PCR reakci s primery 27F a 1492R.
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Obr. 10. Agar6zovy gel po PCR reakci s primery 515f a 806r.

Bakterie Z1 byly také testovany na agarovych plotnach, v termostatu pii 35 °C, proti E.
coli, 179, 179M, 1231M a 12310. Poté byl stejny krok opakovan pii pokojové teploté
priblizne 24 °C. Ve vSech ptipadech se Z1 prosadila. Nejzietelnéji proti 1231 M.

Na obr. 11. je vidét, ze Z1 je efektivnéjsi pii nizs$i pokojové teploté, zejména proti
1231M a E. coli, proti které byl druh Z1 S$lechtén. Kolem kolonii Z1 je vidét
antimikrobialni aktivita a dale je rozeznatelna inhibi¢ni zona bez bakterie kmene 1231M
a E. coli. U ostatnich testovanych druhti neni inhibi¢ni zona silné rozeznatelna, ale je
zfejmé, ze na mistech, kde byla na plotnach Z1 jsou pivodné vyseté bakterie zcela
potlaceny. Z porovnani pokust v teplotach 35 °C a pii pokojové teploté se zda, Ze

Vv pokojové teploté je Z1 ucinngjsi.
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pokojova
teplota

35°C

Obr. 11. Kompetice kmene Z1 proti dal$im bakteriim na agarovych LB plotnach pti 35
°C a pti pokojové teploté. A -1231M, B - E.coli, C - 1790, D - 179M. Sipka oznacuje
inhibi¢ni zony.
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Surovy extrakt z kompeti¢nich kultur izolovany z LB agaru difundoval z filtracniho
papiru do nového agaru s nartstem kultury kmene 1231M a E. coli a projevil se
vytvofenim inhibi¢nich zén (obr. 12.), coZ se dd povaZzovat za dikaz UspéSné izolace
baktericidni latky, nebo aspon jeji ¢asti, produkované kmenem Z1. Na plotné s E. coli
se objevila kontaminace ve form¢ dalSich kolonii, nicmén¢ surovy extrakt inhiboval

I tyto bakterie.

Obr. 12. Aplikace diskové difizni metody pomoci ¢tverecku filtratniho papiru s
nasaklym extraktem z agaru po kompetici Z1 s dal§imi kmeny. E — ¢tverecek na kultuie
kmene 1231M, F — ¢tverecek na kultufe E. coli, (Cervena barva pochazi z neutralni
ervené pritomné v nékterych agarovych plotnach). Sipky oznaéuji inhibiéni zony.
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Sekvenovanim bylo urceno, Ze bakterie Z1 patii do rodu Pantoea (Tab.1), shoda ¢ini
82.31 %, ovSem nepodafilo se urceni do druhu. Systematika rodu je uz sice ptehledné;jsi
nez diive, nicmén¢ zatrazeni neni snadné, rod se sklada z 25 popsanych druhti a dvou
poddruhit (Tambong 2019). V soucasné dobé nelze vyloucit, ze se jedna o novy,
doposud nepopsany druh. Sekvenovanim byly také uréeny dal§i kmeny 179, 179M,
1231M, 12310, viz Tab. 1.

Tab. 1: Vysledky sekvenovani na sekvenatoru Illumina pouzitych na neznamych
bakteriich pro kompetici s Z1

Z1

Pocet piecteni sekvence
Nazev (% Klasifikovanych precteni)
Pantoea sp. 57917 610170 (82.31%)
179

Pocet precteni sekvence
Nazev (% Klasifikovanych pi-ecteni)
Acinetobacter pittii 81566 (22.55%)

Acinetobacter radioresistens 49660 (13.73%)
Exiguobacterium acetylicum 29366 (8.12%)
Massilia timonae 5798 (1.6%)
Acinetobacter calcoaceticus 5702 (1.58%)
Pantoea sp. 57917 4794 (1.33%)

Acinetobacter baumannii 2120 (0.59%)
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179M

Nazev

Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter pittii
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter baumannii
Exiguobacterium acetylicum

Exiguobacterium sibiricum

1231M

Nazev

Bacillus simplex
Bacillus megaterium
Bacillus cereus
Pantoea sp. 57917

Bacillus thuringiensis

6.8 Diskuse

Hledéani novych druhii antibiotik se nesporné poklada za dilezity vyzkum. OvSem fada
takto objevenych latek nemusi byt pouzitelna v 1ékatské praxi, protoze mohou byt pro
Cloveka, Ci jiné savce Skodlivé, piipadné az toxické. Piesto je identifikace novych

baktericidnich slozek potfebnou zalezitosti. Tato prace ziejmé dalsi takovouto latku

Pocet precteni sekvence

(% Kklasifikovanych precteni)
172488 (34.16%)

115642 (22.9%)

8568 (1.7%)

4682 (0.93%)

1362 (0.27%)

572 (0.11%)

Pocet precteni sekvence

(% Kklasifikovanych precteni)
613112 (59.69%)

54958 (5.35%)

14704 (1.43%)

4186 (0.41%)

2336 (0.23%)

[ RA4
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Byl ziskan novy druh bakterie z ptirodniho prostfedi na zdklad€ bakterialni kompetice.
Vétsina takovych prostiedi ukryvd rozmanité sbirky mikrobidlnich druhd. V téchto
komunitach bakterie soutézi se svymi sousedy o prostor a zdroje. Laboratorni
experimenty s ¢istymi a smiSenymi kulturami odhalily mnoho aktivnich mechanismii,
kterymi mohou bakterie poskodit nebo zabijet jiné mikroorganismy. Rostouci mnozstvi
teoretickych a experimentalnich popula¢nich studii navic naznaCuje, ze interakce
v ramci bakteridlnich druht, pfipadné mezi druhy, mohou mit hluboky dopad na

prirodni konkurenc¢ni vztahy (Hibbing et al. 2010).

6.8.1 Konkuren¢ni interakce

Bakterie jsou evoluéné vybaveny pro vzajemnou kompetici. Mikrobidlni organismy
soutézi o preziti v pfirozené smiSenych komunitach a riznych prostedich. I kdyz mezi
druhy muze dochazet ke spolupraci, ziejmé jsou cCastéjsi konkurenéni mezidruhové
interakce (Stubbendieck et al. 2016). V naSem piipad¢ byly tyto vlastnosti vyuZzity pro
nalezeni bakterie, kterd je nejvic schopnéd v daném prostiedi ostatni konkurencni druhy
potlacit. Dalsi krokem, bylo tyto vlastnosti posilit. Podle o¢ekavani se potvrdilo, Ze 1ze
baktericidni vlastnosti rozvijet Slechténim, samotny proces Slechténi je u bakterii snadny
a rychly, v tomto pfipad¢, Slo o boj o potravni zdroje v LB médiu a stalé snizovani
poctu bakterii Z1 v konkurenci E.coli, coz vyvolalo selekéni tlak pomérné vyznamnym
zpisobem. I kdyz neni jasné, zda se jen zvySila produkce vylucované latky nebo se

I n¢jakym zpisobem diky selekci zménila jeji kvalita.

Jako dlikaz toho, Ze se jedna o latku, ktera je bakteriemi Z1 vylucovéana lze povaZovat
inhibi¢ni zonu, kterd vznik4 vypousténim urcité antimikrobialni latky do okoli kolonii.
Zietelné je rozeznatelna v piipadé kompetice s E. coli, proti které byla Z1 $lechténa,
I kdyz silna je i v pripadé¢ s kmenem 1231M (snad né&jaky rod Bacillus, viz Tab.1).
Pokud by se jednalo o néjaky druh piimé predace, pravdépodobné by tato zoéna
nevznikala. Samoziejmé nelze vyloucit, ani oba zplsoby potlacovani konkurencnich
bakterii. Nicméné€ inhibi¢ni zona neni pfili§ velka, mozna by bylo vhodné pfi dalSim
vyzkumu v budoucnu pokracovat v procesu Slechténi. Pripadn€ je mozné také zkusit

jiné druhy pro kompeti¢ni §lechténi.
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NevyfeSenou otdzkou zlstava, jakou to vlastné bakterie Z1 vylucuje latku, coz je také
hlavni cil ptipadného dal§iho vyzkumu. Inhibi¢ni zona nebyla pfili§ velka, presto jsou

bakterie Z1 Gspésni potlacovatelé jinych druhd, jak plyne z pokusii v tekutych médiich.

6.8.2 Produkované latky — antibiotika

Koncentrace antibiotik ale nemusi byt pfili§ vyrazna, a pfece mize byt Géinna, piipadné
hrat riizné role. Koncentrace antibiotik postacujici k dostatecné inhibici rastu mohou byt
v pfirozeném prostiedi malé. Pfi vysokych koncentracich vykazuji antibiotika
antimikrobidlni aktivitu na vnimavych buikach, zatimco subinhibi¢ni koncentrace
indukuji u bakterii rtizné biologické reakce (Bernier et al. 2013). Né&ktera antibiotika
mohou fungovat i v omezeném mnozstvi, napf. erythromycin a rifampicin, ktera
v nizkych koncentracich méni zplsob bakterialni transkripce, coz bylo dokazano
u Salmonella typhimurium. Analyza knihovny S. typhimurium, kde bylo 6500 klont
ukdzala, Ze miZe byt ovlivnéno az 5 % promotort, které se tykaly n€kterych znamych
gent, které maji rizné funkce, ale ovlivnéni zahrnovalo také promotory geni, u kterych
funkce zatim neni zndma (Goh et al. 2002). OvSem antibiotika se mohou uplatnit i jako
mezibunécné signaly. V neletalnich koncentracich mohou bakterie vnimat antibiotika
jako extracelularni chemikalie a spoustét rizné bun&cné reakce, které mohou zahrnovat
zménény profil antibiotické rezistence/tolerance. V  pfirozeném prostiedi jsou
mikroorganismy typicky v polymikrobidlnich komunitach a antibiotiky zprostfedkované
interakce mezi druhy mohou hrat vyznamnou roli ve struktufe a funkci bakteridlniho
spolecenstvi (Bernier et al. 2013). Signalizace malych molekul a dal$i formy interakce
bunka-builka, agonistické 1 antagonistické, jsou charakteristické pro vSechny formy
mikrobialniho Zivota a jsou zodpovédné za vétSinu interakci v ramci mikrobiomut
amezi nimi (Davies et al. 2013). N¢které mikroorganismy vénuji az 15 % obsahu
svého genomu produkei specializovanych mikrobialnich metabolitl (SM) (Davies et al.
2013), které slouzi k mezibakteridlnim interakcim. Z hlediska pfedkladané prace jsou
dulezité antibakterialni SM. Je tfeba uvazovat, Ze jedna bakterie mize produkovat fadu
slou€enin sekundarnich metabolitii, naptiklad vyzkum antifungalnich a antibakteridlnich
vlastnosti surového extraktu ze Streptomyces sp. (kmen G6 40/10) odhalil pfitomnost
nejméné 30 riznych slou€enin. Deset z izolovanych 18 identifikovanych metaboliti

bylo do té¢ doby neznamych (Schiewe et al. 1999).
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Produkce ptirodnich antibiotik je spojena zejména s aktinomycetami. I kdyz neni jasné
pro¢. Kmeny Streptomyces hygroscopicus tvofi téméf 200 antibiotik. Jeden
kmen Micromonospora mize produkovat 48 aminoglykosidovych antibiotik. Kmeny
Streptomyces  griseus produkuji  pfes 40 riznych antibiotik. Myxobacterium
xanthus vénuje 9 % svého genomu produkci sekundarnich metabolitd, coz je dvakrat
vice nez S. coelicolor. Myxobakterie jako skupina produkuji vice nez 300 antibiotik
(Dworkin 2007, Demain 2014).

Produkovana latka kmene Z1 miize pattit mezi jiz popsané ¢i dokonce bézné€ pouzivana
antibiotika, kterych je znamo pomérné vélké mnozstvi. Na trhu je vic nez 350 latek
antimikrobidlni latek. Je vSak také mozné, Ze je produkovanou latkou smeés
baktericidnich latek, jako napt. u vySe zminéného druhu Streptomyces hygroscopicus
(Schiewe et al. 1999). Podobn¢ komplex Burkholderia cepacia zahrnuje skupinu 24
druhi, které vykazuji pozoruhodny antagonismus proti bakteriim, kvasinkdm a houbam
véetné dalSich kment B. cepacia, multirezistentnich lidskych patogent a rostlinnych
patogenil. Analyza genomu kmene TAtl-371 odhalila n¢kolik genl zapojenych do
produkce antagonistickych sloucenin: siderofory, bakteriociny a hydrolytické enzymy,
ptic¢emz vylucované latky vykazuji jednotlivé odlisné inhibi¢ni schopnosti (Rojas-Rojas
et al. 2018). U Z1 mize existovat podobny komplex vylucovanych latek. Nicméné
aspon ¢ast je rozpustna v ethylesteru kyseliny octové a mtize byt v budoucnu chemicky
uréena a separovana napi. pomoci chromatografie na tenké vrstvé ¢1 dalSich metod do

cisté formy.

6.8.3 Prostredi ziskanych bakterii

Co se tyka ptirozeného prostfedi kmene Z1 neni jasné, zda je skuteéné béznou soucasti
mikroorganismu netopyrl, hlavné pro vyssi uc¢innost Z1 pfi nizSich teplotach. Netopyfi
jsou schopni rychle ménit svou télesnou teplotu, pficemz teploty béhem aktivniho letu
dosahuji vice nez 40 °C a behem hibernace klesaji na 0—12 °C (Bandouchova et al.
2020). M¢li bychom c¢ekat stejné fungovani Z1 pii pomérné Sirokém rozsahu teplot, ale
to nenastava. Nelze vSak v této chvili rozhodnout, zda to je specifikum této bakterie,
nebo disledek Slechténi v pokojové teplote. Je tieba také vzit do uvahy moznost, ze se

bakterie ndhodné vyskytovala na netopyfim trusu a s netopyry nijak izce nesouvisi.
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6.8.4 Uréeni Z1 do rodu Pantoea

Sekvenovanim byla nezndma bakterie Z1 zafazena do rodu Pantoea (viz. Tab 1).
Clenové rodu Pantoea jsou nezapouzdiené gramnegativni bakterie, které nevytvafi
spory a patii do Celedi Enterobacteriaceae. Rod se sklada z 25 popsanych druhti a dvou
poddruhti, izolovanych z riznych prostiedi, jako je voda, ptida, clovek, zvitata a rostliny
(Deletoile et al., 2009 , Tambong et al., 2014, Tambong 2019). Sedm z 25 druha vsak
bylo nedavno klasifikovano do dvou novych rodi (Tambong 2019). Druhy
rodu Pantoea zahrnuji druhy spojené s rostlinami, bud’ jako epifyty nebo jako patogeny,
nékteré¢ druhy mohou zpusobit také onemocnéni u lidi. Nejcastéjsi druh izolovany z lidi
je Pantoea aglomerans, ktery je normalné v pftirodé Siroce rozsifen (Delétoile et al.
2008). P. agglomerans je oportunni lidsky patogen, ktery se muze vyskytovat
sporadicky nebo v ohniscich. Na pocatku 70. let 20. stoleti P. agglomerans, (tehdy
nazyvany Enterobacter agglomerans), zpisobil rozsahlou septikémii v USA a Kanadg,
kterd byla zplisobena kontaminovanymi uzavéry na lahvich s infuznimi tekutinami
(Delétoile et al. 2008). Je také mozné, Ze nektera sekvence nasi bakterie Z1 uz je zndma,
existuje 47 genoml Pantoea zaznamenanych jako Pantoea sp. Ty byly ale analyzovany
pomoci jinych sekvenci (leuS, MLSA, gDDH, ANI, ANIm a TETRA) (Tambong
2019), aby bylo mozné tyto sekvence porovnat s kmenem Z1, bylo by nutné u Z1
sekvenovat dalsi iseky DNA.

6.8.5 Baktericidni a jiné vlastnosti rodu Pantoea

Bakterie vSak byla izolovana z diivodu ziskani kompeti¢né nejsilné;jsi bakterie v daném
prostiedi. Proto je dilezité se zaméfit na baktericidni vlastnosti rodu Pantoea. Zda se,
ze izolovana bakterie Z1 se ostatnim c¢lenim rodu nevymykd. Nekteré izolované
bakterie z tohoto rodu jsou producenty antibiotik a jsou vyuZivany jako biokontrolni
¢inidla pro zvladani chorob rostlin (Walterson a Stavrinides 2015). Tyto izolaty bakterii
produkuji antimikrobidlni latky, které uz existuji jako komercni produkty biologické
kontroly, napt. BlightBan C9-1. Tento prostiedek slouzi ke kontrole plisné u jabloni
ahrusni (Johnson et al. 2000, Walterson a Stavrinides 2015). Bakterie Pantoea
agglomerans byla s nékolika dalSimi s Gspéchem vyuzita k posileni obranyschopnosti
rostlin. Napfiklad funguje jako ochrana rajéete pred had’atkem jiznim Meloidogyne
incognita (Munif et al. 2001). Pantoea agglomerans také potlacovala nékolik
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onemocnéni zpusobenych pidnimi rostlinnymi patogeny, u okurky proti antraknoze
zpusobené Colletotrichum orbiculare a u Arabidopsis proti bakterialnim skvrnam
zpusobenym Pseudomonas syringae pv. maculicola KD4326 (Zhang et al. 1998 ). Dalsi
izolované druhy maji bioremediacni potencidl se schopnosti degradovat herbicidy bez
vytvafeni toxickych vedlejSich produkti. Bylo zjisténo, ze druh Pantoea ananatis
rychle a Upln¢ degraduje herbicid mesotrion (Pileggi et al. 2012 ). N¢které izolaty
z Pantoea agglomerans 1 (IP-PA1) byly také vyuzity jako imunopotenciatory pro vyvoj
podpurnych 1éki na terapii melanomu (Hebishima et al. 2011). Z Pantoea agglomerans
pochazi lipopolysacharid, IP-PA1. Oralni podani IP-PA1 prokézalo aktivaci makrofagt
(priming) a ochranné ucinky proti infekci, alergii a rakoving, bez jakychkoli vedlejSich
ucinkl (Nakata et al. 2011). Bakterie Pantoea maji dalsi vyuziti. Bylo prokazano, ze
padni izolaty rodu Pantoea disponuji schopnostmi, které zahrnuji redukci kovu (Francis
et al. 2000 ). Podatilo se ziskat kmen pudni bakterie Pantoea NII-153 vyuzivajici fenol
jako jediny zdroj uhliku. Kmen vykazoval vysokou toleranci ke koncentraci fenolu (900
mg 1) a lze ho vyuzit pro biologické ¢isténi primyslovych odpadnich vod obsahujicich
vysoce pevny fenol a pro bioremediaci piid kontaminovanych fenolem (Dastager et al.
2009 ). Dale jsou bakterie Pantoea vyuzitelné k solubilizaci, (nepravému rozpousténi
latek v kapaliné, ve které¢ je latka jinak téméf nerozpustnd), coz se ukdzalo
u nerozpustnych fosfore¢nanii (Son et al. 2006). Bakterie Pantoea byly rovnéz
izolovany z petrochemické Cistirny odpadnich vod, kde Pantoea sp. TEM18 vykazovala
nejvetsi toleranci k médi. Kmen byl schopen pfezit v médiu obsahujicim méd’
v koncentracich az 180 mg/l. Krom¢ médi se také se prokazala schopnost absorbovat,
akumulovat a tolerovat vyznamné hladiny chromu a kadmia (Ozdemir et al. 2004 ).
Unikla ropa pfedstavuje problém jak v moiském, tak v suchozemském prostfedi. Pokud
mozno je tieba ji Setrn¢ zlikvidovat. Fakultativné anaerobni Pantoea sp. kmen A-13,
izolovany z ornitogenni pidy Dewartovy ostrovy (Frazierovy ostrovy) v Antarktidé, je
schopen pouzivat jako jediny zdroj uhliku n-parafiny nebo petrolej, z ¢ehoz vytvari
glykolipidové biosurfaktanty a tyto biosurfaktanty zase vedou k emulgaci a néasledné
biologické  degradaci  Skodlivych  ropnych  uhlovodikii  (Vasileva-Tonkova
a Gesheva 2007). Schopnosti degradovat toxické ropné uhlovodiky na méné $kodlivé
slouceniny je slibnou alternativou k soucasné¢ pouzivanym chemickym surfaktantim

(Vasileva-Tonkova a Gesheva 2007, Walterson a Stavrinides 2015).
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Vsudyptitomnost, vSestrannost a genetickd ovladatelnost izolati Pantoea z nich ¢ini
idedlni skupinu nejen pro zkoumdni specializovanych adaptaci a oportunismu, ale také
pro vyvoj komer¢né relevantnich 1ékarskych, zemédé€lskych a ekologickych produkti
(Walterson a Stavrinides 2015). Nami ziskany kmen Z1 nabizi zejména potlaceni jinych

druhti bakterii a dal$i studium by mélo byt zaméfeno hlavné timto smérem.

6.8.6 Ostatni bakterie pouzité pro kompetici

Vedlejsim problémem, ktery se netyka tématu prace je otdzka urceni bakterii, které byly
pouzity pro kompetici. Podobnost se zndmymi druhy na urovni 22,55 %, 34,16 %
259,69 % neni velka, ale je otazka pro¢. Ze by se ve viech piipadech jednalo o nové
druhy, nebo byla ptesnost sekvenovani na soucasn¢ velmi dokonalém pfistroji tak
omezena? Je vSak mozné, Ze se jedna 0 pozorovani evoluce v praxi. Oblast genu 16S
rRNA, kterd se pouziva k identifikaci organisml se zabyvéa hypervariabilni oblasti
uvniti konzervovaného genu. Bakteridlni kmeny byly ziskdny ze zubii unétické kultury
(zhruba 2300 az 1700 let pt.n.l.). Pokud se podatilo zachytit a ozivit opravdu ptivodni
bakterie, musime pocitat s tim, ze doslo za zhruba 4000 let k nahromadéni novych
mutaci v hypervariabilnich oblastech. Samoziejmé musime vzit i v Givahu nepfesnosti
metodiky. Johnson et al. (2019) upozoriiuje, Ze zacileni na variabilni oblasti 16S pomoci
sekvenacnich platforem pro kratké ¢teni nemize dosdhnout taxonomického rozliSeni
poskytnutého sekvenovanim celého (~1500 bp) genu. V zdsad€, pokud neni
sekvenovana celd oblast 1500 bp, taxonomické rozliSeni nemusi byt dostate¢né piesné
aje nutno pocitat s intragenomickou variaci mezi kopiemi genu 16S (Johnson et al.

2019). Pouzité sekvenovani v této studii, celou oblast nezahrnulo.

Dalsi fakt, ktery do urcité miry zpochybiiuje ,,evoluci v praxi* je, Ze se nejedna o lidské
bakterie, které byly ocekdvany pii rlstu na LB médiu ze zubniho materidlu, ale
0 bakterie celkem obecné se vyskytuji v pfirod€. Tento problém mé feSeni snad jen
v dal$i a rozsahlejsi kultivaci bakterii z tohoto materialu.  Existence tisice let starych
lidskych bakterii, byla prokdzdna pomoci sekvenovani Illumina ze vzorki zubniho
kamene. Studie byla provedena na materidlu z Japonska, z obdobi lovcii a sbéract
kultury Jomon, starych ptiblizné 3000 let a ze zemédélské kultury z obdobi Edo 400-
150 BP (Eisenhofer et al. 2020). Ale bylo provedeno jen sekvenovani DNA, o kultivaci

se autofi nepokusili.
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6.8.7 Budouci vyzkum

Hlavnim cilem prace je vSak antibakteriadlni pisobeni kmene Z1. Zjistit o jakou jde
latku by mélo byt cilem dalsi studie. Ziskani surového extraktu, baktericidni latky, nebo
jeji nékteré frakce, je velmi nad€jny zacatek pro dalsi analyzy. Mikroby jsou velmi
daleziti pfi vyrobé 1&Civ z piirodnich produkti. Z 23 000 uc¢innych latek
Z mikroorganismu, tj. antimikrobidlnich, antivirotik, cytotoxickych a imunosupresivnich
latek, tvoti 42 % houby a 32 % vlaknité bakterie, aktinomycety (Demain 2014). Bude
tteba otestovat, jaké jsou latky vypousténé Z1, zda se podobaji klasickym antibiotiktim,
nebo jde napiiklad o né&jaké proteiny. Uéinnost peptidii obecné piitahuje pozornost.
Antimikrobidlni peptidy si v poslednich letech ziskaly zvySeny zdjem mezi védci,
zdravotniky a  farmaceutickymi  spole¢nostmi  diky jejich terapeutickému
potencialu. Jedna se o nizkomolekuldrni proteiny se Sirokym rozsahem
antimikrobidlnich a imunomodula¢nich aktivit proti infekénim bakteriim (gram
pozitivnich 1 gram negativnich), virim a houbdm. Neschopnost mikroorganismil
vyvinout si rezistenci proti vétS§in€ antimikrobidlnich peptidii z nich udélala u¢inny
produkt, ktery muze vyrazné ovlivnit novou éru antimikrobidlnich latek. Kromé toho
tyto peptidy také demonstruji zvySenou u¢innost, vysokou specificitu, snizenou 1ékovou
interakci, nizkou toxicitu, biologickou diverzitu a vlastnosti pfimého utoku (Boparai

a Sharma 2020).

Je otazkou, zda muze byt vyluGovana latka v budoucnu pouzita jako 1é¢ivo, pokud
uvazime, ze vétSina objevenych baktericidnich latek je jako 1é¢ivo nevhodnd. Nicméné
v této fazi si objevené baktericidni produkty Pantoea Z1 zaslouzi dalSi podrobny

vyzkum.
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Z.aveér

Bakalaiska prace byla zaméfena na antimikrobialni aktivitu bakterii z hlediska
kontaktni kompetice ¢i produkce bioaktivnich latek v podobé specializovanych c¢i
pfirodnich produkt. Prace byla napsana s cilem izolace a identifikace nezndmého
bakterialniho druhu, vymezeni jeho antimikrobialnich schopnosti a separace latky,
kterou produkuje. Vzorek bakterii pouzity pii vyzkumu byl ziskan z trusu netopyra
velkého (Myotis myotis) z hradu Tocnik. Pro vyzkum byla vyuzita celda fada
laboratornich metod, které umoznily urcit izolované bakterie a zobrazit latku, kterou

samy produkuji.

Ziskané bakterie byly nejprve kultivovany v tekutych i pevnych médiich. Poté byla
uskutecnéna kompetice bakterii o zdroje a preziti, kdy byl vitézny kmen izolovanych
bakterii kultivovan a oznacen jako Z1. Pro posileni inhibi¢nich schopnosti Z1 bylo také
provedeno Slechténi za pomoci kompetice proti bakterii E.coli jehoz vysledkem byla
silnd inhibice vyskytu bakterii tohoto druhu. Soucasné byla provadéna kompetice E.coli
a nékolika dalSich bakteridlnich kmenli oznacenych 179, 179M, 1231M a 12310 na
agarovych plotnach vaci Z1. Ve vSech uvedenych piipadech se Z1 prosadila, nejvice

proti 1231 M.

Nasledna izolace DNA ziskanych bakterii z netopytiho trusu byla provedena metodou
fenol-chloroformové extrakce a vyuzitim magnetickych kulicek, jejichz cilem bylo
ziskani co nejlepsi DNA. PCR byla provedena opakované, ale teprve az pii pouziti
primera pro 16S RNA (515f a 806r) se podafilo ziskat pozadovany produkt. Pro
sekvenovani byl vyuzit sekvenator Illumina a srovnani vysledki s jinymi druhy bylo
provedeno v databazi BLAST. Za pomoci této metody byla urCena bakterie Z1 do rodu
Pantonea, ur¢eni do druhu se bohuzel nepovedlo provést. Je pravdépodobné, Ze se jedna
o novy druh tohoto rodu. Momentaln¢ tedy nelze urcit, zdali se jedna o novy, doposud

nepopsany druh.

V neposledni tadé byla provedena izolace produkované antimikrobidlni latky
smichanim agaru, na kterém byla bakterie Z1, s ethylesterem kyseliny octové. Nasledné
byly do upravené koncentrované smési ponoieny ¢tverecky filtracniho papiru, které byli
po jejich vysuSeni polozeny na LB agarové plotny s rozetienymi kulturami E.coli

a kmene 1231M za ucelem zjisténi antimikrobidlni aktivity. Vysledkem bylo projeveni
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inhibi¢nich zén, coz je povazovano za dikaz uspeSné izolace baktericidni latky

produkované kmenem Z1.

Vysledkem této prace je identifikace kmene bakterii Z1 do rodu a prokazani produkce
baktericidni latky, kterou je potenciondlné mozné v budoucnu vyuzit pro dalsi vyzkum
¢i mozné zarazeni do medicinské praxe. Z divodu dosavadniho neurceni druhu
a charakteru produkované latky totiz momentalné nelze s jistotou fici, zdali se jedna
0 latku patfici mezi jiz popsana nebo bézn¢ pouzivana antibiotika. Hlavnim cilem dalsi
studie by bylo zjisténi, o jakou latku se konkrétné jedna a eventuelné Ize také béhem

dalsi studie urcit Z1 do konkrétniho druhu, ptipadné stanovit druh novy.
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Resumé

Bakalaiska prace je zaméfena na mikroorganismy, konkrétné¢ bakterie, jejich
charakteristiky, struktury a tvary bunék. Dale jsou v praci popsany specializované
metabolity ¢i pfirodni produkty, z hlediska jejich funkce jakozto 1éCiv, a strategii pro
jejich dalsi objevovani. NejvyznamnéjSim z nich jsou antibiotika, kterym je v praci
vénovana pro jejich dulezitost samostatna kapitola, ktera zahrnuje jejich objev,
klasifikaci, déleni a samotné divody, pro¢ jsou mikroorganismy produkovany.
Navazujicim a zaroven hlavnim tématem prace je antimikrobidlni aktivita bakterii. Ta je
hodnocena jak z pohledu kontaktni ¢i nekontaktni formy, tak i z hlediska predace
a produkce antimikrobialnich slou¢enin. Uvedeny jsou i mozné piiklady antimikrobialni
aktivity vriznych prostfedich. Nedilnou soucasti prace je uvedeni pouZitych
laboratornich metod. Zde je zahrnuta kultivace bakterii na tekutych i pevnych médiich;
izolace DNA v souvislosti s vyuzitim magnetickych ¢astic; sekvenovani a metoda PCR.
Cilem prace bylo identifikovat dalSi bakterii schopnou vyrdbét dosud neznamé
baktericidni latky, jeji izolace a urceni rozsahu jejiho ptsobeni. Jako zdrojovy material
byl pouzit netopyii trus, jako zajimavy material dosud v podobnych pracich opomijeny.

Vsechna tato témata jsou zahrnuta v praktické Casti bakalarské prace.
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Summary

The bachelor thesis focuses on microorganisms, specifically bacteria, their
characteristics, structures and cell shapes. Furthermore, the thesis describes specialized
metabolites or natural products, in terms of their function as drugs, and strategies for
their further discovery. The most important of these are antibiotics, which are given
a chapter in the thesis due to their importance, covering their discovery, classification,
division and the very reasons why they are produced by microorganisms. The
antimicrobial activity of bacteria is a follow-up and the main topic of the thesis. This is
evaluated both in terms of contact or non-contact form and in terms of predation and
production of antimicrobial compounds. Possible examples of antimicrobial activity in
different environments are also given. An integral part of the work is the presentation of
the laboratory methods used. This includes the cultivation of the bacteria on liquid and
solid media; DNA isolation in the context of magnetic particle use; sequencing and the
PCR method. The aim of the work was to identify another bacterium capable of
producing previously unknown bactericidal substances, its isolation and determination
of the extent of its activity. Bat droppings were used as source material, an interesting
material previously neglected in similar work. All these topics are covered in the

practical part of the bachelor thesis.
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