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Bakterie patfi mezi vyznamné mikroorganismy Zzijici vSude kolem nés. Jsou to
kosmopolitni mikroorganismy. Vyskytuji se naptiklad v ptadach, vodach, vzduchu,
zvitatech ¢i lidech (Abia et al. 2019). Mohou se podilet na kolob&hu zivin a rGznych latek,
nebo mohou zpiisobovat riizné infekce a nemoci (Rosypal et al. 1981). Bakterie jsou velmi
uzite¢né mikroorganismy schopné produkovat nejriznéjsi latky (sekundarni metabolity),
kterymi mohou byt i samotné antibiotika. V budoucnu mohou poslouzit jako vhodny zdroj
1é¢iv, jelikoz mohou pisobit na nejriznéj$i organismy (Stincone a Brandelli 2020).
Antibiotika zachranuji zivoty lidi po celém svéte, nicméné bakterie se viici jejich ptisobeni
zaCinaji stavat rezistentni (Moser et al. 2019). Svétova zdravotnickéd organizace WHO roku
2017 zvetejnila seznam rezistentnich bakterii na antibiotika, a proto je nutné zaméfit

vyzkumy na objeveni novych antibiotik a moznosti 1é¢by [1].

Dle Westhoff et al. (2021) mohou dvé bakterialni kolonie produkovat proti sob¢
antibiotika a jedna druhou vzdjemné potlacovat pro ziskavani zivin. Antibiotika produkuji
zejména po vystaveni stresovym podminkam (Westhoff et al. 2021). Tyto stresové
podminky vyvolavaji na bakterie selek¢éni tlak a jsou schopné se evoluéné ptizplisobovat

svému prostiedi a danym podminkam (de Maagd et al. 2003).

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na 3 kapitoly zahrnujici bakterie,
antibiotika a kvasinky. Prvni ¢ast se zaméfuje na popis bakterii z hlediska jejich vyskytu,
vyznamu a stavby bunky v souvislosti srezistenci na antibiotika. Dale v kapitole o
bakteriich jsou popsany vyznamné rody a druhy bakterii dulezité pro pokus na vyrobu
antibiotik. V kapitole bakterie jsou i zahrnuty principy interakci bakterii na vyrobu
antibiotik a evoluce bakterii. V druhé ¢asti teoretické prace jsou popisovany kvasinky,
které¢ byly pouzity na pokus Slechténi antibiotik proti eukaryotnim bunkdm v praktické
casti. V posledni teoretické ¢asti jsou charakterizovany antibiotika z hlediska jejich

ttidéni, €inkovani, vyuziti, rezistence, historie a budoucnosti.

V praktické ¢asti diplomové prace jsou popisovany aplikované metody a materialy
potfebné k vyrobé novych antibiotik pomoci bakterii. Ty zahrnuji pfedevsim kultivaci
bakterii, proces S$lechténi, izolace antibiotika a difuzni diskovou metodu, kterou se
vyrobené antibiotikum testovalo na bakterialnich kulturach. Dale jsou v praktické casti

vlastni vysledky popisovéany a diskutovany. Cely pokus vyroby antibiotik byl zaméten na
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bakterie Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii

v riznych teplotach. Cilem bylo vyslechtit antibiotika fungujici proti témto druhlim.
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1 BAKTERIE

1.1 EKOLOGIE A VYZNAM BAKTERI{

Bakterie jsou kosmopolitni organismy, které se vyskytuji viude. Ziji piirozend
v pidach, vodach, atmosféte, zviratech i lidech. Mimo jiné mohou zit v extrémnich
podminkach jako je napfiklad permafrost nebo termdalni prameny (Abia et al. 2019).
Bakterie zijici ve vodach a sedimentech maji v pfirodé nejriiznéjsi funkce, napiiklad
rozklad a zneSkodnéni odpadnich latek, nebo mohou byt zdrojem infekci (Abia et al.
2018). Mimo vodni prosttedi se bakterie vyskytuji i v ptidach, kde se podileji na kolobéhu
zivin a latek, jsou v symbidze s mnoha rostlinami a pomahaji rostlindm v piijmu Zzivin.

[ 24

(Rosypal et al. 1981).

1.2 VELIKOST, TVAR A ORGANELY BAKTERI{

Bakterie maji mnoho tvaril, rozmérl a riiznych zpuisobi Zivota. Jejich rozméry jsou
od 0,2-0,75 um a tvarové jsou kulatého (koky — napi. Staphylococcus, Streptococcus) ¢i
valcovitého tvaru (ty¢inky — napt. Bacillus, Escherichia) riznych rozméri a velikosti.
Riizné druhy bakterii mohou rist pfi 0°C-113°C, vSe zélezi na konkrétnim bakteridlnim
druhu. Stavba prokaryontni bunky zahrnuje bunéénou sténu s glykokalyx,
cytoplazmatickou membranu, cytoplazmu, ribozomy, bakterialni chromozom -
dvousroubovici DNA, bic¢iky a fimbrie. Na povrchu prokaryot se miize vyskytovat pouzdro
nebo glykokalyx za urcitych podminek. Pouzdro se u bakterii vyskytuje v pifipadé
nepiiznivych podminek, napiiklad poméaha odolavat fagocytdze. Glykokalyx napomaha
lepsimu pfilnuti prokaryontnich bun€k na povrch. Zaroven je soucasti tzv. biofilmu
(Schindler 2014). Fosfolipidova dvojvrstva tvoii cytoplazmatickou membranu bakterii.
V cytoplazmatické membrané jsou zaroven umistény zajimavé proteiny, které na sebe
vazou peniciliny a jind obdobnd antibiotika. Zarovenn obsahuji rizné enzymy
(transpeptidazy, karboxypeptidazy, transglykosylazy), které vyrabéji peptidoglykan. Pocet
téchto proteint a enzymii udava, jak moc bude dané antibiotikum uc¢inné. Dalsi vyznamnou
strukturou bakterii jsou plazmidy, které nejsou pro bakterie zivotn¢ dulezité, nicmén¢ hraji
vyznamnou roli vV fadé bakterialnich zivotnich d&ja, napt. v rezistenci na antibiotika. Jsou
to malé genetické informace DNA, které mohou obsahovat geny pro rezistenci na

antibiotika. Bakterie jsou schopné si tyto geny mezi sebou predavat (Svihovec et al. 2018).
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U bakterii jsou dva typy bakteridlnich bunécnych stén. Podle nich rozliSujeme
gramnegativni a grampozitivni bakterie. Grampozitivni bakterie maji tlustou bunécnou
sténu, ktera je tvoiena peptidoglykanem. Peptidoglykany se u bakterii podileji na pevnosti
a tvaru jejich bunécné stény. Vrstva peptidoglykenii je tvofena polypeptidy a
polysacharidy. Grampozitivni bakterie se vyznacuji tim, Ze jsou schopny produkovat rizné
latky. Tyto latky jsou naptiklad specidlni enzymy (B-laktamazy) schopné rozkladat B-
laktamovéa antibiotika. Gramnegativni bakterie maji na rozdil od grampozitivni bakterie
z lipopolysacharidt, fosfolipidické dvouvrstvy a porini. Protoze je vrstva fosfolipidu
nepropustna pro vodu a jiné latky, mezi n¢ mtizeme tadit i B-laktamova antibiotika, jsou v
bunécéné sténé gramnegativnich bakterii poriny, které slozi jako transportni kanalky. Skrze
poriny tedy mohou prostupovat i antibiotika. Pokud bakterialni buiika bude obsahovat stale
mensi mnozstvi porinll v bunééné sténé, bude rist rezistence bakterii, protoze antibiotika
nebudou schopny prostupovat jejich bunéénou sténou. Tento jeden typ rezistence vznika
mutaci v bakteridlni chromozomové DNA. Ddle se v bunééné sténé vyskytuje sitovita
vrstva peptidoglykand, ktera na rozdil od grampozitivnich bakterii ma tenéi strukturu.
Nicméné jsou také tvoteny polypeptidy (mukopeptid) a polysacharidy (murein). Tésn¢ nad
cytoplazmatickou membranou a pod peptidoglykanem nalezneme 1 periplazmaticky
prostor, ktery obsahuje vyznamné enzymy, které mohou $t€pit antimikrobialni latky. Je to
dal$i vyznamny prvek bakterii, ktery zpusobuje jejich rezistenci vici antibiotikiim

(Svihovec et al. 2018).

1.3 BAKTERIE PANTOEA Z1

Tato studie se zabyva pfedev§im druhem bakterie oznacenym dle Horova (2022)
provizorné jako Z1, tato bakterie se z 82,31% shoduje s rodem Pantoea. Nicmén¢ doposud
Z1 nebyl urcen do druhu a nelze fict, zda je bakterie Z1 neznamy nepopsany druh bakterie
¢i nikoliv. Rod Pantoea je tvofen 25 popsanymi druhy (Horova 2022). Pantoea
agglomerans je schopna produkovat antibiotické latky, napiiklad pantocin A, B.
Antimikrobialni latky Pantoea agglomerans cili na syntézu aminokyselin bakterie, kterou
se snazi antibiotikem potlacit. Zaroven nékteré druhy Pantoea produkuji i jiné
antimikrobidlni latky, jako je mikrocin. Bylo zjisténo, ze bakterie Pantoea jsou zdrojem
mnoha rGznych antimikrobidlnich latek (Robinson et al. 2020). Systematické zatazeni
bakterie Pantoea, kmen Pseudomonadota, tiida Gammaproteobacteria, fad

Enterobacterales, ¢eled’ Erwiniaceae, rod Pantoea [2] .
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1.3.1 PANTOCIN

Bakterie druhu Pantoea agglomerans (Erwenia herbicola) je nepatogenni
mikroorganismus, ktery dokaze produkovat antibiotikum pantocin. Pantoea agglomerans
inhibuje blizce piibuznou bakterii Erwinia amylovora, kdy proti ni produkuje antibiotika.
Tyto antibiotika by potencidln¢ mohly bojovat proti lidskym patogenim. Problém
s vyrobou antibiotik vSak nastava v kapalné kulture, kdy je produkce antibiotika velmi
malé a antibiotikum je tepelné nestabilni. Produkované antibiotikum je strukturné tvoieno
malou molekulou odvozeného od peptidu. Byly nalezeny dvé struktury tohoto antibiotika,
pantocin A a pantocin B. Obé& produkovana antibiotika jsou schopna transamindzou
inhibovat biosyntézu histidinu ¢i argininu (Jin et al. 2003). Wright et al. (2001) uvadi, ze
Pantoea agglomerans a jeji ptibuzna Pantoea disperza muzou pomoci kosmidi pCPP702
a pCPP704 propujc¢it vlastnosti vyroby antibiotik i jinym bakteriim, napiiklad bakterii
Eschericha coli. Vzhledem k tomu, Ze si bakteriec dokazou piedavat geny, biosyntetické
geny pro vyrobu pantocind jsou nasledovné, pantocin A pCPP702 a pCPP1051, pantocin B
pCPP704 a pCPP719 (Wright et al. 2001). Uginek pantocinu je skrze pouziti tripeptidu
Ala-Gly-Gly, které vyuzivaji tripeptidové transportéry pro transport dovniti bunky (Smits
et al. 2019).

1.4 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Utinky antibiotik byly testovany na nékolika druzich bakterii, jednalo se o
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii. Patogenni
Staphylococcus aureus je bakterie zptsobujici mnoho riznych onemocnéni. Stafylokokové
infekce mohou mit rizny pribéh. Infekce mohou byt mirného razu napiiklad kozni
infekce, nebo mohou vést az k septickym stavim (Ahmad-Mansour et al. 2021). Dle
Cheung et al. (2021) muze stafylokokova infekce v nékterych ptipadech vést i k smrti.
Studie z roku 2017 poukazala na problém, ze onemocnéni AIDS, tuberkuloza a hepatitida
dohromady nezptsobi tolik imrti nez infekce zlatym stafylokokem (Cheung et al. 2021).
Staphylococcus aureus zpusobuje Cetné nozokomialni infekce zejména u oslabenych
pacientd V nemocnicich, ale i bézné populaci. Mezi bézné infekce patii endokarditida,
plicni infekce, abscesy ¢i napiiklad osteomyelitida. Nicméné Staphylococcus aureus se i
bézn¢ vyskytuje na kiazi lidi, to zejména u 20-30 % populace. V soucasné dobé se stava
vice rezistentni na antibiotika a je nutné hledat nové pfistupu v 1é€be jim zpiisobenych

infekci. Rozvijeni rezistence podpofil narGist methicilin rezistentniho Staphylococcus
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aureus (MRSA). Pti 1écbé se vyuzivala antibiotika cilend na stafylokokové infekce, coz
podpofilo vznik rezistence (Ahmad-Mansour et al. 2021).

Staphylococcus aureus zije na koznim povrchu. Muzeme ho najit i u zvifat.
kolonizuje i jina mista na téle. Snizeni kolonizace Staphylococcus aureus na jina mista téla
zahrnuje predevSim nedotykdni se téchto mist. Zejména drobné kozni rény podporuji
infekci bakterii Staphylococcus aureus, protoze je snaz$i proniknout pies epitelovou
bariéru do lidského té¢la. DalSim vyznamnym mistem kolonizace je i povrch potravin ¢i
plastové materialy. Staphylococcus aureus v nékterych piipadech dokaze vyvolat otravu
jidlem, ktera zpusobuje zvraceni. Béhem stafylokokové infekce jsou produkovany rtizné
toxiny, které podporuji rozvoj infekce (Cheung et al. 2021). Mnoho toxint a molekul
produkujici Staphylococcus aureus vyznamné podporuji rozvoj infekci, kdy poskozuji ¢i
nici hostitelské bunky. Timto zplisobem se brani imunitnimu systému a ziskavaji potiebné
latky pro svij zivot (Loffler a Tuchscherr 2021). Muzeme hovofit naptiklad o0
hemolyzinech, enterotoxinech (SE), exfoliativnich toxinech (ETs), leukocidinech (PVL),
modulinech rozpustnych ve fenolech (PSM), superantigenech (SAgs) a mnohych dalSich
(Ahmad-Mansour et al. 2021).

Hemolyziny zahrnuji napiiklad a-hemolyzin (a-toxin), ktery zptisobuje -hemolyzu,
coz je rozpad Cervenych krvinek. Tento typ toxinu zpisobuje endoftalmitidu ¢i keratitidu
(Astley et al. 2019). Dal$imi vyznamnymi typy hemolyzini jsou &-hemolyzin, [-
hemolyzin, y-hemolyzin. Tyto toxiny zplsobuji rozpad bunék vytvafenim portd do
bunéénych membran (Ahmad-Mansour et al. 2021). Leukocidiny jsou podobné
hemolyziniim s rozdilem, Ze se zamé&fuji na bilé krvinky, napifiklad na monocyty, T-
lymfocyty, makrofagy ¢i neutrofilni granulocyty (Astley et al. 2019). Toxiny tohoto typu
mohou zplsobovat pneumonie, infekce klize ¢i jiné onemocnéni. PSM zpisobuji
bakteriémii a kozni infekce. Plisobi toxicky na dendritické burky, erytrocyty, neutrofilni
granulocyty a makrofagy, kdy zplsobuji jejich osmotickou nestabilitu a nasledny rozpad
bun&k tvorbou pérti do cytoplazmatické membrany. Radi se mezi nejagresivnéjsi toxiny,
které muze Staphylococcus aureus produkovat. Exfoliativni toxiny zplsobuji Ritterdv
syndrom, ptficemz dochazi k dehydrataci bun¢k a ztraté povrchové vrstvy kiize v misté
infekce. Enterotoxiny vyvolavaji zvraceni, prijem a bolesti bficha, které jsou zptusobeny
stafylokokovou otravou. Je vhodné nalézt protilatky proti témto toxinim a snazit se

eliminovat jejich ptsobeni na hostitelské bunky, cytolytickou aktivitu (Ahmad-Mansour et
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al. 2021). Systematické zatazeni Staphylococcus aureus, kmen Bacillota, tiida Bacilli, rad

Bacillales, ¢eled” Staphylococcaceae, rod Staphylococcus [3].

1.5 ACINETOBACTER BAUMANNII

Multirezistentni bakterie Acinetobacter baumannii je gramnegativni bakterie
roz§ifujici se v nemocni¢nim prostfedi. Acinetobacter baumannii byla oznafena za
oportunni patogen a v soucasnosti predstavuje zdravotni rizika spojené s rezistenci na
antibiotika (Howard et al. 2012). Tvarové a vzhledové je kokovitého ¢i tyCinkovitého
tvaru. Vzhledem krozsahlé rezistenci na antibiotika je povazovan Acinetobacter
baumannii za kritickou bakterii pro vefejné zdravi celého svéta (Yusuf et al. 2023). Lécba
infekci zptisobenych Acinetobacter baumannii pfedstavuje vazny problém, jelikoz je
u oslabenych jedinct, déle hospitalizovanych lidi naptiklad na JIP. Mezi né€ patii naptiklad
meningitida, pneumonie, endokarditida, infekce kize, mocovych cest ¢i bakteriémie
(Ibrahim et al. 2021). Mimo jiné je bakterie Acinetobacter baumannii bézné piitomna ve
vodnich, pudnich prostiedich, odpadnich vodach i1 v potravinidch (ovoce, zelenina).
Nejenze je patogenem pro lidi, je schopnd napadat i ptaky a jiné savce (Yusuf et al. 2023).
Dle Lee et al. (2017) je Acinetobacter baumannii povazovan za patogen nizkého stupné,
avsak je velmi rozsifen v zemich, kde dochazi k valeénym konfliktim (Lee et al. 2017).
Systematické  zafazeni  bakteridlniho druhu  Acinetobacter baumannii, kmen

Pseudomonadota, tiida Gammaproteobacteria, fad Moraxellales, ¢eled Moraxellaceae

[4].

1.6 STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Streptococcus agalactiae je patogenni bakterie, kterd zpUsobuje onemocnéni
pfedevsim u t€hotnych Zen, novorozenct, seniord, ale i u ostatnich lidi. MiiZe zptisobovat
dokonce umrti na infekci zplisobenou touto bakterii (Raabe a Shane 2019). Postihuje
naptiklad centralni nervovy systém ¢i zpusobuje meningitidu u novorozenct. V rozvoji
této infekce pomahd Sifeni bakterie skrze kranidlni nervy, naptiklad cichovym ¢i
trojklanym nervem do mozku. Streptococcus agalactiae dokaze tak napadat gliové bunky,
§ifit se nervovym systémem a béhem 24 hodin mize rozvinout infekci v hostiteli. Jeho
specidlni obranou je produkce polysacharidové vrstvy kolem bakterialni buniky, kterou se
chrani pfed zniCenim imunitnim systémem (Chacko et al. 2022). Dal§i onemocnéni
zpusobené bakterii Streptococcus agalactiae jsou bakteriémie, infekce kiize, endokarditida,

osteomyelitida, artridita ¢i infekce mocovych cest. Infekce se 1é¢i nejcastéji penicilinem, 1
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kdyz uz je v Japonsku zaznamenany ptipad snizené citlivosti na penicilin. Dale se mohou
vyuzivat k 1é¢bé infekci beta-laktamova antibiotika, ampicilin, karbapenem, cefalosporin,
vankomycin, erytromycin, klindamycin nebo fluorochinolon. Nicméné se v posledni dob&
hovoii o rezistenci na fluorochinolony, klindamyciny, vankomyciny a erytromyciny. Proto
je vhodné idedln¢ pouzivat beta-laktamova antibiotika a pouze v ptipadé€, kdy neni jina
moznost Ize vyuzit fluorochinolony, klindamyciny, vankomyciny a erytromyciny (Raabe a
Shane 2019). Systematické zafazeni bakterie Streptococcus agalactiae, kmen Bacillota,

tiida Bacilli, fad Lactobacillales, ¢eled’ Streptococcaceae, rod Streptococcus [5].

1.7 EVOLUCE BAKTERI{ A JEJICH TOXINU

Rozvoj vypocetni mikrobidlni genomiky zajistilo studium ortolognich gent. Evolu¢ni
vztahy diky ortolognim gentim lze studovat pouze pfi analyze kompletnich sad genomu
bakterii. Studium klastrd ortolognich genli pomaha vysvétlit funkei nékterych genomi a i
studovat evoluci genomti. Klastry genti se nasledné srovnavaji, zda se geny prekryvaji, gen
chybi, je nahrazen ¢i je zde gen navic. Existuje mnoho rtiznych teorii o evoluci prokaryot.
Jedna teorie uvadi, ze k evoluci bakterii dochazi diky nahradam geni. Druha teorie tvrdi,
ze evoluce bakterii je naopak zajiStovana selekénim tlakem. Dalsi teorii pfispivajici

k evoluci bakterii je geneticky drift ¢i horizontalni pfenos geni (Koonin et al. 2021).

Bakterie prosly dlouhou evoluci, na pocatku stoji dvé hlavni vétve Archaea a
Bacteria. Pravé pfichod metagenomiky pomohl vymezit tyto dvé hlavni evoluéni vétve
bakterii. JeSt¢ ptfed prichodem metagenomiky byla studovana a pozorovana bakterie
Nanoarchaeon equitans a diky metagenomice se tato bakterie zatradila do vétve Archaea.
Jeji genom zahrnuje do této vétve i dalsi ptibuzné této bakterie. Dala vzniknout vétSing
vétvi fylogenetického stromu Archaea, tzv. nadkmenu DPANN. Nadkmen DPANN
zahrnuje Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanohaloarchaeota a
Nanoarchaeota. Podobn¢ byla objevena i vétev Bacteria zahrnujici kmeny Patescibacteria
(Candidate phyla radiation — CPR). Diky témto danym fylogenetickym zakladim se
zacaly studovat metabolické enzymy téchto bakterii. Zjistilo se, Ze jejich genomy koduji
Minimum téchto enzymi, proto ostatni enzymy musi byt zavislé na jinych bakteridlnich
druzich a enzymy musely podstoupit evoluci. To zejména skrze horizontalni pfenos genti
(HGT), ktery je pro evoluci bakterii nesmirné dulezity. Selekci dochazi k evoluci genomu,
ktera je zavisla na velikosti populace, a tak bakterie snadno podléhaji genetickému driftu
(Koonin et al. 2021). | toxiny a proteiny produkované bakteriemi podstoupily v minulosti

evoluci. De Maagd et al. (2003) uvadi, ze se strukturné¢ podobné toxiny Cry9a a Cry9
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vyvinuly nezavisle na sobé, avSak jsou si podobné. Pravdépodobné nové odridy toxinli
vznikaly riznymi interakcemi, napfiklad s receptory hmyzu. Pravé rizné druhy Cry
proteintt mohou obsahovat nékteré toxiny jinych bakterii, které potvrzuji evoluci toxini.

Razné podminky pro zivot bakterii mohly zptisobit selek¢ni tlak na vyvoj novych toxina
(de Maagd et al. 2003).

1.8 INTERAKCE BAKTERII MEZI SEBOU

Bakterie ziji v riiznych bakteridlnich komunitach a pro sviij zivot musi s ostatnimi
komunitami bakterii soutézit o zdroje. Diky tomu si bakterie vyvinuly rizné zpusoby
k zabiti, poSkozeni ¢i potlaceni rustu jejich konkurenti. Velmi Casto cili sviij utok na
peptidoglykan v bunécéné sténé bakterii pomoci rtiznych produkovanych molekul. Tyto
molekuly mohou byt velikosti od malych molekul, peptidy az po proteiny. Svym Gc¢inkem
funguji jako hydroldzy, lipazy, nukledzy, proteiny vytvafejici poéry, inhibitory
proteosyntézy a rizné enzymy modifikujici proteiny (Sibinelli-Sousa et al. 2021).

Rizné bakterialni druhy v biofilmu mezi sebou rGzné interaguji, to zejména
kooperativné ¢i kompetitivné. Pfi interakei bakterii byly prokdzany metabolické zmény a
ruzné fyziologické funkce. Bakterie produkuji bakteriociny, baktericidni latky
bilkovinného pivodu, diky kterym soutézi s jinymi bakteriemi o Ziviny. Napiiklad
Streptococcus mutans je schopen produkovat lantabiotika ¢i mutaciny, které souviseji
s kompetitivni interakci bakterii. Veskera produkce latek je fizena skrze quorum-sensing.
Quorum-sensing je komunikace mezi bakteriemi v biofilmu, kdy dochazi ke genové
regulaci v zavislosti na hustoté bun¢k. Ovliviwuje naptiklad virulenci, tvorbu biofilmu nebo
schopnost vzdorovat pisobeni kyselin. Mnoho ustnich bakterii v biofilmu mliZze vykazovat
podobné aktivity, jako jsou bakteriociny. Zaroven je riziko, Ze bakterie v biofilmu blizko
sebe si mohou horizontdlnim pfenosem vyménovat geny a mizZe vznikat rezistence na

antibiotika, naptiklad skrze plazmidy (Hojo et al. 2009).

Westhoff et al. (2021) uvadi, Ze hlavnim zptisobem soutézeni bakterii mezi sebou o
misto a ziviny je produkovani antibiotik proti sobé. Vyroba antibiotik je pro bakterie
metabolicky naro¢nd, proto je zifejmé produkuji, kdyz jsou ve velkém ohrozeni. ZvySeni
produkce antibiotik by mohlo byt ziejmé zplsobeno posSkozenim buiiky bakterie, ktera
dané antibiotikum produkuje, nebo sniZenim Zivin. PoSkozeni a vy€erpani Zivin by mélo
byt ze strany konkurujici bakterie, proti které¢ bude druha bakterie produkovat antibiotika.
Dle Westhoff et al. (2021) bylo vypozorovano, ze bakterie produkuji vice antibiotik, kdyz
rostou dohromady v jedné spolecné puade. Antibiotika mohou produkovat proti sobé
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fylogeneticky pfibuzné bakterie, ale i nepfibuzné. Vse zalezi na prostedi, kde bakterie ziji
a soutézi. Westhoff et al. (2021) uvadi, ze pravdépodobné lepsi uc¢inkovani produkovaného
antibiotika funguje na fylogeneticky piibuzné bakterie, ackoliv by se ocekdval opak

(Westhoff et al. 2021).

1.9 VYROBA ANTIBIOTIK BAKTERIEMI

Dle Stincone a Brandelli (2020) moiské bakterie produkuji rizné latky, které mohou
byt cytotoxické, antimikrobialni, antioxida¢ni ¢i antidiabetické. Mohou poslouzit ve
farmaceutickém pramyslu jako dobry zdroj novych 1éCiv. Antimikrobidlni latky
produkované bakteriemi mohou cilit na mnoho organismui. Z moiskych ekosystémi jsou
dle Stincone a Brandelli (2020) hlavnimi producenty antimikrobialnich latek
Actinobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria, Proteobacteria, Bacteriodetes,
Planctomycetes. Jejich vyznamné sekundarni metabolity byly izolovany z nékolika
bakterii, které vykazovaly antimikrobialni aktivitu. Streptomyces sp. produkoval etamycin
A a fijimycin A-C antibakterialn¢ ptuisobici proti MRSA. Dalsi produkované latky raznymi
Streptomyces jsou heronamycin A pusobici proti Bacillus subtilis. Razné druhy
Pseudoalteromonas produkovaly silné antibiotikum thiomarinol ¢i agabamyciny. Dale
Photobacterium halotolerans produkovala holomycin. Zfejmé ma potencial branit procesu
virulence patogeni. Rizné druhy Bacillus produkuji sekundarni metabolity s velkym
potencialem pro farmaceuticky prumysl, tzv. makrolaktiny. Velmi rychle rostou a snesou
rizné teploty. Mimo antimikrobidlni aktivity vykazuji 1 protirakovinnou ¢i antivirovou
aktivitu. Pontibacter korlensis produkuje nové objevenou antimikrobialni latku nazvanou
pontifactin. Molekuly produkované bakteriemi miiZou v budoucnosti poskytnout nové

antimikrobialni latky pro antibiotickou 1é€bu infekci (Stincone a Brandelli 2020).

Podle Sibinelli-Sousa et al. (2021) bakterie mohou produkovat rizné antibiotika cilené
na poruseni bun&cné stény (peptidoglykanové vrstvy), mezi n¢ zahrneme beta-laktamova
antibiotika, cyklické peptidy, glykopeptidy, fosfoglykolipidy, peptidové nukleosidy,
fosfonicka antibiotika ¢i depsipeptidy. Antibiotika produkovana bakteriemi mohou mit
skutecné raznou strukturu, nékterd jsou peptidova s neobvyklou aminokyselinou, jina jsou
spojend s lipidy ¢i sacharidy. VétSinou tyto zvlastni typy antibiotik byvaji syntetizovany
mimo ribozomy. Bakterie produkujici beta-laktamova antibiotika mohou vyrabét naptiklad
cefabaciny, cefamyciny. Cefamyciny jsou produkovany bakteriemi Streptomyces cattleya,
Streptomyces clavurigerus, Nocardia lactamdurans a cefabaciny jsou produkovany

bakteriemi Xanthomonas lactamgena, Flavobacterium sp., Lysobacter lactamgenus. Dalsi
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skupinou produkovanou bakteriemi jsou karbapenemy. Produkovany jsou thienamyciny ¢i
epithienamyciny. Dal§imi beta-laktamovymi antibiotika jsou nocardiciny, produkované
bakteriemi napiiklad Nocardia uniformis, Acetobacter, Flexibacter, Pseudomonas ci
Chromobacterium violaceum. Znamymi antibiotiky, ktera jsou produkované bakteriemi,
jsou i vankomycin, teikoplanin, bacitracin a mnoho dalSich antibiotik. Mnoho riznych
bakterii skutecné mohou produkovat mnoho latek antibiotick¢ho charakteru (Sibinelli-

Sousa et al. 2021).

Bakterialni ribozomy mohou také syntetizovat antibiotika. Antibiotika syntetizované
ribozomy nazyvame jako bakteriociny. Vyznamnymi bakteriociny jsou lantabiotika
produkované naptiklad Staphylococcus epidermis ¢i Lactococcus lactis. Lantabiotika
zahrnuji antimikrobidlni latky napiiklad actagardin, mersacidin, plantaracidin, nisin,
epidermin, mutacin, lakticin a mnoho dalSich. Dal§imi bakteriociny mimo lantabiotika jsou
napiiklad lysostaphin z Staphylococcus simulans, Zoocin z Streptococcus zooepidemicus,
millericin z Streptococcus milleri nebo koliciny z Escherichia coli (Sibinelli-Sousa et al.
2021).
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2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

V naSich experimentech byly také jako zastupce cukaryot pouzity kvasinky. Dle
Vanderwaeren et al. (2022) je kvasinka druhu Saccharomyces cerevisiae povazovana za
modelovy eukaryoticky organismus a celkové zékladni organismus pro studium genetiky
eukaryotické bunky. Velikost buniky se pohybuje okolo 5 um a na rozdil od bakterii ma
jadro. Vyhodou zkoumani kvasinek je pomérné snadna kultivace v laboratofich a rychlé
mnozeni (Vanderwaeren et al. 2022). Déli se kazdych 90 minut pucenim, kdy se z piivodni
mateiské buiiky rozdéli na dvé dcefiné. Casto se kultivuji na agarovych plotnach, které
umoziuji jejich snazsi rust. Od bakterii se daji snadno rozeznat i podle jejich velikosti, jsou
velikosti mezi bakterialni bufikou a lidskou buiikou. Lidé se zabyvaji kvasinkami vice nez
7000 let do minulosti, protoze tyto organismy jsou schopné tzv. procesu kvaseni. Mimo
genetiku je Saccharomyces cerevisiae uzite¢na pro vyrobu piva a chleba (Duina et al.
2014).
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3 ANTIBIOTIKA

Dle Zinner (2007) jsou antibiotika povazovany uz nékolik let za ,,zazracné* Iéky, které
pomahaji bojovat s infekci v riznych I1ékarskych oborech. Od jejich prvniho nalezu byly
objevovany nova antibiotika a vytvortilo se nékolik tfid antibiotik. Postupem casu se zacala
ve sveté objevovat rezistence na tyto antimikrobidlni latky, ale rizné infekce lze stale 1&Cit
naptiklad kombinacemi antibiotik nebo novymi samostatnymi antibiotiky. V budoucnu se
vSak ocekdva rostouci mira rezistence bakterii na antibiotika a mame-li zit a 1éc¢it infekce
zpuisobované bakteriemi, musime déle hledat nové metody a pfistupy v 1é€bé bakterialnich
infekci (Zinner 2007). Rezistentni bakterie jsou schopné zabit az 70 000 lidi rocné.
S vyhledem do budoucna (2050) by bakterie mély zabit az 10 miliona lidi roéné. Proto je

nutné se zaméfit na vyvoj novych antibiotik a jejich alternativ (Yacoub et al. 2020).

3.1 STRUCNA HISTORIE ANTIBIOTIK

Termin antibiotikum vznikl roku 1890, které definoval Paul Vuillemin. Ve své
publikaci uvade¢l, Ze jde o antagonistickou interakci mezi bakterii a prvokem nebo bakterii
a houbou. Za par let se tento termin upiesnil jako popis produkce sekundarnich metabolit
hub ¢i bakterii. Sekundarni metabolity hub nebo bakterii vykazuji dvé rlizné aktivity, podle
toho jaky maji vliv na samotné bakterie, kolonie nebo houby. Jedna se o baktericidni
aktivitu, kdy jsou bakterie nebo houby zabijeny, nebo bakteriostatickou aktivitu, kdy je
potlacovan (inhibovéan) rist. V dneSni dobé€ je termin antibiotikum zahrnuje 1 molekuly,

které omezuji Zivot bakterii ¢i hub (Nicolaou a Rigol 2018).

Nicolaou a Rigol (2018) popisuji, ze uz od 16. stoleti se vyuzivalo rtznych
chemickych latek k lécbé infekci, naptiklad kyseliny karbolové. Velky objev piiSel
S pochopenim pfi¢in infekci, kterymi se zabyval Louis Pasteur. Na to navédzal Robert Koch
spole¢né s Gaffkym a Fisherem, kdy izolovali bakterie Vibrio cholerae a Mycobakterium
tuberculosis. Koch tak popsal vztahy mezi mikroby a nemocemi. Tim ziskal Nobelovu
cenu. Dal§im velkym meznikem bylo prvni objevené antibiotikum roku 1893 Bartolomeo
Gosiem. Byla izolovana kyselina mykofenolova jako pevna latka z houby Penicillium
glaucum, ktera vedla k dalsim velkym objeviim. Pozdé&ji roku 1910 byl schvalen novy 1ék,
ktery byl prvnim uméle vytvofenym antibiotikem v laboratofi, tzv. Salvarsan (arsfenamin).
Nékolik let po tom pfiSel Alexander Fleming s objevem antimikrobidlni latky, kterou
nazval penicilin. Tento objev byl zcela ndhodny. Petriho miska s bakterii druhu

Stafylococcus aureus byla kontaminovana houbou druhu Penicillium chrysogenum, kterou
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nezni€il a po urcitém case si povSiml lyze bakteridlnich bun¢k v okoli houby. Houba
produkovala antimikrobialni latky proti bakteriim a tuto latku jako extrakt vyuzil Fleming i
na jiné¢ druhy bakterii. Timto zptisobem byl objeven penicilin, za ktery dostal Alexander

Fleming Nobelovu cenu (Nicolaou a Rigol 2018).

Nicolaou a Rigol (2018) dale uvadi dalsi historické objevy antimikrobidlnich latek.
Prvni objeveny cefalosporin byl tzv. cefalosporin C, ktery byl prvné objeven roku 1945.
Disponuje baktericidnimi uc¢inky stejné jako penicilin. Cefalosporin C pochazi z houby
druhu Acremonium chrysogenum a tento objev vedl Kk dalsi inspiraci, jak najit dalsi
antimikrobialni latky, jako naptiklad cefalotin. DalS§imi vyznamnymi latkami byly
sulfonamidy, coz jsou bakteriostatické latky, které potlacuji rist bakterii. Déale od roku
1939-1942 byly z bakterie Baccilus brevis izolovany zajimavé latky, které byly dale
zkoumany. Byly tak objeveny dalsi antibiotika gramicidiny D a S. Roku 1943 byl objeven
streptomycin izolovany z bakterie Streptomyces griseus. Jednalo se o vyznamné
antibiotikum schopné 1éCit u pacientli tuberkulézu. Déle od roku 1945 byly postupné
objevovany dalSi antimikrobidlni latky rGznych tetracyklini vykazujici bakteriostatické
ucinky (chlortetracyklin, oxytetracyklin apod.). V poloviné¢ 20. stoleti bylo objeveno
Sirokospektralni antibiotikum zvané chloramfenikol. Mélo vyznamny uspéch pii 1é¢be
epidemie tyfu v Bolivii. V poloviné 20. stoleti byla objevena dal$i antibiotika, jako jsou
azomycin, pleuromutilin, retapamulin, erytromyciny (A-D), vankomycin, streptogramin
(A,B). Od druhé poloviny 20. stoleti byly objeveny dal§i vyznamné antimikrobialni latky,
napiiklad trimethoprim, ¢inidlo kyseliny nalidixové, riizné ansamyciny, rdzné chinoliny a

mnoho dalSich (Nicolaou a Rigol 2018).

3.2 TRIDENI ANTIBIOTIK

3.2.1 BETA-LAKTAMY A GLYKOPEPTIDY (ANTIBIOTIKA NARUSUJiCi BUNECNOU STENU)
Podle publikace Pleskot et al. (2019) jsou antibiotika rozdéleny do n¢kolika skupin.
Prvni velkou skupinou jsou B-laktamy, které v sob¢ zahrnuji riizné druhy penicilinti, rizné
druhy cefalosporini, monobaktamy a karbapenemy. Jejich hlavni ucinek spociva
V principu naruSovani tvorby bunécné stény. Bunécna sténa bakterii je rozrusovani ve
spojich sitovité struktury peptidoglykant. Pusobi pfedev§im na grampozitivni bakterie,
jako jsou napiiklad streptokoky, stafylokoky, pneumokoky. Mezi riizné druhy penicilint
fadime antibiotika benzylpenicilin (penicilin G), fenoxymethylpenicilin (penicilin V),
ampicilin (AMP), amoxicilin (AMO), piperacilin, azlocilin (AZL). Dalsi vyznamnou
skupinou beta-laktami jsou cefalosporiny, které zahrnuji antibiotika jako cefotaxim
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(CTX), cefuroxim, ceftazidim (CTZ), cefazolin, cefaperazon s sulbaktanem. Mezi posledni
dvé skupiny beta-laktamii zahrnujeme monobaktamy a karbapenemy, které slouzi pouze
pro zivot ohrozujici infekce. Karbapenemovymi antibiotiky jsou imopenem a meropenem.
Monobaktamovym antibiotikem je napiiklad aztreonam. Protoze bakterie mohou
produkovat specidlni enzymy proti beta-laktamovym antibiotikiim, mohou se jednotliva
uvedena antibiotika kombinovat s inhibitory beta-laktamaz. Tyto inhibitory zvySuji
ucinnost jednotlivych antibiotik, protoze beta-laktamazy rozkladaji beta-laktamova
antibiotika a snizuji jejich G¢inek. Zakladnimi inhibitory, které se pouzivaji v kombinaci
klasickych beta-laktamovych antibiotik, jsou sulbaktamy, tazobaktamy a kyselina
klavulanova (Pleskot et al. 2019).

Glykopeptidova antibiotika se podobné jako beta-laktamy ucastni na rozruSovani
bunécné stény bakterii, predevSim jejich tvorby bunécné stény. Nahrazuji beta-laktamova
antibiotika v ptipadé jejich nefunkCnosti. Zafadime sem napiiklad velmi znamy

vankomycin ¢i teikoplanin (Pleskot et al. 2019).

3.2.2 CHINOLONY, FLUOROCHINOLONY, SULFONAMIDY, NITROIMIDAZOLY

(ANTIBIOTIKA NARUSUJICIi TVORBU NUKLEOVYCH KYSELIN)

Chinolonova antibiotika se vyznacuji svymi schopnostmi naruSovat syntézu
genetické informace bakterii (DNA). Jsou schopné zablokovat transkripéni enzymy, které
rozdéluji DNA vldkno nebo ho spojuji. Patii sem antibiotika, jako jsou ciprofloxacin,
norfloxacin ¢i ofloxacin. Sulfonamidova antibiotika naopak narusuji tvorbu nukleovych
bazi pii syntéze genetické informace. Mezi sulfonamidy zahrnujeme trimetoprim a
sulfametoxazol. Dal§i vyznamnou skupinou naruSujici DNA jsou antibiotika

nitroimidazoly, ve kterych zahrnujeme naptiklad metronidazol (Pleskot et al. 2019).

3.2.3 POLYPEPTIDY A LIPOPEPTIDY (ANTIBIOTIKA PUSOBICi NA CYTOPLAZMATICKOU
MEMBRANU)
Polypeptidy jsou skupina antibiotik, které v sob&é zahrnuji druhy kolistin,
polymyxin B a bacitracin. Spolecné s lipopeptidy se podileji na poruSovani
cytoplazmatické membrany bakterii, kterd miize vést 1 k samotné lyzi bunék. Lipopeptidy

V sobé& zahrnuji antibiotikum zvané daptomycin (Svihovec et al. 2018).
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3.24 AMINOGLYKOSIDY, MAKROLIDY, TETRACYKLINY, LINKOSAMIDY (ANTIBIOTIKA
NARUSUJICi PROTEOSYNTEZU)

Principem fungovani aminoglykosidovych antibiotik je vazba na podjednotku
ribozoml,, kde dojde k poruse prubéhu proteosyntézy. Do bilkovinného fetézce se
V pribéhu proteosyntézy za pritomnosti aminoglykosidovych antibiotik vaze nespravna
aminokyselina. Plsobi zejména proti gramnegativnim bakteriim. Patii sem napftiklad
gentamycin a amikacin. Makrolidova antibiotika, tetracyklinova antibiotika, linkosamidova
antibiotika funguji na stejném principu a také naruSuji (inhibuji) proteosyntézu. Mezi
makrolidova antibiotika fadime klarithromycin, erythromycin, spiramycin. Mezi
tetracyklinova antibiotika mtizeme zatadit naptiklad tigecyklin a doxycyklin. V posledni

fad€ mezi linkosamidova antibiotika mizeme zahrnout klindamycin (Pleskot et al. 2019).

3.3 VYUZITI A UCINKOVANI ANTIBIOTIK

Podle Moser et al. (2019) antibiotika slouzi k cilené 1écbé infekci. Tyto infekce
vyrazné omezuji, az ohrozuji bézny zivot lidi. Antibiotika zachrainuji zivot miliontim lidi
po celém svété. Nicméné ne vzdy jsou u¢innd. Velmi ¢asto se roz§ifuje rezistence bakterii
vuci antibiotikiim. Antibiotika cilené zabiji bakterie zptisobujici infekci. Nékdy jsou vSak
podavana jen preventivné, aby v téle nepropukla infekce, napf. pfi chirurgickém nebo
stomatologickém vykonu (Moser et al. 2019). Antimikrobidlni latky mohou na bakterie
pusobit n¢kolika moznymi zptisoby. Mohou naruSovat proces vyroby bakterialni bunécné
stény a pusobit na bunéfnou membranu, narusovat proces proteosyntézy a tvorby

nukleovych kyselin (Svihovec et al. 2018).

Podle Schindlera (2014) aby byla nové objevena antibiotika v medicin€ vyuZita,
musi splnit nékolik farmakologickych pozadavki. Mezi né patfi predevSim jejich
neSkodnost vuc¢i eukaryotickym bufikdm. Antibiotikum nesmi nijak plsobit na
eukaryotické bunky, pfipadné Ize tolerovat slabé zanedbatelné ucinky. Dale je dalSim
kritériem, aby se antibiotikum podavalo Vv nizkych koncentracich, predevsim v mife mg/1

(Schindler 2014).

Z hlediska t¢innosti antibiotik se stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
coz znamend minimalni koncentrace antibiotik, ktera je schopna potlacovat rist bakterii.
Obvykle se udava v procentech (50%-90% MIC). Vedle minimalni inhibi¢ni koncentrace
antibiotik existuje 1 minimalni baktericidni koncentrace (MBC), kterda omezuje rist 99,9%

bakterii ve vzorku. Tato koncentrace antibiotik usmrcuje bakterie ve vzorku. Hodnota
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koncentraci antibiotik (MBC ¢i MIC) urcuje, jak dané antibiotikum piisobi na bakterie. Zda

je ptisobeni antibiotika spise bakteriostatické nebo baktericidni (Svihovec et al. 2018).

Dle Schindlera (2014) existuje n¢kolik zpusobt, jak testovat citlivost ¢i rezistenci
bakterii na rizna antibiotika. Jedna se o E-test, difizni diskovy test nebo dilu¢ni metoda.
E-test je difuzni metoda, ktera vyuziva papirového prouzku s gradientem koncentraci
antibiotik. E-test vySetfuje minimalni inhibi¢ni koncentrace antimikrobialnich latek. Je
velice podobny diskovému testu. Vyroba takového prouzku s gradientem koncentraci
antibiotik je vysoce nédkladna a pracnd. Dilu¢ni metoda vyuziva mikrotitracni desticky
S jednotlivymi jamkami. Jamky ptedstavuji klesajici koncentrace antibiotik. Tyto
antibiotika jsou nafedény bujonem a naockovany bakteriemi. Pokud se jamka nezakali,
znamena to, ze bakterie nebyla schopna rist. Naopak pokud se jamka zakali, bakterie
vyrostla a dana koncentrace antibiotik nefunguje. Naopak diskovy test vyuziva Petriho
misky naoCkovanou bakteriemi s antibiotikem napusténym do papirového disku. Difuzi se
kolem papirového disku vytvofi inhibi¢ni zona, kde bakterie nejsou schopny svého rtstu

(Schindler 2014).

3.4 REZISTENCE BAKTERII NA ANTIBIOTIKA A BUDOUCNOST ANTIBIOTICKE
LECBY

Podle Munita a Arias (2016) rezistence na antibiotika vyjadiuje odolnost bakterii viici
témto latkam. Bakterie jsou geneticky poddajné a velmi rychle se mohou pfizplisobovat
veskerym hrozbam v jejich prostiedi, které je ohrozuji. PfedevS§im pftizpisobuji svoji
odolnost proti antimikrobidlnim latkam. Podléhaji selekénimu tlaku, stresu a boji o Ziviny.
Mnoho let se snazi adaptovat na prosttedi, ve kterém ziji. Evolu¢ni adaptaci se pomalu
dostavaji na vrchol své evoluce. Bakterie maji mnoho strategii, jak se pfizpisobovat svému

prostiedi a zejména antibiotikim (Munita a Arias 2016).

Jednou strategii muze byt naptiklad mutace. Bakteridlni geny, které ovliviiuji
pusobeni antibiotika, zmutuji a bakterie je schopna zit v daném prostfedi dal s mensi
citlivosti na dané antibiotikum. Mutaci gent pak bakterie pfijima latku v mensim mnozstvi,
a tak odolava jejimu plsobeni. Efluxi je bakterilni buiika schopna se zbavovat pfijimané
latky nebo je schopna snizit pfijem antibiotika zménou porinti. Pii efluxi vyuziva tzv.
efluxni Cerpadla, které vyCerpavaji toxické latky mimo buniku. Mutaci je schopna zménit 1
svllj metabolismus, na ktery muze dané antibiotikum cilit ¢i se mize pozménit

antimikrobidlni cil antibiotika. SniZenim afinity antibiotika se bakterie snazi vyhnout
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»zasahu do jejich citlivého mista v buiice. Jsou schopné zménit cil zasahu antibiotikem a
pfezit jeho pusobeni. Dal§i moznou strategii pro odolavani antibiotikim miZze byt
horizontalni pienos genii (konjugace, transdukce, transformace), kdy bakterii externé
ziskavaji  geneticky material, diky kterému budou moci odolavat plsobeni
antimikrobidlnich latek. V tomto piipad¢ hraji vyznamnou roli v pifedavani rezistence
plazmidy, integrony a transpozony. Dalsi strategii bakterii pro boj s antimikrobialni latkou
je produkce enzymu, které molekulu antibiotika zni¢i nebo inaktivuji. Napiiklad enzym
karbapenemaza byl izolovany u pacienta z Indie. Gen pro produkci karbapenemazy byl
koédovan v neékolika plazminech. Znepokojivé je, ze tyto plazmidy jsou snadnou pifenosné

mezi riznymi druhy a umoziuji dalsi $ifeni rezistence (Munita a Arias 2016).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) roku 2017 zvetejnila seznam rezistentnich
bakterii (Tab. 1), na které by se m¢l v soucasné dob¢ zaméfovat vyzkum antibiotik. Tyto
rezistentni bakterie jsou rozdéleny do kategorii podle priorit vyzkumu novych antibiotik.
Mezi nejvyssi prioritu (kriticky stav) jsou zafazeny bakterie Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae. Nasleduje priorita
oznacena jako vysoka, kde jsou zafazeny bakterie Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonellae a Neisseria gonorrhoeae.

Posledni prioritou s oznacenim stfedni jsou zde zafazeny bakterie Streptococcus

pneumoniae, Haemophilus influenzae, Shigella spp. [1].

Tab. 1 Priorita vyzkumu nového antibiotika dle WHO. Vlastni zpracovani dle Nicolaou a Rigol (2018)

Priorita vyzkumu
nového antibiotika dle Celed’/rod/druh Rezistence na antibiotikum
WHO
Acinetobacter baumannii carbapenem
kriticka Pseudomonas aeruginosa carbapenem
Enterobacteriaceae carbapenem
Enterococcus faecium vankomycin
Staphylococcus aureus methicilin, vankomycin
, Helicobacter pylori klarithromycin
vysoka -
Campylobacter spp fluorochinolony
Salmonellae fluorochinolony
Neisseria gonorrhoeae | fluorochinolony, cefalosporin
Streptococcus -
. penicilin
oo pneumoniae
stieant Haemophilus influenzae ampicilin
Shigella spp. fluorochinolony
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Vysoké podavani antibiotik ve zdravotnickych zafizenich vede jednoznacné
k antibiotické rezistenci. Vzhledem k tomu, Ze bakterie jsou kosmopolitni (voda, pida,
vzduch apod.), riziko infekce patogennimi bakteriemi je vysoké. Infekce jsou vaznym
problémem zejména v nemocnicénich prostiedich, kde se ¢asto nachazi rezistentni bakterie.
Pro boj s rezistenci se momentaln¢ vyuziva riznych kombinaci antibiotik, naptiklad beta-
laktamové antibiotika spole¢né s fluorochinolony a aminoglykosidy pro 1écbu
pseudomonadovych infekci. Nicméné 1 v tomto piipadé miize do budoucna vzniknout
rezistence 1 na kombinovana rizné antibiotika. Nad¢ji v 1€cbé bakteridlnich infekci a boj
s rezistenci vzbuzuje i fagova terapie. Antibiotickd adjuvans je novou strategii, jak bojovat
s antibiotickou rezistenci. Patii sem inhibitory efluxniho cerpadla, inhibitory beta-
laktamazy nebo permeabilizatory membrany pro zvySeni propustnosti pro antimikrobialni
latky. Permeabilizatory zahrnuji napiiklad polymyxiny ¢i antimikrobidlni peptidy. Velka
budoucnost se pfisuzuje i vakcindm a monoklonalnim latkdm, avSak nevyhodou je finan¢ni
naroc¢nost. Velky prilom naznacuji nanocastice, které by mohly byt podédvany samostatné
nebo spolecné s antibiotiky. Nanocéstice jsou pomérné stabilni latky proteinového,
lipidového ¢i sacharidového plivodu a uz v nizSich koncentracich mohou zneskodnit
bakterie. Nicmén¢ piitomnost napiiklad tezkych kovli v nanocasticich mize urychlit

selekéni tlak na bakterie a rozvijet dal rezistenci (Ding et al. 2023).

Vzhledem K antibiotické rezistenci bakterii se uz mnoho let uvazuje o vyuZiti
bakteriofagl, které by mohly doplnit antibiotika ¢i je nahradit. Fagova terapie v dne$ni
dobé vyvolava nadé&ji, ze budeme moci déle bojovat s bakteridlnimi infekcemi a 1€cit je.
WHO povaZzuje zvySujici se rezistenci bakterii za obrovskou globalni hrozbu, proto je
dilezité hledat alternativy antibiotik, jako je napiiklad fagova terapie. Bakteriofag je virus
napadajici bakterie a vyskytuje se téméf v jakémkoliv prostfedi (voda, vzduch apod.).
Problémem je, ze bakteriofag napadd pouze bakterie, které jsou fylogeneticky piibuzné.
Naptiklad mize infikovat bakterie v rdmci svého druhu a nékolik riznych bakterii ze
svého rodu. OvSem pouze velmi malo fagi dokaze infikovat i rGzné druhy. Pozitivni
zpravou je, ze existuji klinické piipady lécby skrze fagy, které zaznamenaly Uspéch
(Hatfull et al. 2021).

Dal$i z moZnosti v boji proti rezistentnim bakteriim, je vyuZiti alternativnich
antibiotik pochazejicich z rostlinnych sekundarnich metabolitli. V poslednich letech
dochdzi ke zkoumani rostlinnych latek farmaceutickymi institucemi a postupné se rozviji

bylinnd medicina. Napftiklad v asijskych a africkych zemich se bylinnd medicina vyuziva

19



ANTIBIOTIKA

uz nékolik let a az 80 % obyvatel se 1é¢i skrze ptirodni produkty. Zaroven v poslednich
letech byla objevena nové antibiotika a az 69 % novych antibiotik pochdzi z ptirodnich
rostlinnych latek. Rostliny z ¢eledi Pinaceae, Fabaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae,
Hypericaceae ¢i napiiklad Cupressaceae, jsou moznym potencidlem pro hledani novych
antibiotik a jejich produkty vykazuji antimikrobialni aktivitu. Zkoumani a testovani
pfirodnich botanickych produkti by mohlo zajistit zasobu antimikrobialnich latek urcené k
boji s bakterialnimi infekcemi. Botanické produkty mohou byt budoucnosti pro 1é¢bu

infekci, zejména v boji s bakteriemi a plisnémi (Savoia 2012).

Vyznamnymi botanickymi produkty jsou naptiiklad flavonoidy, alkaloidy, terpeny,
fenoly a kumariny. Tyto latky maji velky potencial pro budouci medicinu a vyrobu novych
antibiotik. Flavonoidy jsou vyznamné piirodni latky, u kterych byla prokazana
antimikrobialni aktivita. Tato aktivita byla pozorovana u Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ¢i Mycobacterium tuberculosis. Flavonoidové slouceniny jsou tak
budoucnosti v boji s mikroorganismy. Nicméné je potieba slouceniny lehce strukturné
zmeénit, aby bylo mozné do budoucna vyvinout 1ék. I nékteré alkaloidy mohou vykazovat
antimikrobialni aktivitu napf. proti houbam, bakteriim, prvoktim i virim. Napiiklad dfist’al
je bohaty na alkaloidy, které vykazuji antimikrobidlni aktivitu, tzv. berberin. I nckteré
rostliny z ¢eledi Ranunculaceae v sobé obsahuji antimikrobialni latky, které mohou mit

v medicing Siroké vyuziti (Savoia 2012).

Dle Van Vuuren a Holl (2017) se pro konkrétni 1é¢bu koznich infekci, které asto
zpusobuji druhy naptiklad Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ¢i
Propionibacterium acnes, vyuzivaji v africkych zemich rostliny napiiklad Aloe excelsa,
Aristea ecklonii ¢i Alchornea floribunda. Alchornea floribunda byla velmi uéinna proti
Aristea ecklonii. Respira¢ni infekce maji na svédomi nejcastéji bakterie druhu Klebsiella
pneumonie, Streptococcus pneumonie, Haemophilus influenzae, Mycobacterium
tuberculosis ¢i Moraxella catarrhalis. Vyuzivané rostliny proti respira¢nim infekcim jsou
napiiklad Galenia africana, Berchemia discolor, Ptaeroxylon obliquum ¢i Hexalobus
monopetalus. Mezi nejbéznéjsi bakterie, které¢ zplsobuji stfevni obtize (gastrointestinalni
infekce) patii Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli, Shigella, Helicobacter pylori
¢i nékteré rody Clostridium. Na stfevni infekce byly pouzity rostliny naptiklad Agathosma
betulina, Pterocarpus angolensis, Sclerocarya birrea, Acacia karroo a Plectranthus

ecklonii. Pro lécbu sexualné prenosnych infekei se alternativné vyuzivaji rostliny napiiklad
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Cussonia, Schefflera, Ximenia caffra (kofen). Tyto infekce naptiklad zpisobuji velmi Casto
bakterie Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum ¢i

Neisseria gonorrhoeae (Van Vuuren a Holl 2017).

Mezi evropské 1€Civé protizanétlivé rostliny muUzeme zaradit napiiklad rostliny
Achillea millefolium, Chelidonium majus, Arctostaphylos uva-ursi, Matricaria
chamomilla, Betula verrucosa, Taraxacum officinale, Plantago major a mnoho dalSich
(Tolmacheva et al. 2014).

Jedovata zvifata jsou pozoruhodnou skupinou organismt, které nam mohou
poskytnout nové lécebné latky. Uz dnes se vyuziva mnoho latek ziskanych praveé z jeda
téchto organismi. Miizeme mluvit o Clenovcich, ostnokozcich, zahavcich, mékkysich,
plazech, rybach ¢i obojZivelnicich. V soucasné dobé je zaméfen vyzkum na
antimikrobidlni peptidy, které by mohly slouZzit jako potencidlni nové antibiotika.
Antimikrobidlni peptidy jsou latky ziskané z jedu, které svoji antimikrobidlni aktivitou
narusuji cytoplazmatické membrany. Ztejmé budou t¢inna viuci bakteriim, virim, houbam
¢1 riznym parazitim. Antimikrobidlni latky byly nalezeny u mnoha pavouki. Naptiklad
Pardosa brevivulva ¢i Tegenaria domestica produkuje pavucinu, ktera vykazuje
baktericidni vlastnosti. Jed Agelena labyrinthica dokazal smrstit cytoplazmatickou
membranu bakterii, tim se smrstila cela jejich bakterialni bunka. Lycosa carolinensis
svymi antimikrobialnimi peptidy pisobila proti kvasinkam (Candida glabrata) i bakteriim.
Stejné tak bylo mnoho antimikrobialnich latek objeveno i u §tirti, v¢el, vos ¢i mravenct. U
obratlovcti jsou vyznamnymi nositelé antimikrobialnich latek napiiklad Zaby. Bufo
gargarizans ve své kuzi obsahuje mnoho zajimavych latek, které se pouzivaly k 1é¢bé
infekci. Mimo jiné se usuSena kize tohoto druhu vyuzivala k l1écbé rakoviny. Bufo
rubescens ma v kizi také mnoho zajimavych latek, kterymi jsou i antimikrobialni peptidy,
které napadaji cytoplazmatické membrany bakterii. Vyzkum sekreti a jedd zivocicht

mohou vést k novému objevovani antibiotik (Yacoub et al. 2020).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 KULTIVACE A SLECHTENI BAKTERI{

Pro kultivaci bakterii bylo vyuzito bakterii Z1, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae a Acinetobacter baumannii. Bakterie Z1 zafazena do fadu Pantoea byla
izolovana z netopyiiho trusu na lokalit¢ hrad To¢nik (Horova 2022). Ostatni bakterie byly
ziskany z Ceské sbirky mikroorganismil, Masarykova univerzita, P¥irodovédecké fakulta,
Kamenice 5, budova E25, Brno, kde byly zakoupeny a jejich vybér byl konzultovan s
kuratorkou sbirky Mgr. Danou Novakovou, Ph.D. Jedna se kolekci — The Czech Collection
of Microorganisms (CCM) a vybrané kmeny jsou vedeny pod témito ¢isly: Staphylococcus
aureus CCM 4516, Streptococcus agalactiae CCM 6187, dva kmeny Acinetobacter
baumanii CCM ¢. 2355 a CCM €. 7031

Kultivace probihala na LB (Luria-Bertani) agarové plotn¢ Petriho misek a v tekutém
médiu. Kvili kultivaci kmenti Acinetobacter baumannii bylo LB médium pozd¢ji michano
1:1 strypton-sojovym agarem. Nejprve byly bakterie kultivovany v tekutém médiu na
tiepacce po dobu 24-48 hodin. Byl zde pfidan Staphylococcus aureus proti bakterii Z1
produkujici antibiotikum. Stejny postup byl i pro ZI, Steptococcus agalactiae a
Acinetobacter baumannii. Nasledné byly bakterie dohromady vysety na agarové plotny
Petriho misek, rozetieny hokejkou a umistény do termostatu na dobu 24-48 hodin. Kdyz
bakterie narostly na Petriho miskach, byly udélany preparaty, (z Petriho misek a z tekutého
média), K pozorovani pod mikroskopem Olympus BX53 s imerznim olejem ve zvétSeni
1000x. Po celou dobu styku obou kolonii bakterii dochazelo ke kompetitivnim interakcim
mezi bakteriemi v tekutém médiu i na agarovych plotnach Petriho misek. Cilem bylo ziskat
Slechténim antibiotikum proti Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae i
Acinetobacter baumannii a dil¢im cilem bylo vyslechtit fungovani antibiotika na vyssi
teploty (nad 30°C). Kultivace se nejlépe osvédcCila na Petriho miskach. Do tekutého média

se snadno dostavala kontaminace vV podobé nezadoucich bakterii.

Slechténi antibiotik pomoci bakterii Z1 zalalo pii 12°C v poméru 1:1 (Tab. 2).
V této teploté nejlépe bakterie Z1 produkovala antibiotikum proti Staphylococcus aureus.
Pro Slechténi antibiotik bylo vyuzito pasazovani bakterii. Nejprve bylo Slechténo
antibiotikum proti bakterii Staphylococcus aureus ve 12°C. Kazda pasaz byla tvorena
jinymi pom¢éry bakterii (Tab. 2). Nejprve byl pomér 1:1 a nésledné se koncentrace bakterii

Z1 a Staphylococcus aureus ménila. Kazda pasaz byla kontrolovana pod mikroskopem se
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zvétsenim 1000x pfi vyuziti imerzniho oleje. Od 16. pasdze byla navySovéna teplota
V termostatu na 14°C, nasledné u 17. pasdze na 15°C a poté vzdy o 2°C v piipade, ze
bakterie Z1 ptevladala v dané pasazi. Kdyz ncktera pasaz zaCala vykazovat rezistentni
chovani Staphylococcus aureus proti $lechténému antibiotiku, byly nové pasaze vytvoreny
z puvodniho Staphylococcus aureus z prvni pasaze a vySlechténa bakterie Z1 byla
vyCisténa kiizovym roztérem na agarové plotn¢ Petriho misky, kde byly izolovany
jednotlivé kolonie. Cistd kolonie bakterii Z1 byla vlozena do nové pasize se
Staphylococcus aureus z prvni pasaze. Poté byla pasaz sledovana a tvofily se nové pasaze.
Kdyz pasaze vykazovaly fungovani antibiotika a pfevahu bakterii Z1 nad Staphylococcus
aureus, mohla byt navysena teplota. Slechténi antibiotika s bakteriemi Z1 vyzadovalo
okolo 28°C pomalejsi zvySovani teploty, a to pouze o 1°C. Pii téchto teplotach je
antibiotikum velmi citlivé a nestabilni. Pfi testovani G¢innosti antibiotika se musi dodrzet
maximalni hranice teploty, pii které bylo antibiotikum Slechténo. Napiiklad pokud byly
bakterie $lechtény na teplotu 31°C, tak jejich antibiotikum nebude ucinkovat ve 32°C.
Proto je velmi vhodné u testovani antibiotika dodrzovat stanovenou teplotni hranici nebo o
1-2°C teplotu snizit. Antibiotikum bylo vySlechténo postupnym zvySovanim teploty az na

32°C.
Tab. 2 Kultivace a Slechténi bakterii Z1 proti Staphylococcus aureus

Kultivace a Slechténi bakterii Z1 a Staphylococcus aureus

Cislo pasaze koncentrace teplota
1.-8. 1:1 12°C
9. 1:4 12°C
10. 1:5 12°C
11. 1:10 12°C
12.-14. 4:50 12°C
15. 5:100 12°C

16. 3:100 12-14°C
17.-18. 3:100 15°C
19. 1:10 15°C
20. 3:100 15°C
21. 1:100 15°C
22.-23. 1:100 18°C
24, 3:100 20°C
25. 1:10 20°C
26. 1:10 22°C

27. 1:10 22-24°C

28. 1:40 26-31°C (navysSovani o 1°C po 4-7 dnech)

29. 1:40 32°C
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Stejného postupu bylo vyuzito i u Streptococcus agalactiae s rozdilnym pocatkem
kultivace pii teploté 22°C (Tab. 3). Bakterie Streptococcus agalactiae vykazovala Spatny
rust v nizsich teplotach (12-15°C), proto se zacalo se Slechténim az pti 22°C. K Slechténi
bylo vyuzito bakterii z pasaze ¢. 26 proti Staphylococcus aureus. Bakterie Z1 se doposud
nesetkala snovou bakterii Streptococcus agalactiae, nicméné v kulturach vétSinou
dominovala. Prvni pasaz byla vytvotfena v poméru koncentraci 1:1 v 22°C. Kultury byly
Slechtény na smichané LB agarové pudé s pudou Trypton-sdjovym agarem (medium 71).
Nasledn¢ byla teplota navySovana o 1-2°C, pouze v pfipad¢ jednozna¢né¢ dominance Z1
proti Streptococcus agalactiae. Posledni pasaz ¢islo 5. byla vySlechténa na teplotu 31°C a
zaroven otestovana difuznim diskovym testem pii teploté 29°C z diivodu technickych
problémt s termostatem. Antibiotikum je na vyssi teploty, nez je Slechténo, velmi citlivé a
nestabilni. Z tohoto dlivodu byla zvolena nizsi teplota. Veskeré nasledujici pasaze od ¢. 2

az po €. 5 byly vytvoteny v pomérech koncentraci 3:10.

Tab. 3 Kultivace a $lechténi bakterii Z1 proti Streptococcus agalactiae

Kultivace a $lechténi bakterii Z1 a Streptococcus agalactiae

Cislo pasaze koncentrace teplota
1. 1:1 22°C
2. 3:10 24-26°C
3. 3:10 28-29°C
4. 3:10 30°C
5. 3:10 31°C

Stejny postup byl vyuzit i pro bakterii Acinetobacter baumannii CCM 2355, kdy
bylo vyuzito Slechténé bakterie Z1 proti Staphylococcus aureus ve 30°C (Tab. 4). Kultury
byly vySlechtény na smichané LB agarové pad¢ spiadou Trypton-sdjovym agarem
(medium 71). Prvni pasdz byla vytvofena v poméru koncentraci bakterii 1:1 ve 30°C.
Druhd pasdz aZ patd pasaz byla vytvofena v poméru koncentraci 2:1. Pasdz €. 2 byla
Slechténa jest¢ ve 30°C, ale nésledujici pasaze ve 31°C. Z paséze ¢. 5 bylo izolovano

antibiotikum produkované Slechténou bakterii Z1 a otestovano difuzni diskovou metodou.
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Tab. 4 Kultivace a $lechténi bakterii Z1 proti Acinetobacter baumannii

Kultivace a Slechténi bakterii Z1 a Acinetobacter baumannii

¢islo pasaze koncentrace teplota
1. 1:1 30°C
2. 1:2 30°C
3. 2:10 31°C
4. 2:10 31°C
5. 2:10 31°C

Obdobného postupu bylo vyuzito i u kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Prvni
kontakt s bakterii Z1 v prvni pasazi byl pii 12°C a vSechny ostatni pasaze byly v pomérech
doslo knavySeni teploty na 18°C. Pasaze sbunénymi kulturami byly prabézné
kontrolovany. Testovani Slechténi antibiotik proti kvasinkam Saccharomyces cerevisiae

probihalo ptl roku.

4.2 1ZOLACE ANTIBIOTIKA

Pro izolaci antibiotika bylo vyuzito podobné metody dle Horova (2022) s drobnymi
zménami pro zlepSeni postupu. Izolace antibiotika byla provedena pomoci agarové plotny
s bakteriemi produkujici antibiotikum, ethylesteru kyseliny octové a filtra¢niho papiru
vystfizeného sterilnimi nidzkami (kolecka, ¢tverecky). Na 14 Petriho misek o velikosti
pruméru 90 mm obsahujici LB agar bylo vyseto 65 pl bakterii Z1 a 135 pl bakterii
Staphylococcus aureus. Bakterie byly po celé agarové plotné rozetieny hokejkou a vloZzeny
do termostatu po dobu 24 hodin. Pfi prvni izolaci na 12°C, pti druhé izolaci na 22°C, pti
treti izolaci na 32°C. Po 24 hodinach byly narostlé kultury bakterii setfeny a odstranény.
Agarové plotny byly nasledn¢ umistény do kadinky s ethylesterem kyseliny octové (50ml).
V ethylesteru kyseliny octové byly agarové plotny 1 rozdrceny pro lepsi izolaci antibiotika
a celd kadinka byla ponechana po dobu 24 hodin na tfepacce v pokojové teploté. Cela
kadinka byla pfekryta prihlednou plastovou membranou chranici smés pfed vyschnutim.
Po 24 hodinach byly odstranény zbytky agarové plotny zroztoku a do roztoku byly
vloZeny filtra¢ni papirky urcené k nasani antibiotika. Celd smés se nechala odpafovat pfi
55°C. Vysledné papirky kulatého a hranatého tvaru byly vlozeny do stfedu nové agarové
plotny s bakteriemi druhu Staphylococcus aureus, (pivodni neslechténa kultura) a ulozeny

do termostatu na dobu 24 hodin a do pokojové teploty na 24 hodin.
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Stejného postupu bylo vyuzito i u bakterii Z1 s kompetitivni interakei proti
Streptococcus agalactiae. Na 40 Petriho misek o velikosti priméru 60 mm byly vysety
bakterie Z1 (30 ul) a Streptococcus agalactiae (100 ul). Byla pouzita smés médii LB a
Trypton-sdjového agaru (medium 71). Bakterie byly rozetfeny po celé plose Petriho misek
a ulozeny do termostatu na 24 hodin v 29 °C. Poté byl z agarovych ploten setfen narist
bakterii. Agarové plotny byly umistény do kadinky a rozdrceny v ethylesteru kyseliny
octové (50 ml). Nasledné se cela smés nechala tiepat po dobu 24 hodin v pokojové teplote.
Z kadinky byly odstranény zbytky agaru a byly zde vlozeny vystfizené filtracni papiry pro
izolaci antibiotika. Cela smés se nechala odpafovat pii 55°C. Papirky s izolovanym
antibiotikem byly vlozeny na Petriho misky s plivodni neslechténou kulturou
Streptococcus agalactiae a ulozeny do termostatu na 29 °C. Zaroven byla otestovana i
niz§i koncentrace antibiotika pouze ze 14 Petriho misek o velikosti priméru 60 mm

v 31°C.

Acinetobacter baumannii byl vyset na 20 Petriho misek o velikosti priméru 90 mm
spole¢né s bakterii Z1 na smichané LB agarové pudé s Trypton-soéjového agaru (medium
71) v mnozstvi 200 pl Acinetobacter baumannii a 100 pl Z1. Smichané kultury byly
vlozeny do termostatu na 31°C po dobu 24 hodin. Nasledn¢ veskery nartst bakterii byl
setfen a agarové plotny byly vloZzeny do kadinky a rozdrceny v ethylesteru kyseliny octové
(50 ml). Cel4d smés se nechala 24 hodiny tfepat v pokojové teploté. Po 24 hodinéch se
odstranily agarové plotny, do smési byly vloZeny filtra¢ni papirky, do kterych se nasalo
antibiotikum, a smés se po 24 hodinach odpafila pfi 55°C. Filtra¢ni papirky s izolovanym
antibiotikem byly vloZeny na kulturu bakterii Acinetobacter baumannnii z prvni pasaze na

Petriho misky do 31°C k provedeni diskového difuzniho testu.

4.3 DIFUZNI DISKOVA METODA

Dle Schindlera (2014) se pomoci difizni metody testuje citlivost riznych bakterii na
rizna antibiotika, tzv. diskovy test. Zakladem difuzni metody je ziskané antibiotikum
napusténé v papirovém disku. Papirovy disk vlozime na jiz piipravenou Petriho misku
s naockovanou pidou. V zavislosti na koncentraci se kolem disku vytvofi inhibi¢ni zona,
ktera brani rustu bakterii (Schindler 2014). Pro testovani citlivosti Staphylococcus aureus
na antibiotikum byla aplikovana diskova difuzni metoda. Bylo vyuzito podobného postupu
dle Schindler (2014) avSak upraveného. Izolované antibiotikum ve filtracnim papirku
kulatého a hranatého tvaru bylo umisténo na agarové plotny s vysetymi bakteriemi

Staphylococcus aureus v mnozstvi 100 pl (pokojova teplota) a 200 ul (12°C, 22°C, 32°C).
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Agarové plotny Petriho misek byly néasledné umistény do termostatu na 12°C, 22°C a
32°C. Po 24 hodinach byly na Petriho miskach se Staphylococcus aureus zaznamenany
inhibi¢ni zony. Zaroven byla provedena i kontrola s filtra¢nim papirkem bez izolovaného
antibiotika, kde po 24 hodinach a vice nebyla vytvofena inhibi¢ni zéna. Stejného postupu
bylo vyuzito i u Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii. Streptococcus
agalactiae byl testovani difuzni diskovou metodou pfi teplotach 29°C a 31°C v mnozstvi
100 pl. Bakterie Acinetobacter baumannii byly testovany diskovou difuzni metodou

Vv teploté 31°C v mnozstvi 100 pl.
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5 VYSLEDKY

Pii prvnim styku bakterii Z1 s bakteriemi Staphylococcus aureus v prvni paséazi
nedochazelo k zddnym zndmkam produkce antibiotik. I po vice dnech byly poméry
bakterii mezi sebou vyrovnané (obr. 1). Po tvorbé novych pasazi v koncentraci 1:1 ve 12°C
se zaCaly bakterie Z1 prosazovat nad Staphylococcus aureus. Toho je diikazem pasaz ¢islo
8, kde s odhadem zhruba z 95% pievladaji bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus uz po 4
dnech (obr. 2). Pasaze byly pribézné kontrolovany a zarovenl byl sledovan jejich vyvoj 1
po delsim casovém odstupu, naptiklad i po 2 mésicich. Od 9. pasaze dochazelo ke zménam
koncentraci ze 1:1 na 1:4, kdy bylo navySeno mnozstvi Staphylococcus aureus a naopak
snizeno mnoZstvi bakterie Z1. Po 1 dnu kompetitivni interakce se vSak pocet Z1 a
Staphylococcus aureus vyrovnal na pomér 1:1 (obr. 3). To je znamkou produkce
antimikrobialnich latek proti Staphylococcus aureus. Ptizptsobené antibiotikum proti
Staphylococcus aureus lze tak ziskat uz od 8. pasaze. Idealni je ponechat bakterie spolu
interagovat vice nez 3 dny, protoze bakterie Z1 ma vice €asu na produkci antibiotik a

potlaceni konkuren¢nich bakterii Staphylococcus aureus.

Obr. 1 Pasaz 1 s bakteriemi Staphylococcus aureus a Z1 po 9 dnech v tekutém LB médiu, koncentrace 1:1 ve
12°C (zvétseni 1000x).
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Obr. 2 Pasaz ¢. 8 po 4 dnech kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru
1:1 tekutého LB média ve 12°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 4 dnech
(zvétSeni 1000x).

Obr. 3 Pasaz ¢. 9 po 1 dni ve 12°C v tekutém LB médiu s bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus (pavodni
pomér 1:4). Po 24 hodinach doslo k vyrovnani poméru na 1:1 (zvétseni 1000x).

Pro jasny dikaz produkce antibiotik bakterii Z1 proti jinym bakteriim, naptiklad
Staphylococcus aureus ¢i Streptococcus agalactiae byl proveden difuzni diskovy test na
agarovych plotnach Petriho misek. V prvni fazi Slechténi bylo izolovano produkované
antibiotikum z 12. pasaze, které bylo $lechténo ve 12°C. Pokus byl proveden na dvou
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Petriho miskach, kde jedna byla ve 12°C a druha v pokojové teploté. Na Petriho misky
byly vysety bakterie Staphylococcus aureus z prvni pasaze, kdy tato bakterie se doposud
nesetkala snovym antibiotikem. Nasledn¢ bylo do stiedi Petriho misek vloZzeno
antibiotikum naséklé ve filtraénich papircich. Vysledkem bylo vytvofeni inhibi¢ni zony
okolo filtra¢niho papirku, kde se vyskytovalo izolované antibiotikum proti bakteriim
Staphylococcus aureus. Tato inhibi¢ni zona se vSak vytvofila pouze na Petriho misce, ktera
byla uloZend v termostatu na 12°C (obr. 4). Druhd Petriho miska uloZena v pokojové
teplot¢ neobsahovala Zadnou zndmku inhibi¢ni zony (obr. 5). Divodem bude ziejmé
teplotni nestabilita antibiotika podobnému pantocinu, ktera byla popisovana i v kapitole

1.3.1 Pantocin.

Inhibi¢ni zéna

Obr. 4 Diskovy difuzni test izolovaného antibiotika bakterie Z1 zagaru na filtraénim papiru proti
Staphylococcus aureus ve 12°C s inhibiéni zénou.

Obr. 5 Diskovy difuzni test izolovaného antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru proti
Staphylococcus aureus v pokojové teploté bez inhibi¢ni zony.
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Protoze se nevytvoftila inhibi¢ni zoéna u Petriho misky v pokojové teploté, zacalo se
antibiotikum s bakteriemi Z1 §lechtit pro fungovani a rist ve vyssich teplotach nez pouze
ve 12°C. Pred zvySovanim teploty bylo vSak potfeba ptizpisobit bakterii Z1, aby dokazala
potlacit mnoho Staphylococcus aureus v malém mnozstvi Z1. Naptiklad v 15. pasazi byla
dana koncentrace bakterii Z1 proti Staphylococcus aureus v poméru 5:100. Pasaz ¢islo 15
byla Slechténa ve 12°C v tekutém LB médiu na tfepacce, kdy bylo dano 50 pl bakterii Z1 a
1000 pl bakterii Staphylococcus aureus. Po 24 hodinach byl vysledek pievahy bakterii Z1
nad Staphylococcus aureus velmi zna¢ny (obr. 6). Podobné u 8. pasaze bakterie Z1 opét
ziskaly pocetni pfevahu nad Staphylococcus aureus. Pasaz cislo 16. vykazovala stejné

vysledky (obr. 7).

Obr. 6 Pasaz ¢. 15 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 5:100
tekutého LB média ve 12°C. Pocetni pievaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 24 hodinach
(zvétseni 1000x).

Obr. 7 Pasaz ¢. 16 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 3:100
tekutého LB média ve 12°C. Pocletni pfevaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 48 hodinach
(zvétseni 1000x).
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I po vice dnech dochazelo k jednoznacné ptevaze bakterii Z1 nad bakteriemi
Staphylococcus aureus v 15. pasazi (obr. 8). Bakterie Z1 dominovala ve vzorku s odhadem

zhruba v 98%. Podobny vysledek byl zaznamenan i u 16. pasaze.
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Obr. 8 Pasaz ¢. 15 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 5:100
tekutého LB média ve 12°C. Pocetni pievaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 9 dnech (zvétseni
1000x).

Protoze vysledky Slechténi 15. pasaze a 16. pasaze byly velmi uspokojivé, u 16.
pasaze doslo k navySeni teploty z 12°C na 14°C o 2°C. Koncentrace bakterii byla vSak
zachovana a vytvofila se 17. pasaz také v pomeéru koncentraci 3:100 (30 pl Z1 a 1000 pl
Staphylococcus aureus). Do 17. pasaze se v§ak dostala v prib&hu slechténi kontaminace od
much, pravdépodobné Bradysia paupera, a pasaze musely byt neustale Cistény kiizovym
roztérem pro izolaci kolonii. Pasaz ¢islo 18. po vycisténi vykazovala dobré vysledky, proto
u této pasdze byla navySena teplota na 15°C. Bakterie Z1 jednoznaéné pievazovala nad
Staphylococcus aureus i v 15°C (obr. 9). Nicméné do pasaze Cislo 19. se také dostala
kontaminace a proces Slechténi byl opét zpomalen. Nicméné po ¢isténi pasaze vykazovala
slibné vysledky (obr. 10).
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Obr. 9 Pasaz ¢. 18 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 3:100
tekutého LB média v 15°C. Pocetni pievaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 3 tydnech (zvétSeni
1000x).

Obr. 10 Pasaz ¢. 19 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 1:10
tekutého LB média v 15°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 5 dnech (zvétseni
1000x).

Slechténi vykazovalo dobré vysledky v predchozich pasazich &islo 19., 20., 21., tak
bylo mozné navysit u 22. pasaze teplotu z 15°C na 18°C. V piedchozich krocich byla
teplota navySovana postupné, ale z diivodu zdrzeni s kontaminacemi se nasledné podafrila
teplota zvysit az o 3°C. Pasaz ¢islo 22. v 18°C vykazovala také slibné vysledky i
Vv pivodnim poméru koncentraci 1:100 bakterie Z1 proti Staphylococcus aureus. | v takto

malém mnozstvi dokazala bakterie Z1 potlacit vysoké mnozstvi Staphylococcus aureus a

33



VYSLEDKY

pocetné zvitézit (obr. 11). V takto malé koncentraci potfebovala bakterie Z1 vice ¢asu na
potlaceni bakterie Staphylococcus aureus. Proto je lepsi volit vyssi koncentrace bakterii

pro rychlejsi Slechténi, naptiklad od 3:100 a vyssi.

Obr. 11 Paséaz ¢. 22 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 1:100
tekutého LB média v 18°C. Pocetni pievaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 12 dnech (zvétSeni
1000x).

Od paséze cislo 23. doslo k dalSimu navySeni teploty z 18°C na 20°C. Nyni se
teplota navySuje uz pouze jen o 2°C. Divodem je, aby bakterie Z1 1épe rostla v novych
podminkach a nebyla vystavena velkému teplotnimu rozdilu. Pasaz ¢islo 26. byla nasledné
vystavena vyssi teploté 22°C v termostatu a vykazovala dobré vysledky Slechténi (obr. 12).
Nasledné byla vyuzita pro diftizni diskovy test proti Staphylococcus aureus z prvni pasaze.
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Obr. 12 Pasaz ¢. 26 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 1:10 na
agarové pudé ve 22°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 4 dnech (zvétseni 1000x).

Pti druhé izolaci antibiotika, které bylo ucinné ve 22°C, byly vytvoieny opét dvé
Petriho misky s izolovanym $lechténym antibiotikem z 26. pasaze na filtratnim papirku
proti Staphylococcus aureus. Jedna Petriho miska byla umisténa do pokojové teploty s
predpokladem fungovani antibiotika, protoze bylo Slechténo na Uc¢innost ve vysSich
teplotach do 22°C. Vysledkem byla tvorba inhibi¢ni zoény kolem kulatého filtra¢niho
papirku v 18-19°C (obr. 13). Druhd Petriho miska byla umisténa do termostatu na 22°C a
vysledkem byla opét tvorba inhibi¢ni zony kolem hranatého filtracniho papirku (obr. 14).
Oba vysledky byly viditelné uz po 24 hodinach. Zaroven byla provedena i kontrola, kde
byla na agarovou plotnu Petriho misky vyseta kolonie Staphylococcus aureus, do stiedu
byl vloZzen filtra¢ni papirek bez izolovaného antibiotika. Podle ocekavani se po 24

hodinach, zZadna inhibi¢ni zona nevytvotila (obr. 15).
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Obr. 13 Diskovy difuzni test izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Staphylococcus aureus v pokojové teploté 18-19°C s inhibi¢ni zénou po 24 hodinach.

Obr. 14 Diskovy difuzni test izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Staphylococcus aureus ve 22°C s inhibi¢ni zonou po 24 hodinach.
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Obr. 15 Kontrolni diskovy diftzni test bez izolovaného $lechténého antibiotika bakterie Z1 na filtraCnim
papiru proti Staphylococcus aureus ve 22°C bez inhibi¢ni zony po 24 hodinach.

Vysledky tvorby inhibi¢nich zén byly zkontrolovany i po 3 dnech. Po 3 dnech se
inhibi¢ni zény zmensily (obr. 16, 17). Divodem mize byt selekéni tlak na bakterie
Staphylococcus aureus, tak nékteré mohly mutovat pro migraci i do jinych ¢asti Petriho
misek, kde je vice zivin. Dal§im divodem muze byt pravé nestabilita izolovaného
antibiotika a zfejm¢ se muze po vice dnech rozpadat. Nicméné po kontrole difuzniho
diskového testu po 2 tydnech byla na Petriho miskach stile zfetelna inhibi¢ni zéna a

antibiotikum stale piisobi do urcité miry i po 2 tydnech.

Obr. 16 Diskovy diftzni test izolovaného §lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Staphylococcus aureus v pokojové teploté 18-19°C s inhibiéni zénou po 3 dnech.
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Obr. 17 Diskovy diftzni test izolovaného $lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Staphylococcus aureus ve 22°C s inhibi¢ni zénou po 3 dnech.

Protoze pasaz cislo 28 (obr. 18) a 29 vykazovala pfevahu Z1 bakterie nad
Staphylococcus aureus bylo z 29. pasaze izolovano antibiotikum k difuznimu diskovému
testu. Je velmi dulezité brat v uvahu koncentrace antibiotik s bakteriemi na Petriho
miskach. Vice Petriho misek k izolaci antibiotika (20 a vice, pii velikosti misky 90 mm)
maji vetsi ucinnost a zajistuji Sirsi inhibi¢ni zonu. Pasaz €. 29 ve 32°C vykazuje dobré
vysledky difazniho diskového testu izolovaného antibiotika (obr. 19) a byla zarovei
provedena kontrola s filtranim papirkem bez izolovaného antibiotika (obr. 20).

Antibiotikum proti Staphylococcus aureus té¢inkuje i ve 32°C.
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Obr. 18 Pasaz ¢. 29 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Staphylococcus aureus v poméru 1:100 v
31°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Staphylococcus aureus po 2 dnech (zvétseni 1000x).

-

Obr. 19 Diskovy diftzni test izolovaného §lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Staphylococcus aureus ve 32°C s inhibi¢ni zénou po 24 hodinach.
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Obr. 20 Kontrolni diskovy difuzni test bez izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 na filtra¢nim
papiru proti Staphylococcus aureus ve 32°C bez inhibi¢ni zény po 24 hodinach.

Slechténi antibiotika proti Streptococcus agalactiae probihalo obdobné jako u
Staphylococcus aureus. Pro nové pokusy bylo vyuzito Slechténych Z1 proti
Staphylococcus aureus z vyssich teplot. Velmi dobré vysledky vykazovala pasaz ¢. 26
Slechténa proti Staphylococcus aureus ve 22°C. Tyto bakterie se velmi rychle adaptovaly
na prvni novy kontakt s bakterii Streptococcus agalactiae a jiz ve 4 pasazi se podatilo
ziskat velmi slibné vysledky (obr. 21). Vyhodou byla ptedevsim jejich schopnost riistu ve
vySSich teplotach, nez jsou teploty okolo 12-20°C. Proces Slechténi se timto zplsobem
velmi urychlil. Pasaz ¢islo 4 byla Slechténa na teplotu 30°C v poméru 3:10. Vykazovala
nejlepsi vysledky slechténi a potlacila vétSinu bakterii Streptococcus agalactiae. Bakterie
Streptococcus agalactiae bez kontaktu s bakteriemi Z1 rostou ve 30°C velmi dobie a

nejevi zadné znamky potlaceni (obr. 22).
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Obr. 21 Pasaz ¢. 4 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Streptococcus agalactiae v poméru 3:10 na
agarové pudé ve 30°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Streptococcus agalactiae po 4 dnech (zvétSeni
1000x).

Obr. 22 Cista kultura Streptococcus agalactiae v agarové pudé pii teploté 30°C bez kontaktu bakterii Z1 po
3 dnech (zvétseni 1000x).
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Zaroven byla vytvorena 5. pasdz Slechténd na 31°C. Vzhledem k velmi dobrym
vysledkim Slechténi bakterii Z1 na produkci antibiotik proti bakteriim Streptococcus
agalactiae byl proveden diskovy difuzni test. Test ovéfoval ucinnost antibiotik
produkovanych bakteriemi Z1 proti ¢isté kultufe Streptococcus agalactiae, ktera se
nesetkala s bakteriemi Z1 (puvodni kultura Streptococcus agalactiae). Vysledkem byla
tvorba inhibi¢ni zény okolo disku v teplot¢ 29°C (obr. 23). Vzhledem Kk citlivosti
Slechténych antibiotik na teplotu, byla zvolena teplota 29°C a silné koncentrace (40 misek
o pruméru 60 mm). Antibiotikum v téchto vysokych teplotach je velmi citlivé a jeho
ucinnost se snizuje, pokud dojde k teplotnim vykyviim nad hranici 31°C. Mimo jiné byla
provedena i kontrola. Disk byl napustén ethylesterem kyseliny octové bez antibiotika a
inhibi¢ni zona se dle ofekavani nevytvoiila (obr. 24). | po 10 dnech antibiotikum na
Petriho misce proti Streptococcus agalactiae stale G¢inkuje, ale inhibi¢ni zona se postupné
zmensuje (obr. 25). U¢innost antibiotika byla ovéfovana i s izolovanym antibiotikem
Vv kulatém papirku se zfetelnou inhibicni zoénou pii 29°C (obr. 26) i u€innost pii nizsi
koncentraci izolovaného antibiotika - 14 Petriho misek o priméru 60 mm ve 31°C.
Vysledkem nizsi koncentrace antibiotika byla velmi slaba inhibi¢ni zoéna o velikosti 1 mm
(obr. 27), viditelna pouze pii detailnim pohledu. To poukazuje na potiebu vysSSich

koncentraci antibiotika, jinak je u¢innost antibiotika nepatrna.

Obr. 23 Diskovy difizni test izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Streptococcus aagalactiae v 29°C s inhibi¢ni zonou po 24 hodinach.
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Obr. 24 Kontrolni diskovy diftzni test bez izolovaného $lechténého antibiotika bakterie Z1 na filtraCnim
papiru proti Streptococcus agalactiae v 29°C bez inhibi¢ni zony po 24 hodinach.

Obr. 25 Diskovy difuzni test izolovaného $lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na hranatém filtraénim
papiru proti Streptococcus aagalactiae v 29°C s inhibi¢ni zénou po 10 dnech.
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Obr. 26 Diskovy diftzni test izolovaného $lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na kulatém filtra¢nim
papiru proti Streptococcus aagalactiae v 29°C s inhibiéni zénou po 10 dnech.

Obr. 27 Diskovy diftzni test izolovaného §lechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na filtraénim papiru
proti Streptococcus aagalactiae v 31°C s inhibi¢ni zonou 1 mm po 24 hodinach.

Slechténi antibiotika proti Acinetobacter baumannii (obr. 28) probihalo obdobné
jako u Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae. Slechténi zapodalo na teplotd

30°C v poméru koncentraci 1:1.
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Obr. 28 Kultivace Acinetobacter baumannii (zvétseni 1000x)

Pasaz €. 2 vykazovala velmi dobré vysledky Slechténi ve 31°C a pocetni pfevahu
bakterii Z1 nad Acinetobacter baumannii (obr. 29). Pasaz ¢. 5 (obr. 30) byla pouzita
k difiznimu diskovému testu antibiotika ve 31°C, které tuc¢inkovalo na bakterie
Acinetobacter baumanni a vytvofila se kolem filtra¢niho papirku inhibi¢ni zona (obr.

31,32). Zaroven byla provedena kontrola (obr. 33).

Obr. 29 Pasaz ¢. 2 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Streptococcus agalactiae v poméru 1:2 ve
31°C. Pocetni pfevaha bakterie Z1 nad Acinetobacter baumannii po 5 dnech (zvétseni 1000x).
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Obr. 30 Pasaz ¢. 4 kompetitivni interakce mezi bakteriemi Z1 a Acinetobacter baumannii v poméru 2:10 ve
31°C (zvé€tseni 1000x) pro izolaci antibiotika.

Obr. 31 Diskovy difuzni test izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na hranatém filtracnim
papiru proti Acinetobacter baumannii ve 31°C s inhibi¢ni zénou po 24 hodinach.

Obr. 32 Diskovy diftzni test izolovaného slechténého antibiotika bakterie Z1 z agaru na kulatém filtracnim
papiru proti Acinetobacter baumannii ve 31°C s inhibi¢ni zoénou po 24 hodinach.
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Obr. 33 Kontrolni diskovy difuzni test bez izolovaného Slechténého antibiotika bakterie Z1 na filtraénim
papiru proti Acinetobacter baumannii ve 31°C bez inhibi¢ni zény po 24 hodinach.

Pokus na vyrobu antibiotik byl proveden i na Saccharomyces cerevisiae. Slechténi
antibiotik zapocalo na 12°C v poméru koncentraci 1:1 a teplota byla postupné zvySovéna
jako u Streptococcus agalactiae i Staphylococcus aureus. Po druhém styku bakterii Z1
s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae nedochazelo k zadné produkci antibiotik a potlaceni
kvasinek (obr. 34). | vpasazi &islo 4., ktera byla umisténa v termostatu na 15°C
nedochazelo k zddnym znamkam produkce antibiotik proti kvasince Saccharomyces
cerevisiae (obr. 35). Slechténi antibiotika a celkova produkce antibiotik bakteriemi Z1
nefunguje proti kvasinkam Saccharomyces cerevisiae, jelikoz bakterie Z1 pocetné

nezvitézily nad kvasinkami.

Obr. 34 Pasaz ¢islo 2. s bakteriemi Z1 a kvasinkami Saccharomyces cerevisiae po 7 dnech v tekutém LB
médiu, koncentrace 1:1 ve 12°C (zvétseni 1000x). Zadné znamky produkce antibiotik proti kvasinkam
Saccharomyces cerevisiae.
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Obr. 35 Pasaz ¢islo 4. s bakteriemi Z1 a kvasinkami Saccharomyces cerevisiae po 21 dnech v tekutém LB
médiu, koncentrace 1:1 v 15°C (zvétSeni 1000x). Zadné znamky produkce antibiotik proti kvasinkam
Saccharomyces cerevisiae.
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6 DiIskuze

Tato diplomovéa prace je unikatni vtom, Ze pojednavd o moznosti Vyslechténi
specidlnich antibiotik proti riznym bakteriim. Ke §lechténi se vyuzivaji bakterie, které jsou
schopné produkovat antimikrobidlni latky, které jim pomahaji v prosazovani svého druhu
k ziskavani zivin a celkového prostfedi, ve kterém se vyskytuji, na tkor jinych druhi
bakterii. Bakterie Z1 je schopna produkovat antibiotika proti jinym druhtim bakterii. Toho
se da vyuzit k vyrobé antibiotik. Antibiotika byla vyrabéna proti Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii.

Genetické inzenyrstvi a genové manipulace se staly v 70. letech 20. stoleti velmi
diskutované a zadané, ptredevsim k vyrobé antibiotik (Vyskoéil a Zeleny 1982). Za
pocatkem vzniku genetického inzenyrstvi staly manipulace s geny zab a bakterii, geneticky
modifikovany inzulin nebo Slechténi geneticky modifikovanych rostlin. Predev$im se
prenaseji geny jednoho organismu do druhého organismu s cilem odstranit nezadouci
vlastnosti (Slezackova 2016). Velmi casto se k tomu pravé vyuzivaji plazmidy (Vyskocil a
Zeleny 1982). V dnesni dobé jsou velmi oblibené genové manipulace, které jsou velmi
uzitené avSak financné ndkladné. Dle Slezackova (2016) hlavnim rozdilem mezi
klasickym Slechténim a genetickym inzenyrstvim je to, Ze pii genové manipulaci se miize
pfenést jedna 1 vice vlastnosti, zaroven je i rychlejsi. Klasickym Slechténim se mohou
dostavat do gent i vlastnosti nezddouci a proces Slechténi trva i delsi dobu (Slezackova
2016). Evoluce a Slechténi bakterii na produkci antibiotik je vSak méné nakladné a pro
pfirodu pfirozené. Bakterie do spolecného kontaktu pfichdzeji velmi €asto a musi spolu
neustale bojovat o Ziviny, prostfedi a zivot prostiednictvim produkce sekundarnich
metabolitil, kterymi jsou napiiklad i nase antibiotika. Bakterie v pfirodé mohou produkovat
nejriznéjsi antibiotika mnohokrat v nejriznéjSich podminkach. Proto je velmi dobré se
zaméfit na tyto bakterie a potencial Slechténi antibiotik touto cestou. MlZzeme ziskat touto
cestou nejnovejsi rizna 1éciva na Sirokou Skalu onemocnéni, naptfiklad nase antibiotika
proti infekcim Staphylococcus aureus. Bakterie se evoluéné prizpisobuji svému prostiedi a
tim se musi evoluné piizpusobovat i jejich sekundarni metabolity, aby pisobily na
konkuren¢ni druhy. Vyhodou evolu¢niho Slechténi bakterii je predevSim rychlost.
Slechténi napiiklad pavoukid a jejich antimikrobialnich peptidii by bylo velmi dlouhou
cestou, jelikoz reprodukce novych generaci oproti bakteriim trva del$i dobu. Nicméné i

Slechténi jinych organismt s produkci antimikrobialnich peptidi by mohlo byt cestou
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k vyrobé novych IéCit, zejména antibiotik. U bakterii je velkd vyhoda jejich rychlého

mnozeni a evoluce jejich generaci, které pfizptisobuji i sva produkovana antibiotika.

Vzhledem Kk vysledkim lze tvrdit, ze se procesem $lechténi bakterii da jednozna¢né
docilit vyroby novych antibiotik proti konkrétnim druhtim bakterii. Tento vysledek ma
obrovsky potencial pro zdravotnicky a farmaceuticky primysl. Zejména moznost vyrobit
pomoci Slechténi bakterii rizna antibiotika proti konkrétnimu typu bakteridlniho
onemocnéni. Napiiklad by se touto metodou mohlo vyslechtit antibiotikum proti bakterii
Vibrio cholerae a ziskané antibiotikum poslouzi k 1é¢bé cholery. Pfitom by nemélo
zatézovat organismus z hlediska plisobeni antibiotik na jiné druhy bakterii, které v lidském
téle ptirozené ziji. Antibiotikum by bylo tzce specializované pouze na konkrétni druh

bakterie. Nicméné na blizce ptibuzné bakterie by mohlo taktéz G¢inkovat, ale to by mohlo

byt nové téma pro dalsi studii.

Slechténi antibiotik bylo zaméfeno zejména na vybrané druhy ze seznamu WHO, na
které omezen¢ UCinkuji antibiotika a vyzaduji novou vyrobu antibiotik v boji proti
chorobam a rezistencim bakterii. Tyto bakterie ze seznamu WHO vyjadfuji pro lidstvo
hrozbu, jelikoz 1éCba antibiotiky muze postupné selhdvat narlstajici rezistenci téchto
bakterii. Z tohoto diivodu byly zvoleny bakterie Staphylococcus aureus, které se nachazi
zhruba ve stfedu tabulky priorit WHO pro vyrobu novych antibiotik, dale bakterie
Acinetobacter baumannii, které se nachazi na prvnim misté potieby vyroby novych
antibiotik. Zaroven byla dale zvolena bakterie Streptococcus agalactiae, ktera se nenachazi

na seznamu WHO, ale pro pokus na vyrobu antibiotik byla dostacujici.

Mimo jiné bylo zjiSténo, Ze diky zvySovani stresu u bakterii Z1 na agarovych plotnach
a Vv tekutém médiu dochazelo k adaptaci na podminky prostfedi a rtizné teploty. Tim se
podafilo vyslechtit i antibiotikum na vyssi teploty. V dal$i praci by se mimo jiné mohlo
zacCit zabyvat Slechténim antibiotika na teploty vyss$i nez 37°C, aby antibiotikum mohlo
ucinkovat v lidském téle 1 pfi horeCnatych stavech, optimaln¢ do 42°C. Pii kultivaci
bakterii Z1 a jejich testovani kompetitivnich interakci bylo zjiSténo, Ze jsou bakterie Z1
velmi citlivé na teplotu a teplotni vykyvy. To samé ziejmé plati i pro jejich produkované
antibiotikum na potlaceni jinych bakteridlnich druhid. Pfi dal$i vyrobé antibiotik pomoci
bakterii Z1 je nutno dbat na opatrnost s nastavovanim teplotnich podminek pokust.
Antibiotikum je tepeln¢ nestabilni, a proto je nutno ho S$lechtit dal na vyssi teploty.

Optimalné zvySovanim teploty postupné od 1-3°C. Zejména u teplot vysSich nad 31°C je
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optimalni zvySovat teplotu pouze o 1°C. Bakterie Z1 jsou uz kriticky citlivé na teploty

vys$si nad 30°C, proto se musi Slechtit del$i ¢as (2-3 tydny).

V pribéhu Slechténi se do kompetitivnich boju bakterii dostavala kontaminace od
much pravdépodobné Bradysia paupera. Obcas tedy probihal boj pravdépodobné mezi 3
riznymi druhy/rody bakterii. Celkové Slechténi se protdhlo a kazdd pasaz se musela
neustale Cistit. Nékolikrat se stalo, ze minimaln¢ v jedné Petriho misce kontaminace
bakterii vyhrala kompetitivni boje a v jinych nikoliv. Tam, kde zlstala bakterie Z1,
podafila se kiizovym roztérem ziskat a uchovat pro dalsi Slechténi v ptipad¢ dalSich
kontaminaci. Kazdopadn¢ kontaminace bakterii od much byla velmi zajimava, protoze
pravdépodobné tyto bakterie také dokazou produkovat antibiotikum a také dokazaly
potlacit Staphylococcus aureus nebo Streptococcus agalactie. Bakterialni kontaminace od
much mohou mit také obrovsky potencial pro vyrobu novych antibiotik a v dalSich pracich
by bylo vhodné toto otestovat. Je i velmi pravdépodobné, ze bakterie od much a bakterie
Z1 mohly spolupracovat a kompetitivné potlacit bakterie Staphylococcus aureus a
Streptococcus agalactie. Ve spole¢né kombinaci by mohly vytvaret silngjsi antibiotika.

Vyzkum byl vS§ak zaméten na produkei antibiotika samostatné bakterie Z1.

Westhoft et al. (2021) uvadi ve své publikaci, ze lepsi fungovani antibiotika je
ucinnéj$i mezi fylogeneticky ptibuznymi bakteriemi (Westhoff et al. 2021). Ackoliv
veskeré testované bakterie jsou fylogeneticky neptibuzné s bakterii Z1, kterd je velmi
podobna bakterii Pantoea aglomerans, a zaroven antibiotika proti pouzitym konkurenénim
bakteriim funguji dobfe. Ve je viak zavislé na koncentracich antibiotik. Cim vice Petriho
misek se vytvofi pro kompetitivni interakce bakterii, tim vétsi mnoZstvi antibiotik ziskame,

zaroven je leps$i vytvofit stresové podminky pro bakterie Z1, aby tvofily vice antibiotik.

Slechténi antibiotik proti kvasinkam nevykazovalo zadnou uéinnost. Lze tedy tvrdit,
ze antibiotikum proti Saccharomyces cerevisiae nefunguje a tedy pravdépodobné nebude
ucinkovat proti eukaryotnim bunkam. Je proto nadéje, ze pro eukaryotni bunky mélo byt
neskodné, coZ podporuje moznost zamétit vyrobu antibiotik pro lidské uzivani v lécebném
procesu. Proto by se mély dalsi vyzkumy zaméfit na testovani vyslechténych antibiotik na
eukaryotnich bunkach, savci a Vv posledni fad¢ je nutno prozkoumat Gc€inek na lidsky
organismus. Piipadné Skodlivé u¢inky by pouziti v lidské mediciné pravdépodobné
vyloucily. Ale piipadny uspéch by mohl celkové podpofit uspéSnou lécbu bakteridlnich
onemocnéni a snizit zatizeni organismu antibiotiky, které plisobi i proti jinym druhtim

bakterii, nez na piivodce patogend.
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Aby se zlepSil proces Slechténi bakterii na produkci antibiotik a zamezilo se
ptipadnému Sitfeni rezistenci vzniklych procesem Slechténi, bylo by vhodné kazdou pasaz
nasledné Cistit kiizovym roztérem, aby se ziskala cistd kolonie bakterii Z1. Timto
zpusobem by se mohlo podafit eliminovat napfiklad pfipadné rezistentni bakterie
Staphylococcus aureus, které si mohou své rezistence predavat mezi sebou v generacich
napiiklad skrze plazmidy. Ziskané Cist¢ vySlechténé kolonie Z1 z kiizového roztéru se
umisti do interakce s dalSimi bakteriemi a nechaji se Slechtit na dalsi pasaz, naptiklad proti
Staphylococcus aureus a i na vyssi teploty. Timto zpusobem by bylo mozné zefektivnit

proces Slechténi antibiotik pomoci bakterii, avSak cely proces by vyzadoval vice Casu.

V dalsich studiich by bylo i nadale vhodné pokracovat v Slechténi bakterii na
produkci antibiotik. Bylo by zajimavé vyzkousSet i jiné bakterie na produkci antibiotik,
které by mohly pusobit obdobn¢ jako bakterie Z1. Tyto bakterie by mohly produkovat
odlisné typy antimikrobialnich latek, které by mohly taktéz pisobit jako potencionalni
1é¢iva v boji s bakterialnimi chorobami. Zaroven by bylo velmi vhodné zkusit vyslechtit
antibiotika napfiklad pomoci osvédCené bakterie Z1 proti jinym druhGm bakterii a
potencionalnim piivodciim chorob. Slechtit nové antibiotika by bylo vhodné napiiklad
proti bakteriim Enterococcus faecium, Helicobacter pylori, Salmonellae ¢i Pseudomonas
aeruginosa. Mimo jiné by bylo velmi uZite¢né se v dal§im vyzkumu zaméfit na piesnou
charakterizaci molekul produkovaného antibiotika bakterii Z1 a jednotlivé molekuly mezi
sebou strukturné porovnat v ramci plsobeni na rizné druhy bakterii a stejné tak porovnat
jejich chemické struktury pifi rdznych teplotich. Na zaklad¢ provedenych pokust je
pravdépodobné, Ze Z1 vytvareji odlisné typy molekul antibiotik v zavislosti nejen na

konkurenénim druhu, ale také na teploté.
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Tato prace byla zaméiena na Slechténi specifickych bakterii s provizornim nazvem
Z1, které jsou schopny produkovat antibiotika na potlaceni konkuren¢nich druht
kompetitivni interakci. Antibiotika byla §lechténa proti bakteriim Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii. Zaroven vSechna pfipravovana

antibiotika byla Slechténa na vyssi teploty, protoze ptivodni $lechténi teplotné nestabilnich

antibiotik zapocalo na 12°C a podafilo se je vyslechtit az na 32°C, coz je rozdil 20°C.

Veskera antibiotika byla pfipravovana skrze bakteridlni kompetitivni interakce, kdy
byly vytvafeny stresové podminky pro Zivot bakterii na Petriho miskach a v tekutém
médiu. Dva rizné bakteridlni druhy musely soupefit o Ziviny, prostor a svilj Zivot a timto
zpusobem byl na bakterie vyvijen selekéni tlak. Tyto bakterie se prosazovaly na Uukor
druhého druhu prostfednictvim produkce sekundarnich metabolitt, které po otestovani
difuzni diskovou metodou byly oznaceny jako antibiotika. Evoluci a Slechténim bakterii Z1

se podafilo vyrobit antibiotika.

Pro Slechténi v tekutém médiu a Petriho miskach byly pouzity média Luria-Bertani
a Tryptone-soya-agar. Dale byly pouzity Petriho misky o priméru 90 a 60 mm. MnoZstvi
Petriho misek mé&lo na vyrobu u¢inného antibiotika zasadni vliv. Cim vice Petriho misek,
tim vyssi G€innost antibiotika a vétsi inhibi¢ni zoéna. Zpravidla je vhodné pouZzit minimalné
14 Petriho misek o priméru 90 mm, aby byla inhibi¢ni z6na dobie zfetelna. Je lepsi zvolit
vice Petriho misek a do kompetitivni interakce dat vice konkuren¢nich bakterii (napf.
Acinetobacter baumannii) a méné bakterii Z1. To vyvola vétsi selekéni tlak a veétsi
produkci antibiotik. Pro Slechténi bakterii bylo vytvofeno nékolik riznych pasazi, kam se
pfenaSely a Slechtily nové generace bakterie Z1 proti plivodni kultufe konkurencnich
bakterii. V pfipadé¢ podezieni na vznikajici rezistenci byla kultura ¢iSténa kiiZovym
roztérem a Cisté kolonie bakterii Z1 byly izolovany a uchovany pro dalsi pasaz. V ptipadé
jednoznacného vitézstvi byla vybrand pasdz pouzita k izolaci antibiotika a otestovani
ucinnosti difuzni diskovou metodou. Déle bylo pro izolaci antibiotik pouzito ethylesteru
kyseliny octové a filtracniho papiru pfipraveného na sterilni kolecka a krouzky. Po izolaci
antibiotika do filtracniho papiru byl proveden difuzni diskovy test G€innosti antibiotika,

kdy se vytvarela inhibi¢ni zona potvrzujici pfitomnost antibiotika bakterie Z1.
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ZAVER

Ze ziskanych dat byly zpracovany vysledky prace specidlné pro vyrobu a slechténi
antibiotika proti Staphylococcus aureus, zvlast pro Streptococcus agalactiae a zvlast’ pro
Acinetobacter baumanni. Zaroven byly uvedeny i teploty Slechténi jednotlivych pasazi
bakterii a poméry koncentraci. Testovani antibiotik proti Staphylococcus aureus bylo
provedeno difuznim diskovym testem v teplotach 12°C, 22°C, 32°C. Testovani antibiotik
proti Streptococcus agalactiae bylo provedeno difuznim diskovym testem v teplotach
29°C a 31°C. Testovani antibiotik proti Acinetobacter baumannii bylo provedeno difiznim
diskovym testem v teploté¢ 31°C. Vysledkem byla vzdy tvorba inhibi¢ni zény o rGzné
velikosti v zavislosti na koncentraci antibiotika. Zaroven byla vzdy u kazdého pokusu
provedena kontrola bez izolovaného antibiotika, filtraéni papir byl pouze namocen
Vv ethylesteru kyseliny octové. Je vSak velmi dulezité nechat filtracni papir dobie
vyschnout. Mimo jiné byl proveden i pokus na Uéinnost antibiotik proti kvasinkam
Saccharomyces cerevisiae, kde se nevytvorfila zadna inhibi¢ni zona a pravdépodobné je

antibiotikum proti eukaryotnim buitkdm neSkodné.

Neskodnost proti eukaryotnim buitkdm by mél podpofit dalsi vyzkum tohoto
antibiotika, coz by mohlo vést k pfizpisobeni antibiotik pro 1ékatské ucely a moznou 1écbu
bakterialnich infekci. Slechténi antibiotik je revoluéni metoda, kterd podporuje vyrobu
nejriznéjsich antibiotik, skrze produkcei bakterii proti nejriznéjSim bakterialnim infekcim.
Tato metoda by mohla pomoci v 1é¢bé infekci i v boji se vznikajici rezistenci bakterii na

antibiotika ve svété.
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RESUME

RESUME

Tato prace je zaméfena na proces Slechténi bakterii na produkci specidlnich
antibiotik. Prace se zaméfuje na ziskdni antibiotik puasobicich proti druhim bakterii
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae a Acinetobacter baumannii. Proces
Slechténi antibiotik byl proveden skrze kompetitivni interakce konkurenc¢nich bakterii na
Petriho miskach a v tekutém médiu. Na bakterie byl vyvijen selekéni tlak, ktery podpoiil
produkci antibiotik bakterii Z1 proti jinému konkuren¢nimu druhu, Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae nebo Acinetobacter baumannii.

Bakterie mezi sebou musely soupefit o ziviny, prostor s jinym druhem bakterie, tim
produkovaly své sekundarni metabolity a mezi nimi byly i samotné antibiotika. Tvorbou
novych pasazi a generaci bakterii kompetitivni interakci se produkce antibiotik Slechtila a
zdokonalovala. Slechténi za¢alo na 12°C a postupné skonéilo na 32°C, coZ je rozdil 20°C
pro teplotné nestabilni antibiotikum. To je jednoznaénym dikazem, ze se bakterie na

produkci antibiotik daji Slechtit.

Utinkovani antibiotik proti bakteriim Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae a Acinetobacter baumannii bylo testovano difizni diskovou metodou a vzdy
byla provedena kontrola. Difuzni diskovy test antibiotika proti Staphylococcus aureus byl
testovan ve 12°C, 22°C a 32°C. Difuzni diskovy test antibiotika proti Streptococcus
agalactiae byl testovan v 29°C a 31°C. Diftizni diskovy test antibiotika proti Acinetobacter
baumannii byl testovan v 31°C. Vysledkem byla vzdy tvorba inhibiéni zény kolem
izolovaného antibiotika, coz byl jednoznacny diikaz nejen o ucinkovani antibiotik, ale i o
moznosti §lechténi antibiotik proti riznym bakteriim a teplotam.

Tato prace je unikatni vtom, Ze piinaSi moZnost Slechténi bakterii a jejich
sekundarnich metabolith (napiiklad antibiotik) proti nejrizné&jSim bakteriim a teplotam.
Diky této metodé je zde veliky potencial v ziskdni novych 1éCiv proti bakteridlnim

onemocnénim a v boji s bakterialni rezistenci.
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SUMMARY

SUMMARY

This work is focused on the process of breeding bacteria for the production of
special antibiotics. The work focuses on obtaining antibiotics that act against the types of
bacteria Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae and Acinetobacter baumannii.
The antibiotic breeding process was carried out through competitive interactions of
competing bacteria in Petri dishes and in liquid media. A selection pressure was exerted on
the bacteria, which supported the production of antibiotics by Z1 bacteria against another
competing species, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae or Acinetobacter

baumannii.

The bacteria had to compete with each other for nutrition, space with another type
of bacteria, thereby producing their secondary metabolites and among them were the
antibiotics themselves. Through the creation of new passages and new generation of
bacteria through competitive interaction, antibiotics were bred and perfected. Breeding
started at 12°C and gradually ended at 32°C, and it is a difference of 20°C for a

temperature-labile antibiotic. This is unequivocal proof that antibiotics can be bred.

The effectiveness of antibiotics against the bacteria Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae and Acinetobacter baumannii was tested by the diffusion disk
method and a control was always performed. The diffusion disk test of the antibiotic
against Staphylococcus aureus was tested at 12°C, 22°C and 32°C. The diffusion disk test
of the antibiotic against Streptococcus agalactiae was tested at 29°C and 31°C. The
diffusion disk test of the antibiotic against Acinetobacter baumannii was tested at 31°C.
The result was always the formation of an inhibition zone around the isolated antibiotic,
which was clear evidence not only of the effectiveness of antibiotics, but also of the

possibility of breeding antibiotics against different bacteria and temperatures.

This work is unique in that it brings the possibility of breeding bacteria and their
secondary metabolites (for example antibiotics) against various bacteria and temperatures.
Thanks to this method, there is great potential in obtaining new drugs against bacterial

diseases and in the fight against bacterial resistence.
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