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STREPTOMYCETY A PRIBUZNE AKTINOBAKTERIE

* vldknité, diferencujici, Gram-pozitivni &

* primdrné pUdni a vodni biotopy
* slozity zivotni cyklus

* velky, plasticky genom

* vysokd ekologicka adaptabilita
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* asociace s vysSimi organismy

* hygienicka teorie — jedny z mikrobU

trénujicich imunitni systém hostitele

Chrofiakova BC AVCR
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Ledbetter et al., Vet. Ophthalm. 26(3), 211-218 (2023)




OPORTUNNI STREPTOMYCETOVE INFEKCE U LIDI
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PRIPADOVE STUDIE DO R. 2021 VE SVETE DLE LITERATURY

Mozkomisni mok

Retrospektivni studie, 1996-2019, Spanélsko
Neobvyklé aerobni aktinobakterie:

Dalsi

Stéry laboratof

286 izolatu
19 rody, 88 druhi

Sputum

Krev

Streptomyces (182, 45 druhd)
Actinomadura (29, 5 druhi)
Nocardiopsis (21, é druhg)

Réany
Ostatni
respiracni

Saez-Nieto et al., 2021, New Microbes and New Inf.

BAL/BAS

Herbrik et al., 2020, Front. Microbiol.



KLINICKE KMENY V BCCO SBIRCE

(BC AV CR, CESKE BUDEJOVICE)

déloha po cisaiském fezu
nitrodélozni télisko spojivkovy vak

hemokultura

BAL

Pdvod izolatu dle klinického vzorku

nd respiracni

nd

CHOPN

TB, mykobakterialni infekce
Pneumonie
Bronchopneumonie
Jind onemocnéni DS
Tumor plic/produsek
Astma
Pneumokoniéza
Hemoptyza

Akutni bronchitida
Chronicky kasel/bronchitida
Dusnost

Respiracni selhani
Zanét vejcovodi
Absces plic

Horecka NS

Emfyzém
Lymfadenopatie
Sarkoidéza

Virové onemocnéni DS
Post-Covid
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Pocet izolaty streptomycet ve sbirce dle diagnéz



KLINICKE KMENY V BCCO SBIRCE
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» 1 dominantni fylotyp - S. albidoflavus

** 16S rRNA fylogeneze:

17 odliSnych fylotypt
(MALDI Streptomyces: >2.1)

Antibiotika vhodna k terapii
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Prirozena rezistence k PEN
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Dalsi ATB - variabilita
+» mezidruhova

+» vnitrodruhova

s geograficka

» 4 fylotypy s nékolika kmeny (carpaticus, albus, diastaticus, flavogriseus)

» 8 unikdtnich (1 kmen)

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

M) Check for updates

OFEN  Evaluation and comparison

of antibiotic susceptibility profiles
of Streptomyces spp. from clinical

specimens revealed common

and region-dependent resistance

patterns

Lucie Kotrbova', Ana Catalina Lara’, Erika Corretto?’, Josef Scharfen?, Vit Ulmann?,
Katefina Petfitkova* & Alica Chrofidkova®
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% rezistentnich v CR (n=59)
B % rezistentnich ve Spané&lsku (n=182)
% rezistentnich ve Francii (n=113)

Kotrbovd et al., 2022, ScientificReports
Gras et al., 2022, Open Forum Infectious Diseases
Saez-Nieto et al., 2021, New Microbes and New Inf.



ADAPTACE STREPTOMYCET NA SOUZITI S HOSTITELEM

OBECNE ADAPTACE U STREPTOMYCET ASOCIOVANYCH S HOSTITELI
¢ symbionty — protektivni mutualismus - vy$s$i antimikrobni aktivity nez pUdni izolaty
*** ochrana pfed patogeny, vy3si vyskyt aktivit proti houbdm, Gram+ i Gram- bakteriim

o —

** spektrum aktivit koreluje s typem hostitele (koevoluce) e

¢ viechny izolaty — antimykotika
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cvréci, kobylky, termiti, Svabi, blanokfidli — anti-Gram-

4

** mofrské ryby — anti-Gram-
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* Svdbi, motyli — antimykotika

4

** rostliny a volné Zijici — anti-Gram+

K "‘,'.-.,éi! g By S oy
** ochrana pred preddatory — cytotoxiny u symbiontd mofskych hub, sasanek Currie et al., 1999, Nature

RUSTOVE ADAPTACE NA KOLONIZACI LIDSKEHO TELA

rychly rist a sporulace — do 24 hod 2 do 72 hod (vs. pbdni 2-4 dny = 5-8 dni)
vyssi teplotni optimum — 37 ©C (vs. 28-30 °C v pddnich)

dobry rdst na krevnim agaru, omezeni schopnosti rist na typickych rostlinnych agarech
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Eastéjsi B-hemolyza (75 % versus <50 % kmenl u pddnich izol&td)
velmi Siroké strukturni spektrum siderofort véetné vysokoafinitnich

e

%

e

%

castd produkce polysacharidd (pouzdra 2), kterd komplikuje extrakci sekunddrnich metabolitd

poldrnimi rozpoustédly (vyssi adhezivita 2)



KLINICKE STREPTOMYCETY

POZOROVANE ANTIMIKROBNI AKTIVITY
¢ testovdno 83 kmeny - T-test, nebo blo¢ky s vysporulovanym kmenem

“* 77 % kmenu - inhibice Candida albicans v T-testu, z nich 4 kmeny vysoce aktivni i proti vldknitym mikromycetdm
¢ 17 % kmenU — inhibice Staphylococcus aureus (vétsina z nich téZ Streptococcus pneumoniae)

25 % kmen0 — inhibice Moraxella catarrhalis, ale ne dalSich Gram- (ESCO, KLPN, PSAE)

5 % kmenU — inhibice mykobakterii na modelu M. tuberculosis a M. fortuitum (Middlebrook, BactAlert)

* aktivita proti Sirokému spektru patogend casto diky produkci toxickych Iatek (aktinomycin, antimycin)

0.0

.0

L)

(R )

)

<

&

)

L)

DALSi INTERAKCE

’:’ synergie hemolyzinU (s Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus
y
’:’ vzdjemny vliv na produkci sekunddarnich metabolitd, diferenciaci, pohyblivost (P. aeruginosa
’ ’

*¢* inhibice pouzdra (Streptococcus pneumoniae)

Streptomyces S frepfgmyces

PSAE STAU STPN, M typ



VYSOKA FREKVENCE B-HEMOLYZY —=> ANTIMYKOTICKA AKTIVITA

S.sp. TR1341 Z 62 kmenu s aktivitou proti CAAL

B-hemolyza zpUusobena produkei vybrdno 50 dle taxonomie

polyen (filipin, fungichromin) ¢ aktivita proti klinickym izoldtim

proteinové hemolyziny nehraji roli: vldknitych mikromycet (VFN)?2

A. Divoky kmen, B. AFIL kmen, i )

C. Akfivita extraktu (FIL2 = AFIL) > Aspergillus fumigatus PL 1390
sputum, vorikonazolovd profylaxe

R R

vorR ivu posa’ amfS

» Mucor sp. PL 1566

vytér z krku
R

TR1341 FIL2

ivuR posa®  amf®

TR1341 wt chloroform

Promeér inhibicni zény

Aspergillus
Z 10 n&hodné vybrany B kmenu:

* 7 produkuje kandicidin A, D

* 1 produkuije filipin/fungichromin
Spolupréce s Ustavem pfistrojové techniky 2 nebyly identifikovany polyeny pfi
AV éR — vyvoj metodiky detekce polyend kultivaci na standardnich médiich
pomoci Ramanovy spekiroskopie DLE GENOMU NEJEN POLYENY ! [aihind 12 mm 0




déloha po cisarském rezu TR1341 , chronickd bronchitida, po TB
’ taxonomickd skupina S. albidoflavus taxonomickd skupina S. murinus
VLIV NA BUNKY THP-1 LINIE LIDSKYCH MONOCYTU
EXTRAKT SEKUNDARNICH METABOLITU:

inhibice fagocytézy na 30% inhibice fagocytézy nd
silnd INHIBICE zéanétlivé odpovédi - produkce IL-1[3 po silnd AKTIVACE zanétlivé odpovédi (produkce IL-1J3)
stimulaci LPS snizena na 0 - 40 % — cca 3x ndAruost
INTERAKCE BUNEK TR1341 S THP-1:
maly vliv na Zivotnost a aktivaci THP-1 (,,neviditelnost* silny cytotoxicky efekt na Zivotnost bunék
pro imunitni systém) prozanétlivy efekt metabolitd TR42 posilen

protizanétlivy charakter metabolitt TR38 posilen

ANTIMIKROBIALNi AKTIVITY EXPERIMENTALNE POTVRZENE A PREDIKOVANE Z GENOMU

silna inhibice kandid, ne vldknitych hub a bakterii silna inhibice napfi¢ spekirem mikroorganismu

latky potencidlné kédované v genomu (BGC): latky potencidlné kédované v genomu (BGC):

» candicidin — antimykoticky hemolyticky polyen » filipin (pentamycin) - antimykoticky hemolyt. polyen
» linearni polyen — neomediomycin, linearmycin » aktinomycin X2 — cytotoxicky napfi¢ spektrem

» surugamid — inh. katepsinu B, kancerostat., antimykot. » rhizoamid A-C — antimykoticky (lyze hyf)

» podobnost k nigericinu — ionofor, blok Golgi apardtu » leupeptin neribozomdlni peptid — inhibitor protedz
» oligomycin — makrolid, inhibitor V-ATPd&zy, toxicky » kolossin NRP — asi mezidruhovd komunikace

» polycyklické tetramdatové makrolaktamy — antimykot. > Cetné siderofory

» Cetné siderofory



déloha po cisarském rezu TR1341 , chronickd bronchitida, po TB

taxonomickd skupina S. albidoflavus taxonomickd skupina S. murinus

GENOMOVE ANALYZY — HOMOLOGY VIRULENCNICH GENU (vF0B databéze, hitps://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm

geny anaerobni nitratové respirace: ano geny anaerobni nitratové respirace: ne
geny pro hemolyziny: f-hemolyzin geny pro hemolyziny: nékolik pro fosfolipazu C, véetné
geny glyoxalatového cyklu: ne hemolytického typu
Mce operon: ano, typu Mce8 geny glyoxaldtového cyklu: ano (u mykobakterii nutné pro
" Prezivani THP-1 pHi kokulfivaci se spérami intraceluldrni pfeZivdani, usnadfiuje metabolismus MK)
Mce operon nutny pro 100 m . . .
. L s v s oz s 95 Mce operon: ne (u streptomycet neobvykly status, bylo prokdzéno, ze
intracelularni pfezivani u X 90
patinogennich aktinobakterii; c 85 jeho ztrdta vede ke schopnosti zabijet améby po pohlceni do fagozomu)
]
Mce8 u rychle rostoucich < 3(5)
mykobakterii, nokardii, T 70
o o7 N 65
rhodokokl, gordonii) < oo
55
50
0 20 40 60 80

Doba kokultivace (min)

geny pro uredzy - odolnost viéi nizkému pH, modovina jako zdroj dusiku

gen pro enoldzu - adheze streptokok — véze plazminogen, zahajuje vazbu na eukaryotické burky
geny pro adheziny — homologie s geny z Listeria, GAS, Clostridioides difficile

geny pro pfijem Cu, Fe - detoxikace + pFijem mikronutrientd

geny podobné genim pro biosyntézu LPS — povrchové molekuly?

geny blokujici maturaci fagozému (Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus)
mykobakteridlni proteazémovy operon

geny oxidativniho stresu — pro kataldzu, superoxiddismutézu, alkylhydroperoxid reduktdzu
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BAKTERIE ASOCIOVANE S HOSTITELI

*» atraktivnim zdrojem bioaktivnich latek véetné& té&ch antimikrobnich

e

+* odlisnost kédovanych sekunddarnimi metabolity od volné Zijicich pribuznych (koevoluce)

% antimikrobni aktivity ¢asto reflektuji pfirozené konkurenty (symbionty /patogeny) v dané
ekologické nice

+* Casté jsou téz aktivity pfimo ovliviujici bunky hostitele — imunomodulacni, cytotoxické

** vhodné jsou alternativni kultivacni postupy, v tradi¢nich kulturdch nemusi k produkci
dochdzet (kokultivace s konkurentem nebo hostitelskymi buikami)

» U stavajicich potencidalnich producentt z klinickych vzorkd chceme ovérit charakter:
» produkovanych antifungdlnich aktivit — nové polyeny? jiné struktury?

» antibiotickych aktivit cilicich na Gram-negativy
» latek s anti-mykobakteridlni aktivitou

» a sledovat quorum-quenching aktivity

/
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dalSi modely asociovanych streptomycet
» kmeny ze stfeva malych vodnich/pddnich kory30 ze skupiny stejnonozek (Isopoda)
» kéduji nezvyklé mnoZstvi latek s aktivitou proti Gram-negativnim bakteriim
> ptirozenymi symbionty /patogeny stejnonozek - riketsie a mykoplazmata —
produkuji ,jejich® streptomycety antibiotika cilici na tuto skupinu bakterii?
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