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Abstrakt

Syndrom bilého nosu je zdvazné onemocnéni, které v neddvné dobé postihlo
netopyii kolonie Spojenych statt a Kanady. U populaci v danych oblastech
vyvolava masivni thyn téchto zvirat. Choroba je zpusobena chladnomilnou
houbou Pseudogymnoascus destructans, jez vytvari na postizenych jedincich bilé
povlaky, dle nichz byl tento syndrom pojmenovan. Souc¢asné vyzkumy ukazuji, ze
rast P. destructans je nejspise inhibovan bakteriemi rodu Pseudomonas. Proto je
tato prace dale zaméfena na shrnuti poznatkii o interakcich hub a bakterii

a zminuje vyznamné antifungalni latky rodu Pseudomonas.

Kli¢ova slova: Pseudogymnoascus destructans, psychrofilni houby, syndrom bilého

nosu, interakce hub a bakterii, Pseudomonas

Abstract

White-nose syndrome is a severe disease of hibernating bats, which has been lately
revealed among their colonies in United States and Canada. This infection causes
extensive declines of bat populations in aforementioned area. Causative agent of this
disease is a psychrophilic fungus Pseudogymnoascus destructans. The syndrome got
its name according to a white fungal growth found on affected bats. Recently it has
been shown that growth of P. destructans is probably inhibited by Pseudomonas
bacteria species. In this work existing knowledges of bacterial-fungal interactions
are summarized and significant antifungal metabolites of Pseudomonas species are
exhibited.

Key words: Pseudogymnoascus destructans, psychrophilic fungi, white-nose

syndrome, bacterial-fungal interactions, Pseudomonas
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1. Uvod

Mezi netopyiimi populacemi Severni Ameriky se Vv poslednich nékolika letech rozsitila
zévazna infekce. Podle bilych porostti na cumdku, usich a kiidlech nakazenych netopyra
dostala svlij ndzev syndrom bilého nosu. Infekénim agens této choroby je chladnomilné
houba Pseudogymnoascus destructans, ktera pronika do pokozky postizenych zvirat
a zpusobuje v ni drobné 1éze.

Zatimco v USA a Kanadé¢ vyvolala tato houba masivni vilny uhynu v ramci
netopyfich populaci a Vv soucasnosti se rozSifuje do stidle novych oblasti kolem mista
propuknuti ndkazy, v Evrop¢ byla nalezena pouze ojedinéle, bez smrticiho dopadu na
netopyfi kolonie. U n€kolika nakazenych kust byla pouze zaznamenana snizena vitalita.

Mezi organismy jsou dobfe zndmy rizné typy interakci a nejinak je tomu
Vv piipad¢ hub a bakterii. Navzdjem spolu kompetuji, pomahaji si, ovliviiuji vzajemné¢ svou
morfologii ¢i fyziologii, pisobi na sebe zménou okolniho prostfedi, atd. Zejména
Vv rostlinné tisi jsou pak zndmy piipady, kdy je prostfednictvim bakterii potlacena fada
houbovych nakaz, pisobenim specifickych antifungélnich latek. Témito latkami disponuji
také bakterie rodu Pseudomonas z nichz byly nékteré druhy nalezeny také v prostiedi, kde
se vyskytuje P.destructans. Bliz§i zkoumani tak muze odhalit nové moznosti prevence
a 1écby infekce, ktera je touto houbou zpisobovana.

Tato prace si tedy klade za cile shrnout dosavadni poznatky o syndromu bilého
nosu a jeho ptvodci, houb&é Pseudogymnoascus destructans, predstavit nejdilezitéjsi typy
interakci mezi houbami a bakteriemi, shrnout poznatky o dulezitych metodach studia

téchto interakci a piiblizit rod Pseudomonas a jeho antifungalni u¢inky.



2. Syndrom bilého nosu

Jako syndrom bilého nosu (WNS = white-nose syndrom) se oznacuje nedavno objevena
choroba, ktera postihuje jeskynné zijici netopyry, u nichz zptisobuje patologické zmény, jez
mohou vést az k timrti danych zvitat. Poprvé bylo toto onemocnéni zjisténo a fotograficky
zdokumentovano vroce 2006 na severovychodé USA ve stat¢ New York a vzéapéti
potvrzeno v dalSich 33 okolnich oblastech. Jméno ziskalo podle bilych houbovych porosti,
jez byly patrné na uSich, kiidlech a ceniSich postizenych netopyrii. Na histologickych
preparatech pak byla pozorovana houbova infekce, pronikajici do klZze netopyrd,
vyplitujici svymi hyfami chlupové folikuly a ptidruzené mazové a potni zlazy (Blehert et
al., 2009). Invazivita houbové nakazy se navic lisi od plisobeni jinych dermatofytickych
hub, nebot’ na rozdil od nich pronika az do hlubsi vrstvy epidermis — do stratum corneum

(Courtin et al., 2010).
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Obr. 1: Netopyr nakazeny geomykozou. Obr. 2: Rozsifeni ndkazy v S Americe.
Pfevzato od Blehert a kol. (2009) Prevzato od Frick a kol. (2010)

Z nékolika americkych stanovist’ pak byly na zac¢atku roku 2008 sesbirany vzorky
z netopyra rodu Myotis lucifugus (netopyr hnédavy) a Myotis septentrionalis. Sekvenacni
analyzou SSU (= small subunit) a ITS (=internal transcribed spacer) rRNA bylo zjiSténo,
ze jsou vSechny izolaty totozné a byly zatazeny do rodu Geomyces. Morfologicky popis
vSak neodpovidal zddnému doposud popsanému druhu. Izolaty byly popsany jako novy
druh Geomyces destructans (Gargas et al., 2009). V roce 2013 vSak byla houba piefazena
a prejmenovana na Pseudogymnoascus destructans (Minnis et Lindner, 2013). Dle
Chaturvediho a kol. (2011) je WNS n¢kdy oznacovan také jako geomykoza praveé podle

basionymu svého houbového ptivodce.



Dalsi ptipady WNS pak byly v USA v pribéhu let potvrzeny i v dalSich lokalitdch okolo
puvodniho nélezu (Courtin et al., 2010) a postupné se rozsitil az do Kanady (Vanderwolf et

al., 2012).

2.1. WNS v Americe

Na americkém kontinenté se nakaza P. destructans masivné rozsitila a zptsobila tthyn jiz
vice nez milionu netopyrt v ¢etnych zimovistich, pti¢emz néktera dokonce témét vyhubila
(Blehert et al., 2009). Tamni védci se proto pravem obavaji nasledkii a zacali dikladnéji
zkoumat ptesny zplsob, jakym netopyii této ndkaze podléhaji.

Ukézalo se, ze vlastni houbovy porost neni pro netopyry smrtelny, ale poSkozeni
ktze a tkdni narusuje jejich homeostdzi — dochézi k vyssimu vyparu vody a dehydrataci —
coz zpusobuje predCasné vzbuzeni netopyrti z hibernace. Diky tomuto opakovanému
buzeni pfichdzeji o své nashromazdéné tukové zasoby, v dasledku c¢ehoz umiraji na
energetické vyc€erpani (Cryan et al., 2010), pfipadné¢ umrzaji v okoli svych zimovist ve
snaze dohnat tyto ztraty lovem dalsi kofisti (Reichard et Kunz, 2009).

Kromé¢ znaéného ubytku nékterych populaci dochazi téz diky vymirani k ohroZeni
nékolika druht. Nejhiife je na tom maly netopyr Myotis lucifugus (netopyr hnédavy). Pred
propuknutim epidemie geomykézy byl veelku béznym druhem, avSak nyni jeho pocty
rapidné poklesly a podle modelu, ktery navrhli Frick a kol.(2010), hrozi, Ze pfi stavajici
tendenci ibytku miize dojit az k jeho uplné extinkci, a to jiz béhem nasledujicich 16 let.

Neni tedy divu, Ze americti védci zejména vyvijeji snahu objevit nové zplsoby,
jimiZ by zmirnili $ifeni nékazy, nebot’ mnoZzstvi ucinnych lécivych latek proti houbovym
infekcim je dosud stdle omezené. Latky jsou navic Casto toxické napadenému organismu.

A houbové¢ vakciny, jez by prosly schvalenim, chybi apln¢ (Blehert, 2012).

2.2. WNS v Evropé

Po masivnim thynu netopyrl, ke kterému doSlo v USA, se zaCala této problematice
vénovat také vyzkumnd pracoviste v Evropé. Prvni evropsky ndlez Pseudogymnoascus
destructans byl zaznamenan ve Francii v bfeznu roku 2009 v oblasti Périgueux. Jeden
netopyr velky (Myotis myotis) vykazoval znamky bilého povlaku na ¢enichu a nasledna

analyza rRNA tento ndlez jako P. destructans potvrdila. Dalsi ptipady byly postupné



nalezeny v Madarsku, Némecku, Svycarsku (Wibbelt et al., 2010), na Slovensku
(Simonovicova et al., 2011) i v Ceské republice (Martinkova et al., 2010; Pikula et al.,
2012). Mezi napadenymi druhy byly Myotis blythii (netopyr vychodni), M. brandtii
(netopyr branttiv), M. dasycneme (netopyr pobiezni), M. daubentonii (netopyr vodni),
M. emarginatus (netopyr brvity), M. oxygnathus (netopyr ostrouchy), M. myotis
(netopyr velky) a M. mystacinus (netopyr vousaty). Nejcastéjsi vyskyt byl pozorovan
u M. myotis (Martinkova et al., 2010; Puechmaille et al., 2011; Simonovicova et al., 2011;
Wibbelt et al., 2010).

Francouzsti védci v ¢ele s Puechmaille a kol. (2010) pfisli s teoriemi, pro¢ WNS
nema v Evropé tak ni¢ivy dopad jako v USA. Podle prvni teorie k nam
Pseudogymnoascus destructans ptiSla z Ameriky a ndkaza se teprve zacina Sifit evropskym
kontinentem. Druhd teorie naopak tika, ze P. destructans byla pivodni v Evropé a zdejsi
Zatimco v Evropé netopyii zimuji jednotlivé ¢i v malych skupinkach, v Americe se
shlukuji do pocetnych skupin vtaddech 1 desitek tisic jedinci na jednom miste.
U takovychto kolonii se nakaza §ifi daleko rychleji. Netopyii se také navzajem budi,
chaoticky vylétavaji z jeskyni a zbytec¢né si spotiebovavaji své tukové zadsoby (Martinkova
et al., 2010; Wibbelt et al., 2010). Dle tfetiho scénaie zpltisobuje houba uhyn netopyrii
teprve po oslabeni jejich imunity jinym patogenem, napiiklad virem ¢i bakterii. V takovém
ptfipadé¢ bychom mikrobidlnimu slozeni na povrchu netopyrli a zejména jeho odliSnostem
v Evropé a v Americe méli prikladat daleko vétsi vyznam, protoze dalsi ptipadné sniZeni
celkového poctu netopyrti by melo enormni dopad na zemédélstvi a Sifeni chorob po celém
svété (Puechmaille et al., 2010), jelikoZ jsou netopyfi vyznamnymi predatory hmyzu

regulujici jeho populace (Williams-Guillen et al., 2008).



3. Rod Pseudogymnoascus

Pivodné bylo n€kolik druht tohoto rodu zatazeno do rodu Geomyces (Gargas et al., 2009;
Lorch et al., 2013), avSak nedavné vyzkumy prokazaly, ze patii do celedi
Pseudeurotiaceae, rodu Pseudogymnoascus, kam byly nasledné pfefazeny (Minnis et

Lindner, 2013).

3.1. Pseudogymnoascus destructans

Jedna se o psychrotolerantni pomalu rostouci houbu s optimem rustu 14-15°C, v teplotach
nad 24°C a pod -10°C jiz rGst pozorovan nebyl. Vytvaii bilé kolonie, které se po Case
zbarvuji do Sedozelena az zelena. Konidie se tvofi jednotlivé na koncich hyf nebo
v kratkych fetizcich na vétvenych konidioforech, které jsou hladké, tenkosténné, 35-90 um
dlouhé. Konidie jsou hladké, asymetricky zahnuté, 2-3,5 um dlouhé, vyrazné ryhované na

obou koncich a snadno oddélitelné (Gargas et al., 2009).

Obr. 3: Vétveny konidiofor P. destructans s konidiemi. Pfevzato od  Obr. 4: Narostla kolonie
Gargas a kol. (2009) P. destructans, ptevzato od
Gargas a kol.( 2009)

Houba produkuje celou fadu enzymatickych latek — kyselou i alkalickou
fosfatazu, PB-glukosiddzu, N-acetyl-B-glukosaminiddzu, estarazu, lipazu, lipazu esterazu,
proteinazy, uredzu, leucin a valin arylamidazu a naftol-AS-B1-fosfohydrolazu (Chaturvedi
et al., 2010). Testovani antibiotickych latek ukazalo, Ze je rust P destructans ucinng
inhibovéan azoly a amphotericinem B, pficemz tyto latky fungovaly i pfi nizSich teplotach,
coz je pozitivnim poznatkem do budoucna. Naopak vykazovala P destructans rezistenci

vici flucytosinu (Chaturvedi et al., 2011).



3.2. Ostatni druhy rodu Pseudogymnoascus

V rdmci rodu Geomyces, kam byla plivodné Pseudogymnoascus destructans zatazena, bylo
z pudy americkych jeskyni izolovano a na zakladé ITS sekvenovédni odliSeno mnoho
nepopsanych druhti. Popsano jich bylo celkem 17 (Lorch et al., 2013), ale zatim chybi
komplexni monografické studie tohoto rodu. Nejcastéji se jedna o houby Zijici v chladnych
oblastech, se schopnosti pfezit 1 v extrémnich podminkdch co se ty€e nizké teploty
a salinity (Kochkina et al., 2007).

Pseudogymnoascus pannorum (téz dfive znam jako Geomyces pannorum) je
nejbéznéji se vyskytujicim ptibuznym P destructans. Muze ojedinéle zpusobit kozni
onemocnéni u zvirat a ¢lovéka (Gianni et al., 2003; Zelenkova, 2006), nebo kolonizovat

rostliny, jako napiiklad kofeny rostliny Vaccinium (Vohnik et al., 2007), ale jinak je spiSe

neskodna.

Obr. 5: Hyfy P. pannorum kolonizujici kofeny rostliny Vaccinium
corymbosum. Ptevzato od Vohnik (2007)

Izolatd, jez by byly zataditelné jako P. pannorum vsak v jeskynich izolovali ptekvapivé
malo, vétSina ndlezi predstavovala pravé druhy nepopsané (Lorch et al., 2013). Po
pfefazeni je nejbliz§im piibuznym druh Pseudogymnoascus roseus (Minnis et Lindner,

2013).



4. Interakce hub a bakterii

V némecké studii provedené u 486 mrtvych netopyra napti¢ 19 riznymi evropskymi druhy
bylo zjisténo, ze 144 (tedy pfiblizné tfetina) z nich podlehlo né€jaké chorobé — 54 z nich
bakterialni infekci, 5 virové a 2 parazitické. U zbylych 81 netopyri byly pozorovany
sttedn¢ zavazné az tézké patologické zmény presné nezjisténého puvodu. V piipadé
bakterialnich infekci bylo detekovano 22 rtiznych druhti bakterii, mezi nimiz ptrevladaly
hlavné Pasteurella multocida, Enterococus faecalisa a Serratia liquefaciens. Nejvice
citlivé vuc¢i bakteridlnim infekcim byly samicky a mlad’ata v dobé kojeni a péce
o potomstvo (Miihldorfer et al., 2011).

U netopyrt postizenych WNS bychom tedy méli krom¢ pfitomnosti patogenni
P. destructans brat v potaz také dal§i mikrobidlni osidleni jejich téla, které by mohlo
patogenicitu houby nékdy i vyrazné€ ovlivnit, protoZe jak souhlasi napt. Foley a kol. (2011),
prestoze se P. destructans jevi jako jediné infekcni agens zptsobujici WNS, souvislost
dalsich moznych faktorti by méla byt zkouména a zhodnocena.

Houby a bakterie spolu mohou fungovat v nejriiznéjSich typech souziti od
nejjednodussich polymikrobidlnich komunit po vysoce specializovand spole€enstvi, ktera
pak dokaZzou vyuZivat mén€ bohaté zdroje Zivin nebo ucinngji celit nepiiznivym
podminkam. Napiiklad polymikrobialni biofilm tvofeny organismy Candida albicans
a Staphylococcus epidermidis zvySuje rezistenci S. epidermidis vici vankomycinu
a C. albicans vici flukonazolliim. Oboji nejspise diky niZsi propustnosti téchto latek, kterou
smiSeny biofilm zpusobuje (Adam et al., 2002).

Nejuz§im a nejdokonalej§im typem souziti je symbidza, at uz se jedna
o ektosymbidzu, kdy Zije bakterie na povrchu svého houbového symbionta, jako napft.
bakterie rodu Nostoc na povrchu lisejnikd (Rikkinen et al., 2002), nebo o endosymbiozu,
kdy se bakterie nachdzi pfimo uvnitt houbovych bunék napt. bakterie Burkholderia
v hyfach houby Mortierella elongata (Sato et al., 2010). V nékterych ptipadech dokonce
bakterie Ziji ve specidlnich vacich vytvofenych houbou, které se od jeji ostatni tkané
morfologicky 1i§i. To je tifeba pfipad bakterie Nostoc punctiforme a houby
Geosiphon pyriformis (Lumini et al., 2006). Bakterie Zijici endosymbioticky jsou ¢asto na
houbé¢ natolik zavislé, ze je nemozné je z houby izolovat a kultivovat samostatné na médiu

(Jargeat et al., 2004).



DalSim kontaktnim typem souziti je tvorba smiSenych biofilma sdruzujicich houby
a bakterie pomoci exkretovanych makromolekul, jaké dané organismy nevytvareji, dokud
Ziji pouze samostatn¢ (Donlan et Costerton, 2002). Tyto biofilmy najdeme téméi vSude.
V souvislosti s ¢lovékem se nejCastéji setkdvame s jejich negativnim dopadem na jeho
zdravi. Napftiklad v souvislosti s jejich tvorbou na lidskych protézach, implantatech ¢i
1ékatskych pomtickach (Dickinson et Bisno, 1993; Oosterhof et al., 2006) nebo tieba jako
s doprovodnou infekci pacientii s cystickou fibrézou (Gilligan, 1991). Struktura
a vlastnosti biofilmi totiz bakteriim zajist'uji vyssi odolnost vii€¢i mechanickému odstranéni
1 1é¢bé antibiotiky (Adam et al., 2002; Harriott et Noverr, 2010).

Ke zformovani spoleCenstev hub a bakterii dochazi zprvu pomoci vylucovani
latek, které zplsobi pozitivni chemotaxi partnerského  organismu. Napf.
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici vylu€uje latky, které pisobi jako
chemoatraktanty pro bakterii Pseudomonas fluorescens, ktera nasledné kolonizuje (tvoii
lateraln¢ piipojené mikrokolonie) hyfy daného druhu rodu Fusarium (de Weert et al.,
2004), houby, kterd se vyskytuje v rhizosféfe rajcat a zplsobuje jejich hnilobu (Chin-A-
Woeng et al., 1998). Hlavnim chemoatraktantem byla v tomto pfipad& prokazana kyselina
fusariova (de Weert et al., 2004).

Chemotaxe je pro kolonizaci klicova. Bakterie jsou diky ni pfivadény blize
k houbg, tedy ke zdroji Zivin, hlavné aminokyselin, organickych kyselin a cukrti (de Weert
et al., 2004). Organismy se pak navzdjem rozpozndvaji pomoci receptorti ¢i polysacharidi

na svém povrchu (Brand et al., 2008; Holmes et al., 1996).

4.1. Typy interakci

4.1.1. Primé pusobeni extrolita

Bakterie 1 houby jsou schopné do svého okoli uvolnovat latky, které mohou jak negativné
tak pozitivné plisobit na ostatni organismy.

Uvolnénim antibiotik okolni organismus poskozuji nebo dokonce zabijeji, pokud
ung nedojde ke tvorb&€ obrannych mechanismii — k vyvinuti rezistence na dané
antibiotikum nebo k jeho zneSkodnéni ¢i kompletnimu vylouceni z téla. Jako napt. u houby
Botrytis cinerea, u niz fenaziny a fluoroglucinoly, sekundarni metabolity produkované
bakterii Pseudomonas, indukuji zvySenou tvorbu ABC transportérl, jimiz B. cinerea

nasledné tyto pro ni Skodlivé latky vylucuje (Schouten et al., 2008).



Kromé¢ antibiotik mohou bakterie i houby uvoliiovat spoustu dalSich latek, jejichz
uc¢inkem neni usmrceni partnera, ale zména jeho tvaru, fyziologie ¢i schopnosti
komunikace. Tak je tomu napiiklad u Candida albicans, jez pomoci farnesolu,
nenasycen¢ho sesquiterpenu, snizuje produkci PQS (Pseudomonas quinolone signal),
signalni molekuly Pseudomonas aeruginosa, jez zajistuje souhrnnou odpovéd’ na podnét,
tedy tzv. ,,quorum sensing v ramci jeji populace (Cugini et al., 2007). Nasledkem toho je
snizena také tvorba pyocyanind, bakteridlnich latek, které jsou pro C. albicans toxické. Ta
se timto U¢inn¢ brani snizeni Zivotnosti stran P. aeruginosa (Kerr et al., 1999).
Na zvySeném rustu hub se mohou spolu s bakteriemi podilet také dalsi organismy, zejména
hostitelské rostliny. Napiiklad bakterie zijici uvnitt lykozrouta Dendroctonus valens
spole¢né s a-pineny, latkami uvolfiovanymi hostitelskym stromem, vytvaieji podminky
stimulujici rast houby Leptographium procerum, ktera je dulezitym symbiontem téchto

lykozroutd (Adams et al., 2009).

4.1.2. Modifikace okolniho prostiedi

Bakterie a houby se také mohou nepfimo ovliviiovat zménami vnéjSich podminek, ke
kterym dochazi diky jejich plsobeni. Nejcastéji byva ovlivnéno okolni pH. Jak naptiklad
ukazali Romano a Kolter (2005), pokud byla bakterie Pseudomonas putida péstovana
sama v hroznovém dZusu, dosahla ristem stacionarni faze a poté rychle uhynula. Pokud
sni vSak byla zaroven kultivovana také kvasinka Saccharomyces cerevisiae, bakterialni
kolonie vydrzely rist jesté¢ alespon dva dny. Diky omezenému zdroji glukdzy totiz
P, putida tolik nesnizuje pH prostfedi tvorbou velkého mnozstvi kyselych metaboliti,
které by vedlo k rychlej$imu thynu kolonie.

Pii vyrobé zrajicich syrt zase dochdzi pfimo cinnosti kvasinek ke sniZovani
kyselosti povrchu, diky ¢emuz miize byt nasledné kolonizovén -vic¢i nizkému pH citlivymi
- bakteriemi jako napt. Atrhrobacter ¢i Corynebacterium, které jsou nezbytné k dokonceni

procesu zrani (Corsetti et al., 2001).

4.1.3. Kompetice o Ziviny

Bakterie a houby spolu také navzajem soupeii o ziviny, napiiklad Collimonas fungivorans
a Aspergillus niger o zdroj dusiku (Mela et al., 2011). Dals$im prikladem jsou
nepatogenni  kmeny houby  Fusarium oxysporum. Ty v pfitomnosti bakterie

Pseudomonas putida daleko u¢innéji inhibuji kmeny patogenni, které zplisobuji rostlinnou



chorobu fusariové vadnuti (Park et al., 1988), a to diky vzdjemné kompetici o Zelezo, které

P. putida vyuziva k produkei latky pseudobactin-358 (Lemanceau et al., 1992).

4.2. Metody studia interakci

Nejcastéjsim typem studia interakci mezi houbami a bakteriemi je jejich spole¢ny vysev na
médium, nasledna kokultivace a poté vyhodnoceni narostlych kolonii a ptipadnych
inhibi¢nich zon rastu, at’ uz ze strany houby nebo bakterie. Vysev by mél byt trojiho typu,
jako je tomu naptiklad u El-Aziziho a kol. (2004), kdy jsou bakterie a houba jednak vysety
zaroven, jednak vzdy jeden znich pfiddn do jiz narostlé kultury druhého organismu.
Nékteré bakterie a zejména houby se totiz vyznacuji pomalym ristem, coZz muize zapficinit
nespravné vyhodnoceni interakce jako faleSné negativni. Dllezity je také vyber média, na
kterém budeme dané organismy kultivovat.

Kromé¢ vizualniho zhodnoceni kultur se pouziva napt. méfeni koncentrace PLFA
(phoshpho-lipid fatty acids) (Andersson et al., 2000), které koreluje s mnoZstvim biomasy
jednotlivych organismu. Jeho tbytek pfi kokultivaci houby a bakterie pak znamena, Ze byl
rist druhym organismem potladen. Pro studium metabolitli, jimizZ na sebe organismy
navzajem pusobi, se pouzivaji rekombinované DNA mutanty, jejichz zkouménim se
prokazuje tvorba daného metabolitu, jestli je inhibi¢ni U¢inek dan vskutku pfitomnym
organismem ¢i jestli je pfitomnost daného organismu pro konkrétni ucinek vskutku
potiebna (Dowling et Ogara, 1994). V dneSni dobé mame daleko vice mozZnosti studia
vzajemnych interakci, zejména diky rozvinutym sekvenacnim technologiim (Nelson et al.).

Pro meéfeni cCist€ houbového ristu se pouziva stanoveni ergosterolu, hlavni
sterolové slozky houbovych membran, pomoci HPLC a méfeni absorbance pii vinové
délce 282 nm. Tato metoda je daleko citlivéjSi a rychlejsi, nez stanoveni chitinu ¢i
sekundarnich metabolitl, jez byly diive pouzivané jako stanovovaci metody (Seitz et al.,
1979). Houbové mycelia a spory obsahuji vzdy dané¢ mnozstvi ergosterolu, musime vsak
brat v potaz rtiznou velikost bunék i spor mezi jednotlivymi druhy (Miller et Young, 1997).
Stanovenim ergosterolu spolehlivé odlisSime houbovou biomasu od rostlinné, zivocisné ¢i
bakterialni, jeho nevyhodou vSak zistava, Ze nerozpozname, kolik a jaké druhy hub se ve

vzorku vyskytuji (Seitz et al., 1979).
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Ptehled metod studia interakci podava Tabulka 1, jiz najdete nize, zaloZzend na excerpci
20 védeckych praci, v nichz jsou studovany interakce bakterii, hub a ptipadné dalSich

organismu.

4.3. Diskuse k tabulce

Pokud nebyly v ramci studia sledovany dalsi proménné (oznaceno v piislusném sloupci),
znamena to, zZe byla pouze meétfena velikost rostoucich kolonii na médiu a sledovan
pfipadny inhibi¢ni u€inek stran houby ¢i bakterie. Jak je z vysledkl patrné, vétSina praci se
vénovala dikladnéjsimu zkoumani a dal$imi metodami at’ uz ptimo ¢i nepiimo stanovovala
mnozstvi bakterialni a/nebo houbové biomasy.

Pro pfipravu kultivaéniho média ke zkouméni interakci  bakterii
s Pseudogymnoascus destructans, musime brat v potaz nutné aspekty jejiho ristu, zejména
prizpusobit teplotni podminky. Napft. kvili rodu Candida, zndmému lidskému patogenu, je
teplota kokultivace nastavena na 30°C a vySe pro dosaZeni jejiho riistového optima.
U P. destructans je tato optimalni teplota okolo 14°C. OvSem i v chladnéjSich podminkach
bude vétSina bakterii vykazovat daleko rychlej§i rist, proto je potieba kulturu
P. destructans zaockovat bakterii aZz po urCité dob€ (dny az tydny) jejiho samostatného

rustu, abychom zajistili jejich soub&zny rast a skute¢né relevantni vysledky.

11



‘ Bakterie

Habitat

Médium kokultivace

Teplota (°C)/¢&as (h)

Dalsi sledované proménné

Glomus mosseae Pseudomonas spp. cévnaté rostliny polni ptuda 21/16, 15/8 ne (viz text) Barea a kol. (1998)

Glomus mosseae Rhizobium meliloti Medicago sativa Medicago sativa 25/16, 19/8 zabudovani P do rostliny Toro a kol. (1998)

Humicola sp. razné Phagus - listy razné zdroje uhliku 35/20 enzymatické drahy Moller a kol. (1999)

Pleurotus sp., Dichomitus sp. pldni bakterie puda MEA 25/24, 48, 140, 196, 336 | pH Lang a kol.(2000)

pudni houby Pseudomonas putida Hordeum Si pisek + sldma z jemene 25/ - enzymatické drahy Sengelov a kol. (2000)
Bacillus subtilis, B.

Penicillium sp., Trichoderma sp. | mycoides Camellia spp. Cajovnikova plda 30/24 pH a teplotni tolerance Pandey a kol. (2001)

soubor obecnych

Lactarius rufus razné Pinus sylvestris MMN s koreny P. sylvestris 20/336 charakteristik Poole a kol. (2001)

Pisolithus alba Pseudomonas sp. Acacia holosericea | vyfezy houby na TSB 25/72 délka rostlinnych kofent Founoune a kol. (2002)

vodni hyfomycety razné G- spadané listi PYG 15/ 96 ne (viz text) Gulis a Suberkropp (2003)
izolované ze spor G.

Glomus clarum clarum neuvedeno TSA 27/24 délka rostlinnych kofent Xavier a Germida (2003)

Candida spp. razné neuvedeno RPMI 35/24-48 ne (viz text) El-Azizi a kol. (2004)

Saccharomyces cerevisiae Pseudomonas putida neuvedeno hroznova $tava, YP, LB 30/24-140 pH, enzymatické drahy Romano a Kotler (2005)

Ascomycota razné Oryza sativa YMB 28/240 pH, produkce IAAS Bandara a kol. (2006)

Penicillium sp. rGzné neuvedeno TYG 17, 25, 30, 34, 37/24 spektrum mykotoxint Khaddor a kol. (2007)

Glomus clarum nitrifikacni bakterie Oryza sativa médium s antibiotiky 28/140 délka rostlinnych koren( Raimam a kol. (2007)

Amanita muscaria Streptomyces sp. Picea abies MMN 20/168 struktura endoskeletu Schrey a kol. (2007)

Candida albicans Pseudomonas aeruginosa | neuvedeno YPD 30/24-48 mnoZstvi pyocyaninu Brand a kol. (2008)
Pseudomonas sp.,

Glomus spp., Microdochium sp. | Paenibacillus sp. Triticum aestivum | PDA 20-22/128 délka rostlinnych koren( Jaderlund a kol. (2008)
izolované z hyf C. soubor obecnych

Cladosporium herbarum herbarum tlejici listi agar + listovy extrakt 18/ - charakteristik Baschien a kol. (2009)
Burkholderia sp.,

Scleroderma sp., Laccaria sp. Collimonas sp. Pinus sylvestris raselina + vermikulit 22/16, 15/8 obsah mineralnich latek Koele a kol. (2009)

Tabulka 1:Piehled podminek a pouzivanych metod pri studiu interakei hub a bakterii.
Soubor obecnych charakteristik zahrnuje predev§im morfologicky popis, zvyraznéni pomoci barveni a méteni respirace
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5. Rod Pseudomonas

V souvislosti s netopyry byl rod Pseudomonas nalezen jiz v jeskynnich mikrobidlnich
populacich naptiklad ve Spanélské netopyii jeskyni u mésta Zuheros (De Leo et al., 2012).

V laboratofi Genetiky a metabolismu hub AVCR pak probih4 studium bakterialni
diversity a interakci na povrchu netopyii kuze (grant GACR P506/12/1064, Adaptace
netopyri na plisiiové onemocnéni geomykozu). Piedbézné vysledky tohoto vyzkumu
ukazuji souvislost mezi mirou infekce houbou a slozenim bakteridlniho spolecenstva,
zejména pak odhaluji fakt, ze diky nékterym bakteriim rodu Pseudomonas dochazi
k inhibici rastu P. destructans, a to v ptitomnosti Pseudomonas libanensis, P. syrocantha,

P. rhodensiae, a P. putida.

5.1. VIliv na ostatni organismy

O nékterych bakteriich rodu Pseudomonas je znédmo, Ze vyznamné ovliviiuji okolni
organismy, zejména houby. Inhibi¢ni ucinek této bakterie byl prokazan jiz diive, naptiklad
u P. Aeruginosa v plicich pacientl postiZzenych cystickou fibrézou. Jejich oslabené dychaci
cesty jsou Casto napadany druhotnymi infekcemi (Gilligan, 1991), naptiklad aspergillozou
zpusobenou druhem Aspergillus fumigatus. Ukézalo se, ze P. Aeruginosa inhibuje rust jeho
hyf a vyrazné redukuje tvorbu jeho biofilmu latkami jako decanol, dodecanol a decanoova
kyselina (Mowat et al., 2010). A pravé diky svym inhibi¢nim u¢inkiim vii¢i houbam slouzi
jako u¢inny prostiedek pro biologickou kontrolu dilezitych plodin (Dowling et Ogara,
1994), které Casto byvaji napadany pravé houbami, jako tfeba v ptipad¢ hniloby rajcat

zpusobené patogenni houbou Fusarium oxysporum (Chin-A-Woeng et al., 1998).

5.2. Antifungalni sekundarni metabolity

Pyocyaniny jsou hlavnimi antifungdlnimi latkami zejména u druhu P aeruginosa.
Naptiklad u houby druhu Candida albicans zabrainuji jejimu piechodu z kvasinkového do
vlaknitého stavu, ktery umoziuje jeji tkanovou invazivitu. Tak je potlaceno rozvinuti
kandidazy, houbového onemocnéni u pacientii oslabenych cystickou fibrézou (Kerr et al.,

1999).
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Spolu s pyocyaniny pak fenazinmetosulfat a fenazin-1-karboxyldt znemoznuji rist
C. albicans na nefermentovatelnych zdrojich uhliku a specificky inhibuji respiraci.
V disledku toho maji pak houbové biofilmy snizenou zivotaschopnost a odolnost, diky
¢emuz se jich pak miizeme snadnéji zbavit (Morales et al., 2013).

Mimo vySe zminénych existuji jesté dalsi latky, jimiz bakterie rodu Pseudomonas
inhibuji rast ¢i fyziologii hub. Napf. 3-oxo-C12 homoserin lakton, jenz také inhibuje
vlaknity rust C. albicans (Hogan et al., 2004). VSem témto latkdm by se védci v souvislosti

s moznym potla¢enim houbové nakazy netopyra méli blize vénovat.
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6. Zaver

Cilem této prace bylo seznamit se Syndromem bilého nosu, houbovym onemocnénim
netopyru, které je pro netopyii populace na americkém kontinenté¢ velmi zavazné a ptisobi
zde velké ztraty. Dale piedstavit jeho puvodce, psychrofilni houbu Pseudogymnoascus
destructans a jeji pfibuzné druhy. Poté shrnout poznatky o typech interakei, které vici sobé
mohou bakterie a houby vykazovat, a v souvislosti s nimi kratce ptredstavit bakterialni rod
Pseudomonas a jeho antifungalni ucinky. Ty se v dne$ni dobé hojné vyuzivaji napi. pro
biologickou ochranu dtlezitych uzitkovych plodin pfed houbovymi nakazami a diky
dal$imu intenzivnimu zkoumani by se mohly v budoucnosti zacit pouzivat pravé také pro

1é¢bu houbové infekce netopyru.
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