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Predm&tem vyndlezu je zplisob pfipravy antibekteridlniho a entifungdlnfho entibiotika
z kloboukaté stopkovytrusné houby.

Dosud je z antifungélnich entibiotik z kloboukatjch stopkovytrusnych hub zném mucidin,
pripreveny ze submersni kultury houby Oudemansiells mucida (Cs. patent 136 492).

Mucidin (Mucidermin SPOFA) se aplikuje povrchové nap¥. ve formd spraye nebo masti.
Antibskteridlnf entibiotika, ziskend fermentaZni cestou z kloboukatych stopkovytrusnych hub,
nejsou dosud v klinické praxi pouZivéna.

Podstatou zplsobu p¥ipravy antibekteridlnfho a aniifungédlniho antibiotike podle vy~
nélezu je, %e se mycedlni kultura kloboukaté stopkovytrusné houby Agrocybe aegerita (Brig)
Sing., kmen Ag ae I, kultivuje metodou hloubkové kultivace pfi teplotd 24 % (: 4 po dobu
14 a% 24 dnd v tekutém ¥ivném prostitedf, obsshujfcim asimilovatelné zdroje uhliku a dusi-
ku minerdlnf %¥ivné sole a pridstové létky, nalef se odfiltruje kultivedni tekutina obsehujf-
c¢{ antibiotikum. ‘

Organismus, ktery produkuje nové antibiotikum podle vyndlezu, Je stopkovytrusnd hou=-
ba Agrocybe segerita (Brig.) Sing. (Basidiomycetes) z #4du hub lupenatych (Agericales). Jde
o teplomilnou dfevni jedlou houbu (M. Moser: "Rohrlinge und Blatterpilze, Kleine Krypto-
gemenflora IIb/2 Basidiomyzeten", Gustav Fischer Verlag Stuttgart, New York, 1978, str. 286).
Jejf synonymum je Pholiota cylindracea (DC ex Fr.). Vzhled a vyskyt p¥irodni plodnice
je popsén Pildtem (A. Pildt: "K1{Z k ur&ovdn{ nedich hub h¥ibovitych a bedlovitych", Brézda,
1951, str. 356) a Hennigem (Micheel Hennig: "Hendbuch fur Pilzfreunde, IV. Blatterpilze-
-Dunkelbléter", VEB Gustav Fischer Verlag Jena, 1967, str. 230).

212526



212526 2

Uisté kultura Agrocybe segerita byla ziskdna 1971 izolaci explantdtovou metodou z
gerstvé plodnice z pfirody. Kmen Ag se I kloboukaté stopkovyirusné houby Agrocybe segerita
Je uloZen ve sbirce kultur basidiomycetd odddleni experimentdln{ mykologie MBU gsav,
kterd je souddsti sbirky "Czechoslovek Collection of Microorganismus”.

Mycelium je udrZovéno na sladinkovém egeru 8°Ball. ve zkumavkéch. Mycelidlni kolonie
Je vatovitd, hustd, Zlutobild, bez pigmentace do %ivného egaru. Vlidkna hyf jsou prehrddko-
vand, silnd 3 a% 5 um, netvoP{ 24dné vegetativnl vytrusy. Rychlost rlstu je stdedn! (v&t¥ina
podhoub!{ stopkovgtrusnych hub roste pomalu), Petriho miska o prim&ru 10 cm, neokovend di-
karyontni kulturou, poroste myceliem b&hem 10 dnd. Sexuaslita tohoto druhu je Fizena tetra-
polérnim mechanismem inkompatibility (Esser a Kuenen: "Genetik der Pilze". Springer Verlag
Berlin-Heidelberg-New York, 1967). Dikaryontni kultura roste o n¥co rychleji ne% monoka=-
ryont a md na hyfdch prezky, charskteristické pro vdtdinu kultur stopkovytrusnych hub.

Monokaryontn{ kultura (z 1 vytrusu) je makroskopicky podobnd dikaryontu, na hyféch

md vdask jednoduchd septa. Agrocybe segerita splnuje predpoklady pro #lechténi, nebol tvorif
za vhodnych podminek v laboratofi plodnice, mé dob¥e kli¥ici basidiospory a pomdrnd krédtky
vyvojovy cyklus (Esser, Semerd¥ieva, Stahl: Genetische Untersuchungen an dem Basidiomyze=-
ten Agrocybe aegerita, Theoret. Appl. Genetics 45: 77 a¥ 85, 1974). Mycelium pistované me-
todou hloubkové kultivace ne tfepacim stroji v tekuté pddd v bance je kuli¥kovité, pozd&ji
se kulilky rozpadajf. Rist submersni kultury probfhd pomaleji,ne¥ je tomu nap¥. u penicilif
nebo aktinomyceti.

Zivnd pdde musi obsshovat zdroj assimilovatelného uhliku a organického nebo anorganic-
kého dusiku, minersélni sole, stopy kovl a ristové létky. Z komplexnich pid roste houba nej-
lépe na sladince o koncentrasci 8°Bell. pfi poddtednim pH 5,5-7,0, ze syntetickych pid na
MS-pidé (glukdza 30 g, kyselina glutamovd 2,5 g, glycin 0,1 g, vinen emonny 0,5 g, fosfo=-
rednen draselny primérnf 1,0 g, siran hore¥naty krystalicky 0,5 g, chlorid vépenaty
0,25 g, 1 ml roztoku stopovych prvkd Fe, Zn, B, Mn, Cu, Na, KJ, aneurin 100 ug, destilo~
vand voda 1 000 ml, pH 5,8).

Antibiotickéd ldtka, produkovand submersn{ kulturou uvedenou stopkovytrusné houby neby-
la dosud izolovédna v chemicky &istém stavu. Antibiotikum, obsa%ené v kultiva¥nim filtrédtu,
Je extraceluldrni, rozpustné ve vod&. Je d¥inné proti grem-pozitivnim i grem-negativnim
bakteriim a fungicidni. V tabulce 1 je uveden entibioticky d¥inek antibiotike podle vyndle-
zu (obsafeného v kultivednim filtrdtu) na ndkteré patogenni a podmindné patogenni mikroorga-
nismy.

Tabulke 1

Antibioticky d¥inek kultiva¥niho filirdtu Agrocybe segerita na n&které patogenni a
podminénd patogenni mikroogranismy

typ patogenni mikroorganismus podet antibioticky ®&inek (primér zdny
sledov. v mm) stenoveno difusni titraci
patog. (kominek na plotnd 5 mm) kepdno
kmen 0,1 ml filtrdtu
baktericidni bekteriostaticky
gram + Pneumococcus . 15 : 8 aZ 28
koky Staphylococcus aureus 7 . 8 az 10
Streptococcus faecealis 23 8 a% 13
Streptococcus hemolyt. A 8 10 a% 15 15 aZ 30
Streptococcus hemolyt. B 16 12 a% 26 19 a% 34
grem - Aeromonas 2 16 a% 26
ty&inky Enterobacter egglomeratus 1 12
Enterobacter cloacese 2 8 a¥ 12
Enterobacter hafnise 2 8 aZ 10
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pokrafovéni tabulky 1

typ patogenn{ mikroorgenismus podet antibioticky u&inek (primér zdny
sledov. v mm) stanoveno difusni titraci
patog. (kominek na plotnd 5 mm) kapdno
kmen 0,1 ml1 filtrétu
baktericidn{ bakteriostaticky
Escherichia coli 18 8 aZz 18 10 a% 36
Klebsiella pneumonise 2 - 8 az 10
Proteus mirabilis 10 12 a% 25
Proteus morgani i 10
Proteus rettgeri 2 11 aZ 26
Proteus vulgeris 6 10 aZ 18
Providentia 1 16
Pseudomonas aeruginosa > 8 aZ 20
Salmonella 2 8 8% 12
" Serratis 1 30
Yersinia 2 14 aZ 20
fungicidnt
kvasinky Candide albicans 8 8 ai 12
Candida pseudotropicalis 1 18
Candida tropicalis 4 8 az 10

Z tab. 1 je patrno, Ze z gram-pozitivnich kokd je Ulinnost antibiotike nejvét3i proti
B hemolytickym streptokokim (inhibi¥ni zdny e% 34 mm), z gram-negativnich kokd proti Aeromo-
nas, Escherichia coli, Proteus mirebilis a P, rettgeri & Serratia (inhibiZni zény 25 ai
36 mm); na kvasinky rodu Candida m& antibiotikum d&inek fungicidni.

Antibiotickd aktivita kultive¥nfho filtrdtu (lyofilizétu) byla stanovena plotnovou
difusnf mikrobiologickou titraci. Nebyla zjiZt&na v Zd4dné &&sti plodnic Agrocybe aegerita.
Staciondrn{ kultury vykszuj{ slabou aktivitu proti gram-pozitivnim bakteriim.

Ddle jsou uvedeny p¥iklady zpdsobu pripravy antibiotika podle vyndlezu.
P¥ikled 1

Do rota¥niho t¥epaciho stroje .se vloii Erlenmayerovy banky (a 300 ml) obsshujici 100 ml
tekuté 8°Ball. sladinky (pH 5,5). Banky byly zaolkovdny drdtkem 10 a% 20 Zdsticemi dob¥e
narostlé mycelidlni kultury Ag se I (20 dnd) ze Zikmého ageru ve zkumavce a uzavieny vatovou
zdtkou. Po 20 dnech tPepdni byl kultivani filtrét oddZlen od mycelia a testovén metodou
plotnové titrace na antibaskteridlni a sntifungdlnf aktivitu s kmeny Baccillus subtilis,
Escherichia coli a Candida pseudotropicelis pifi pouZiti streptomycinu a fungicidinu jako
srovnédvaciho standardu. Uinek ektivity (vzorek filtrdtu 0,1 ml) odpovidel, pokud jde o
antibakteridln{ ektivitu cca 100 j streptomycinu, pokud jde o antifungdlni sktivitu cca
500 j fungicidinu. Suchd véhe mycelia 22 mg/ml.

P¥f{kled 2

Kultivace na rotadnim t¥epacim stroji jako u p¥fkladu !, avdak na syntetické pGd& (MsS-
-pdd&: jeji slo¥eni uvedeno d¥ive). Kultura roste o n&co slab&ji (meximum 15 mg/ml suché véhy
mycelia) a pomaleji (meximdlni produkce sntibiotike po 28 dnech kultivece). Kultivaéni
f£iltrdt vykezuje rovnéZ antibiotickou aktivitu proti gram-pozitivnim , gram-negativnim
bekterifm & kvesinkdm. Koncetrace antibiotika je o n&co ni%3i ne% u p#ikladu 1.

Ne obr. 1 je graficky zndzornéne entibiotickdé ektivita na mikroorganismy Bacillus sub-
tilis, Escherichia coli a Candida pseudotiropicalis v prdibsdhu 28 dnd submersni kultivace
vychoziho kmene Ag se I na 8°Ball. sladinkové pdds. Z obrézku je patrno, napPiklad, Ze
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nejvét3l entibekteridlni d¥inek proti Escherichia coli je po 24 dnech kultivace vy¥choziho
kmene, kdy prom&r inhibi¥n{ zény je cca 24 mm. K¥ivky na obrdzku znézornuji:

~—O—0O~-- grem + bakterie (Bacillus subtilis)
—O—f—  grem - bakterie (Escherichia coli)
——0—0—— kvasinka (Candida pseudotropicalis)

~--=-=-— suché véha mycelia

PREDMET VYNALEZU

Zpisob pripravy antibekteridlniho a antifungédlniho sntibiotika z kloboukaté stopko-
vytrusné houby vyzna¥eny tim, Ze mycelidln{ kultura kloboukaté stopkovytrusné houby Agrocy-
be segerita, kmen Ag me I, se kultivuje metodou hloubkové kultivace pfi teplotd 24 °%¢
& 4° na sledinkové tekuté pdd3 pFi pH 5,5 e% 7, po dobu 14 % 24 dnd, naleX se odfiltruje
kultivadni tekutine, kterd obsahuje antibiotikum. .

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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