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SOUHRN

Cil prace: Plzi (Gastropoda) disponuji mechanismem tvorby
znacného mnozstvi slizu a v ném obsazenych latek, které vyuzi-
vaji k obrané pred bakteridlnimi ¢i mykotickymi patogeny. Tyto
ucinné latky se podileji na realizaci jak humoradini, tak i bunécné
imunity plzG. Antibakterialni ¢i antimykoticky Gc¢inek humoralni
slozky slizu plz{ spociva v cytotoxické a hemaglutinacni aktivité
v(¢i potencionalnim mikrobidlnim patogendm. U¢inek antibak-
terialnich latek pritomnych ve slizu plzl Achatina reticulata byl
testovan na kmenech bakterii Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa.

Material a metody: Celkem bylo testovano 5 vzork( slizu ode-
branych z laboratorniho chovu plze Achatina reticulata. Kvili
eliminaci pfipadné mikrobiadlni kontaminace vzork( slizu bylo ke
sterilizaci slizu pouzito UV zareni. Ke stanoveni uc¢ink{ antibakte-
riaglnich G¢inkd vzorkd slizu byla pouzita prosta difuzni metoda na

ABSTRACT

ChmelaF D., Hinstova R., Kuzma J., Hajek M.: Determination
of antimicrobial activity of Achatina reticulata slime
Backgrounds: Snails (Gastropoda) have a mechanism for the pro-
duction of a significant amount of slime and substances contained
therein they use to protect themselves against bacterial or fungal
pathogens. These active substances are involved in both humoral
and cellular immune responses of the gastropods. The antibac-
terial or antifungal effect of the humoral immune component of
slime lies in cytotoxic and haemagglutination activity against
potential microbial pathogens. The activity of antibacterial agents
present in Achatina reticulata slime against bacterial strains of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
and Pseudomonas aeruginosa was tested.

Material and Methods: A total of five samples of slime from
laboratory reared Achatina reticulata were tested. To eliminate
potential microbial contamination, slime samples were sterili-
zed by UV radiation. To screen slime samples for antibacterial

uvob

V soucasné dobé vyvstava potfeba u¢inné 1é¢by celé fady
koznich onemocnéni. Nejenom zajimavou, aleirelativné
ucinnou formou feSeni tohoto problému se jevi aplikace
jednotlivych latek pfitomnych ve slizu plicnatych plzt
(Gastropoda). P1zi disponuji mechanismem tvorby znac-
ného mnozstvi slizu a v ném obsaZenych latek, které
vyuzivaji k obrané pred bakteridlnimi ¢i mykotickymi
patogeny. Tyto i¢inné latky se podileji na realizaci jak
humoralni, tak i buné¢né imunity plzii. Mezi nejcastéji
produkovanymi latkami tohoto typu ve slizu plz{ patfi

Mueller-Hinton agaru. K testovani antimikrobialnich Gcinkd slizu
byly pouzivany jeho nafedéné vzorky v guaiacol glycerid éteru.
Vysledky: Vysledky stanoveni antimikrobidlnich Ucinkd slizu
plze Achatina reticulata svedci o tom, Ze biologicky aktivni latky
pritomné ve slizu hlemyzdé Achatina reticulata vykazuji témér
soumeéfitelnou ucinnost jako klasicka antibiotika pouzivana pro
[é¢bu bakteridinich infekci. Vysledky stanoveni antimikrobialnich
Ucinkd slizu plze Achatina reticulata taktéz upozornily na viridaci
(Castecnou hemolyzu erytrocytl) po 24hodinové kultivaci slizu
exponovaného UV zafenim po dobu 60 minut na Columbia
krevnim agaru.

Zavér: \/ysledky stanoveni antimikrobialnich ucinkd vybraného
slizu hlemyzdeé Achatina reticulata svédci o tom, ze sliz hlemyzdt
ze skupiny Gastropoda obsahuje biologicky uc¢inné latky s pomeér-
né vyraznym antimikrobialnim ucinkem.

KLiCOVA SLOVA
Achatina reticulata - antimikrobialni u¢inky slizu plZd

activity, the simple diffusion method on Mueller-Hinton agar
was used. Samples diluted in guaiacol glycerol ether were used
in the testing.

Results: The results show that the biologically active substances
present in Achatina reticulata slime have an antimicrobial activity
which is almost commensurate with that of the conventional
antibiotics used to treat bacterial infections. The results of the
determination of the antimicrobial effects of Achatina reticulata
slime also highlighted viridation (partial hemolysis of erythrocytes
after 24 hours of slime cultivation exposed to UV light for 60
minutes on Columbia blood agar.

Conclusions: The results of the antimicrobial activity testing
of selected Achatina reticulata slime samples show that the
gastropod slime contains biologically active substances with a
relatively significant antimicrobial activity.
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pfedevsim achacin, lektin, mytimacin-AF a celd fada
dalsich latek (acharan sulfat, glutation-S-transferaza,
superoxiddismutaza, mucin). Antibakterialni ¢i anti-
myKkoticky tcinek humoralni sloZky slizu plzi spociva
v cytotoxické a hemaglutina¢ni aktivité vii¢i potencional-
nim patogentm. U¢innost vy$e zminénych latek nemusi
byt vZdy dostacujici k usmrceni jednotlivych patogent,
avsak dokaze narusit exponencialni fazi rstu pifedevsim
mikrobialnich patogent, popf. tyto latky mohou indu-
kovat aglutinaci grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii [8].
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Bakterie a kvasinky druht Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis a Candida albicans zptisobuji u ¢lo-
véka fadu koznich onemocnéni a jsou ptivodci komunit-
nich infekci. Mezi nejcastéjsi soudobé kozni onemocnéni
se fadi napt. lupénka, atopicky ekzém, akné, infekéni
onemocnéni kiize, kozni onemocnéni vyvolavana pato-
gennimi plisnémi, viry a parazity (viry bradavic, her-
pes viry) a autoimunni onemocnéni - lupus erythematosus
(systémovy lupus). Zna¢né mnozstvi téchto patogennich
agens pochazi z nemocni¢niho prostfedi, kde se pravidel-
né dostavaji do kontaktu s dezinfekénimi prostfedky ¢i
antibiotiky a stavaji se rezistentnimi. Také mnohé latky
pouzivané k 1é¢bé koznich onemocnéni (napt. kortikoidy)
nejsou dlouhodobé ucinné a stavaji se nefunkcénimi.
Ke stanoven{ antibakteridlniho a antimykotického tucin-
ku slizu plzt jsme experimentalné pouzivali vhodné
nafedéné vzorky slizu téchto plzii. K ziskani polarnich
anepolarnich frakci latek byla vybrana rizna rozpousté-
dla podle jejich polarity: destilovana voda, broncholyzin,
guaiacol glyceryl ether a hexan [6].

Sliz plzl obsahuje kromé ucinnych latek i fakultativné
(symbiotické) patogenni bakterie, které osidluji jejich
télni dutiny a mohly by byt patogenni i pro clovéka.
Z tohoto divodu bylo ze vzorkil slizu izolovano 5 kment
gramnegativnich bakterii (viz obr. 2], které byly identi-
fikovany pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci (MALDI-TOF). Identifikace téchto
kmenu prokazala, Ze se jednalo o 3 pidni bakterie -
Leclercia adecarboxylata, Escherichia hermannii, Pseudomonas
extremorientalis. S ohledem na vyskyt téchto druh@ gram-
negativnich bakterii, které byly pfitomny v testovanych
vzorcich slizu plzii, byla zavedena sterilizace téchto vzor-
kil pomoci UV zareni [5].

Mechanismus antibakteriidlniho a antimykotické-
ho udinku latek: achacin, lektin, mytimacin - AF
a acharan sulfit

Mezi i¢inné latky plzi, které maji antibakteridlni a anti-
myKkoticky tcinek, patiilektin, achacin, mytimacin - AF,
acharan sulfit a mnoho dalsich. Rada organismii ma
ziskanou a vrozenou imunitu, ktera stoji za tvorbou obran-
nych a ochrannych latek podilejicich se na inaktivaci pa-
togend. Plzi vSak adaptivni imunitu nemaji, a proto se na
obrannych ucincich podili pouze imunita vrozend. Obecné
skupina mékkysti, kam jsou fazeni i plZi, disponuje dvéma
obrannymi mechanismy vrozené imunity - bunéénymi
obrannymi reakcemi a reakcemi zprostfedkovanymi hu-
moralnimi obrannymi faktory. Bunécné obranné reakce
zahrnuji fagocytujici buriky a moznost zapouzdfeni pato-
gent a cizorodého materialu. Humoralni obranné faktory
obsahuji latky, jako jsou napiiklad lysozymy, lektiny,
antibakterialni a antivirové faktory ¢i opsonizace [4].
Jednou z hojné zastoupenych sloZek slizu plzii je skupina
proteinti nazyvajicich se lektiny. Lektiny jsou proteiny,
které jsou v pripadé plzl vylucovany do jejich slizu skrze
plast limce, kde specificky rozpoznavaji cukry a jejich
zbytky a vazi se na né. Tyto proteiny plzi se vyznamné
podili na ochrané pred patogeny, a to predevsim svou
hemaglutinacni aktivitou. Na rozdil od jinych latek
pritomnych ve slizu, lektiny neinhibuji rist bakterii, ale
indukuji aglutinaci grampozitivnich a gramnegativnich
bakterii. U plZ{ byly a jsou testovany rizné typy lektind
(napf. lektiny typu C), které jsou Ca2+ dependentni,
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a taktéZ mnoho z nich je specifickych k vazbé na kyseli-
nu sialovou (tzv. cukerna kyselina). Kyselina sialova je
derivat kyseliny neuraminové (monosacharidu s deviti
atomy uhliku), kterd se nachazi ve specifické formé (ky-
selina N-acetylneuraminova) i u patogennich bakterii.
Tato kyselina je pro patogenni bakterie zdrojem uhliku
a dusiku a casto je ukotvena na povrchu bakteridlnich
bunék. Lektiny jsou schopné se na tato mista specificky
véazat a zplisobovat inaktivaci téchto patogent [8].
Dalsi nejhojnéji zastoupenou latkou ve slizu plzu je
achacin, ktery je jiZ podle jména specificky pro plze
rodu Achatina, podle kterého byl pojmenovan. Achacin
je vylucovan do slizu pomoci limce téla plze a vykazuje
l-aminokyselinooxiddzovou aktivitu. Analyza sekvenci
odhalila, Ze achacin obsahuje alfa enzymy ze skupi-
ny amino oxidaz, které katalyzuji oxida¢ni deaminace
L-aminokyselin za vzniku pfislusnych K-ketokyselin, pe-
roxidu vodiku (H,0,) a amoniaku (NH,). Antibakteridlni
aktivity achacinu je docileno cytotoxickym ucinkem
H,0,, ktery miiZe vést azZ k indukované apoptdze a k ag-
regaci trombocytl. Koncentrace achacinu ve slizu v§ak
neni vzdy dostacujici k usmrceni bakterii, ale slouzi
predevsim k inhibici jejich rlistové faze, a tim znacné
pfispiva k obrané vii¢i témto patogentim [2].
Mytimacin-AF (MAF) je latka patfici mezi mytimacinové
peptidy, které byly identifikovany a ziskany ze suchozem-
niho Zijiciho plZe Lissachatina fulica. MAF je slozen z 80 ami-
nokyselinovych zbytk{, mezi nimiz dominuje 10 molekul
cysteinu. Mytimacin-AF vykazuje u suchozemskych plzii
antimikrobidlni ti¢inek a tvori nedilnou soucast jejich vro-
zené imunity. Tento peptid se aktivné podili na eliminaci
gramnegativnich i grampozitivnich bakteriii, kvasinek
Candida albicans a brani replikaci vir. Béhem testovani na
mikroorganismech bylo zjisténo, Ze jiz v malé koncentraci
(1,9 ug/ml), ptisobi cidné proti kmentm Staphylococcus aureus.
Testovanim této latky byla taktéZ potvrzena nizsi hemoly-
ticka aktivita vii¢i cervenym krvinkam [10].

Acharan sulfat je latka patfici mezi glykosaminoglykany
(GAG), coz jsou latky, v jejichz struktufe se nachazeji di-
sacharidické jednotky, z nichz vzdy jednim ¢lenem je uro-
nova kyselina a druhym ¢lenem je glukosamin. Acharan
sulfat (AS) podobné jako GAG je slozen z opakujicich se
disacharidickych jednotek v podobé 2-acetyl,2-deoxy-alfa-
-D-glukopyrandzy a 2-sulfo-alfa-l-idopyranosyluronické
kyseliny, ¢imz je AS podoben strukturné i funkéné hepa-
rinu a heparan sulfatu. Acharan sulfat je latka ziskavana
z téla plZe Achatina fulica ve formé sekretu z vnitinich granuli
slinnych Z1az, odkud je transportovan na povrch plze v po-
dobé slizu. V téle plze byla tato latka lokalizovana v jeho
riznych ¢astech, nejen ve slinnych Zlazach a slizu, ale
ivorganickém plasti matrixu, coz dokazuje jeho distribuci
mezi jednotlivymi organy. Acharan sulfat je latka, ktera
je intenzivné studovana a testovana pro svou protinado-
rovou aktivitu a ucinek. Tato latka zvysuje fagocytarni
aktivitu a produkci cytosinti (TNF-alfa a IL-1 beta faktor).
Jeho piisobenim dochazi k uvoltiovani oxidu dusnatého
z makrofagovych bunécnych linii RAW 264.7., ¢imz jsou
detekovany antigenné se prezentujici bunky [3, 9].

MATERIAL A METODY

Pripadny ucinek antibakteridlnich latek prfitomnych
ve slizu plzt Achatina reticulata, byl testovan na kme-
nech bakterii Escherichia coli (ESCO), Staphylococcus aureus



(STAU), Klebsiella pneumoniae (KLPN) a Pseudomonas aeru-
ginosa (PSAE). VSechny testované kmeny bakterii byly
divoké kmeny bakterii izolované z lidskych klinickych
materialll ze spaddové oblasti laboratotfe Agel Vitkovické
nemocnice v Ostravé. Kmeny ESCO, STAU a PSAE by-
ly dobfe citlivé na antibiotika, kmen KLPN byl pro-
ducentem Sirokospektrych betalaktamdaz typu ESBL
(Extended Spectrum Beta Lactamases). Celkem bylo
testovano 5 vzorkil slizu odebranych z laboratorniho
chovu plze Achatina reticulata.

Laboratorni chov plZa

Laboratorni chov plze (Achatina reticulata) zahrnuje odlisné
a specifické podminky, které se neztotoznuji s béZnym
chovem. P1Zi byli chovani ve dvou plastovych transpa-
rentnich boxech (Samla, Ikea, Svédsko) o rozmérech 56 x
39x 42 cm a o objemu 65 1. Boxy byly umistény v zastinu,
ale s prisunem slunecniho svétla pfi teploté v rozmezi
23-25 °C a vlhkosti kolem 75 %.

Priprava humoralni sloZky (slizu) plZe

Odbéry humoralni slozky (slizu) plze byly provedeny
pomoci sterilni injekéni stfikacky, a to z limce a celé
plochy svalnaté nohy plze. Vzorky byly skladovany v led-
nici pfi teploté 5 °C po dobu 24 h. Redéni podle viskozity
konkrétniho vzorka slizu, tzn. 2 ml vzorku slizu, bylo
fedéno ve 2 ml guaiacol glyceryl éteru (Sigma-Aldrich).
Vzorky byly zvortexovany a s ohledem na nutnou mikro-
bidlni sterilitu vzork slizu byl proveden test sterilizace
pomoci UV zafeni.

Obr. 1. Vzorek slizu plzd exponovany UV zarenim po dobu

60 minut po 24hodinové kultivaci na Columbia krevnim agaru
Viditelna viridace - ¢aste¢na hemolyza beranich erytrocytd

v misté o¢kovaci ¢ary, kde nebyl detekovan zadny narlst bakterii,
coz svédci o biologickém ucinku latek pfitomnych ve slizu.
Figure 1. Slime sample exposed to UV radiation for 60 minutes
after 24 hours of culture on Columbia blood agar

Visible alpha haemolysis - partial haemolysis of sheep
erythrocytes along the inoculation line where no bacterial
growth was detected, which indicates biological activity of the
substances present in snail slime.
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Test UV sterilizace

Kvili eliminaci pfipadné mikrobialni kontaminace
vzorki slizu bylo ke sterilizaci slizu pouZito UV zafe-
ni. K UV zafeni byl pouzit biohazard box s UV lampou
(Philips, Nizozemsko, 30 W). Oteviené Petriho misky
s nafedénymi vzorky slizu byly umistény pod UV lampu
ve vzdalenosti 30 cm. Jednotlivé vzorky byly exponovany
UV zafenim po dobu 30, 45, 60 a 90 minut - obrazek 1.
Po nékolikanasobném testovani sterility byla stanove-
na ucinna steriliza¢ni doba ptsobeni UV zafeni na 120
minut.

Obr. 2. Vzorek slizu kultivovany 24 hodin na Columbia krevnim
agaru

Sliz - nefedény a redény (na snimku vpravo) - je kontaminovan
pudni bakterialni mikrobiotou.

Figure 2. Slime sample cultured for 24 hours on Columbia blood
agar

Slime - undiluted and diluted (pictured on the right) - is
contaminated by soil bacterial microbiota.

Eliminace kontaminace vzorki slizu

UV sterilizace probihala u jednotlivych vzorkd slizu po
dobu 120 minut. Kazdy testovany vzorek slizu byl poté
rozetfen po povrchu Columbia krevniho agaru (Trios,
CR) a MacConkeyova agaru (Trios, CR) pomoci kovo-
vych stérek ve formé kfiZovych fedicich ockovacich ¢ar.
Vzorky byly nasledné inkubovany po dobu 24 h. pfi tep-
loté 36,5 °C.

Z plzQ Achatina reticulata bylo odebrano 5 vzorku slizu,
znichz byly izolovany a ureny 3 druhy gramnegativnich
nefermentujicich tycek. Izolované kmeny bakterii byly
identifikovany pomoci systému MALDI-TOF bakterie
Leclercia adecarboxylata, Escherichia hermannii a Pseudomonas
extremorientalis.

Stanoveni antimikrobialnich uicinki slizu

S ohledem na pritomnost velkého mnoZstvi latek slizovi-
tého charakteru bylo nutné aktivni latky ze slizu uvolnit
jeho maceraci v rozpoustédle. K testovani antimikro-
bialnich Gc¢inka slizu byl jako rozpoustédlo slizu pouzit
guaiacol glyceryl éter (Sigma - Aldrich, USA). VSechny
natedéné roztoky slizu byly po dobu 24 hodin protfepa-
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vany na tfepacce. Nakonec byly roztoky piefiltrovany
pres sterilni filtra¢ni papir. BEhem celé doby pfipravy
i doby testovani byly roztoky slizu uchovavany v temnu
v chladniéce pti 5 °C. Nejlepsi t€¢inky byly zaznamena-
ny v pfipadé pouziti guaiacol glyceryl etheru (Sigma
- Aldrich, USA) o koncentraci 10 mg/ml, ktera byla vy-
brana jako koncentrace rozpoustédla pro rozpousténi
slizu.

Testovani antimikrobidlnich u¢inku slizu

Na sledovani antibakteridlnich G¢inkd vzork slizu byla
pouzita prosta difuzni metoda na Mueller-Hinton agaru.
Je zaloZena na principu inhibice ristu bakteridlni kul-
tury extraktem ze slizu plzél difundujiciho do Zivného
kultiva¢niho média. Tato metoda byla pouzita jako va-
rianta klasické difuzni metody kvalitativniho stanoveni
citlivosti na antibiotika (EUCAST - European Committee
on Antibiotic Susceptibility Testing) s ohledem na cha-
rakter rozpoustédel slizu plzii. Antimikrobidlni G¢inky
slizu byly testovany na 4 riznych kmenech bakterial-
nich ptvodcl infekénich onemocnéni u lidi: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa. Jednotlivé testované kmeny bakterii byly ve
formé naplavu o denzité inokula 0,8 podle McFarlanda
- 2,4 x 10® CFU/ml aplikovany na povrch Trypton Soya
Agaru (HiMedia, Indie) na Petriho miskach. Vzorky
slizu byly pted vlastni aplikaci na povrch Trypton Soya
Agaru sterilizovany pomoci UV zafeni po dobu 120 min.
na otevienych Petriho miskach ze vzdalenosti 30 cm od
UV lampy (Philips, Nizozemsko, 30 W). Na naplavy bak-
teridlnich kultur bylo nasledné pipetovano 50 pl roztoku
samotného guaiacol glyceryl etheru (pfiprava vodného
roztoku: 10 mg guaiacol glyceryl éteru/1 ml sterilni de-
mineralizované vody), samotného slizu bez rozpoustédla
a guaiacol glyceryl éteru + slizu v poméru 2 : 1 (dvakrat
na kazdou plotnu s testovanym kmenem dané bakterie).
Pipetovani bylo provadéno u kazdého testovaného bak-
teridlniho kmene duplicitné. Testované kmeny bakterii
byly poté kultivovany po dobu 24 hodin v termostatu pri
36,5 °C. Po vytaZeni z termostatu byly zméfeny jednotlivé
velikosti inhibi¢nich zén testovanych bakterii na kulti-
vacnich plotnach pomoci digitalniho posuvného méritka
- Supléry a stereomikroskopu pti ptimém zvétSeni 12krat.
Antimikrobidlni aktivita slizu byla vyhodnocovana na
zakladé vysledné hodnoty velikosti inhibi¢nich zén testo-
vanych kment bakterii. Celkem byly testovany 4 kmeny
bakterii a 5 vzork slizu. U¢innost kazdého vzorku slizu
byla testovana na kazdém bakteridlnim kmeni paralelné
dvakrat. Vysledky velikosti 40 zméfenych inhibi¢nich
z6n byly zprimérovany.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky stanoveni antimikrobidlnich i¢ink slizu hle-
myzdé Achatina reticulata jsou uvedeny v tabulce 1a v gra-
ful.

Stanoveni pfipadného antibakteridlniho Gc¢inku slizu
hlemyzdé Achatina reticulata pfineslo kromé jeho antimi-
krobidlnich ucinkl také celou fadu dalSich vysledkdi.
Stanoveni antibakteridlniho .¢inku slizu bylo provadéno
pfimo pomoci celého slizu a nikoliv stanovenim anti-
mikrobidlnich tc¢inkd jednotlivych latek a slozek, které
obsahuje. Sliz je hlemyzdi produkovan nikoliv ve formé
jednotlivych latek, ze kterych se sklada, ale jako jejich
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Tabulka 1. Vysledky stanoveni antimikrobialnich ucinkd slizu
hlemyzdé Achatina reticulata

Table 1. Results of antimicrobial activity testing of Achatina reticulata
slime

Vysledny
antimikrobialni
tcinek slizu (mm)

GGE +sliz  GGE bez slizu
(mm) (mm)

857 0 857
9,32 0 9,32
13,33 0 13,33
11,16 0 11,16

Velikost inhibi¢nich zén v mm.

Vysvétlivky: ESCO - Escherichia coli; KLPN - Klebsiella pneumoniae, STAU -
Staphylococcus aureus; PSAE - Pseudomonas aeruginosa; GGE - guaiacol glycerid
éter.

Inhibition zone size in mm.

Explanatory Notes: ESCO - Escherichia coli; KLPN - Klebsiella pneumoniae, STAU -
Staphylococcus aureus; PSAE - Pseudomonas aeruginosa; GGE - guaiacol glycerol
ether.

GGE + S (guaiacol glycerid éter + sliz)
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Graf 1. Antimikrobialni U¢inek slizu hlemyzdé Achatina reticulata
rozpusténého v guaiacol glycerid éteru (2 : 1)

Vysveétlivky: ESCO - Escherichia coli; KLPN - Klebsiella
pneumoniae, STAU - Staphylococcus aureus; PSAE -
Pseudomonas aeruginosa

Graph 1. Antimicrobial activity of Achatina reticulata slime
dissolved in guaiacol glycerol ether (2 : 1)

Notes: ESCO - Escherichia coli; KLPN - Klebsiella pneumoniae,
STAU - Staphylococcus aureus; PSAE - Pseudomonas aeruginosa

komplexni, hutna smés. Pfipadné biologické ucinky slizu
jsou pravdépodobné docilovany spoluptisobenim vSech
v ném obsazenych latek a sloZek [6].

Prvnim diilezitym vysledkem testovani je aplikace UV
zafeni coby velice i¢inného faktoru vedouciho k potlace-
nineZadouci, pfirozené mikrobioty hlemyzdt pfitomné
v jejich slizu (viz obr. 1 a 2). UV zateni vedlo po jeho
120minutové aplikaci k iplné eliminaci hlemyzdi mik-
robioty pfitomné ve slizu. Na druhé strané, 30wattové
UV zatfeni nevedlo k destrukci biologicky t¢innych latek
pritomnych ve slizu hlemyzdh (viz obr. 1). Jejich aktivita
je i po 120minutovém plisobeni UV zafeni nezménéna.
Prakticka aplikace tohoto faktu by mohla mit velky dopad



a vyuziti v kosmetickém pramyslu (extrakce ucinnych
latek pritomnych ve slizu a eliminace jeho bakteridlniho
znecisténi) a také v dermatologii pfi aplikaci slizu hle-
myzdi ve formé jeho pfipadného pouziti jako 1é¢ebného
pripravku.

Navzdory tomu, Ze nebyly pfesné znamy a definova-
ny koncentrace ucinnych latek obsaZenych v testova-
nych vzorcich slizu plz (mg/1), vykazovaly tyto vzorky
slizu plz@ souméftitelnou ucéinnost jako klasicka an-
tibiotika pouzivana pro 1é¢bu bakteridlnich infekci.
Porovnanim ucinkl testovaného slizu s breakpointy
antibiotik stanovenych difuzni metodou ve formé veli-
kosti zmétenych inhibi¢nich zén podle tidaji European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing [1] je
zfejmé, Ze antimikrobidlni i¢inky slizu téméf dosahuji
hodnot break pointu (BP) a tedy ucinkl gentamycinu
(BP = 14 mm), ampicilinu (BP = 14 mm) a ceftazidimu
(BP = 13 mm) v pripadé testovavanych bakterii ze sku-
piny Enterobacteriaceae (Escherichia coli a Klebsiella pneumo-
niae); nitrofurantoinu (BP = 13 mm) a trimetoprimu
(BP =14 mm) v ptipadé Staphylococcus aureus a netilmycinu
(BP=12mm), gentamycinu (BP = 15 mm) a trimetoprim
- sulfometoxazolu (BP = 16 mm) v pripadé Pseudomonas
aeruginosa.

Vysledky projektu taktéZ upozornily na viridaci (Cas-
te¢nou hemolyzu erytrocytii) po 24 kultivaci slizu expo-
novaného UV zafenim po dobu 60 minut na Columbia
krevnim agaru (obr. 1 a 2). K této Castecné hemolyze
beranich erytrocyti dosSlo v misté ockovaci ¢ary, kde
nebyl detekovan Zadny nardst bakterii, coz svéd¢i o he-
molytickém ucinku latek pfitomnych ve slizu. Mezi tyto
antimikrobidlni latky s hemolytickym tc¢inkem pfitomné
ve slizu patii pfedevsim lektiny a mytimaciny - AF (viz
kapitola: Mechanismus antibakteridlniho a antimyko-
tického ucinku latek).

Dosud provedené testy detekce antimikrobidlniho a¢inku
slizu hlemyzd® byly provadény se slizem od hlemyzda
Achatina fulica. Tyto testy prokazaly inhibicni i¢inek slizu
pouze v pripadé bakterii Staphylococcus aureus a Staphylococcus
epidermidis. U jinych testovanych jak gramnegativnich,
tak i grampozitivnich bakterii nebyl zaznamenan zadny
inhibi¢ni G¢inek testovaného slizu [7].

Jini autofi testovali antimikrobidlni G¢inky hlemyzda
Helix aspersa. Tyto testy prokazaly inhibicni i¢inek slizu
pouze v pripadé bakterii Pseudomonas aeruginosa. I v tomto
ptipadé nebylujinych testovanych jak gramnegativnich,
tak i grampozitivnich bakterii zaznamenan zadny inhi-
bi¢niti¢inek. Sliz byl pfed aplikaci na pidy s testovanymi
bakteriemi fedén ve fosfatovém pufrul: 3 a byl na tyto
ptdy aplikovan nakapanim 50 pl jeho supernatantu
na sterilni papirovy disk, ze kterého pak difundoval do
agarové pldy s naplavem bakterii [6].

Vysledky nasich testli, které nebyly provadény s jak-
koliv separovanym slizem hlemyzdé Achatina reticulata,
potvrzuji domnénku vyslovenou jinymi autory [6, 7]
hovorici o tom, Ze inhibi¢niho t¢inku slizu hlemyzd je
pravdépodobné dosahovano komplexnim tcinkem vSech
jeho slozek a nikoliv jen plisobenim jeho jednotlivych
aktivnich latek.

Vysledky nasi prace svédd¢i o tom, Ze cely sliz plzi
vykazuje antibakteridlni ucinky proti Sir§Simu spek-
tru testovanych bakterii (viz tab. 1), coz muZe byt
zapfic¢inéno vybranym druhem plze Achatina reticulata,
jehoz sliz dosud nebyl nijak testovan a vykazuje §irsi
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antimikrobidlni spektrum ucinku. Na rozdil od vyse
zminénych publikaci byl antimikrobidlni ii¢inek slizu
tohoto hlemyzdé detekovan v podobé inhibi¢nich zén
o velikosti 8,57 mm a 9,32 mm i v pfipadé bakterialnich
druh Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae. Rozdilnost
nasich vysledkd a vysledkd ziskanych jinymi autory
pravdépodobné spociva v uziti jak odliSnych metodik
testovani antimikrobidlnich téinka slizu, tak pre-
devsim ve zvoleni jiného druhu plze. Skutecnost, Ze
antimikrobidlni tcinek celého slizu hlemyzdé Achatina
reticulata byl zaznamendn i u gramnegativnich bakterii
Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae se jevi jako velmi
vyznamna.

ZAVER

Vysledky stanoveni antimikrobidlnich i¢inka slizu hle-
myZzdé Achatina reticulata svédci o tom, Ze sliz hlemyzda
ze skupiny Gastropoda obsahuje biologicky i¢inné latky
s pomérné vyraznym antimikrobidlnim tc¢inkem. Obé
tyto skutecnosti by mohly vést k celé fadé praktickych
aplikac¢nich vystupti upotfebitelnych a realizovanych jak
v kosmetickém primyslu, tak i nejenom v orientalni, ale
iv tradi¢ni zdpadni mediciné.

LITERATURA

1. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters,
Version 8.1 European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, valid from 2018-05-15. Dostupné na www: http://www.eu-
cast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_table-
s/v_8.1 Breakpoint_Tables.pdf).

2. Ehara T, Kitajima S, Kanzawa N, Tamiya T, Tsuchiya T. Antimicrobial
action of achacin is mediated by L-amino acid oxidase activity. FEBS
Letters, 2002;531(3):509-512.

3. Jeong J, Toida T, Muneta Y, Kosiishi I, Imanari T, Linhardt RJ, Kim
YS. Localization and characterization of acharan sulfate in the body of
the giant African snail Achatina fulica. Comparative Biochemistry and
Physiology - B Biochemistry and Molecular Biology, 2001,130(4):513-519.
4. Locker Eric S. Gastropod Immunobiology. Boston: Springer,
2010;17-43. DOI: 10.1007/978-1-4419-8059-5_2.

5. Pawar K, Dar M, Rajput B, Kulkarni G. Enrichment and Identification
of Cellulolytic Bacteria from the Gastrointestinal Tract of Giant African
Snail, Achatina fulica. Applied Biochemistry and Biotechnology,
2015;175(4):1971-1980.

6. Pitt SJ, Graham MA, Dedi CG, Taylor-Harris PM, Gunn A.
Antimicrobial properties of mucus from the brown garden snail Helix
aspersa. British Journal of Biomedical Science, 2015;2(4):174-181.

7. Santana WA, Melo CM, Cardoso JC, et al. Assessment of
Antimicrobial Activity and Healing Potential of Mucous Secretion of
Achatina fulica. J Morphol, 2012;30:365-373.

8. Shigeru |, Shimizu M, Nagatsuka M, Kitajima S, Honda M, Tsuchiya T,
Kanzawa N. High Molecular Weight Lectin Isolated from the Mucus of
the Giant African Snail Achatina fulica. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 2011;75(1):20-25.

9. Vieira TCRG, Costa-Filho A, Salgado NC, Allodi S, Valente A.-P,
Nasciutti LE, Silva L.-CF. Acharan sulfate, the new glycosaminoglycan
from Achatina fulica Bowdich 1822. Structural heterogeneity, metabo-
lic labeling and localization in the body, mucus and the organic shell
matrix. European Journal of Biochemistry, 2004;271(4):845-854.

10. Zhong J, Wang W, Yang X, Yan X, Liu R. A novel cysteine-rich
antimicrobial peptide from the mucus of the snail of Achatina fulica.
Peptides, 2013;39(1):1-5.

2019,68,¢.2  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

69



PUVODNI PRACE

Vysledky této prace byly ziskany diky finanénim pro- ) - e
stfedkim ¢erpanym v ramci feseni projektu SGS08/LF/OU AU R et
studentské grantové soutéZe specifického VS vyzkumu
Ostravské univerzity.

doc. RNDr. Dittmar Chmela¥, Ph.D.

Katedra biomedicinskych obor, Lékarska fakulta

. Ostravska univerzita
Do redakce doslo dne 26. 11. 2018. Syllabova 19
703 00 Ostrava-Zabreh

e-mail: dittmar.chmelar@osu.cz

70  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2019, 68, ¢. 2



