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druhu Aspergillus fumigatus FrRESENTUS
/ M. KUTKOVA, V. BETINA

Oddelenie mikrobioldgie Biologického vistavu Slovenskej akadémie vied,
Bratislava

Katedra mikrobioldgie a biochémie Slovenskej vysokej skoly technickej,
Bratislava

U 21 kmetov druhu Aspergillus fumigatus FRESENIUS sme chromatografic-
ky Studovali produkované antibiotikd, ktoré sme zaradili do tried a podtried
metédou pouzivanou na systematicka analyzu antibiotik [1]. Kmene sa vy-
znadovali velkou heterogenitou v produkeii antibiotickych ldtok. Veelku sme
zistili 72 antibiotik zvéc¢Sa s antibakteridlnym spektrom udinnosti, priGom
mnohé z nich moézeme podla chromatografického chovania povazovat za
identické. Pri niektorych kmertioch sme antibiotiké zistili iba v kultivaénom
médiu. U viacerych kmeriov sa antibiotikd nachddzali v mycéliu aj v médiu.
Vidssina kmetov vSak produkovala antibiotikd, ktoré zostdvali v mycéliu
a neuvolnovali sa do kultivaéného média. Zistili sme produkciu antibiotik
chromatograficky podobnych spinulozinu (Va. podtrieda), gliotoxinu (Vb.
podtrieda) a kyseline helvolovej (Ve. podtrieda), ktoré s zndime ako meta-
bolity Aspergillus fumigatus FREs. Ostatné antibiotikd odliSného zatriedenia
sme zatial bliz§ie neskumali.

Chromatografia na papieri je jedna zo zakladnych klasifikaénych a identi-
fika¢nych metéd pri vyhladavani antibiotik [2].

V rameci Stdidia variability druhu Adspergillus fumigatus FRES. sme sledo-
vali v naSej praci produkciu antibiotickych latok. Dovedna sme preskimali
21 kmerniov izolovanych z rozliénych zdrojov a lokalit. Na chromatograficki
klasifikaciu antibiotik sme pouzili postup vypracovany v naSom laboratdriu
pre systematicki analyzu antibiotik pomocou chromatografie na papieri, podla
ktorého sa antibiotika zaraduja do piatich tried [1]. Vysledky sledovania varia-
bility morfologickych znakov si publikované siéasne [3].

Experimentalna dast

Materidl a metédy

Oznacenie a povod kmeriov

Pracovali sme s 21 kmefimi Aspergillus fumigatus FRES., ktoré boli oznadené takto:
9-83 (Peking, Cina 1956, z drotu elektrického vedenia), 9-88 (Sanghaj, Cina 1956, zo
vzduchu), 11-14 (Praha 1960, zbierkovy kmeil), A-64 (Praha 1962, zbierkovy kmei),
B-1 (Nanking, Cina 1959, z pédy mieSaného lesa), B-2 a B-3 (Sudou, Cina 1959, z pédy
parku), B-4 (ChangdZou, Cina 1959, z pédy &éajovych plantazi), E-87 (Bydgoszcz, Polsko
1962, zbierkovy kmeri), Gr-2 (Greifswald, NDR 1962, zbierkovy kmen), 9-109 (Rio de
Janeiro, Brazilia 1962, zbierkovy kmet), 9-122 (Baarn, Holandsko 1962, zbierkovy kmer),
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PF.-1, PF-11, PF-I1I a PF-IV (Praha 1962, z infikovanych liekov), K.Kl. (Praha 1962,
z koznej kliniky), 9-125 (Pariz, Franctzsko 1962, zbierkovy kmern), M-154 (Budapest,
Madarsko 1963, z pody zemiakovych polf), M-167 (Budapest, Madarsko 1963, z kompostu)
a M-194 (Budapest, Madarsko 1963, zo zéhradnej pody).

Charakteristika kmenov

Vsetky kmene zodpovedaji svojim makroskopickym a mikroskopickym vzhladom
Raperovmu—Thomovmu opisu pre druh Aspergillus fumigatus FREs. [4], ktory patri do
skupiny Aspergillus fumigatus ¢elade Aspergillaceae s touto charakteristikou:

Kolénie na Czapkovom agare maji spociatku biele sfarbenie. S vyvojom konidionosidov
postupne nadobudaju zelené az tmavozelené sfarbenie, zriedkavejsie sa vo forme Skvin
alebo zén objavuje pieskové az Skoricové sfarbenie. Takéto kolénie st viéSinou zamatové,
ploché, velmi silne sporulujice. Niektoré kmene s viac-menej vloékovité s meniacim sa
mnozstvom vzdus$ného mycélia so spomalenou tvorbou konidionosi¢ov a konidii. Opaénd
strana a substrat si bezfarebné, ale ¢asto sa objavuje z1té sfarbenie, ktoré starnutim kultary
prechédza az do tmavoéervenych alebo hnedych odtieniov. Niekedy sa tvoria transpiraéné
kvapky jasnozltého az oranzového sfarbenia.

Konidionosi¢e su oby&ajne husto nazhromazdené, vyrastaju priamo z hyfy, postupne
sa roz§iruja do vezikula, najcastejsie flagkovitého tvaru.Vezikulus mé v priemere 20,0 az
30,0 um s typicky plodnou hornou polovicou. Sterigmy su usporiadané v jednom rade,
s osami zhruba paralelnymi s osami konidionosi¢ov o rozmeroch 4,0 az 13,0 ym X 2,0 az
3,0 um. Konidie s v mase tmavozelené, jemne ostnaté, gulovité, v priemere 2,5 aZ 3,0 pm,
extrémne 2,0 az 5,0 um. Sklerécid alebo peritécid sa nevyskytuju.

Chromatografické studium antibiotik

Kulturou 4spergillus fumigatus FRES. sme naoékovali 130 ml tekutého modifikovaného
Czapkovho média [10] v 500 ml Rouxovych flasiach a inkubovali sme pri 25 °C. Po 10
dnoch sme z filtratu kultivaéného média a z mycélia pripravili koncentraty metabolitov
podla postupu pouzivaného v naSom laboratériu [11]. Tieto koncentraty sme pouZili na
chromatografické Studium antibiotik. Po predbeinom preskuSani vhodnych nandSok
koncentratu sme pristipili k vlastnej chromatografii. ,,Sumérny chromatogram* sme
pripravili v zékladnych Styroch sustavéch: 1. voda, 2. n-butanol nasyteny vodou, 3. etyl-
acetdt nasyteny vodou, 4. benzén nasyteny vodou. Detegovali sme bioautograficky po-
mocou Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus pyogenes aureus, Candida albicans
a Candida pseudotropicalis. VSetky testovacie kmene (okrem Staphylococcus pyogenes
aureus, ktory sme ziskali z Ustavu epidemiolégie a mikrobiolégie v Bratislave) pochddzaju
zo Zbierky mikroorganizmov Katedry mikrobiolégie a biochémie SVST v Bratislave.
Podla zistenych hodnét Rr v zdkladnych stustavdch sme zadelili antibiotikd podla vypra-
covanej schémy [1] do tried a podtried.

Vysledky a diskusia

Vyskyt antibakteridlnych a antifungalnych antibiotik v koncentratoch
z kultivaéného média a z mycélia Studovanych 21 kmeriov Aspergillus fumiga-
tus FRES., ich chromatograficktd klasifikdciu a antimikrobidlnu aktivitu uva-
dzame v tab. 1.
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Tabulka 1
Antimikrobidlna aktivita a chromatografickd klasifikécia antibiotik u 21 kmenov
Aspergillus fumigatus FRES.
Chromatografické podtriedy a aktivita*

*
=
5| & S -
g @ © ~ ~ = N i s
4 §’ S8 |S i = ~ E ~ |~ 2 S
F 2 2
9-83 Iy 2 2 1
_ F | 2 1
9-88 |y 2 1 12 1
T || 2 B
11-14 |y o 13 1234
A64 | M 12 2
B-1 M s 12 4 12345
B.2 F 234 | 12 1 2 5 2 5
< M| 2 1234 12 4 234 12
F 2 T
B3 M 123
F 12 1
B-4 M - B 123
- | F 12
E-87 M| 12 1 12 4
F 12
Gr-2 M 12 1 2 12
Fl4|1]| | 2 ]
S:108 1 2 1
0100 (F 1 | | |1 2 T
9122 |y 12 123
= —— ||
PRl |y 12 12
T 1
PF-IL 12 12 12
T | 12345 1245 |12 4 1234 12 4
PF-IIL | o 123 123 12 123 1234
PF-IV | M 123 T 123
KKl |[M| | 12 . 12
. F | |2 2 2 T
9-125 M 12 2
T |1 23 h
M-154 | 5 123 12 12 1
M-167 |M | | | R 2 3 12
F ||| | 1234 T 24
el 12 12 12 12
* Aktivita: ** Vyskyt:
1. Bacillus subtilis, F — koncentrat z kultivaéného
2. Staphylococcus pyogenes aureus, média,
3. Candida albicans, M — koncentrét z mycélia.

4. Candida pseudotropicalis,
4. Escherichia coli.
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V tab. 2 je uvedeny celkovy vyskyt antibiotik z jednotlivych tried a podtried
pouzitej chromatografickej klasifikacie [1].

V tab. 3 je rozdelenie antibiotik podla chromatografickej klasifikacie a podla
zisteného antimikrobialneho spektra.

U druhu Aspergillus fumigatus FRES. sa doteraz opisali tieto antibiotické

Tabulka 2
Chromatografickd klasifikdcia antibiot{k v koncentratoch
z kultivaé¢ného média a z mycélia 21 kmenov Aspergillus
Jfumigatus FRES.

Antibiotiké pritomné
Podtriedy . - v médiu a
v médiu v mycéliu i ot &
v mycéliu sti¢asne

Ia 1 —_ —

Ib - -y .

Ic 1 — —

Ila — — —

1Ib — — —

IIc 1 1 —

IlIa 5 1 4

IIIb 1 — —

IVa — 12 6

IVb 3 3 3

IV 1 1 —

“a - 2 —_

Vb — 3 5

Ve — 15 3

Spolu 13 38 21

Tabulka 3
Rozdelenie antibiotik na zdklade aktivity a systematickej chromatografickej
analyzy
Antibiotiké patriace do tried
. I II III v 14
Utéinnost na Spolu
BIR|8lo |0
S | o O [N IN [ NG Y

SIS |RIE(RIRIRIR|RIRR|R|R
huby 1 1|—|—|—[—|—|—|—|—|—|—|—|—|—
baktérie 48 —— |l |—|—|2|7T|—({18|7]|2|2|5]|9
huby a baktérie 23 —|—|—]|—|—|—3|1] 58]2|—|—|3]|9
Spolu 72 1{—|1|—|—| 210|118/ 92|2|8]18
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latky [5, 6]: fumigatin C;HgO,, spinulozin C;H O;, kyselina helvolova C3,H,504,
gliotoxin C,3H;,N,0,S,, kyselina kéjovda C¢H,O, prevazne s antibakteridlnym
d¢inkom a fumagilin C50H,,0,, aktivny na fagy a améby. Neddvno bol objaveny
trypacidin C,;H,;0, [7], antibiotikum so $pecifickym antiprotozoadlnym uéin-
kom. Ako dalSie metabolity sa v literatire uvadzaji kyselina fumarova [8],
etylénoxid, ergosterol, dehydroergosterol, ergosterolperoxid, L-propyl-r-leu-
cinanhydrid [9].

Z uvedenych antibiotik sa chromatografickou metédou [1] studovali a hodno-.
tili kyselina kéjova, ktora patri do Ila. podtriedy, spinulozin, patriaci do Va.
podtriedy, gliotoxin, patriaci do Vb. podtriedy, a kyselina helvolova, patriaca
do Ve. podtriedy. Antibiotika fumagilin a trypacidin bez antibakteridlnej
a antifungalnej aktivity, ako aj fumigatin, ktory bol nedostupny pre nasu pra-
cu, bliz8ie sa neskumali, ani neboli zatriedené.

Na zdklade vysledkov chromatografického Sttidia sme nezistili antibiotikum
z Ila. podtriedy, podobné kyseline kéjovej, avSak zistili sme antibiotikum
z Va. podtriedy, podobné spinulozinu (u kmenov 9-83 a M-167), antibiotikum
z Vb. podtriedy, podobné gliotoxinu (u kmenov 9-88, B-2, E-87, Gr-2, 9-109,
PF-11, PF-II1 a M-194), a antibiotikum z Vc¢. podtriedy, podobné kyseline
helvolovej (u kmenov 9-83, 9-88, A-64, B-2, B-4, Gr-2, PF-1, PF-1I, K.Kl,,
9-125 a M-167). Okrem toho sme zistili vyskyt latok odlisného zatriedenia tych-
to podtried: Ia, Ic, Ilc, I11a, I11b, IVa, IVb, IVc a Vc. Vidsina antibiotik
patrila do I Va., Va. a II1a. podtriedy.

Prevazna c¢ast kmenov sa vyznadovala antibakteridlnou aktivitou a iba
mensia Gast antibakteridlnou a antifungilnou aktivitou stéasne.

XPOMATOTPAOUYECHKOE U3YYEHUE AHTUBUOTHROB 13 ITAMMOB BIIIA
ASPERGILLUS FUMIGATUS FRESENIUS

M. Hyrkoga, B. Beruna

Orpen mukpoduosorun Buosornyeckoro nacerutyra CioBankoii akageMni HayK,
Bparucnana

Radeapa murpoomonorun n duoxumun CI0BaLKOro MOJHTEXHHYECKOrO HHCTUTYTA,
Bparucaasa

Haa 21wranma Buna Aspergillus fumigatus FRES. xpomaTorpaduyecku usydyanauch oGpa-
30BaBLIMECA AHTUOMOTMKU, KOTODHIE OBLIM PACIpPENeJeHBl HaMH HA TPYNIBl M MOACPYIIIBI
METOJIOM, HCIIOJNb3YIOUMMCA JJIA CHCTEMATUYECKOro aHaian3a adTuduoruroB. IIrammer
OBl PABNNMYHOrO IIPOMCXOKAEHUA M NPOABIAIM GONBIIYI0O HEONHOPOJHOCTb B OTHOLIEHHU
o0pasoBanusa aHTMOMOTHKOB. B o0mem Hamiau 72 aHTHOMOTMKA, B GOJIBUIMHCTBE CIIy4aeB
o0nagaoIMX aHTHOAKTepUAJbHBIM d@derToM, mpuyeM MHOrME H3 HHUX MOMKHO Ha OCHOBe
Xpomarorpa@uueckoro IOBeJeHMS CUMTATb TOMIECTBEHHBIMM. [[JIA HEKOTOPBHIX LITAMMOB
MBI HAIUJM AHTHOMOTMKM TOJIBKO B KYJbTHBALMOHHOI cpefie. [Ipyrue wiTaMMbl IIPORYIL{MPO-
Baj aHTUOHMOTHKI, KOTOpble ObLIM HAIeHB B MUIENHNAX I B KYJbTHBALMOHHOM cpele.
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Jna GoaplIMHCTBA IITAMMOB MH HAUIM AHTMOMOTMKM TOJbKO B Muueauax. Hamuim Mb
o6pasoBaHne aHTMOMOTHMKOB, XpoMarorpapuyecku MOofoOHHX cnuHyno3uHy (Ve moprpym-
na), rautoxkcuHy (Vb momrpynma) um renBoJioBoil kucioTe (Ve moprpymma), KOTOpEE W3-
BECTHBL KaK MeTaboanTh Aspergillus fumigatus FRES. OcTanbHble aHTUOMOTHKY, OTHOCHIIH -
ecA K IpYyrUM rpynmnam, Mbl oKa OiMiKe He M3yyasn.

PreloZila T. Dillingerovd

CHROMATOGRAPHIC STUDY OF ANTIBIOTICS PRODUCED BY STRAINS
OF THE SPECIES ASPERGILLUS FUMIGATUS FRESENIUS
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Department of Microbiology, Biological Institute of the Slovak Academy of Sciences,
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21 strains of Aspergillus fumigatus FRES. were studied for their ability to produce
antibiotics. Antibiotics were classified into the classes and subclasses by means of the
paper chromatographic method used for a systematic analysis of antibiotics. The strains
were of different origin and their abilities to produce antibiotics were very heterogenous.
72 substances possessing mainly antibacterial activity were found. Many of them were
chromatographically identical. Some strains produced antibiotics which were found only
in the cultivation media. Other strains produced antibiotics which were found both in
their mycelia and cultivation media. However, the majority of strains produced antibiotics
which remained in their mycelia and were not excreted into the cultivation media. The
production of antibiotics chromatographically related to spinulosin (Va subclass according
to the Ref. 1), gliotoxin (Vb subclass) and helvolic acid (V¢ subclass) was established. The
mentioned antibiotics are known to be metabolites of Aspergillus fumigatus FrREs. Other
antibiotics with a different chromatographic classification were also found, but they were
not studied in more detail.
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