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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lIékarskych véd

Studijni obor: Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Autor: Erik Zachar

Skolitel: RNDr. Pavlina Vavrova

Ndzev bakaladiské prace: Vizualizace biofilmovych spoledenstvi  bakterie
Pseudomonas aeruginosa pomoci fluorescenéni mikroskopie

Cil prace: Cilem teoretické casti prace bylo zpracovat prehled recentnich dat
o biofilmech bakterie Pseudomonas aeruginosa, jejich klinicky vyznam a dostupné
metody vizualizace pomoci fluorescenéni mikroskopie. V ramci experimentalni prace
bylo ukolem provedeni optimalizace barveni biofilm{ pomoci smési fluoroforl. Dil¢im
cilem pro hodnoceni vhodnych barvicich smési bylo hodnoceni vlivu kultivaénich médii
na narust biofilmud bakterie Pseudomonas aeruginosa.

Metody: Formovani biofilmG bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15692)
v nutriéné rozdilnych kultivacnich médiich v mikrotitracni desti¢ce, pfiprava smési
fluorescencnich barviv a ndsledné hodnocenim naformovanych biofilm{ barvenych
pripravenymi smésmi pomoci epifluorescen¢ni mikroskopie.

Vysledky: Vramci experimentdlni ¢asti prace byla jako nejvhodnéjsi média pro
formovani biofilmG bakterie Pseudomonas aeruginosa stanovena: infuze mozkové
asrde¢ni tkané, trypto-kasein sojovy bujén suplementovany lidskou plasmou
a Lubbockovo médium simulujici chronické rany. Tato média byla také dale vyuZita
pro formovani biofilmG v rdmci optimalizace fluorescencnich smési. Nejefektivnéjsi
kombinace barvicich smési pro vizualizaci biofilm0U Pseudomonas aeruginosa byly
kombinace fluoroford SYTO 9, propidium jodid a kalkofluorova béloba (pfipadné jen
kombinace SYTO 9 a propidium jodid), didle FM 1-43 a SYPRO Ruby o 20% (v/v)
koncentraci, dale FM 1-43 a kalkofluorova béloba a nakonec SYTO 9 a SYPRO Ruby
0 50% (v/v) koncentraci.

Zavéry: Teoretickd cast poskytuje relevantni informace o biofilmovych spolecenstvich
bakterie Pseudomonas aeruginosa. V ramci experimentdlni casti byla stanovena
nejvhodnéjsi kultivacni média a popsany metodické postupy vedouci k efektivni
vizualizaci téchto biofilmu.

Klicova slova: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, biofilmova matrice, viabilita
bakterialnich bunék



3. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Study programme: Laboratory diagnostics in health care
Author: Erik Zachar

Supervisor: RNDr. Pavlina Vavrova

Title of the bachelor thesis: Visualization of biofilm consortia of
Pseudomonas aeruginosa using fluorescent microscopy

Background: The aim of the thesis was to process current data of the bacteria
Pseudomonas aeruginosa biofilms, its clinical impact, and visualisation by fluorescent
microscopy. In the experimental part of the thesis, optimisation of biofilm staining using
fluorescent dye mixtures was made. The partial objective for the evaluation of
appropriate staining mixtures was the determination of the impact of the cultivation
media on Pseudomonas aeruginosa biofilms growth.

Methods: Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15692) biofilm formation in
nutritionally different cultivation media in a microtiter plate, preparation of fluorescent
dye mixtures, and subsequent evaluation of the formed biofilms stained by the prepared
mixtures using epifluorescent microscopy.

Results: In the experimental part, the most suitable media for the formation of
Pseudomonas aeruginosa biofilms were revealed: brain-heart infusion, tryptic-soy broth
supplemented with human plasma, and Lubbock chronic wound model. These media
were used for the subsequent formation of biofilms within the optimisation of the
fluorescent dye mixtures. The most effective mixtures for Pseudomonas aeruginosa
biofilms visualisation were these combinations of fluorophores: SYTO 9, propidium
iodide, and calcofluor white (alternatively only SYTO 9 and propidium iodide
combination), then FM 1-43 and SYPRO Ruby at 20% (v/v) concentration, then FM 1-43
and calcofluor white, and finally SYTO 9 and SYPRO Ruby at 50% (v/v) concentration.

Conclusions: The theoretical part contains relevant information about the biofilms of
the bacteria Pseudomonas aeruginosa. In the experimental part, the most appropriate
cultivation media were evaluated, and methodological approaches leading to effective
visualisation of Pseudomonas aeruginosa biofilms were described.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, biofilm, biofilm matrix, bacterial cell viability



4. UVOD

Jednou z hybnych sil v Zivé pfirodé je pfirozené schopnost preziti. To se v pfipadé
nékterych mikroorganism( projevilo schopnosti tvorby mnohobunécénych struktur
obklopenych extracelularnimi produkty. Tyto struktury jsou oznac¢ovany jako biofilmova
spolecenstvi. Souziti ve strukture biofilm{ pfinadsi mikroorganismidm skute¢né mnohem
vys$si odolnost vic¢i nepfiznivym vnéjsSim podminkam. V pfipadé infekci spojenych

s biofilmy to tedy také znamena nizsi odpovéd na lécbu antibiotiky.

Bakterie Pseudomonas aeruginosa je jednim z klicovych producentd biofilm(. Jeji
pfirozena rezistence vici antibiotik(im spole¢né s tvorbou biofilm( pfinasi zasadni uskali
v feseni infekt(l spojenych s touto bakterii. Velkym problémem této bakterie je také
schopnost vytvaret biofilmy nejen v téle pacienta, ale i na zafizenich, které jsou spojeny

s lé¢bou pacienta, napf. katétry a endotrachedlni trubice.

Za Ucelem vyvoje novych lé¢iv umoziujici cilenou eliminaci a prevenci tvorby
biofilma je potreba, aby lidstvo prvné pochopilo jejich strukturu, slozeni a mechanismy
tvorby. Je tedy zapotiebi, aby existovaly efektivni pfistupy vedouci ke studiu biofilmu.
Jednim z dil¢ich metodik tohoto studia je fluorescenéni mikroskopie umoziujici pfimou

vizualizaci biofilm0 pomoci fluorescencnich barviv.



5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo zpracovat prehlednou resersi problematiky tykajici
se biofilmd bakterie Pseudomonas aeruginosa, jejich klinického vyznamu a mozZnosti
vizualizace pomoci fluorescenéni mikroskopie. V experimentalni ¢asti prace byl kladen
dlraz na hlavni cil — optimalizace metodiky vedouci k efektivni vizualizaci biofilm{
bakterie Pseudomonas aeruginosa se zamérenim na specifické kombinace flouroforu.
Dil¢im cilem bylo hodnoceni vlivu nutri¢cné rozdilnych kultivaénich médii na tvorbu

biofilmG bakterie Pseudomonas aeruginosa.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) je tyCinkovitd gramnegativni bakterie
s ubikvitarnim rozsifenim netvofici spory. Jedna se o nefermentujici bakterii, ktera diky
preferenci aerobniho zpUsobu Zivota ziskdva energii oxidaci. Pohybuje se na zdkladé
pfitomnosti jednoho bic¢iku umisténym polarné. Disponuje Sirokym spektrem
metabolickych drah a regulacnich gend, takze se snadno adaptuje na ménici se vnéjsi
podminky. U této pseudomonady Ize také pozorovat vyznamnou antibiotickou rezistenci

a rfadu virulencnich faktor(, mezi které fadime i tvorbu biofilm( (1, 2).

P. aeruginosa zplsobuje nejen infekce rostlin a Zivocichl, ale u lidi vyvolava
predevSim oportunni infekce, které jsou casto nozokomidlniho charakteru,
doprovazené vysokou morbiditou a mortalitou. Ty pozorujeme zejména u pacientl se
zavaznymi popdleninami, cystickou fibrézou a u imunokompromitovanych nebo

polymorbidnich pacient( (1, 3).

P. aeruginosa patfi do skupiny ESKAPE patogenU zahrnujici multirezistentni
bakterie — Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp. Skupina
patogenl ESKAPE je celosvétové zodpovédna za vétsinu nozokomialnich infekci. Ruku
v ruce s rostouci antibiotickou rezistenci téchto patogen( je zvySend mortalita. Jedna se

tak o patogeny predstavujici globalni hrozbu pro lidské zdravi (4, 5).

Svétovd zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO) zaradila
v roce 2017 P. aeruginosa na seznam bakterii, vici kterym je tfeba neprodlené provadét
dalsi vyzkum a vyvoj novych antibiotik. V tomto seznamu byla P. aeruginosa uvedena
jako bakterie s nejvyssi prioritou spoleéné s Acinetobacter baumannii a s Celedi

Enterobacteriaceae (6).
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6.2 Biofilmy bakterie Pseudomonas aeruginosa

Biofilmy bakterie P. aeruginosa jsou povaZzovany za jeden z jejich vyznamnych
virulen¢nich faktorl. Obecné lze biofilmy definovat jako hromadné seskupeni
komunikujicich mikrobidlnich bunék, které jsou pfipevnéné k biotickému ¢i abiotickému
povrchu, pfipadné k sobé navzdjem. Okolo téchto bunék se nachazi jejich extracelularni

polymerni latky, tvofici tzv. biofilmovou (extracelularni) matrici (7).

P. aeruginosa dokdze kolonizovat a tvofit biofilmy na biotickych strukturach,
ale také na Siroké skale abiotickych struktur, mezi nejkritictéjsi patfi |ékarské pristroje
a dalsi zdravotnické pomducky (katétry, implantaty, kontaktni Cocky, ...). Nasledkem
kolonizace zminénych materidll mohou byt ziskané nozokomidlni infekce

u hospitalizovanych pacientt (8).

6.2.1 SlozZeni biofilmu

Udava se, Ze biofilmova matrice zaujima asi 90 % z celkové hmoty biofilma,
zbytek tvofi mikrobidlni buniky P. aeruginosa. Matrice se prevazné sklada
z polysacharidd (pfedevsim Psl, Pel a alginat), extracelularni DNA (eDNA), proteinQ
a lipidl. Konkrétni sloZzeni matrice se ale liSi v zavislosti na riznych vnéjsich podminkach,

stari biofilmu, typu povrchu a je jiné také u rliznych kmen( P. aeruginosa (9).

Matrice biofilm( zajistuje nejen ochranu vic¢i ménicim se vnéjsim podminkam,
ale funguje tézZ jako adhezni a stabiliza¢ni slozka. Nalézdme u ni nutritivni vyznam, a také
pomaha zabezpecovat interceluldrni komunikaci oznacovanou jako quorum sensing.
Zasadni vyznam hraje také v antibiotické rezistenci, mikroorganismy Zijici ve formé
biofilmd mohou byt az 1000x odolné&jsi vici antibiotiklim, neZ buriky volné, oznaCované

téz jako planktonni (9-11).

6.2.1.1 Polysacharidy biofilmové matrice

6.2.1.1.1 Psl polysacharid
Psl je neutralni polysacharid bohaty na D-manndzu a galaktézu. Podili se na
prvotni adhezi planktonnich bunék k povrchu. V brzkych stadiich biofilm( se vaze na

bakteridlni povrch a zlepSuje mezibunélné interakce. Zralé biofilmy obsahuji Psl
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prevainé na periferii, kde tvofi sit, coZ pfispivd kudrieni charakteristického
houbovitému tvaru a umoZnuje pozdéjsi disperzi vyzralych biofilmG. U Psl byla také
objevena signaliza¢ni funkce — slouZi jako stimulant tvorby druhého posla cyklického
diguanosinmonofosfatu (c-di-GMP), ktery v konecném dUsledku stimuluje tvorbu Psl.
Jedna se tedy o unikatni regulacni mechanismus s pozitivni zpétnou vazbou. Ps| také
dokdze limitovat fagocytdézu zprostfedkovanou neutrofily tak, Ze omezuje opsonizaci
komplementdarnimi bilkovinami. Psl mimo jiné hraje roli pfi antibiotické rezistenci (8, 12,

13).

6.2.1.1.2 Pel polysacharid

Pel je kladné nabity polysacharid sloZeny predevsim z N-acetyglukosaminu
a N-acetylgalaktosaminu. Zabezpecuje intercelularni biofilmové interakce a ve tvoficich
se biofilmech funguje jako opérny systém, predevsim v ranych fazich. Zasadni roli hraje
ve formovani tzv. pelikularniho biofilmu, tj. typu biofilmu tvofici se na rozhrani kapaliny
a vzduchu. U tohoto polysacharidu byla téZ pozorovdna inhibi¢ni vlastnost v{ci

aminoglykosidim (8, 14).

6.2.1.1.3 Alginat

Tento aniontovy polysacharid je sloZzen z L-guluronové kyseliny a D-mannuronové
kyseliny spojené B-1-4 glykosidickou vazbou. Alginat je ve velké mife pfitomen prevainé
u izolatd P. aeruginosa z chronickych infekci pacienttd s cystickou fibrézou. Disledkem
pritomnosti alginatu ziskavaji kolonie P. aeruginosa mukoidni charakter, ktery je patrny
i pfi izolaci na kultivacnich médiich (Obrazek 1). Alginat chrani prfed vnéjSimi
nepriznivymi vlivy, zajistuje strukturdlni stabilitu a udrzuje v biofilmové matrici vodu
a ziviny. Prispiva k rezistenci v(ci antibiotik(im a fagocytdze. Spolecné s Psl se podili na

charakteristické m houbovitému vzhledu vyzralych biofilma (8, 13, 15).

13



Obrdzek 1 Fenotypy bakterie Pseudomonas aeruginosa na pseudomonddovém

izolativnim agaru.
Pfevzato a upraveno (16)

6.2.1.2 eDNA biofilmové matrice

eDNA je dalsi vyznamnou slozkou biofilmové matrice, ktera zabezpecuje adhezi
k povrchu a strukturalni organizaci bunék v biofilmech, je také dllezitym faktorem
vyzravani biofilm(. U vyzralych biofilm( je eDNA nejvice zastoupena ve ,stopkach”
houbovitych struktur. eDNA hraje také zasadni roli v antibiotické rezistenci biofilma.
Dusledkem svého negativniho ndboje dokaze vazbou inhibovat néktera pozitivné nabita
antibiotika, napf. aminoglykosidy a antimikrobni peptidy. Pomaha také snizovat pH
biofilm(, tim se opét muZe sniZit prostupnost nékterych antibiotik. Dale se chova jako
cheldtor, vychytdva dvojmocné ionty (Mg?*, Ca®*, Mn?* a Zn?*), coZ zvySuje stabilitu
biofilm0 disledkem elektrostatickych interakci. eDNA muZe slouZit sama o sobé jako
nutriéni zdroj pro bakterie pfi nedostatku nutrice. Ma schopnost aktivovat neutrofily,

a slouzi tak jako prozanétlivy komponent matrice (13, 15, 17).
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6.2.1.3 Proteiny biofilmové matrice

Jednim z klicovych protein(, které Ize nalézt v matrici je CdrA, primdrné se vsak
nachdzi na povrchu bakterii. Vlastni protedza (LapG) pak dokaze tento protein Stépit
z bakteridlniho povrchu a uvoliuje jej do matrice. Tento protein je zodpovédny za
agregaci biofilm( a pfispiva k jejich stabilité. Ta je dana interakcemi molekul CdrA mezi
sebou navzajem nebo interakcemi s polysacharidy Psl a Pel. Témito mezimolekulovymi
spoji je také CdrA chrdnén pred plsobenim protedz. Experimentdlné bylo zjiSténo, ze

mutantni kmeny pro protein CdrA tvofily mensi mnozZstvi biofilmové biomasy (18, 19).

6.2.1.4 Lipidy biofilmové matrice

Komponentem matrice mohou byt i rhamnolipidy. Jedna se o povrchové aktivni
glykolipidové surfaktanty tvorené zbytkem L-rhamndzy a zbytkem mastné kyseliny

spojené O-glykosidickou vazbou (20).

Viniciacnich fazich rozvoje biofilm( nizké koncentrace rhamnolipidl zvySuji
pocatecni adherenci bakterii k povrchu, avsak jejich nadprodukce vyvoji biofilmu brani.
Ve zralych biofilmech se produkce vhodného mnozstvi rhamnolipid podili na udrzeni
kanall zajistujici pritok Zivin. V plicni tkani vyznamné zvysuji virulenci P. aeruginosa, kde
degraduiji plicni surfaktant a rozrusuji tésna spojeni mezi pneumocyty. Dale napomahaji
uvolfiovani planktonnich bunék do okoli. Plisobi cytotoxicky na neutrofily, ¢imz mohou

limitovat plsobeni imunitniho systému (20, 21).

6.2.2 Formovani biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa

Tvorba biofilma je proces, ktery Ize rozdélit do nékolika stadii, jak je znazornéno
na Obrdazku 2 (viz nize). V prvnim kroku dochazi k reverzibilni adhezi planktonnich bunék
k povrchu za pomoci specifickych adhezind — bicik, pili typu IV anebo Cup fimbrie.
Adherenci také pomaha zajistovat Psl polysacharid a dale lipopolysacharid pfitomny na
vnéjsSi membrané bakteridlnich bunék. K adhezi dochazi duasledkem
fyzikdlné-chemickych vlastnosti povrchu. Po pfisednuti mlze burka stale putovat po
povrchu anebo jej zcela opustit. Nékteré bunky mohou podstoupit dalsi fazi, kdy na

zadkladé molekularnich interakci povrchu a specifickych adhezin( dojde k ireverzibilnimu
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pfipoutdni k povrchu. Vznikaji tak prisedlé bunky, které se fyziologicky odlisuji od bunék

planktonnich (10, 15).

V dalsi fazi dochazi k déleni prisedlych bunék a produkci matrice, tim vznikaji
mikrokolonie — zaklad ,stopky” houbovité struktury biofilmd. Vtéto fazi dochazi
k intenzivnimu uvolfiovani eDNA. Ta je uvolfovana z bunék bud prostfednictvim
membranovych vackd anebo lyzou bunék, to vSe zprostfedkované systémem quorum
sensing. Tato eDNA se pak objevuje na povrchu mikrokolonii. Bylo zjisténo, Ze pili typu IV
maji silnou afinitu k eDNA. Pohyblivé bunky tak mohou vyuzit tuto eDNA na povrchu
mikrokolonii a svymi pili typu IV pfisednout. Dlsledkem prisednuti pohyblivych bunék
a nasledné jejich délenim vznika ,Cepicka”, mikrokolonie tak ziskavaji svij houbovity
tvar. Uvnitt biofilm{ nachdzime kandlky, které jsou udrzovany vlivem rhamnolipid(. Jimi

pak proudi kapaliny s nutrienty (10, 15).

Jednim z charakteristickych rysd zralych biofilmG je jejich trojrozmérna
houbovita struktura se subpopulacemi bakterii s odliSnymi metabolickymi pochody.
Metabolicka aktivita subpopulaci je ovlivnéna dostupnosti kysliku a Zivin. Vysoce
metabolicky aktivni buriky s lepsim pfistupem kysliku a Zivin se tedy nachdzeji na periferii
biofilm(, kdeZto metabolicky méné aktivni buriky jsou lokalizovany uvnitt. Posledni fazi
vyvoje biofilm( je jejich disperze. V Cepicce biofilm( dochdzi prostifednictvim bunééné
autolyzy k vytvoreni matricové dutiny a naslednému uvolnéni bunék z biofilma.
Dispergované bunky maji odlisnou fyziologii jak od usedlych, tak od planktonnich bunék,
a jsou silné virulentni. K jejich preméné na standardni planktonni bunky, které jsou opét
schopné tvofit nové mikrokolonie, dochazi priblizné po dvou hodinach od uvolnéni ze

zralych biofilmua (9, 22, 23).
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Obrdzek 2 Schema formovani biofilmu.
Pfevzato a upraveno (22)

6.3 Klinicky dopad biofilmi(i Pseudomonas aeruginosa

Dle odhadul je aZ 65 % infekci zplsobeno biofilmy obecné, chronické infekce jsou
s nimi asociovany z vice jak 80 %. Jednim z nejkriti¢téjsich biofilmovych producent( je
pravé bakterie P. aeruginosa. Imunitni systém hostitele nedokaze tato biofilmova
spolecenstvi efektivné eliminovat, stejné tak konvencni antibiotickd terapie
v téchto pripadech casto selhava. Perzistence biofilmi v misté infekce zplsobuje
chronickou zanétlivou odpovéd, jejimz disledkem mUze byt i poSkozeni pfilehlych tkani

(24, 25).

P. aeruginosa v klinické praxi tvofi monodruhové ale i polydruhové biofilmy
obsahujici dalsSi zastupce bakterii, ale i fungalnich agens. Infekce zpUsobené

polydruhovymi biofilmy mivaji obvykle horsi prognézu (25).

Infekce spojené s biofilmy P. aeruginosa a jejich hlavni aspekty jsou znazornény na

Obrazku 3.

6.3.1 Antibioticka rezistence

Jak jiz bylo zminéno, biofilmy obecnég, a stejné tak biofilmy bakterie P. aeruginosa

jsou tvoreny rdznymi subpopulacemi bunék, které se lisi svymi metabolickymi pochody.
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Bakterie uvniti biofilmQ tvori subpopulace metabolicky méné aktivnich bunék
(tzv. dormantni buniky). Dormantni buriky jsou diky znacnému omezeni své metabolické
aktivity odolné vici vétsiné antibiotikim. Po skonceni antibiotické terapie mohou
mikroorganismy plné obnovit své metabolické pochody, a znovu tak rozsitit biofilmovou
biomasu. Ke zvySeni odolnosti biofilm pfispiva i jiZ zmifiovana biofilmova matrice. Jesté
odolnéjsi je mukoidni fenotyp P. aeruginosa diky nadprodukci alginatu. Dusledkem

vv7s

téchto vlivll je k ucinné |éCbé potieba dosdhnout v misté infekce vyssich koncentraci

v

antibiotik, coZ je v klinické praxi téméf nemozné bez toho, aniz by se projevily toxické
ucinky antibiotik na hostitelsky organismus. U pacientd s chronickymi infekcemi navic
muzZe dochdazet k opakované nelspésné lécbé antibiotiky, a timto zplisobem se tak mlze

rozvijet dalsi antibioticka rezistence (9, 25-27).
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Obrazek 3 Charakteristika ¢astych biofilmovych infekci Pseudomonas aeruginosa.
Pfevzato a upraveno (25)
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6.3.2 Infekce pacienti s cystickou fibrézou

Cysticka fibroza (CF) je dédicné autosomadlné recesivni onemocnéni vedouci
k multisystémovému postiZzeni. Nemocni maji mutovany gen kédujici protein regulatoru
transmembranové vodivosti cystické fibrézy (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, CFTR). CFTR fyziologicky reguluje transport vody a iontd pres
epitelidlni vrstvy. Mutantni forma proteinu CFTR naopak zpUsobuje neefektivni
transport iontl a vody pres epitel, coz vede k dehydrataci a sekreci viskdzniho hlenu
v fadé organu. Symptomy tohoto onemocnéni se pak nejéastéji manifestuji v dychacich
cestdch, gastrointestindlnim traktu, pankreatu, hepatobiliarnich cestach a v muzském
pohlavnim traktu. V dychacich cestach, kde je pfitomen tento viskdzni hlen, a zaroven je
zde naruSeny mukociliarni transport, dochazi k vytvoreni vhodného prostredi pro

osidleni mikroorganismy (25, 28, 29).

Dychaci cesty pacientl s CF tedy vytvari idealni prostfedi pro vznik biofilma
bakterie P. aeruginosa, coz je potvrzovano jak vySetfenim sputa, tak autoptickymi
nalezy. V détském véku dochdzi u téchto pacientll ke kolonizaci dychacich cest bakterii
Staphylococcus aureus (S. aureus), pozdéji zatne dominovat P. aeruginosa, coz pro
pacienty znamend horsi progndzu. Polovina z pacientli s CF je infikovana bakterii
P. aeruginosa do véku 18 let, pozdéji se prevalence zvySuje az na 80 %. Asi 40-60 %
infekci u pacientl s CF tvofi primdarné P. aeruginosa a je jejich hlavni pfi¢inou morbidity
a mortality. Odhady uvadi, Ze respiracni trakt je soucasné kolonizovan bakteriemi

S. aureus a P. aeruginosa u 9-60 % pacientl s CF (25, 26, 30).

V dolnich cestach dychacich pacientl s CF prevlada mikroaerofilni az anaerobni
burikami, metabolicky aktivnimi bakteriemi a infiltrovanymi neutrofily. Nedostatecna
koncentrace kysliku navic podporuje pfeménu nemukoidniho fenotypu P. aeruginosa na
mukoidni. Mukoidni fenotyp limituje pfistup kysliku jesté vice. P. aeruginosa reaguje
na anaerobni prostiedi dale tak, Ze své metabolické procesy prepne na alternativni
metabolicky pochod zvany denitrifikace. VyuZiva pfitom nitraty (NO37), nitrity (NO?")
a oxid dusny (N20), pficemz koncentrace prvnich dvou jmenovanych je ve sputu
pacient( s CF dostatek. Bylo zjisténo, Ze preménu na mukoidni fenotyp také ovliviiuje

quorum sensing. Tato mukoidni konverze u pacientd s CF znamena horsi prognozu.
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Dalsimi zménami u P. aeruginosa u pacientt s CF je ztrata biciku a pili typu IV, coZz ma za

nasledek snizené rozpoznavani imunitnim systémem (9, 25, 31).

Mukoidni fenotyp se vyskytuje predevsim u pacientll s CF s chronickou infekci
zpUsobenou P. aeruginosa. Mimo vlivu anaerobniho prostifedi a quorum sensing je
dalSim uplatiujicim se mechanismem konverze z nemukoidniho fenotypu na mukoidni i
mutace v genu mucA. Gen mucA kdduje u bakterie P. aeruginosa negativni reguldtor
transkripce stresovych drah. V pfipadé mutantni formy mucA genu nedochazi
k potlaceni stresové reakce, naopak stresova odpovéd' se rozviji. To vede k potlaceni
bakterialniho metabolismu, motility, virulence a zvySuje se produkce alginatu. K mutaci
vgenu mucA dochazi u pacientl sCF vlivem selekénich tlakd v pfitomnosti

nepratelského prostredi a opakujicich se antibiotickych terapii (9).

JelikozZ jsou moznosti léCby pro pacienty s CF v soucasné dobé pomérné omezené,
je stale aktudlni potieba dalsiho vyzkumu novych antibiotik. Antibiotikem prvni volby
byvd inhalaéné poddvany tobramycin, alternativou je inhalaéni aztreonam lysin.
Soucasné diagnostické postupy a |écba vSak nedokaze zcela efektivné zastavit postup
infekce do chronického stadia. DUsledkem chronického zanétu dochazi k poskozovani
tkdné bronchi a bronchioll, coz miiZze vyustit v zadvazné patologické nasledky, potazmo

az k respirac¢nimu selhani (26, 32, 33).

6.3.3 Infekce spojené s kolonizaci Iékarskych pristrojti

Katétry, implantaty a dalsi |ékarské pfristroje mohou byt snadno kolonizovany
ubikvitarni P. aeruginosa. Bakterie nasledné pokracuji v dalSim vyvoji a na povrsich
rostou pseudomonadové biofilmy. Biofilmy pfirozené mohou projit vsemi cykly, véetné
disperze, ¢imz dojde k diseminaci infekce. Bakteriémie, kterd se mlze rozvinout, je Zivot
ohroZzujici stav, kdy i pfes moderni postupy v urgentni mediciné dosahuje mortalita mezi
27-48 %. Ackoliv antibiotika mohou ucinné likvidovat planktonni burky, Gplna eliminace
zdroje infekce je nejcastéji moind az po odstranéni infikovaného predmétu ztéla

pacienta (9, 34).

Intubace pacientl narusuje mukociliarni pohyb a omezuje vykasldvani, tim
dochazi k akumulaci hlenu v dychacich cestach. Tento |ékarsky postup je tedy rizikovym

pro rozvoj infekci dychacich cest, které se mohou rozvinout az v pneumonii
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ventilovanych nemocnych (ventilator-associated pneumonia, VAP). VAP zplisobena
P. aeruginosa se vyznacuje CastéjSim pobytem pacientl na jednotkdach intenzivni péce,
navic mortalita dosahuje az 35,8 %. S rostouci rezistenci se toto Cislo pfirozené zvysuje.
Srozvojem VAP je také spojena produkce rhamnolipidd. Jak jiz bylo zminéno,
rhamnolipidy dokazi degradovat plicni surfaktant a rozruSovat tésné spoje mezi

pneumocyty, coZ vyznamné zvysuje virulenci P. aeruginosa v plicich (25, 35, 36).

Pokud P. aeruginosa kolonizuje mocové katétry, mlze zplsobit s katétrem
spojené infekce mocovych cest (catheter-associated urinary tract infections, CAUTIs).
Udava se, Ze P. aeruginosa je zodpovédna az za 12 % nozokomidlnich CAUTIs. Ty se
vyznacuji komplikovanéjsim pribéhem, a oproti CAUTIs zpUsobenymi ostatnimi
bakteriemi maji horsi prognézu. Navic u klinickych izolatl biofilmG P. aeruginosa
mnohych pacientl s CAUTIs byla prokdazana multirezistence, coz Iécbu téchto infekci

jesté vice komplikuje (25).

Pseudomondadové biofilmy schopné rist na abiotickych strukturach, kolonizuji
i kontaktni c¢ocky. Dojde-li k poranéni rohovky napf. neopatrnou manipulaci
s kontaktnimi ¢ockami, maze dojit k proniknuti P. aeruginosa epitelidlni vrstvou a hrozi
riziko rozvoje keratitidy. V pfipadé P. aeruginosa dochdzi ke zméné zrakové ostrosti,

potenciadlné aZ k rozvoj slepoty, to vie do nékolika dnl od zac¢atku infekce (25, 37).

6.3.4 Infekce chronickych ran a popalenin

Kozni rdny a jejich obtizné Iécitelné chronické infekce jsou trendem ve vyspélych
zemich zejména dasledkem civilizaénich onemocnéni (jako je napfiklad obezita, diabetes
mellitus, kardiovaskuldrni onemocnéni, ...). Predpoklada se, ze ve vyspélych zemich se
za zivot setka s chronickymi ranami 1-2 % populace. Diky pfitomnosti pfirozené
mikrofléry na klzi a sliznicich jsou chronické rany infikovany zpravidla Sirokym spektrem
mikroorganismu tvoricich biofilmy. Ackoli bylo zjiSténo, Ze dominantni bakterii je
Staphylococcus aureus, ostatni mikroorganismy véetné P.aeruginosa nejsou
zanedbatelné. Udava se, Ze tato bakterie infikuje predevsim hlubsi vrstvy chronickych
ran, navic rany, ve kterych je pfitomna, mivaji vétsi rozsah ve srovnani s ranami

neinfikovanymi P. aeruginosa (25, 26, 38).
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Mezi komplikace pacientl s diabetes mellitus patfi tvorba viedl na nohou.
Tyto rany jsou pfirozené vhodnym mistem pro osidleni mikroorganismy, vcetné
P. aeruginosa. Bylo prokazano, Ze |écba téchto pacientd pomoci insulinu pomaha
v rozvoji biofilmG P. aeruginosa prostfednictvim zvySeného mnoZstvi eDNA v misté

infekce dUsledkem lyzy neutrofil( a dalSich bunék imunitniho systému (25).

Infekce popalenin pfedstavuji vyznamnou medicindlni vyzvu, a to nejen ve
vyspélych zemich, ale i v rozvojovych. U pacientl s popdleninami zabirajicimi vice jak
40 % télesného povrchu vedou infekce téchto ran az témér k 100% mortalité. Infekce
popalenin P. aeruginosa mivaji obvykle velmi rychly priibéh a postizeni umiraji v rdmci
dnl ¢i tydnl. Podobné jako v pfipadé katétru, tak i u infekci ran a popalenin muize
dochazet k diseminaci infekce, rozvoji bakteriémie a naslednému multiorgdnovému
postizeni, potazmo az ke smrti pacienta. Chronické rany osidlené P. aeruginosa jsou vSak

oproti infekcim popalenin spojovany s relativné nizkou mortalitou (39, 40).

6.4 Vizualizace biofilmi pomoci fluorescencni mikroskopie

Hodnoceni biofilmd patfi didsledkem slozZité biofilmové struktury, dynamiky,
poctu bakteridlnich bunék atd. mezi zna¢né narocné procesy. Nejednotné protokoly pro
hodnoceni biofilmG navic praci ddle ztézuji. Proto je nutné, aby si kazdé védecké
pracovisté své postupy dale optimalizovalo. Z kapitoly 6.3 Klinicky dopad biofilmu
P. aeruginosa jasné vyplyva, Ze biofilmy bakterie P. aeruginosa znamenaji zavainy
problém, ais ohledem na rostouci rezistenci samotného bakteridlniho agens je tfeba
neustdle hledat nové terapeutické strategie. Pro tadné hodnoceni novych
antibiofilmovych strategii je v preklinické fazi testovani nezbytné pracovat s adekvatnimi
biofilmovymi modely. Jedna z moZnosti zjiSténi, zda je pracovano s vhodnym
konsorciem, je vizualizace biofilml prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie.
Mikroskopické pochopeni biofilmové struktury navic slouzi kdalSimu rteSeni

problematiky tykajici se biofilmovych infekci (41).

Fluorescencni mikroskopie vyuzivd barveni vybranych struktur pomoci fady
postupl. Jednim znich je poutZiti specificky navrienych fluorescencnich molekul
schopnych vazby na konkrétni struktury biofilm{. DalSim zplUsobem je barveni pomoci

fluorescencné znacenych sond, napi. metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
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vyuziva znacené sondy, kterd se vaze na specifické 16S rRNA molekuly, coz umoziuje
lokalizovat bakterie uvnitf biofilm@. Casové naro¢néjsi metodou je genetickd Uprava

mikroorganismu, které produkuji fluorescencni proteiny (41, 42).

Mezi zdkladni fluorescené¢né-mikroskopické techniky pouzivané v hodnoceni
biofilmG patfi epifluorescenéni mikroskopie a konfokalni laserova skenovaci

mikroskopie (confocal laser scanning microscopy, CLSM) (42).

CLSM je fluorescenéni mikroskopickd nedestruktivni metoda umoznujici 3D
vizualizaci biofilm@. Prakticky se vyuziva pfi kvalitativnim i kvantitativnim hodnoceni
biofilmd, pomdaha objasfiovat dynamiku jednotlivych komponent matrice, jejich uloZeni,
vzajemné interakce sloZzek matrice, celkovou strukturu biofilm( atd. Diky CLSM je také

mozno urcit pH gradienty uvnitf biofilmG pomoci fluoresceinu (42, 43).

Epifluorescenéni mikroskopie, pouzitd v praktické c¢asti této prace, dovoluje za
pouziti vhodnych fluoroford u biofilma hodnotit napfiklad viabilitu bakterialnich bunék,
organizaci bunék v biofilmech, pH biofilma, ¢i distribuci latek ve strukture biofilma.
Do hlavni vybavy epifluorescencnich mikroskopt patfi zdroj svétla umoziujici excitaci
fluorescencnich molekul a dale excita¢ni a emisni filtry propoustéjici vybrané vinové
délky pro ucel pozorovani. Zakladni schéma epifluorescenéniho mikroskopu je
znazornéno na Obrazku 4. Epifluorescencni mikroskopie neumozniuje 3D zobrazovani
jako CLSM. Preparaty je vSak mozné sledovat in situ, pfipadné dochdzi k pfenosu
biofilmG z povrchu, kde byly biofilmy kultivovany (napt. Spickou pipety) a nasledné

probiha hodnoceni na podloZznim skle (41, 42, 44, 45).
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Obrdzek 4 Schéma optické drahy epifluorescencniho mikroskopu.
Prevzato (46)

Mezi vyhody fluorescencniho znaceni patfi moznost ziskani blizSich informaci
o viabilité mikrobialnich bunék ¢i rozmisténi sloZzek biofilmové matrice, atd. Nevyhoda
této metody je ¢asova narocnost plynouci z pfipravy preparat(, navic je nutné pracovat
pfi omezeném pfristupu svétla. Limity metody jsou také zfejmé v pripravé preparat(, kdy

mnohdy dochazi k destrukci plivodni morfologie konsorcia (41).

V praktické ¢asti této prace byly pouzity vybrané fluorofory, jejichz charakteristika

je uvedena v nasledujicich podkapitolach.

6.4.1 Fluorescencni barvivo FM 1-43

Toto fluorescencni barvivo vykazujici zelenou fluorescenci se pouziva ke znaceni
fosfolipidové dvojvrstvy, respektive cytoplazmatické membrany, pripadné vezikul.
Excitaéni maximum barviva je pfi vinové délce 472 nm, emisni maximum je pfi 580 nm
(viz Obrazek 5). Struktura barviva je zndzornéna na Obrazku 6. Barvivo se ¢astecéné
zanofuje lipofilni ¢asti molekuly do plazmatické membrany, zbytek molekuly se nachazi

vné membrany. Fluorescence je schopné pouze navazané barvivo (47, 48).
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Relativni intenzita (%)

Vinové délka (nm)
Obrdzek 5 Excitacni a emisni spektrum fluorescencniho barviva FM 1-43.
Pfevzato a upraveno (49)
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Obrdzek 6 Struktura molekuly fluorescenéniho barviva FM 1-43.
Pfevzato a upraveno (47)

6.4.2 Fluorescencni barvivo SYPRO Ruby

ExcitaCni maxima barviva SYPRO Ruby jsou pfi vinovych délkach 280 a 450 nm,
emisni maximum je pfi 610 nm (viz Obrdzek 7), barvivo je tedy detekovatelné v ¢ervené
oblasti spektra. SYPRO Ruby se vyuZiva pfi znaceni celé fady proteinl (glykoproteiny,
fosfoproteiny, lipoproteiny, fibrilarni proteiny, proteiny vazajici vapenaté ionty, ...).
Ve strukture molekuly (Obrazek 8) jsou pritomné sulfonové skupiny, jimi pak molekula
interaguje s aminoskupinami bilkovin, tim dochazi k samotnému barveni. Centrdlni
ruthenaty iont navic tvofi koordinaéni vazby se zbytkem skeletu proteinu, takze se

interakce posiluje (50, 51).
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Relativni intenzita (%)

Vo deile frim)
Obrdzek 7 Excitacni a emisni spektrum fluorescencniho barviva SYPRO Ruby.
Pfevzato a upraveno (52)

A=H,S0;
Obradzek 8 Struktura molekuly fluorescencniho barviva SYPRO Ruby.
Prevzato (51)

6.4.3 Fluorescencni barvivo SYTO 9

Fluorescencni barvivo SYTO 9 je patentovano, takie jeho struktura neni
zverejnéna. Barvivo SYTO 9 se vdze na nukleové kyseliny (DNA i RNA). Dokaze
prostupovat intracelularné. V mikrobiologii se vyuziva v kombinaci s propidium jodidem
k hodnoceni viability mikrobidlnich bunék. Ze spektra (Obrazek 9) vyplyva optimalni
excitacni vinova délka 485 nm, barvivo je ndsledné detekovano v zelené oblasti spektra

pfi emisnim maximu 498 nm (53, 54).
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Relativni intenzita (%)

Vinova délka (nm)

Obrdzek 9 Excitacni a emisni spektrum fluorescencniho barviva SYTO 9.
Pfevzato a upraveno (49)

6.4.4 Fluorescencni barvivo propidium jodid

Propidium jodid je fluorescenéni interkalacni barvivo, vazici se na DNA. Jak jiz
bylo zminéno, v kombinaci se SYTO 9 se vyuziva k hodnoceni viability mikrobialnich
bunék. V této kombinaci barvi DNA bunék s narusenou cytoplazmatickou membranou,
tj. poskozené anebo mrtvé bunky. Excitacni maximum navazaného barviva na DNA je pfi
536 nm, emisni maximum navazaného barviva na DNA je v ¢ervené oblasti spektra pfi

617 nm (Obrdazek 10). Struktura barviva je znazornéna na Obrazku 11 (55, 56).
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Obrazek 10 Excitacni a emisni spektrum navazaného fluorescencniho barviva propidium
jodid na DNA.

Pfevzato a upraveno (57)
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Obrazek 11 Struktura molekuly fluorescencniho barviva propidium jodid.
Prevzato (58)

6.4.5 Fluorescencni barvivo kalkofluorova béloba

Toto fluorescencni barvivo naslo velké uplatnéni pfi detekci kvasinek a plisni.
Pfi hodnoceni biofilmG slouzi kalkofluorova béloba k detekci sacharidové matrice. Ze
spektra (Obrazek 12) je patrné excitacni maximum pfi 355 nm, barvivo emituje v modré
oblasti spektra pfi emisnim maximu 433 nm. Molekula kalkofluorové béloby
(Obrazek 13) tvori vodikové mUstky s B-1-3 a B-1-4 vazbami polysacharid(, po excitaci
kalkofluorové béloby jsou pak tyto vazby oznaceny emitovanym modrym zarenim (59—

61).

0.25

Normalizovand absorpce/emise

300 400 500
Vinova délka (nm)

Obrdzek 12 Excitacni a emisni spektrum fluorescencniho barviva kalkofluorova béloba.
Pfevzato a upraveno (62)
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Obrdzek 13 Struktura molekuly fluorescencéniho barviva kalkofluorova béloba.
Prevzato (63)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Seznam pouzitého materialu

Bakterialni kmen a kultivacni média

referencni bakteridlni kmen Pseudomonas aeruginosa PAO1, ATCC 15692

(DSM 22644)

Brain Heart Infusion medium, Sigma-Aldrich, USA

Mueller-Hinton medium, Sigma-Aldrich, USA

Bolton medium, Sigma-Aldrich, USA

Soyabean Casein Digest Medium (Tryptic soy broth), Sigma-Aldrich, USA

RPMI 1640 medium, Sigma-Aldrich, USA

Pracovni pomucky a reagencie

automatické pipety, rGzny rozsah, Eppendorf, Némecko

sterilni Spicky, plastové, rlizny rozsah, Eppendorf, Némecko

sterilni mikrotitraéni desticky s 96 jamkami a vickem, Gamédium, Ceska republika
jednorazové ockovaci klicky, Gamédium, Ceska republika

sterilni OD zkumavky, Gamédium, Ceska republika

sterilni mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko

stojanky na zkumavky a mikrozkumavky, Gamédium, Ceska republika

sterilni laboratorni sklo, podloini a kryci skli¢ka, P-lab, Ceska republika

plotny s Mueller-Hinton agarem, pfipraveny a poskytnuty pracovniky Skupiny
mikrobiologie a imunologie, Katedry biologickych a Iékarskych véd,

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

lidskd plasma, VWR, Ceska republika

lyzované berani erytrocyty, LabMediaServis, Ceskd republika
fyziologicky roztok, Fresenius Kabi, Némecko
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dimethylsulfoxid (DMSQ), Merck, Némecko

FM 1-43, Invitrogen, USA

SYPRO Ruby, Invitrogen, USA

SYTO 9, Invitrogen, USA

Propidium iodide (PI, propidium jodid), Sigma-Aldrich, USA

Calcofluor White Stain (CW, kalkofluorova béloba), Sigma-Aldrich, USA

Pristroje a programy

laminarni box Esco Class Il type A2, Dynex laboratories s.r.0., Ceskd republika
termostat Binder WTB, Fisher Scientific, Némecko

termobox Inkubator 1000, Heidolph, Némecko

epifluorescencni mikroskop Olympus Provis AX 70, Olympus, Japonsko
kamera (pfipojena k mikroskopu a pocitaci) Nikon DS-Fi3, Nikon, Japonsko
program NIS-Elements verze 5.00, Laboratory Imaging s.r.o., Ceska republika
denzitometr DEN-18 McFarland Densitometer Biosan, P-LAB, Ceska republika
vortex M52 Minishaker IKA, P-LAB, Ceska republika

kyvacka MR-1 Mini Rocker-Shaker, Biosan, Litva

7.2 Pouzita kultivacni média

7.2.1 Bujon infuze mozkové a srdecni tkané (Brain-Heart Infusion, BHI)

Jednd se o médium obsahujici enzymaticky rozlozené zivocisné tkané s mozkovou

a srdecni infuzi. Bujén je navic bézné suplementovan glukdzou a chloridem sodnym

a nasledné jesté pufrovan, takze pfedstavuje velmi vyzivné médium pro Siroké spektrum

mikroorganismu (64).
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7.2.2 Mueller-Hinton bujén (MHB)
Médium se vyuZivd nejcastéji k testovani antimikrobidlniho ucinku
antibiotik — stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace. Sklada se z hovézi infuze,

kaseinového hydrolyzatu a Skrobu. Prvni dvé slozky slouzi jako zdroj Zivin, Skrob

absorbuje toxické metabolity vznikajici pfi rlstu bakterii (65).

7.2.3 Trypto-kasein séjovy bujon (Tryptic soy broth, TSB)

Jednd se o médium kaseinu se séjovymi peptony, je tak opét velmi vyzivné
a umoznuje rast Sirokému spektru bakterii, kvasinek a plisni. V praxi se ddle vyuziva
k dlouhodobému uchovavani zdsobnich kultur s 10-20% pridavkem glycerolu, slouZzici

jakozto kryoprotektivum (66, 67).

TSB bylo suplementovano plasmou z 10 % (v/v) tak, Ze k 4,5 ml média bylo

pfidano 0,5 ml lidské plasmy (LP).

7.2.4 RPMI médium

RPMI je médium, které se vyuziva primarné za ucelem kultivace tkanovych kultur
ke studiu nadord. Obohacené médium lze pouzit k hodnoceni minimalni inhibi¢ni
koncentrace antifungalnich latek, dale se uplatiiuje pfi kultivaci kandidovych biofilmu.
Bakterie se béiné vtomto médiu nekultivuji. Obsahuje vitaminy, redukujici slozku

glutathion, bikarbonatovy pufr a dalsi slozky (68-71).

RPMI bylo suplementovano LP z 10 % (v/v) tak, Ze k 4,5 ml média bylo pfidano
0,5 ml LP.

7.2.5 Lubbockovo médium simulujici chronickou ranu

Jak z ndzvu vyplyva, jedna se o médium simulujici model chronickych ran in vitro.
Vyvoj Lubbock média byl poprvé popsan v ¢asopise Wound Repair and Regeneration
v ¢lanku od autord Sun et al. vroce 2008, kde dle jejich metodiky tvori zaklad Bolton
bujon suplementovany hovézi plasmou a koriskymi erytrocyty. Vtomto médiu velice

snadno rostou bakterie a zaroven je zde dobfe podnécovan rust biofilmt (72, 73).
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Médium bylo pfipraveno dle zminéného ¢lanku s mirnymi modifikacemi tak, Zze do
zkumavky bylo pfiddno 2,25 ml bujénu Bolton, k nému bylo napipetovano 2,5 ml LP

a 0,25 ml lyzovanych beranich erytrocyta.

7.3 Priprava barvicich roztoki

7.3.1 Zasobni roztok FM 1-43

Roztok tohoto fluorescencniho barviva byl ptipraven dle instrukci vyrobce tak, ze
do vialky s 1 mg praskového barviva bylo napipetovano 100 pl DMSO. Obsah vialky byl
dale michan pomoci vortexu do Uplného rozpusténi barviva. Timto krokem byl ziskan
zasobni roztok barviva (roztok 1) o koncentraci 10 000 pg/ml. Do dalsi mikrozkumavky
bylo dale pipetovdano 990 ul DMSO a 10 pl roztoku 1, tim byl ziskdn barvici roztok
(roztok 2) o koncentraci 100 pg/ml. Optimalni koncentrace barviva FM 1-43 pro
samotné barveni je dle vyrobce 1 ug/ml, tato koncentrace je dosazena redénim s dalSimi

fluorescencnimi barvami (viz dale).

7.3.2 Roztok FM 1-43 pro naslednou kombinaci s CW

Pro barveni v kombinaci s CW bylo potfeba pfipravit roztok barviva FM 1-43
pfimo o cilové koncentraci 1 pg/ml. V mikrozkumavce bylo tedy smichdno 10 pl
roztoku 2 s 990 ul fyziologického roztoku. Takto pfipravené barvivo bylo pouzZito v

barvici smési 3 (viz nize Tabulka 1).

7.3.3 Roztok SYPRO Ruby a FM 1-43 (kombinace A)

SYPRO Ruby je roztok dodavan vyrobcem v koncentraci 1x pfipravené k pouziti.
Redénim 100 pl roztoku 2 barviva FM 1-43 prostfednictvim 900 pl fyziologického
roztoku byl pfipraven roztok (roztok 3) o koncentraci 10 pg/ml. Do mikrozkumavky bylo
pipetovano 900 pl barviva SYPRO Ruby, k nému pak bylo napipetovano 100 pl roztoku 3,
tim byla ziskana finalni koncentrace 1 pg/ml barviva FM 1-43. SYPRO Ruby bylo
o koncentraci 90 % (v/v). Takto pfipravena barvici smés je dale oznacovana jako smés 4a

(viz Tabulka 1).
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7.3.4 Roztok SYPRO Ruby a FM 1-43 (kombinace B)

Barvici roztok byl pfipraven v mikrozkumavce pipetovanim 490 pl fyziologického
roztoku, 10 pl roztoku 2 barviva FM 1-43 a naslednym pfidanim 500 pl barviva
SYPRO Ruby. Tim byla docilena pozadovana koncentrace FM 1-43 (1 pg/ml), SYPRO
Ruby mélo koncentraci 50 % (v/v). Tato kombinace je dale oznadena jako barvici smés 4b

(viz Tabulka 1).

7.3.5 Roztok SYPRO Ruby a FM 1-43 (kombinace C)

Z roztoku 2 barviva FM 1-43 bylo pipetovano 12,5 ul do 987,5 ul fyziologického
roztoku. Ze vzniklého roztoku o koncentraci 1,25 pg/ml bylo déle pipetovano 800 pul ke
200 pl SYPRO Ruby. Vysledkem byl opét zisk FM 1-43 o koncentraci 1 pg/ml
a SYPRO Ruby o koncentraci 20 % (v/v). Barvici smés je dale uvadéna jako smés 4c a po

kombinaci s CW jako smés 5 (viz Tabulka 1).

7.3.6 Roztok FM 1-43 a PI

Barvivo Pl je komeréné dodavano jako roztok o koncentraci 1,0 mg/ml.
Do mikrozkumavky bylo postupné pridano 970 ul fyziologického roztoku, 20 ul Pl a 10 pl
roztoku 2 barviva FM 1-43. FM 1-43 tak mélo poZadovanou koncentraci 1 ug/ml a Pl bylo
o koncentraci 20 pug/ml. Tato barvici smés tvorila zaklad pro barvici smés 6

(viz Tabulka 1).

7.3.7 Roztok SYTO 9 a PI

Barvivo SYTO 9 je komerc¢né dodavano jako roztok o koncentraci 5 mM. Barvici smés
SYTO 9 a Pl byla pfipravena v mikrozkumavce suplementaci 1 ml fyziologického roztoku
20 pl barviva PI (1,0 mg/ml) a 1 pl SYTO 9 (5 mM). Vysledkem tak bylo PI o pfiblizné
koncentraci 20 pug/ml a SYTO 9 o pfriblizné koncentraci 5 uM. Roztok barviv je déle
oznacovan jako barvici smés 2 a po kombinaci s CW je dale uvddéna jako smés 1 (viz

Tabulka 1).
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7.3.8 Roztok SYTO 9 a SYPRO Ruby (kombinace A)

Do mikrozkumavky bylo pridano 800 pl fyziologického roztoku, 1 pl SYTO 9 a 200 pl
SYPRO Ruby. SYPRO Ruby tak mélo koncentraci pfiblizné 20 % (v/v) a SYTO 9 bylo o

priblizné koncentraci 5 uM. Vznikly roztok byl pouzit jako smés 7a (viz Tabulka 1).

7.3.9 Roztok SYTO 9 a SYPRO Ruby (kombinace B)

V mikrozkumavce bylo smichano 500 pl fyziologického roztoku, 1 pl SYTO 9 a 500 pl
SYPRO Ruby. SYPRO Ruby tak ziskalo koncentraci pfiblizné 50 % (v/v) a SYTO 9 bylo o

koncentraci pfiblizné 5 uM. Smés byla ddle oznacena jako barvici smés 7b (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1 FindIni barvici smési, jejich sloZeni a koncentrace

predpokladana cilovd | cytoplazmatickd | proteinova DNA: DNA ivvch bunék* DNA mrtwvch bunék + eDNA polysacharidova
struktura barviva membrana matrice ! ¥ ¥ matrice
zdroj (48) (50) (55) (55, 74) (61)
smés 1 - - 5 uM 20 pg/ml +
smés 2 - - 5uM 20 pg/ml -
smés 3 1 pg/mi - - - +
smés 4a 1 pg/mi 90 % (v/v) - - -
smés 4b 1 pg/ml 50 % (v/v) - - -
smés 4c 1 pg/ml 20 % (v/v) - - -
smés 5 1 pg/ml 20 % (v/v) - - +
smés 6 1 pg/mi - - 20 pg/ml +
smés 7a - 20 % (v/v) 5uM - -
smés 7b - 50 % (v/v) 5uM - -

Nepritomnost barviva ve smési je oznaceno pomoci ,—“. Biofilmy dodatec¢né barvené CW jsou oznaceny u prislusnych smési znaménkem ,,+“.

*Znaceni DNA pouze Zivych bunék plati pro ptipad, je-li v kombinaci s barvivem PI.
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7.4 Pracovni postup

7.4.1 Priprava

Pro efektivnéjsi formovani biofilmd bylo nejprve provedeno adherovani
bilkovin LP do jamek mikrotitracni desticky (tzv. coatovani) tak, Ze do kazdé jamky bylo
pipetovano 200 pl LP. Zakoupeny kmen P. aeruginosa (kmen PAO1) byl zaockovan na
Mueller-Hinton agar. Desti¢ka a agar se nasledné nechaly inkubovat 24 hodin pfi 37 °C
v termostatu. Na Obrazku 14 Ize pozorovat naockovanou P. aeruginosa po 24hodinové

inkubaci.

Obrdzek 14 Pseudomonas aeruginosa (PAO1) na Mueller-Hinton agaru.

Kultivovano 24 h pfi 37 °C
E. Zachar, 2023

7.4.2 Formovani biofilma

Z nacoatované desticky byla po 24hodinové inkubaci odpipetovana veskera LP,
desticka se nasledné nechala vyschnout v termoboxu pfi 65 °C po dobu 10 minut. V OD

zkumavkach byly nasledné pripraveny bakteridlni suspenze o optické denzité
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0,5 McFarlanda v pfislusnych kultivacnich médiich po 5 ml. Pfipravené mikrobidlni
suspenze v jednotlivych kultivacnich médiich byly nasledné rozpipetovany po 200 ul do
jamek mikrotitracni desti¢ky dle schématu (Obrazek 15). Destic¢ka se nechala inkubovat
24 hodin pfi 37 °C. Obrazek 16 zobrazuje napipetovani suspenze P. aeruginosa
v konkrétnich kultivaénich médiich v mikrotitracni destiéce pfed inkubaci. Na
Obrazku 17 je snimek desti¢ky po 24h inkubaci, média jsou jiz odpipetovand a nahrazena

fyziologickym roztokem. Patrny zakal v jamkach, je zndmkou pfitomnosti biofilma.
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Obrdzek 15 Schéma pipetovani zaockovanych médii bakterii Pseudomonas aeruginosa
do jamek mikrotitracni desticky.

BHI — brain heart infusion (bujén infuze mozkové a srde¢ni tkané), MHB —
Mueller-Hinton bujdn, TSB + 10 % plasma — tryptic soy broth (trypto-kasein séjovy
bujén) suplementovano z 10 % (v/v) lidskou plasmou, RPMI + 10 % plasma — RPMI

médium suplementované z 10 % (v/v) lidskou plasmou, Lubbock — Lubbockovo
médium simulujici chronickou ranu
Pfevzato a upraveno (75)
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Obrdzek 16  Mikrotitraéni  desticka se  zaockovanymi  médii  bakterii
Pseudomonas aeruginosa pred 24h inkubaci.

V jamkach mikrotitraéni desticky jsou pfitomna média: bujon infuze mozkové a srdecni
tkdné (cely sloupec 1, 2 a fadky A az C ve sloupci 11), Mueller-Hinton bujén (cely
sloupec 3, 4 a fadky D aZ F ve sloupci 11), trypto-kasein séjovy bujon suplementovany
210 % (v/v) lidskou plasmou (sloupec 5, 6 a radky A aZ C ve sloupci 12), RPMI
suplementovano z 10 % (v/v) lidskou plasmou (sloupec 7, 8 a radky D aZ F ve sloupci
12) a Lubbockovo médium simulujici chronickou ranu (sloupec9, 10 a fadky G a H ve
sloupcich 11 a 12).

E. Zachar, 2023
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Obrdzek 17 Mikrotitracni desticka
aeruginosa.

Biofilmy byly kultivovany 24h pfi 37 °C v médiich: bujén infuze mozkové a srdecni
tkané (cely sloupec 1, 2 a radky A az C ve sloupci 11), Mueller-Hinton bujén (cely
sloupec 3, 4 a fadky D aZ F ve sloupci 11), trypto-kasein sdjovy bujon suplementovany
2 10 % (v/v) lidskou plasmou (sloupec 5, 6 a fadky A az C ve sloupci 12), RPMI
suplementovano z 10 % (v/v) lidskou plasmou (sloupec 7, 8 a fadky D az F ve sloupci
12) a Lubbockovo médium simulujici chronickou ranu (sloupec9, 10 a radky G a H ve
sloupcich 11 a 12). Po inkubaci byla média odstranéna a nahrazena sterilnim
fyziologickym roztokem.
E. Zachar, 2023

7.4.3 Barveni a pozorovani biofilmu

Po 24hodinové inkubaci byl z jamek odstranén supernatant. Dale byly biofilmy
promyty sterilnim fyziologickym roztokem za Uéelem odstranéni planktonickych bunék.
K naformovanym biofilmim byly nasledné pipetovany po 50 ul rdzné barvici roztoky

pfipravené tyz den dle instrukci v kapitole 7.3.

Naformované biofilmy byly inkubovany s barvicimi roztoky na trepacce pfi
laboratorni teploté ve tmé po dobu 30 minut. U barviv, které bylo potfeba odmyt, doslo
po inkubaci k odpipetovani barviciho roztoku, promyti jamky fyziologickym roztokem
a naslednym opétovnym napipetovanim 50 ul fyziologického roztoku. Preparaty byly
pfipraveny tak, Ze Spickou pipety byl ze dna jami¢ek proveden intenzivni seSkrab

biofilmG a 10 pl obarvenych biofilmovych suspenzi bylo prfeneseno na ocisténa
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a odmasténa podlozni sklicka. U biofilm( dodatecné barvenych pomoci CW byl postup
obdobnym, stim rozdilem, Ze na podloZni sklicka bylo prvné naneseno 7 ul CW
a nasledné priddno 7 ul obarvenych biofilmovych suspenzi. Podlozni sklicka
s obarvenymi biofilmovymi suspenzemi byla pfikryta krycimi sklicky, a takto pfipravené

preparaty byly hodnoceny epifluorescenéni mikroskopii pti zvétseni 400x.
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8. VYSLEDKY

8.1 Hodnoceni vlivu kultivacnich médii na formovadni biofilmi
bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pro zhodnoceni vlivu péti rozdilnych kultivacnich médii na tvorbu biofilma byly
24hodinové biofilmy barveny dle zavedené metodiky laboratofe, kombinaci
fluorescencnich barviv SYTO 9, Pl a CW (smés 1). U smési 1 jsme ocekavali SYTO 9
navazané na DNA Zivych bunék, Pl navazané na DNA mrtvych bunék a CW navdzané na
sacharidovou matrici. Matrice slozena z eDNA méla byt obarvena pomoci Pl. Smés 1 po
inkubaci s biofilmy nebyla odmyta, doslo k pfimému seskrabu biofilmd z jamky
a naslednému pozorovani a hodnoceni. Byl hodnocen i makroskopicky vzhled biofilma,
s ptihlédnutim na optimalni manipulaci. Mikroskopické hodnoceni se opiralo o viabilitu
bunék, pfitomnost matrice a jeji mnozstvi, respektive jeji denzitu, ze které Ize usuzovat

3D strukturu biofilma.

8.1.1 Vliv média BHI

PFi vizudlni inspekci desti¢ky byly naZloutlé biofilmy formované v tomto médiu
viditelné jiz pouhym okem (viz sloupecky 1 a 2 na Obrazku 17). | pres opatrnou
manipulaci dochazelo ale béhem promyvani jamek k vyrazné ztraté této masy,
pravdépodobné vlivem pokrocilé maturace biofilmd. Znacnou vyzrdlost biofilmu
naformovanych v BHI médiu potvrdila i fluorescenéni mikroskopie (Obrazek 18), kde je
patrné vyrazné zastoupeni matrice. Zelené barvivo SYTO 9 se dle oéekdvani navazalo na
DNA Zivych bunék, buiky mrtvé byly oznaceny cervenym Pl. V prepardtu lze navic
pozorovat charakteristickou morfologii ty¢i P. aeruginosa. Na eDNA pfitomnou
v biofilmové matrici se pravdépodobné navazalo jak Pl, tak SYTO 9, coz dokladaji neostie
ohrani¢ené prekryvajici se plochy cerveno-oranzové, ale i zelené barvy.

Na exopolysacharidy v biofilmové matrici se navazalo modré fluorescencni barvivo CW.
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Obrdzek 18 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujénu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescenénich barviv SYTO 9, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené (Zivé) a Cervené (mrtvé) tycCinky.
Biofilmova matrix — modré (polysacharidy), zelené a ervené (extracelularni DNA)
neostfe ohranicené oblasti. ZvétSeno 400x.

8.1.2 Vliv média MHB

Makroskopicka inspekce potvrdila narlist nazelenalych biofilmd v médiu MHB
v mikrotitracni desticce (viz sloupecky 3 a 4 na Obrazku 17). Diky lepSi manipulaci béhem
promyvacich krokud Ize usoudit, Ze biofilmy nebyly tak maturované jako v pripadé BHI.
Mikroskopicky byl narUst biofilmu také potvrzen (Obrazek 19), avsak biofilm zde nebyl
skute¢né tak maturovany jako v pripadé kultivace v médiu BHI, coz doklada vyrazné
mensi zastoupeni matrice. Na Obrazku 19 lze pozorovat mensi shluk biofilmu. Opét
pravdépodobné doslo k navazani barviv Pl i SYTO 9 na eDNA, ¢imZ doslo ke skladbé
Cervené a zelené emitované barvy, a tedy vzniku oranzovo-zluté plochy, coz by mohlo
nasvédcovat tomu, Ze matrice byla v tomto pfipadé sloZzena prevainé z eDNA. Dale Ize
pozorovat morfologii tyci P. aeruginosa, a to jak Zivé (zelené, navazané SYTO 9),

tak mrtvé (Cervené, navazané PI). Zastoupeni Zivych bunék na prvni pohled prevazuje
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nad bunkami mrtvymi. Okraje shluku vykazuji lehkou namodralou emisi, podobné v levé
horni ¢asti snimku jsou patrné modré plochy, které odkazuji na navdzané barvivo CW,

potvrzujici pfitomnost exopolysacharidové matrice.

Obrdzek 19 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Mueller-Hinton bujénu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv SYTO 9, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené (Zivé) a Cervené (mrtvé) tycCinky.
Biofilmova matrix — oranzovy shluk neostie ohrani¢ené oblasti (extracelularni DNA),
namodraly okraj shluku (polysacharidy). ZvétSeno 400x.

8.1.3 Vliv média TSB + 10 % LP

Vizualni inspekce desticky po kultivaci (sloupecky 5 a 6 na Obrazku 17) opét
prokazala narlst lehce naZloutlych biofilmQ, které byly na prvni pohled srovnatelné
s biofilmy naformovanymi v MHB. Na zdkladé mikroskopického pozorovani
(Obrazek 20), kde bylo detekovano vétsi mnozstvi biofilmové matrice, lze usuzovat,
Ze se jedna o vyzrdlejsi biofilm neZ v pfipadé formovani v MHB. Na Obrazku 20 je patrny
denzni narast Zivych bakteridlnich bunék (zelené tyce obarvené pomoci SYTO 9), misty
je mozné pozorovat Cervené tyce (mrtvé buriky obarveny pomoci Pl). V biofilmu je opét
pritomna eDNA obarvena pravdépodobné obéma barvivy s afinitou k DNA (podsveécujici

neostré nacervenalé plochy obarvené diky Pl a neostfe ohrani¢ené zelené plochy v okoli
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zelenych tyci obarvené pomoci SYTO 9). Dale je patrnd podsvécujici modra sacharidova

matrice obarvena pomoci CW.

Obrdzek 20 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v trypto-kasein sojovém bujénu suplementovany
lidskou plasmou.

Biofilm byl obarven kombinaci fluorescenénich barviv SYTO 9, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené (Zivé) a Cervené (mrtvé) tycCinky.
Biofilmova matrix — modré (polysacharidy), zelené a ¢ervené (extraceluldarni DNA)
neostre ohranicené oblasti. ZvétSeno 400x.

8.1.4 Vliv média RPMI + 10 % LP

Po inkubaci nebyl v jamkach s timto médiem patrny vyznamny nardst biofilmu,
byl prokazan pouze lehky mlécény zakal na dné jamek, coz by mohly byt adherované
bakterie (sloupecky 7 a 8 na Obrazku 17). Vyznamny narlst biofilmG nebyl potvrzen
ani na zakladé mikroskopického hodnoceni (Obrazek 21). Jediny zaznamenany shluk
bunék totiz nevykazoval zcela jednoznacéné atributy biofilmu. Na druhou stranu, RPMI,
stejné jako ostatni média, umoznilo zachovani bakteridlni viability, protoZe zelené
zastoupené tyce (Zivé buriky znacené SYTO 9) zcela jednoznacné prevysuji pocet

¢ervenych mrtvych bunék (znacené pomoci PI).
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Obrdzek 21 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v RPMI 1640 médiu suplementované lidskou plasmou.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv SYTO 9, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené (zivé) a Cervené (mrtvé) tycinky. Nepatrna
biofilmova matrix uprostred. ZvétSeno 400x.

8.1.5 Vliv Lubbock média

Narast biofilm0 v desti¢ce v Lubbock médiu byl makroskopicky srovnatelny
s mnozstvim biofilm( naformovanych v suplementovaném TSB (sloupecky 9 a 10 na
Obrazku 17), s tim rozdilem, Ze biofilmy naformované v Lubbock médiu byly
makroskopicky zbarveny cervené. Epifluorescenéni mikroskopii byla vzhledem
k vyraznému zastoupeni matrice potvrzena pritomnost vyzralych biofilm( (Obrazek 22).
Na snimku je také dobfe patrné 3D usporadani struktury. Na Obrazku 22 Ize pozorovat
opét dobfe morfologii tyci P. aeruginosa, jak zelenych (zivych, znaceno SYTO 9), které
jsou pritomny ve vysoké denzité, tak minoritné cervenych (mrtvych, znaceno Pl). Opét
byla prokazana pritomnost matrice, kdy skladbou neostfe ohranic¢ené cervené (eDNA
znaCena Pl) a modré (polysacharidy znacené CW) plochy vznikla fialovd plocha

v centralni oblasti snimku.
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Obrdzek 22 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv SYTO 9, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené (Zivé) a Cervené (mrtvé) tycCinky.
Biofilmova matrix — modré (polysacharidy) a ¢ervené (extracelularni DNA) neostre
ohranic¢ené plochy. ZvétSeno 400x.

8.2 Optimalizace barvicich smési pro vizualizaci biofilmi
bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pro optimalizaci barvicich smési vhodnych pro vizualizaci biofilm( bakterie
P. aeruginosa byla na zakladé predchozich experimentl pro formovani biofilma vybrana
kultivacni média, kde byl patrny jednoznacny narlst téchto konsorcii, tedy BHI,

TSB + 10 % LP a Lubbock médium.

8.2.1 Barveni smési 2

Barvici smés 2 obsahujici SYTO 9 (5 uM) a PI (20 pug/ml) méla odlisit mrtvé buriky
(Cervené), zivé burnky (zelené) a zaroven zvyraznit eDNA v biofilmové matrici. Barvici

smés nebyla po inkubaci s biofilmy odmyta.

Obrazek 23 zachycuje biofilm naformovany v médiu BHI, ktery byl obarveny

touto smési. TyCe obarveny Cerveno-oranzové (mrtvé, ¢i poskozené bakterialni buriky)

47



na tomto snimku dominuji. Jasné morfologicky rozeznatelné zelené tyce obarvené
pomoci SYTO 9 (Zivé buriky) se zde nachazi minoritné. Bakterie jsou lemovany neostre
ohrani¢enymi ¢erveno-oranzovymi plochami (eDNA). eDNA je také vyraznéji zastoupenad
v neostfe ohrani¢enych zelenych plochach barvenych opét velice pravdépodobné

pomoci SYTO 9.

Obrdzek 23 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujonu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv SYTO 9 a propidium jodid.
Bakterie — zelené (Zivé) a Cervené (mrtvé) tycinky. Biofilmova matrix — ervené a zelené
(extraceluldarni DNA) neostie ohranicené plochy. ZvétSeno 400x,

8.2.2 Barveni smési 3

Barveni smési 3 spociva v pouZiti fluorescenéniho barviva FM 1-43 (1 pg/ml)
a dodatkovém barveni pomoci CW. Timto barvenim mélo dojit k rozliseni bakterialnich
bunék (vazba zeleného barviva FM 1-43) a polysacharidové matrice (vazba modré CW).

Po inkubaci biofilmu s barvivem nedoslo k odmyvacimu kroku.

Obrazek 24, biofilm naformovany v Lubbockové médiu, potvrzuje nasi pracovni
hypotézu. Bakterialni buriky jsou obarveny zelené, je zde patrna morfologie tyci, dale se
zde nachdzi zelené plochy obsahujici bakterie s hdfe rozpoznatelnou,

aZ nerozpoznatelnou morfologii, tj. denzni loZiska bakteridlnich bunék. Polysacharidova
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matrice znacend pomoci CW je zde znazornéna neostfe ohrani¢enymi modrymi

plochami. Pfekryvajici zelené a modré plochy vykazuji vyslednou tyrkysovou emisi.

Obrdzek 24 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a kalkofluorovou
bélobou. Bakterie — zelené tycinky. Biofilmova matrix — modré (polysacharidy) neostre
ohranic¢ené plochy. ZvétSeno 400x.

8.2.3 Barveni smési 4a

U kombinace FM 1-43 (1 pg/ml) a SYPRO Ruby (90 % (v/v)) bylo pfedpokladano
znaceni proteinl v matrici cervené (SYPRO Ruby) a bakteridlnich bunék zelené

(FM 1-43).

Obrazek 25 zobrazuje biofilm naformovany v BHI médiu, u néhoz doslo po
inkubaci s barvici smési k odmyti nenavazaného barviva. Biofilm zde vykazuje majoritné
Zluto-oranZzovou emisi znamenajici pritomnost biofilmové matrice s bakteridlnimi
burikami. Lokalné Ize pozorovat nepfili§ dobfe ohrani¢enou zelenou emisi, ktera by

mohla znamenat pritomnost bakteridlnich bunék, avsak jejich morfologie neni patrna.
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Obrdzek 25 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujénu infuze mozkové a srdec¢ni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
byla po inkubaci odmyta. Bakterie — nazelenald granula. Biofilmova matrix — Zzluto-
oranzova (proteiny) plocha. Zvétseno 400x.

Na Obrdazku 26 je snimek biofilmu, u néhoz nedoslo po inkubaci s barvici smési

vevys

(proteinové matrice), ale i bakteridlnich bunék (¢ervené tyce).
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Obrdzek 26 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujénu infuze mozkové a srdec¢ni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
nebyla po inkubaci odmyta. Bakterie — ¢ervené tyce. Biofilmova matrix — ¢ervenad
(proteiny) amorfni plocha. Zvétseno 400x.

8.2.4 Barveni smési 4b

Smés byla sloZena z fluorescencnich barviv FM 1-43 (1 pg/ml) a SYPRO Ruby
(50 % (v/v)). Ocekavané vystupy barveni byly shodné jako v pfipadé barveni smési

FM 1-43 a SYPRO Ruby o koncentraci 90 % (v/v).

Na preparatu biofilmu kultivovaném v Lubbockové médiu obarvenym smési 4b,
u kterého bylo nenavdzané barvivo po inkubaéni dobé odmyto (Obrazek 27), je mozné
pozorovat jak proteinovou matrici (Cerveno-oranZzové prosvitajici plochy),
ale i ptitomnost bakterialnich bunék (zelené granularni zdny). Jasnou tycinkovitou
strukturu P. aeruginosa vsak nebylo moiné rozeznat. Na snimku jsou také pfitomny
jasné zelené svitici artefakty (nékteré z nich oznadeny Sipkou), coz by mohly byt

pozustatky lyzovanych erytrocytl pfitomné v Lubbockové médiu.
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Obrdzek 27 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.

Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
byla po inkubaci odmyta. Bakterie — zelené granuldrni zény. Biofilmova matrix —
cerveno-oranzové (proteiny) prosvitajici plochy. Bilé Sipky ukazuji na nékteré ze zbytk
membran lyzovanych erytrocytl (zelené kulaté objekty). Zvétseno 400x.

Snimek biofilmu kultivovaného v BHI s neodmytymi barvivy smési 4b po inkubaci
(Obrazek 28) dokazuje pfitomnost proteinové matrice (syté oranZovo-cervené plochy),
lokalné je mozZné pozorovat pritomnost bakteridlnich bunék (zelené granuldrni zény).
Jasnou tycinkovitou strukturu P. aeruginosa nebylo mozné rozeznat ani v tomto pripadé.
JiZ na prvni pohled je ale patrné, v porovndni s preparatem, u kterého doslo k odmyti

barviv po inkubaci, Ze SYPRO Ruby v tomto pfipadé poskytuje intenzivnéjsi emisi.
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Obrdzek 28 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujénu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
nebyla po inkubaci odmyta. Bakterie — zelené granuldrni zény. Biofilmova matrix —
¢erveno-oranzové (proteiny) plochy. ZvétSeno 400x.

8.2.5 Barveni smési 4c

Smés 4c byla slozena z FM 1-43 (1 pg/ml) a SYPRO Ruby (20 % (v/v)). Ocekavané
vystupy barveni byly shodné jako v predchozich pripadech kombinaci barviv FM 1-43
a SYPRO Ruby.

Na Obrazcich 29 a 30 je moiné pozorovat preparaty biofilmd s neodmytymi
barvivy po inkubaci. Obrazek 29 zobrazuje biofilm kultivovany v BHI médiu. Proteinova
matrice je znazornéna podsvécujicimi oranZovo-Cervenymi neostfe ohrani¢enymi
plochami. Granuldrni zelend hmota svédéi o pfitomnosti bakteridlnich bunék, které ale
ani zde nevykazuji jasnou morfologii ty¢i. Na Obrazku 30 je zndzornén biofilm
kultivovany v Lubbock médiu. Proteinovd matrice je zobrazena jako podsvécujici
oranzovo-Cervena neostfe ohraniCena plocha. Bakterialni buriky je zde mozné pozorovat

omezené ve formeé zelenych tyci. Vlevo nahore jsou lokalizovany dva jasné zelené svitici
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kulaté objekty, opét se s nejvétsi pravdépodobnosti jednd o zbytky membran lyzovanych

erytrocyt(.

Obrdzek 29 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujénu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
nebyla po inkubaci odmyta. Bakterie — zelené granuldrni zény. Biofilmova matrix —
cerveno-oranzové (proteiny) plochy. Zvétseno 400x.
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Obrdzek 30 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43 a SYPRO Ruby, barviva
nebyla po inkubaci odmyta. Bakterie — slabé zelené tyce. Biofilmova matrix —
Cerveno-oranzové (proteiny) prosvitajici plochy. Bilé Sipky ukazuji na zbytky membran
lyzovanych erytrocytt (zelené kulaté objekty). Zvétseno 400x.

8.2.6 Barveni smési 5

Barvici smés obsahovala FM 1-43 (1 pug/ml), SYPRO Ruby (20 % (v/v)) a dodatkové
CW. Bylo ocekavano, Ze bakteridlni bunky budou znacené zelené, proteiny v matrici
znadeny Cervené a polysacharidy v matrici znaeny modre. Barviva nebyla po inkubaci

odmyta.

Vystupem barveni je Obrdzek 31 zobrazujici biofilm naformovany v BHI.
Bakteridlni bunky byly obarvené pomoci FM 1-43 (zelend granuldrni hmota), bez
naznaku morfologie tyéi. Nahofe vlevo je také patrnd proteinovda matrice
(oranzovo-Cervené) znaceno pomoci SYPRO Ruby. CW znadici polysacharidovou matrici
neni zcela patrna. Je vsak ziejmé, Ze zelena plocha (bakteridlni buriky) nevykazuje tak
jasnou zelenou emisi jako u jinych smési obsahujici FM 1-43, plocha pUsobi spiSe vice
tyrkysové. Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze doslo ke skladbé zelené a modré plochy,
tzn. exopolysacharidy biofilmové matrice jsou pravdépodobné pfitomny pravé v této
oblasti.
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Obrdzek 31 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujonu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43, SYPRO Ruby
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — zelené granuldrni zény. Biofilmova matrix —
cerveno-oranzové (proteiny) plochy a tyrkysova (polysacharidy) plocha. Zvétseno 400x.

8.2.7 Barveni smési 6

Barvici smés 6 obsahovala fluorescen¢ni barviva FM 1-43 (1 pg/ml) a PI
(20 pg/ml). Po inkubaci biofilm{ s barvici smési nedoslo k odmyti nenavazanych barviv.
Preparaty byly nasledné dodatkové obarveny pomoci CW. Bylo océekdvdno, Ze na
bunécnou membranu bakterii se navaze zelené emitujici FM 1-43 a na DNA mrtvych
bunék navic ¢ervené emitujici Pl. Mrtvé bakteridlni buniky by se pak mély jevit jako
Cervené, pripadné zelené s ¢ervenym stfedem. V biofilmové matrici mélo dojit k vazbé

c¢erveného Pl na eDNA a modré CW na sacharidovou matrici.
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Vysledek barveni preparatu biofilmu naformovaného v BHI je zdokumentovan na
Obrazku 32. Buriky v centrdlni oblasti snimku a napravo vykazuji morfologii ¢ervenych
tyc¢i obarvenych pomoci Pl (pravdépodobné mrtvé burky). V denzni matrici vSak nelze
jednoznacéné odlisit morfologii ty¢i. Matrice obsahuje Zlutou granularni hmotu, v tomto
pfipadé jde pravdépodobné o bakterialni buriky. Fialova matrice vznikla pravdépodobné
skladbou cervené a modré barvy, tedy dUsledkem Pl znacici eDNA a CW zviditelfujici
sacharidovou matrici. Pro vyznamnou skladbu barev je vSak hodnoceni tohoto snimku

znacné obtizné.

(ATCC 15692) formovaného 24 h v bujonu infuze mozkové a srdecni tkané (brain-heart
infusion).
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv FM 1-43, propidium jodid
a kalkofluorovou bélobou. Bakterie — Zluté granuldrni zény a cervené tyce. Biofilmova
matrix — fialova (polysacharidy a extraceluldrni DNA) plocha. ZvétSeno 400x.

8.2.8 Barveni smeési 7a

Barvici smés obsahovala SYTO 9 (5 uM) a SYPRO Ruby (20 % (v/v)). Dle ocekavani
se na DNA bakteridlnich bunék a eDNA mélo navazat zelené emitujici barvivo SYTO 9
a na proteiny v biofilmové matrici ervené emitujici SYPRO Ruby. Barvici smés nebyla po

inkubaci odmyta.
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Na Obrazku 33 je biofilm bakterie P. aeruginosa naformovany v Lubbockové
médiu, ktery potvrzuje vySe zminénd ocekavani. Bakteridlni bunky jsou vizualizovany
jako zelena granuldrni hmota. Zelené neostfe ohranicené plochy v okoli bakteridlnich
bunék znazoriuji eDNA. Pritomnost protein(i v biofilmové matrici dokladd oranZova

emise.

Obrdzek 33 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescenénich barviv SYTO 9 a SYPRO Ruby. Bakterie —
zelené granularni zény. Biofilmova matrix — lehce oranzové (proteiny) a zelené
(extraceluldrni DNA) neostfe ohrani¢ené plochy. Zvétseno 400x.

8.2.9 Barveni smési 7b

Barvici smés obsahovala SYTO 9 (5 uM) a SYPRO Ruby (50 % (v/v)). O¢ekavané

vystupy byly shodné jako v pfipadé barveni smési 7a.

Preparat biofilmu naformovaném v Lubbockové médiu, u néhoz nedoslo
k odmyti barvici smési po inkubaci (Obrazek 34) zobrazuje bakteridlni bunky obarvené
zelené s rozeznatelnou morfologii tyci. V jejich okoli se nachdazi neostfe ohranicené
zelené plochy (eDNA). Celou zachycenou ¢dast biofilmu podsvécuje ¢ervené znacena

proteinova matrice, nejvyraznéji viditelna pfi okrajich biofilmu.
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Obrdzek 34 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.
Biofilm byl obarven kombinaci fluorescencnich barviv SYTO 9 a SYPRO Ruby, barviva
nebyla po inkubaci odmyta. Bakterie — zelené tyce. Biofilmova matrix — Cervené
(proteiny) a zelené (extracelularni DNA) neostie ohranicené plochy. Zvétseno 400x.

Preparat biofilmu naformovaného v Lubbockové médiu s odmytymi barvivy po
inkubaci (Obrdzek 35) poskytuje shodné vysledky jako v ptipadé preparatu
s neodmytymi barvivy. Barvici smés opét efektivné odliSila proteinovou matrici
(Cerveno-oranzové plochy) a bakterialni buriky (zelené tyce). V okoli bakteridlnich bunék
Ize opét pozorovat zelené neostie ohrani¢ené zelené plochy, tedy eDNA. Na Obrazku 35
je opét mozné pozorovat Cervené obarvené pozustatky lyzovanych erytrocytl (nékteré

z nich jsou oznaceny Sipkami).
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Obrdzek 35 Mikroskopicky snimek biofilmu bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1
(ATCC 15692) formovaného 24 h v Lubbockové médiu simulujici chronickou ranu.

Biofilm byl obarven kombinaci fluorescenénich barviv SYTO 9 a SYPRO Ruby, barviva
byla po inkubaci odmyta. Bakterie — zelené tyce. Biofilmova matrix — éerveno-oranzové
(proteiny) a zelené (extracelularni DNA) neostie ohranicené plochy. Bilé Sipky ukazuji
na nékteré ze zbytk membran lyzovanych erytrocytl (oranzové kulaté objekty).
ZvétSeno 400x.
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9. DISKUSE

Kosmopolitné rozsitend bakterie Pseudomonas aeruginosa jakozto vyznamny
producent biofilmd znamend i pres dneSni moderni postupy v mediciné naro¢nou
klinickou vyzvu. Kvili jeji rezistenci vici Sirokému spektru antibiotik, a dUsledkem
pridané rezistence zplsobené schopnosti tvofit biofilmy, je potfeba vénovat se vyzkumu
novych sloucenin &i alternativnich pristupd limitujici, nebo jesté |épe likvidujici jeji rlst
jak v planktonni formé, tak v ramci biofilmd. Na tento fakt dlouhodobé upozornuje

i Svétova zdravotnicka organizace (6).

Ke zjisténi, zda nové kandidatni antibiotické a antibiofilmové latky i alternativni
pristupy v terapii bakteridlnich biofilmovych infekci efektivné funguji, je zapotiebi vyuzit
vhodného hodnoceni. Jedna z dil¢ich efektivnich metod tohoto hodnoceni je i pfimé

sledovani s pouzitim specifickych fluoroforl pomoci fluorescenéni mikroskopie.

| pfes doporucené pracovni protokoly od vyrobcl je vidy nutné si danou metodiku
pfizplsobit individudlnim podminkdm védeckého pracovisté. Primarnim cilem této
prace byla tedy optimalizace metodiky vizualizace biofilmovych spoleéenstvi bakterie
P. aeruginosa prostfednictvim fluorescencni mikroskopie. Aby bylo mozné jednotlivé
barvici smési efektivné zhodnotit, bylo nutné naformovani reprezentativnich biofilmu.
Proto byl stanoven diléi cil: zhodnoceni vlivu kultivaénich médii na samotné formovani

biofilmové biomasy bakterie P. aeruginosa.

Bylo vybrano pét nutriéné rozdilnych kultivaénich médii. V praxi se vyuziva fada
médii slouZzici ke kultivaci biofilmG P. aeruginosa jmenovité Luria-Bertani médium (76),
M9 minimalni Zivné médium (77), ale i dalsi média pouZzitd v nasi préci, tedy BHI
a Lubbockovo médium simulujici chronické rany (78), MHB a TSB (79), nebo treba
RPMI médium (80). U stafylokokovych biofilmQ byla prokdzana zvySena tvorba
biofilmové biomasy pfi suplementaci kultivaéniho média LP, proto byla LP zafazena i do
nasich experimentl (81). Média TSB, RPMI byla suplementovand 10 % (v/v) LP.
V Lubbockové médiu je podil LP dokonce 50 % (v/v).

Biofilm muze byt definovan jako spolecenstvi mikroorganismi pevné prisedlé
k povrchu nebo k sobé navzajem. Vyznacuje se predevsim 3D strukturou a pritomnosti

biofilmové matrice.
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Pro posouzeni vlivu konkrétnich nutricnich podminek byly biofilmy obarveny jiz
drive optimalizovanou kombinaci fluorescencénich barviv SYTO 9 (5 uM, vizualizace
Zivych bunék), PI (20 ug/ml, vizualizace mrtvych bunék a eDNA v matrici) a dopliikové
CW (vizualizace cukernatych komponent biofilmové matrice). Hodnoticimi kritérii byla
pritomnost matrice, viabilita bunék a 3D prostorové usporadani, ackoli to bylo vlivem

pfipravy preparat(i znacné naruseno.

Nejvétsi zastoupeni biofilmové matrice spolu s pritomnosti bakteridlnich bunék ve
vysoké denzité (znamenajici pfitomnost 3D struktury) bylo pozorovano v pripadé
kultivacnich médii BHI, Lubbock a TSB + 10 % LP. Vzhledem k pokrocilé maturaci biofilmu
v médiu BHI vSak dochazelo k obtizné manipulaci, v médiich Lubbock a TSB + 10 % LP
nebyl tento jev pozorovan. Naopak v kultivacénich médiich MHB a RPMI + 10 % LP nebyla
ve velkém mnoiZstvi pozorovana pfitomnost matrice ani vyznamna 3D struktura.
Nicméné nutricni dostupnost vSech médii byla k zachovani viability bakterie
P. aeruginosa dostacujici, coz dosvédcuje prevazujici mnozstvi jasné morfologicky

rozeznatelnych zelenych tydi.

Nase zjisténi o vhodnosti kultivacnich médii koreluji i s Wijesinghe et al., kde bylo
kultivacni médium BHI ve srovnani s RPMI vyhodnoceno jako vhodnéjsi pro formovani

biofilmG bakterie P. aeruginosa (70).

Naopak nasSe vysledky se rozchazeji se zavéry price Lopes et al., kde byl
porovnavan vliv kultivaénich médii BHI, MHB a TSB na tvorbu biofilmové biomasy
bakterie P. aeruginosa. Nejvétsi mnoiZstvi biofilmové biomasy bylo zaznamenano
v médium MHB, a aZ poté nasledovala média TSB a BHI. Je vSak potteba zdlraznit, ze
zde bylo pro hodnoceni biofilmové biomasy pouZito hodnoceni in situ
spektrofotometricky pomoci krystalové violeti (82). V nasi prdaci jsme vSak hodnotili
biofilmy mikroskopicky ex situ po prenosu biofilmd na podlozni skla. Pfi tomto prenosu
hrozi riziko ztraty biofilmové biomasy, coz mize vést ke zkresleni vysledkd. Predmétem
této prace byla ale primarné optimalizace vizualizace biofilm( bakterie P. aeruginosa
pomoci fluorescencni mikroskopie, a proto dalsSi metody porovnavajici jednotliva

spoleCenstvi nebyly zahrnuty.

K dalsi optimalizaci barvicich smési byly tedy pouzity biofilmy bakterie P. aeruginosa

naformované v médiich BHI, Lubbock a TSB + 10 % LP.
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Na vsech snimcich zachycujicich biofilmy obarvené barvici smési SYTO 9 + Pl + CW
(Obrazky 18-22) jsou také dobfe patrné modré artefakty, které byly zpravidla vidy
rozprostieny po celém preparatu. Fluorofor CW se vaie na B-1-3 a B-1-4 vazby
polysacharid(i (60). Nékteré studie popisuji, Ze alginat, obsahujici mimo jiné zminénou
vazbu, se vyskytuje jako povrchovy polysacharid obalujici bakteridlni buriku (83, 84).
Modré artefakty pak mohly poukazovat pravé na tento fenomén, a CW by vtomto

pfipadé mohla slouzit jako fluorescencni sonda znacici povrchovy alginat.

Jiz zavedend metodika s pouzitim barvici smési SYTO 9 + PI + CW a smési
SYTO 9 + Pl dokazala zviditelnit a rozliSit jednotlivé slozky biofilma. Zvlastni pozornost
byla vsak pfi vizudlnim hodnoceni mikroskopickych snimk( vénovana barveni eDNA.
Udava se, Ze pfi kombinaci SYTO 9 a Pl dochdzi ke znaceni eDNA vyhradné
prostrednictvim Pl (74, 85). To by mélo byt zplsobené vyssi afinitou barviva Pl k DNA
neZ je tomu u barviva SYTO 9 a mechanismem fluorescen¢niho rezonancéniho prenosu
energie (fluorescence resonance energy transfer, FRET) (55). V nasi praci vSak neostre
ohranicené plochy prisuzované eDNA byly obarveny jak &ervené, tak zelenég, tzn. na
eDNA musela byt navadzadna obé barviva, tedy jak SYTO 9, tak PI (viz Obrazky 18, 19, 20,
22, 23). Toto zjisténi koreluje s praci Wang et al., kde je moznost prekryvajicich se ploch

eDNA znacenych pomoci Pl a SYTO 9 uvadéna (86).

Prekvapivé vysledky lze pozorovat u barvici smési SYTO 9 + Pl (Obrazek 23).
V tomto pfipadé se zd3a, jako by fluorofory obarvily pozadované slozky biofilmu zcela
opacné. Barvenim byla dosazena zelend matrice a majoritné ¢ervené tyce, tedy mrtvé
buniky. Rosenberg et al. vSak poukazuje na to, Ze hodnoceni viability bakterialnich bunék
pomoci kombinace barviv Pl a SYTO 9 mizZe nadhodnotit pocet mrtvych bunék, coz mize
byt pfipad naseho snimku. Signal Pl navdzaného na eDNA kolem bunék muze zastinit
emisi SYTO 9 lokalizovaného intraceluldrné. V pfipadé bakterie Salmonella typhimurium
byly prokdzany interakce membranovych povrchovych amyloidnich fibril s eDNA, coz
zpusobilo emisi Pl lokalizovaného pouze periferné vné bunky (87). Pro bakterii
P. aeruginosa by pfi téchto interferencich mohly byt zasadni interakce povrchovych

pili typu IV a eDNA, jelikoZ tyto struktury k sobé navzajem maji silnou afinitu (10).

Pouziti barvici smési FM 1-43 + CW vedlo k dobrému odliseni sacharidd

obsaZzenych v biofilmové matrici a bakteridlnich bunék, jejichz morfologie byla
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v neprekryvajicich se mistech dobre rozpoznatelnd. Tato kombinace byla pouZita
i k obarveni biofilmu bakterie Clostridium perfringens v praci Charlebois et al. (88). V nasi
praci byl vdak vynechan promyvaci krok, ¢imz bylo dosazeno zjednoduseni pracovniho

postupu pfi zachovani kvality vysledkd.

V ramci optimalizace smési FM 1-43 a SYPRO Ruby o klesajici koncentraci bylo
vychdzeno z pracovnich protokol(i vyrobce, kde se udava optimalni koncentrace barviva
FM 1-43 1pug/ml a barvivo SYPRO Ruby je dodavané od vyrobce v koncentraci
pripravené k pouziti. Fluorescencni barvivo FM 1-43 vykazuje emisi pouze po navazani
se na cytoplazmatickou membranu, a neni tedy nutné jeho odmyvani. U barviva
SYPRO Ruby se tato informace nepodafila dohledat, a proto bylo v rdmci optimalizace
zohlednéno promyvdni a nepromyvani nenavazaného barviva ve smési FM 1-43

a SYPRO Ruby.

V pfipadé smési FM 1-43 + SYPRO Ruby 90 % (v/v) nebyly vysledky barveni
optimadlni, jelikoz nebylo jednoznacné moziné odliSit bakteridlni buriky a proteiny
v matrici biofilmu. Slozeni smési FM 1-43 + SYPRO Ruby 50 % (v/v) vychazelo z metodiky
prace Pham et al. (89). Vzhled prepardtu po odmyti nenavazanych fluorescencnich
barviv v podstaté naplnil poZadovanda ocekavani. Nicméné ani v tomto pfipadé nebylo

mozné pozorovat jednoznaénou tyckovitou morfologii bakterie P. aeruginosa.

JelikoZ pro smési obsahujici SYPRO Ruby o koncentracich 90 a 50 % (v/v)
vykazovaly preparaty, u nichZ nebyla nenavazana barviva odmyta, vyssi signal pozadi
(¢ervené celkové podsviceni), je mozné, Zze barvivo SYPRO Ruby vykazuje, na rozdil od

FM 1-43, uréitou miru fluorescence, aniz by bylo navazané.

Pro zjednoduseni postupu, a tim padem i snizeni rizika vneseni chyby, bylo
pristoupeno k jesté vétsimu sniZzeni koncentrace barviva SYPRO Ruby na 20 % (v/v)
a vynechani odmyvaciho kroku. Timto krokem bylo dosazeno podobného vysledku, jako
v pfipadé barvici smési, kde bylo SYPRO Ruby o koncentraci 50 % (v/v) v kombinaci
s odmyvacim krokem. Ani v tomto pfipadé vSak nebylo moZné pozorovat morfologii tyci

P. aeruginosa.

Pro komplexnéjsi analyzu matrice biofilmU P. aeruginosa byly zatazeny barvici

smési FM 1-43 + SYPRO Ruby + CW, kde bylo predpokladano, kromé odliseni bunék
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tvofricich biofilm, také rozliseni protein( a sacharidd v matrici a smés FM 1-43 + Pl + CW,
kde bylo ocekdvano rozliseni Zivotaschopnych bakterii od mrtvych, a navic vizualizaci
eDNA a sacharid v matrici. BohuZel vysledné mikroskopické snimky nebyly optimalni,

a tyto hypotézy tak nebylo mozné potvrdit.

Posledni barvend kombinace se opirala o prace Vermilyea et al., Frank a Patel
(90, 91). Byla zde pouzita barviva SYTO 9 + SYPRO Ruby, kdy SYPRO Ruby bylo
o koncentracich 50 a 20 % (v/v). Nejlepsich vysledk( bylo v tomto pfipadé dosazeno za
pouZiti barvici smési se SYPRO Ruby o koncentraci 50 % (v/v), vtomto ptipadé byla
pozorovana jasna morfologie tyci, a navic bylo zjisténo, Ze odmyvaci krok nenavazaného
barviva je mozné vynechat, ¢imz dojde opét k zefektivnéni prace a snizeni rizika vneseni

chyby.

Je zndmo, Ze mikroorganismy jsou schopné do matrice svych biofilma
inkorporovat debris exogenniho plvodu (92). Naptiklad bakterie P. aeruginosa do
matrice biofilm{ v chronickych ranach zaclenuje kolagen, eDNA po NETAze neutrofild,
pfipadné ionty z okoli (93). Kandidové biofilmy dokdzi integrovat do své matrice i
hostitelské epitelidIni buriky (94). V rdmci nasi prace se ndm tento fenomén podafrilo
zaznamenat. Lubbockovo médium obsahovalo mimo jiné lyzované ovéi erytrocyty,
jejichz zbytky membrdn byly pozorovdny ve strukturach biofilm({ pfi pouziti
fluorescencnich barviv FM 1-43 znacici cytoplazmatickou membranu (Obrazky 27 a 30)
a SYPRO Ruby znacici proteiny, v pfipadé erytrocytu slo tedy pravdépodobné o proteiny

zabudované ve strukture cytoplazmatické membrany (Obrazek 35).
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10. ZAVER

Tato prace vramci teoretické casti uvadi recentni informace o monodruhovych
biofilmech bakterie P. aeruginosa, jejich slozeni a mechanismech tvorby. Dale pfiblizuje
klinicky dopad biofilm( bakterie P. aeruginosa, zejména v pfipadech infekci u pacientd
s cystickou fibrézou, u lidi trpicich chronickymi ranami a pfi kontaminacich Iékarskych
pfistroji a dalSich zdravotnickych pomucek. V zavéru teoretické C¢asti je priblizena
problematika vizualizace biofilm{ pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie se zamérenim na
fluorofory pouzité vramci experimentalni c¢asti (FM 1-43, SYPRO Ruby, SYTO 9,

propidium jodid a kalkofluorova béloba).

Béhem experimentalni ¢asti prace bylo zjisténo, Ze jako nejvhodnéjsi kultivaéni
média pro kultivaci biofilm( bakterie P. aeruginosa PAO1 (ATCC 15692) se v nasem
metodickém usporadani jevi média BHI, Lubbock a TSB + 10 % LP. Je vSak potreba
zdlraznit, Ze pro hodnoceni vlivu kultiva¢nich médii na rlst biofilmd nebyly pouZity
zadné specialni kvantifikacni metody, rlst byl hodnocen pouze subjektivné na zakladé

makroskopického a mikroskopického pozorovani.

Efektivni vizualizace biofilmU byla dosazena pomoci jiz optimalizované kombinace
barvivSYTO 9 + Pl + CW a SYTO 9 + PI. V pfipadé kombinovani barviv SYTO 9 a PI je vSak
potfeba dbat na moiné nezadouci nadhodnoceni mrtvych bunék. Dalsi uéinnou smési
bez nutnosti odmyvani barviv se jevila kombinace FM 1-43 a SYPRO Ruby (20 % (v/v)).
SYPRO Ruby vsak pravdépodobné dokdaze emitovat fluorescenéni zareni i v pfipadé
nenavazani se na cilovou strukturu, a proto je tfeba brat tuto skutecnost v Uvahu. Jako
dalsi smési ucinné zviditelfujici slozky biofilmd bez nutnosti odmyvani barviv se

osvédcily kombinace barviv FM 1-43 + CW a SYTO 9 + SYPRO Ruby (50 % (v/V)).
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11. POUZITE ZKRATKY

Zkratka

Vyznam

Plvod

BHI

infuze mozkové a srdec¢ni tkané

brain-heart infusion;

angl.

Ca2+

vapenaté ionty

CAUTIs

s katétrem spojené infekce mocovych cest

catheter-associated
urinary tract infections;

angl.

c-di-GMP

cyklicky diguanosinmonofosfat

cyclic diguanosine-

monophosphate; angl.

CF

cysticka fibréza

CFTR

protein regulatoru transmembranové

vodivosti cystické fibrdzy

cystic fibrosis
transmembrane
conductance regulator;

angl.

CLSM

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

confocal laser scanning

microscopy; angl.

cw

kalkofluorova béloba

calcofluor white; angl.

DMSO

dimethylsulfoxid

DNA

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonucleic acid;

angl.

eDNA

extracelularni deoxyribonukleova kyselina

extracellular
deoxyribonucleic acid;

angl.
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Enterococcus faecium, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae,

ESKAPE
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp.
FISH fluorescencni in situ hybridizace
fluorescence resonance
FRET fluorescenéni rezonancni prenos energie
energy transfer; angl.

LP lidska plasma
Mg?* hofeénaté ionty
MHB Mueller-Hinton bujén
Mn?2* manganaté ionty

N0 oxid dusny
NO?~ nitrit
NO3- nitrat

oD opticka denzita

P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pl propidium jodid propidium iodide; angl.
RNA ribonukleova kyselina ribonucleic acid; angl.
ribosomal ribonucleic
rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina
acid; angl.
S. aureus Staphylococcus aureus
TSB trypto-kasein séjovy bujon tryptic soy broth; angl.
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ventilator-associated

VAP pneumonie ventilovanych nemocnych
pneumonia; angl.
World Healt
WHO Svétova zdravotnicka organizace
Organization; angl.
Zn% zine¢naté ionty
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