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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Farmacie

Kandidat: Jana Roubalova

Konzultant: RNDr. Klara Konecn4, Ph.D.

Ndazev diplomové prace: Optimalizace metodiky vedouci k hodnoceni citlivosti biofilm

formujicich mikrobidlnich agens vici latkdm s antimikrobnim potencidlem

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodicky pfistup formovani
kvasinkovych biofilm0 in vitro na tzv. koli¢cich a na sténach jamek 96 jamkového panelu. Tento
systém formovani biofilm{ by mél byt analogickym pristupem ke komeréné dostupnému
systému Calgary Biofilm Device. Pro optimalizaci metodiky bylo pouZito 10 kmen( kvasinek rodu
Candida a 4 rGzna kultivaéni média (nutricné chuda/bohatd). Mezi testovanymi kvasinkovymi

kmeny byly jak kmeny referencni, tak klinické izolaty.

Metody: Schopnost formace kvasinkovych biofilmd rlznych kmen( v rlznych kultivacnich
médiich byla hodnocena pfistupem fixace, barveni formovanych biofilmi pomoci krystalové

violeti a nasledné extrakce a spektrofotometrického proméreni intenzity extrahované barvy.

Vysledky: Jednotlivé kmeny byly po kultivaci v riznych médiich zarazeny do kategorii dle
schopnosti tvofit biofilm. V jamkach obecné dochazelo k silnéjsi adherenci kvasinek nez-li na
koli¢cich, kam kvasinky adherovaly velmi slabé nebo vibec. U vétsSiny kmenU Candida albicans
dochéazelo ke zvysené produkci biofilml v médiich obsahujici fetalni bovinni sérum, tedy v
médiich MGM10 a RPMI. V pfipadé kmene Candida tropicalis viak dochazelo ve srovnani
s médiem RPMI k vice jak desetindsobné vyssi adherenci na dno a stény jamek desticky v médiu

Soyabean, tedy bez pfitomnosti FBS.

Zavéry: U nami studovanych kvasinkovych kmen(l nebyla prokazana schopnost adherovat na
polypropylenové kolicky. Fetalni bovinni sérum na zakladé statistického hodnoceni prokazatelné
podporovalo rist a formaci biofilmd u vétsSiny kmen( kvasinek Candida albicans v jamkach
mikrotitracnich desticek. Testovany kmen kvasinky Candida tropicalis se v médiu Soyabean

projevil jako silny producent biofilmu a bude vyuzit k dalsi optimalizaci metodiky.

Klicova slova: biofilm, in vitro testovani citlivosti mikroorganisma, fyziologie biofilm(, quorum

sensing fenomén



3. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Study program: Pharmacy

Candidate: Jana Roubalova
Consultant: RNDr. Kldra Kone¢na, Ph.D.

Title of thesis: Optimization of methods for sensitivity evaluation of biofilm-forming microbial
agents towards substances with antimicrobial potential

Background: The aim of this diploma thesis was to optimize the methodical approach to the
production of yeast biofilms in vitro on the so-called pegs and the walls of the wells of the 96-
well panel. This biofilm formation system should be an analogous approach to the commercially
available Calgary Biofilm Device. 10 strains of Candida yeast and 4 different culture media
(nutritionally poor / rich) were used to optimize the methodology. Both the reference strains
and the clinical isolates were among the yeast strains tested.

Methods: The ability to form yeast biofilms by different strains in different culture media was
evaluated by the approach of fixation, staining of the formed biofilms by crystal violet and
extraction and spectrophotometric measurement of the intensity of the extracted color.

Results: Individual strains, after cultivation in different media, were categorized according to
their ability to form biofilm. Larger yeast adherence occurs in the wells than on pegs where the
yeast adhered very weakly or at all. Most Candida albicans strains produced a larger biofilm
mass in media containing fetal bovine serum, i.e. in MGM10 and RPMI media. However, in the
case of Candida tropicalis, there was more than 10-fold higher adherence to the bottom and
wells of the plate in Soyabean medium.

Conclusion: The ability to adhere to the polypropylene pins has not been demonstrated in our
yeast strains. Fetal bovine serum, based on statistical evaluation, demonstrably supported the
growth and formation of biofilms in most yeast Candida albicans strains in microtiter plate wells.
The Candida tropicalis yeast strain tested in the Soyabean medium proved to be a strong biofilm
producer and will be used to further optimize the methodology.

Key words: biofilm, in vitro testing of microbial sensitivity, physiology of biofilms, quorum
sensing phenomenon



4. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATCC

CC™M

CLSM

ConA

DMMB

DNA

EPM

EPS

FBS

FDA

FITC

MBEC

MGM

MIC

oD

Qs

RNA

rpm

RPMI

SA

TCBD

American Type Culture Collection, Americka sbirka mikroorganism
Czech Collection of Microorganisms, Ceska sbirka mikroorganismd

Confocal Laser Scanning Microscopy, konfokalni laserova skenovaci
mikroskopie

Concanavaline A, Konkanavalin A

Dimethylmethylene Blue, dimethylmethylenovd modF
Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleova kyselina

Extracellular Polymeric Matrix, extracelularni polymerni matrice
Extracellular Polymeric Substances, extracelularni polymerni latky
Fetal Bovine Serum, fetdlni bovinni sérum

Fluorescein Diacetate, fluorescein diacetat

Fluorescein Isothiocyanate, fluorescein isothiokyanat

Minimum Biofilm Eradication Concentration, minimalni koncentrace
potfebnad k eradikaci biofilmu

Minimal Growth Medium, nutri¢né chudé médium

Minimal Inhibition Concentration, minimalni inhibi¢ni koncentrace
Optical Density, optickd hustota (denzita)

Quorum Sensing, mechanismus mezibunécné komunikace
Ribonucleic Acid, ribonukleova kyselina

Revolutions per Minute, otacky za minutu

Roswell Park Memorial Institute

Sabouraud Agar, Sabouraud(v agar

The Calgary Biofilm Device



5. UVOD

Biofilmy jsou strukturované komunity mikroorganism( pevné pfichycené k
povrchu, Casto obklopené cukernatou matrici, kterd je oproti planktonicky Zijicim
burikdm chrani pfed nepfiznivymi vlivy okoli a také prfed imunitnimi obrannymi
mechanismy hostitele.

V organismu se biofilmy vytvafi zejména na implantatech, jako jsou umélé
chlopné, katetry &i kanyly, a jsou zdrojem chronickych rekurentnich infekci. Bylo
prokazano, Ze na rozdil od planktonické formy Zivota, mikroorganismy Zijici v biofilmu
vykazuji az tisickrat vyssi rezistenci vici antimikrobnim latkdam.

S rostouci rezistenci mikroorganism vici bézné pouzivanym antimikrobnim Iatkam
roste poptavka po syntéze novych antimikrobnich latek, které by uspésné bojovaly s
témito na bézné dostupné a vyuzivané antimikrobni latky rezistentnimi kmeny.

Mikrobiologicka laborator Katedry biologickych a lékarskych véd, Farmaceutické
fakulty Univerzity (zkr. FaF HK UK) se mimo jiné zaméruje na testovani antimikrobni
aktivity nové syntetizovanych latek, které v ramci vyzkumu poskytuji jiné pracovni
skupiny FaF HK UK.

V ramci pokrocilého vyzkumu se nové toto pracovisté v rdmci tzv. pokrocilych
studii také zaméruje na testovani Ucinnosti téchto latek na mikrobialni biofilmy v
systému in vitro.

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodicky pfistup formovani
kvasinkovych biofilmG in vitro na tzv. koli¢cich. Tento systém formovani biofilm by mél
byt analogickym pFistupem ke komeréné dostupnému systému Calgary Biofilm Device.

V prvni fazi optimalizace bylo cilem urdit vliv ¢tyr rlznych kultivacnich médii na
schopnost adherence a formovani biofilmu deseti kvasinkovych kmen( v jamkach 96
jamkové mikrotitra¢ni desticky a na koliccich, jez byly soucasti vicka.

Nasledné byla provedena kategorizace téchto kmen( dle miry adherence na
neadherujici, slabé adherujici, stfedné silné adherujici a silné adherujici biofilmové
fenotypy.

Nakonec byl vliv sloZeni kultivaéniho média na schopnost adherovat u jednotlivych

studovanych kmenud hodnocen statisticky.
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6. ZADANI - CiL PRACE

e Resitelka vypracuje praci v experimentalni podobé.

e V teoretické Casti se soustiedi na metodické pristupy, které se bézné voli pfi in
vitro testovani citlivosti biofilm-formujicich mikroorganism( vici antimikrobnim
l[atkam.

e Reditelka bude vychazet z recentnich informaénich zdroja.
e Teoreticka ¢ast bude vychdzet z minimalné 40 literdrnich odkaza.

e V experimentalni ¢asti se bude vénovat formovani biofilmU in vitro u vybranych
biofilm-formujicich mikroorganism, detekci biofilm( a také hodnoceni kvantity
biofilma

11



7. TEORETICKA CAST

7.1 BIOFILM JAKO SPOLECENSTVi MIKROORGANISMU

Biofilm je spolecenstvi jednobunécnych organismid pevné prichycenych
k povrchu. Takové spole€enstvi je tvofeno agregaty mikroorganismu, které jsou mezi
sebou fyzicky propojeny a které produkuji extraceluldrni matrici, jez obsahuje naptiklad
proteiny, DNA a polysacharidy a ve které jsou tito mikrobi ,uzavfeni“. Pfesné sloZeni

extracelularni matrice bude popsano v dalsi kapitole (Mah et O’'Toole, 2001).

Takové spolecenstvi muZe byt tvofeno jednim, ale také nékolika sty
mikrobidlnimi druhy. Pro predstavu — je odhadovéano, ze biofilm pokryvajici nase zuby je

tvoren vice jak 500 riznymi bakteridlnimi druhy (Whittaker, 1996).

Dalsim dlvodem, proc¢ se jednobunécné organismy radéji uchyluji k formovani
biofilmu, je jeho odolnost a stalost. Takto vytvorené spolecenstvi mikroorganism
dokdaze odolavat ddvkam chemoterapeutik 1000krat vyssim, nez je potieba pro eradikaci

eer

planktonicky Zijicich bunék (Potera, 2010).

Je nutno poznamenat, Ze se nejedna o antibiotickou rezistenci jako takovou,
nybrz pouze o schopnost biofilmu tolerovat vysoké davky chemoterapeutik. Mikrobi

Zijici v biofilmu tedy maji tendenci preZivat chemoterapeutickou Ié¢bu, avsak tuto

vlastnost ztraceji v momenté, kdy dojde k jeho naruseni. (Bayles, 2007).

7.1.1 Vyvoj éry biofilmu

Jako prvni, tenkrat jesté zcela nevédomky, pozoroval mikrobialni biofilm pomoci
jednoduchého mikroskopu nizozemsky pfirodovédec a priikopnik mikroskopie Antoni
van Leeuwenhoek, ktery v roce 1683 popsal mikroorganismy pfitomné v zubnim plaku

(Leewenhoeck, 1683).

Prvni mikrofotografie agregovanych bakterii byly pofizeny v roce 1933 Arthurem
Henricim. Z mikrofotografii bylo patrné, Ze vétSina vodnich bakterii existuje pravée

v podobé biofilmu, nikoli jako volné flotujici buriky (Henrici, 1933).

12



V roce 1977 vydali Niels Hgiby a Sante Olling publikaci, ve které popsali agregaty
Pseudomonas aeruginosa v infikované plicni tkdni pacientd s chronickou cystickou

fibrézou (Hgiby et Olling, 1977).

O rok pozdéji, tedy roku 1978, popsal Bill Costerton pfitomnost k povrchu
adherovanych bakterii zabudovanych do "glykokalyxu" (sit exopolysacharidovych
polymer( vytvarenych bakteriemi) a v roce 1981 poprvé pouzil pojem biofilm k popisu
tohoto jevu. Tento fenomén byl Costertonem prezkouman a v roce 1987 popsan jako ,,v

matrix uzavireny” zp(sob rustu (Costerton et al., 1978, McCoy et al., 1981).

Roku 1993 bylo mikrobiology z Americké spolec¢nosti pro mikrobiologii (the
American Society for Microbiology) konstatovano, ze vyzkum biofilmu a jeho fenotypu
je pro medicinu a védu obecné velice relevantni, a schopnost tvofit biofilm byla zafazena

mezi charakteristické znaky mikroorganismu (Costerton et al., 1994).

V poslednich 15 letech se téma biofilmU stalo velice populdrnim, doslo ke
dramatickému zvySeni poctu publikaci zaobirajicich se touto problematikou a do
budoucna Ize ocekavat velice obdobny trend dany neustdle narUstajici antibiotickou

rezistenci (Bjarnsholt, 2013).

7.2 STAVBA BIOFILMU

Dva rlazné biofilmy se mezi sebou mohou lisit jak vnitfni strukturou, tak
chemickymi, elektrickymi a mnoha dalsimi vlastnostmi. Kazdy biofilm je proto svou

stavbou unikatni (Cunningham et al., 2001).

Vlastnosti a sloZeni biofilmu jsou ovliviiovdny mnoha faktory — samotnymi
mikroby, pohyblivosti téchto mikrobl, jejich produkty, dostupnymi Zivinami a
hydrodynamickymi podminkami prostrfedi. Velky vliv zde ma tzv. quorum sensing

fenomén (Cunningham et al., 2001).

Quorum sensing (zkr. QS) je mechanismus, jez mikroorganismim umoziiuje jak

mezibunécnou komunikaci, tak vnimani vjem( z okolniho prostredi (Pai et al., 2012).

13



Vzhledem ktomu, Ze mikroorganismy postradaji smyslové organy, je tento
mechanismus postaven predevSim na jejich schopnosti vylu¢ovat a ze svého okoli

pfijimat nejraznéjsi chemické signdly (Miller et Bassler, 2001).

Sila QS koreluje s poctem bunék v daném v daném kompartmentu (napfiklad
v biofilmu). Pokud se v okoli nachazi pouze nékolik malo bunék, neni tento mechanismus
mezibunécného dorozumivani v dlisledku nizké koncentrace vylu¢ovanych chemickych
signall aktivovan. Pokud je viak denzita bunék v daném okoli vysoka, bude diky QS u
bunék aktivovano specifické chovani. Mnoho druhd mikroorganismG vyuzivd QS ke

koordinaci genové exprese v zavislosti na hustoté mistni populace (Pai et al., 2012).

7.2.1 Extracelularni polymerni matrice

Obecné se predpoklada, Ze mikroorganismy jsou ve shlucich imobilizovany
pomoci extracelularni polymerni matrice (zkr. EPM, z angl. Extracellular Polymeric

Matrix).

Vees

Vzhledem ke své konzistenci je EPM casto oznacovana jako sliz (z angl. slime).

7.2.1.1 SlozZeni a stavba extraceluldarni polymerni matrice

Nedilnou stavebni sloZzkou EPM, jejiz struktura je znazornéna na Obrazku 1, jsou
mimo samotné mikroby také mikrobidlnimi burikami vylu¢ované exopolysacharidy (zkr.
EPS, z angl. Extracellular Polymeric Substances). EPS mohou predstavovat 50 az 90
procent podilu celkového organického uhliku obsazeného v biofilmu. RGzné mikrobialni
druhy budou produkovat rGzné EPS, které se mohou lisSit chemickymi a fyzikalnimi

vlastnostmi (Flemmimg et al., 2000).

14
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Obrazek 1: Schématické zndzornéni struktury extraceluldrni polymerni matrice
mikrobidlniho biofilmu.

Prevzato z Flemmming H.S. et al., 2001, The biofilm matrix, a upraveno.
Vysvétlivky: DNA — deoxyribonukleova kyselina, protein — bilkovina, polysaccharide —

polysacharid.

U gram-negativnich bakteridlnich biofilm{ budou EPS nést prevainé naboj
neutrdlni nebo polyanionicky. ,,Nosi¢i“ jsou zde hlavné uronové kyseliny (jako je kyselina

D-glukuronovad, D-galakturonovd a mannuronova) (Sutherland, 2001).

Zaporny naboj, jez do biofilmu vnaseji uronové kyseliny, umozZiuje navazani
dvojmocnych kationtd, jako je vapnik a horcik, diky ¢emuz dochazi k zesitovani kationt(

s polysacharidy a vzniku vétsi vazebné sily uvnitf biofilmu (Flemmimg et al., 2000).

Opacny, tedy kladny ndboj miZeme najit u gram-pozitivnich bakterialnich
biofilma. Napfiklad sliz koaguldza-negativnich stafylokok( se sklada z teichoové kyseliny

smisené s malym mnozstvim bilkovin (Hussain et al., 1993).

Konkrétni typy polysacharidd, jez si dané spolecenstvi biofilmu tvori, zalezi na
druhu pfitomnych mikrob(, teploté a dostupnych nutrientech (Flemming et Wingender,

2000).

15



Nize v Tabulce 1 lze nalézt priklady polysacharid( vyskytujici se vEPM a

organismy, které je produkuji.
Tabulka 1: Typy polysacharidii a mikroorganismy, u nichZ se vyskytuji.
Azotobacter vinelandii

alginat Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens

kurdlan Agrobacterium sp., ATTC 31749
typ 1,3-B-kurdlan Cellulomonas flavigena

xantan Xanthomonas citri subsp. citri
1,6-a-glukan Streptococcus mutans
1,3-a-glukan

glucan

altrenan Leuconostoc mesenteroides
dextran

Pfevzato z Lembre et al., 2012, Exopolysaccharides of the Biofilm Matrix: A Complex

Biophysical World, a upraveno.

EPM je schopna do své struktury navdzat pres vodikové mustky velké mnoZstvi
vody, které chrani biofilm v nehostinnych podminkach pred jeho vysusenim (Sutherland,

2001).

Soucasti matrice jsou i prvky proteinového charakteru, mezi néz radime enzymy

a strukturalni proteiny (Conrad et al., 2003.)

Tyto enzymy mohou byt zapojeny do degradace biopolymerl na
nizkomolekuldrni produkty, které za nepfiznivych podminek slouzi jako zdroj uhliku a
energie. Nékteré enzymy pak naopak mohou vystupovat jako virulentni faktory, jez

zvySuji patogenitu biofilmu (Wingender et al., 1999).

Prikladem strukturdlnich protein(, které jsou pfitomny v EPM, jsou tzv. lektiny.
Lektiny hraji dlohu ve formovani a stabilizaci matricové sité a zajistuji spoj mezi

povrchem mikroorganismu a extracelularnimi strukturami (Lynch et al., 2007).
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V Tabulce 2 je uveden struény prehled jednotlivych slozek EPM.

Tabulka 2: SloZeni extracelularni polymerni matrice.

voda az97 %
mikrobialni bunky 2-5%
polysacharidy 1-2%
proteiny <1-2 %
DNA + RNA <1-2%

Pfevzato z Muhsin et al., 2015, Bacterial Biofilm: Its Composition, Formation and Role

in Human Infections, a upraveno.

7.2.1.2 Funkce extracelularni polymerni matrice

Extracelularni polymerni matrice se podili na upevnéni biofilmu k povrchu,
zadrzuje mnozstvi vody dostatecéné k preziti i v nehostinnych podminkach, zajistuje
odolnost proti nespecifickym i specifickym obranam hostitele béhem infekce a poskytuje
toleranci vic¢i rdznym antimikrobidlnim [atkdm. Dale umoznuje akumulaci Zivin
zvnéjsiho prostfedi a jejich ndslednou degradaci za uéelem poskytnuti energie a
stavebniho materialu. Vyskytne-li se biofilm v nehostinnych podminkach, muaze diky

pritomnosti enzymu sama slouzit jako zdroj Zivin (Flemming et Wingender, 2010).

Z vySe uvedeného vyctu je vice neZz patrné, ze spravna funkce EPM je pro
prezivani biofilmu esencidlni a Ze naruseni jeho integrity mize mit pro celé spolecenstvi

fatalni nasledky.

7.3 VYVOJ BIOFILMU

7.3.1 Prichyceni bakterii k povrchu

Adheze mikroorganismU k povrchu a ndsledné dozravani biofilmu je souborem
mnoha reverzibilnich a ireverzibilnich déji. Hlavni je zde kontakt mikroorganismu
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s povrchem. To, jestli k nému dojde ¢i nikoli, zalezi na mnoha okolnostech. Stézejnimi se
zde jevi zejména Brown(v pohyb ¢&astic, gravitacni sila a dalsi okolni sily, které na

mikroorganismus pusobi (Donlan, 2002).

Mikroorganismy se v rdmci tohoto procesu setkdvaji s pfitazlivymi a odpudivymi
silami, které se lisi v zavislosti na dostupnosti Zivin, vysi pH, iontové sile a teploté. Tyto
sily spole¢né se sloZzenim média a pfitomnosti pohyblivych struktur na bunééném
povrchu mikrobialniho organismu ovliviauji rychlost a smér pohybu bunék. Pohyblivé
bakterie vlastnici na svém povrchu bi¢ik maji oproti bakteriim nepohyblivym
konkurenéni vyhodu a snadnéji prekondvaji proti nim pulsobici odpudivé a

hydrodynamické sily (Donlan, 2002).

Po zachyceni k povrchu je adheze podporena sekreci adhezini a aktivaci
povrchovych bunéénych struktur. Ani v tomto bodé se vsak jeSté nejedna o nevratny jev.
Mikroorganismy se mohou od povrchu oddélit a pfipojit se zpét k planktonické populaci.
Déje se tak v pfipadé, Ze jsou od povrchu odstipnuty proudem okolni kapaliny, nebo na
né za¢nou plsobit vétsi odpudivé sily, kterym nejsou schopny nadale odolavat, ptipadné

tak reaguji na aktualni dostupnost Zivin (Dunne, 2002).

Teprve v pfipadé, Ze mikroorganismy dokazi odoldvat smykovému treni
vznikajicimu mezi nimi osidlovanym povrchem a proudici kapalinou, mlze dojit k jejich

pevnému pripojeni k tomuto povrchu (Kostakioti et al., 2013).

7.3.2 Zrani biofilmu

Kontakt mikroorganismu s povrchem vyvola spusténi procesu, které vedou ke
zménam jeho genové exprese. U takového mikroorganismu dochazi k potlaceni gent
vyskytujicich se u planktonicky Zijicich bunék, a naopak ke zvySené expresi genl
podporujici jeho prisedly zplsob Zivota, kterymi jsou naptiklad geny podilejici se na

tvorbé EPM (Kostakioti et al., 2013).

Tvorba EPM je nasledovana formovanim vodnych kanalkd, jez na povrchu
biofilmu Usti v podobé pdri. Tyto vodné kanalky Ize vnimat jako analogie obéhové
soustavy. Jejich ukolem je distribuce nutrienti do vSech mikrokolonii uvnitf biofilmu a

nasledné odvadéni odpadnich produktli (Donlan, 2002; Parsek et Singh, 2003).
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Biofilm, v némz doslo k formaci mikrokolonii a jejich naslednému propojeni
pomoci vodnich kandlkd nazyvame biofilmem zralym neboli maturovanym (Donlan,

2002).

Mikroorganismy v maturovaném biofilmu vytvareji Zivou komunitu, ktera si mezi
sebou aktivné vyménuje a sdili produkty, jez hraji klicovou roli v udrzovani pfiznivého

zivotniho prostredi (Kostakioti et al., 2013).

7.3.3 Odlucovani bunék

Je dullezité si uvédomit, Ze mikroorganismus, jenz se stal soucasti biofilmu, v ném
neni uvéznén na vidy. Jednou z moznosti bunék ukotvenych v EPM je navrat

k planktonické populaci (Kostakioti et al., 2013).

Déje se tak bud’ pasivné, kdy jsou bunky strhavany z povrchu biofilmu proudici
kapalinou, nebo je tento déj iniciovdan samotnymi mikroorganismy. Ty jsou totiz schopny
vnimat zmény Zivotniho prostredi a posoudit, zda je pro né stale vyhodné byt soucasti
biofilmu, nebo zda by vice profitovali ze Zivota volné se pohybujicich bunék (Kostakioti

etal., 2013).

Rozptyleni biofilmu se tak déje na zdkladé podnétl, mezi néz napriklad patfi
zmény v dostupnosti Zivin, fluktuace kysliku, zvySeni toxickych produktl nebo jiné

stresory (Hall-Stoodley et Hall, 2005).

7.4 KVASINKOVE BIOFILMY

Bakteridlni biofilmy byly v uplynulych letech intenzivné studovany. Za tu dobu se
podafilo nahromadit Siroké mnoiZstvi informaci tykajici se vlastnosti a struktury
bakterialnich biofilma, které objasnuji jejich roli v patogenezi infekénich onemocnéni

(Douglas, 2003).

Mnohem méné je toho vSak zndmo o kvasinkovych biofilmech, na které je
pozornost védcl a vyzkumnych pracovnikll zamérena v soucasné dobé. Nejcastéji jsou

predmétem zkoumani kvasinky roku Candida spp. (Douglas, 2003).

Existuje relativné malo pro clovéka patogennich druhl kvasinek rodu Candida,

které mohou zpUsobovat jak povrchové, tak zdvainé systémové infekce. V soucasné
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dobé se viak kvasinky rodu Candida fadi mezi jedny z hlavnich infekénich agens

vyvoldvajici nozokomidlni nakazy (Douglas, 2003).

Jedna se o oportunni patogeny, které nej¢astéji napadaji imunokompromitované
nebo jinak oslabené pacienty. Napfiklad terapie silnymi antibiotiky, ktera wvybiji
pfirozenou bakterialni mikrofléru, dava prostor pro pfemnozeni kvasinek a naslednému

vzniku infekce (Douglas, 2003).

Tyto mikroorganismy velmi casto osidluji chirurgické implantaty jako jsou
naptiklad mocové a centralni Zilni katetry a umélé chlopné ¢i kloubni ndhrady, jejichz
povrch je idedlni pro uchyceni mikroorganisma a nasledné formovani biofilmu (Donlan,

2001).

Teréem biofilm-formujicich kvasinek v3ak nejsou pouze povrchy implantatd.
Kvasinkové biofilmy byly detekovény i ve tkdnich postizenych chronickou infekci,

napriklad u pacientt s cystickou fibrézou (Donlan et Costerton, 2002).

Hlavnim patogenem z rodu Candida je kvasinka Candida albicans. Tato kvasinka
vyvolava povrchové infekce jako je moucnivka neboli ordlni kandiddza, jenZz casto
postihuje novorozence s nedovyvinutym imunitnim systémem, ale také systémové, Zivot

ohrozuijici infekce (Douglas, 2003).

Formovani kvasinkového biofilmu zacina adhezi kvasinkovych bunék k povrchu,
které nasledné pokracuje tvorenim hyf a pseudohyf. Celd bunééna populace je uzaviena
v EPM a vytvari tak velmi odolnou, k povrchu pfisedlou komunitu, coz ji tvofi obtizné
mechanicky odstranitelnou. Navic jsou kvasinkové biofilmy vysoce rezistentni k vétsiné

antifungalnich latek (Ri¢icova et al., 2010).

7.4.1 Morfologie kvasinky Candida albicans

Candida albicans je polymorfni mikroorganismus — jejim vyraznym znakem je
schopnost rust v nékolika morfologickych formach. Jeji tvar se pohybuje od pucicich
ovalnych jednobunécnych kvasinek tzv. blastospor az po vlaknité pravé hyfy
s paralelnimi sténami. Mezi témito dvéma extrémy tvori Candida albicans také nepravé
hyfy, tzv. pseudohyfy. VSechny tyto tfi fenotypy hraji dllezZitou roli v jeji patogenité a
schopnosti prezit v lidském organismu (Sudbery et al., 2004).
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Ovalné pucici kvasinkové bunky (zachycené na Obrazku 2) lze pozorovat pfi
kultivaci Candida albicans za standardnich laboratornich podminek na Sabouraudové
agaru. Této morfologie vyuziva Candida albicans pro Sifeni infekce krevnim obéhem a

kolonizovani povrchd sliznic (Sudbery et al., 2004.)

Obrazek 2: Pucici kvasinka Candida albicans.

Snimek pofizen pomoci svételné mikroskopie. Prevzato ze Sudbery et al., 2004, The
distinct morphogenic states of Candida albicans, a upraveno.

Pseudohyfy svym tvarem pfipominaji pravé hyfy, ale ve skutecnosti se jedna o
zfetézené kvasinkové burky. Jsou v podstaté vysledkem nedokonalého puceni, kdy
dochazi k prodluzovani bunék a vytvoreni septa mezi materskou a dcefinou burikou, ale

nedochazi k jejich oddéleni (Sudbery et al., 2004).

Kvasinkové pseudohyfy jsou zachyceny na Obrdazku 3.

Obrazek 3: Pseudohyfy kvasinky Candida albicans.

Septa jsou zndzornéna Sipkami. Snimek pofizen pomoci svételné mikroskopie. Prevzato
ze Sudbery et al., 2004, The distinct morphogenic states of Candida albicans, a upraveno.

Pravé hyfy a pseudohyfy miZeme spolecné nazyvat jako vldknité formy. Pravé

hyfy (zachycené na Obrazku 4) predstavuji ze vSech tfi morfologickych forem tu
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nejinvazivnéjsi a v lidském organismu je jejich ukolem rozruSovani epitelu a pronikani do

tkani (Sudbery et al., 2004).

Obrdzek 4: Prava hyfa kvasinky Candida albicans.

Snimek pofizen pomoci svételné mikroskopie. Prevzato ze Sudbery et al., 2004, The
distinct morphogenic states of Candida albicans, a upraveno.

7.5 MODELY BIOFILMU

7.5.1 Statické in vitro metody

7.5.1.1 Formovadni biofilmu v mikrotitracnich destickdch

Zdaleka nejcastéji se pro in vitro modelovani biofilm{ pouzivaji mikrotitraéni

desticky.

Mikrotitracni desticka je uzavieny systém, v némz nedochdzi k proudéni
kapaliny, jako je tomu u niZe popsanych dynamickych in vitro model(. Kultivacni médium
je do jamek pridano jednorazové na zacatku experimentu, tudiz v pribéhu dochazi

v jamkdch k odcerpavani nutrientl a hromadéni odpadnich latek (Sharma et al., 2017).

Biofilmy jsou formovany budto pfimo na dnech a sténach jamek mikrotitraéni
desticky (nejcastéji vyuzivané jsou 96 jamkové desticky) nebo na inzertu umisténém na

dné jamky (nejcastéji 6, 12 nebo 24 jamkové desticky) (Heersink et Goeres, 2003).

Tento typ in vitro modelovani je idealni ke screeningu ucinnosti antimikrobnich
latek. Poskytuje moZnost provadét najednou velké mnozZstvi testl pfi nizkych finanénich
nakladech, jelikoz k jejich provedeni je za potfebi pouze malych objem( reakénich

¢inidel (Niu et Gilbert, 2004).
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Dalsi vyhodou je moznost jednoduse upravovat kultivaéni podminky jako slozeni

zZivného média, teplotu, vihkost a koncentraci Oza CO; (Krom et al., 2007).

Zaroven lze jamky desticek potahovat ¢i impregnovat rlznymi latkami, ¢ehoz Ize

vyuZzit pfi hledani optimalnich podminek pro formovani biofilm( (Chandra et al., 2001)

7.5.1.2 Formovani biofilmu na koliccich

Jednou z variaci klasického modelu mikrotitra¢ni desticky pro in vitro formovani
biofilmd je model desticky s vickem, ve kterém jsou zabudovany koli¢ky, tzv. The Calgary
Biofilm Device (zkr. TCBD), prodavany pod komerénim nazvem MBEC Assay System (z

angl. Minimal Biofilm Eradication Concentration) spole¢nosti Innovotech.

TCBD se pouzivd ke stanovovani minimalni inhibi¢ni koncentrace, minimalni
biocidni koncentrace ¢i minimalni koncentrace pro eradikaci biofilmu antimikrobnich
latek, desinficiencii Ci tézkych kovl. Dale nachazi uplatnéni ve vyzkumu fyziologie a
genetiky biofilmU a lze jim také porovnavat schopnost rlznych izolatd tvofit biofilm
v identické kulture. V neposledni fadé ho lze vyuzit pro identifikaci synergickych

interakci mezi antimikrobidlnimi latkami (Innovotech Inc., 2015).

TCBD sestava ze dvou ¢asti. Horni ¢ast tvofi polystyrenové viko, jez je opatfeno
koli¢ky. Koli¢ky jsou navrzeny tak, aby presné zapadaly do spodni ¢asti. Ta se vyrabi ve
dvou provedenich, a to budto s 96 oddélenymi jamkami (viz Obrazek 7), coz umozniuje
kultivovat nékolik rdznych kmen( v ramci jednoho experimentu, nebo s otevienymi
ZIabky (viz Obrazek 8), kam lze inokulovat pouze jeden kmen. Zaroven jsou kolic¢ky vika
kompatibilni se standardni 96 jamkovou mikrotitrac¢ni desti¢ckou (Innovotech Inc., 2015;

Cerietal., 1999).
Srovnani prarez(i obou provedeni naleznete na Obrazku 6.

K dispozici jsou i varianty skolicky potazenymi napfiklad celulézou nebo
hydroxyapatitem (viz Obrazek 5). Toto potahovani se provadi zejména za ucelem
usnadnéni a urychleni rGstu biofilm{. Koli¢kl potazenych celulézou Ize vyuzit naptiklad

pfi testovani antimikrobnich latek proti rostlinnym patogendm, kdy se potahem kolick
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simuluji pfirozené podminky rlistu téchto patogennich mikrobl (Innovotech Inc., 2015;

Macia et al., 2014).

Obrazek 5: Kolicky potaZzené hydroxyapatitem (Hydroxyapatite Coated) a celulézou
(Celulose Coated).

Prevzato z MBEC™ Assay, For High-Throughput Antimicrobial Susceptibility Testing of
Biofilms, 2015, a upraveno.

TCBD musi byt po celou dobu kultivace umistén na trepacce, diky jejiz pohybu
vznikd mezi kolicky a Zivnym médiem smykové treni, které je nezbytné pro vznik

ekvivalentnich biofilm{ na vSech 96 koliccich. (Ceri et al., 1999).

a)

| [

. - —1

b)

[ ? ﬁ 1: T 1 * e ~ -

Obrazek 6: llustrativni prufez The Calgary Biofilm Device.

Prevzato z MBEC™ Assay, For High-Throughput Antimicrobial Susceptibility Testing of
Biofilms, 2015, a upraveno.
Vysvétlivky: a) provedeni s otevienymi Zlabky, b) provedeni s 96 jamkami.
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Obrazek 7: The Calgary Biofilm Device.

Provedeni s 96 oddélenymi jamkami. Prevzato z MBEC™ Assay, For High-Throughput
Antimicrobial Susceptibility Testing of Biofilms, 2015, a upraveno.

Obrazek 8: The Calgary Biofilm Device.

Provedeni s otevienymi Zzldbky. Prevzato z MBEC™ Assay, For High-Throughput
Antimicrobial Susceptibility Testing of Biofilms, 2015, a upraveno.

Po kultivaci je vic¢ko s kolicky obalenymi biofilmem pfeneseno na desticku, jejiz
jamky obsahuji testovanou antimikrobni latku. Navrhované redéni antimikrobni latky je

znazornéno na Obrazku 9 (Coeney et Nelis, 2010).

Nasledné je viko pfeneseno na desti¢ku obsahujici ¢erstvé médium a pripadné
pozustatky biofilmd jsou sonifikaci uvolnény z kolicki do média. Viko s kolicky je
odstranéno, nahrazeno standardnim vikem a desticka je inkubovdna za podminek

vhodnych pro rlst testovaného mikroorganismu (Innovotech Inc., 2015).
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Obrazek 9: Zplisob Fedéni testované antimikrobni latky v 96 jamkové desticce.

Prevzato z MBEC™ Assay, For High-Throughput Antimicrobial Susceptibility Testing of

Biofilms, 2015, a upraveno.

Vysvétlivky: SC — kontrola sterility, GC — kontrola ristu, BGC — kontrola ristu biofilmu.

V pfipadé, Ze dojde k uplné eradikaci biofilmu, je po inkubaci mikrotitracni

desticky médium v jamkach ciré. Pripadny zékal signalizuje obnoveny bunécny rist a pak

koncentrace antimikrobni latky v posledni nezakalené jamce odpovidda MBEC, tedy

minimalni koncentraci potfebné pro eradikaci biofilmu (Innovotech Inc., 2015).

Obradzek 10: Znazornéni odectu minimdlni koncentrace pro eradikaci biofilmu.

Prevzato z Anonymus, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum

Odpocet MBEC je zndzornén na Obrazku 10.

A
B
c
D
E
F
G
H

¥, MBEC

—— Bod zlemu

Zadny rist

pro eradikaci biofilmu

Bactericidal Concentration (MBC) Assay, a upraveno.

D Pozitivni kantrola

MBEC - minimdlini koncentrace

El Negativni kentrola

OOO....;

Maximélni
rlist

Pozn.: Obr. 10 nekoresponduje s Obr. 9. Redéni antimikrobni latky zde probihalo z leva
doprava, zatimco na Obr. 9 shora dol(.
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Pokud je cilem experimentu pouze analyza vzniklého biofilmu, jsou kolicky z vika

odfiznuty a biofilmova masa zanalyzovdna pod mikroskopem (Coeney et Nelis, 2010).

7.5.2 Dynamické in vitro metody

7.5.2.1 Prutokova komora

Model priitokové komory (z angl. Flow Cell System) je jeden z nejvyuZivanéjsich
dynamickych modell pro in vitro formovani mikrobialnich biofilm{. Tento model
vynalezl a poprvé poufzil Jim Robbins v 80. letech 20. stoleti a pojmenoval ho ,,Robbins

Device” (McCoy et al., 1981).

Toto zafizeni se sklada ze zdsobniku tekutého média, peristaltické pumpy, ktera
umoznuje velice presné davkovani média, zasobujicich kanall a pratokové komory.
Pratokova komora je obdélnikového tvaru a vkladaji se do ni vyjimatelné kolicky se

vzorky, na kterych nasledné dochazi k formaci samotného biofilmu (McBain, 2009).
Schématické znazornéni modelu priitokové komory Ize vidét na Obrazku 11.

Peristalticka pumpa Cerpd roztok (kultivacni médium) ze zasobniku, nasledné ho
fizené pfivadi pres vstupni port do pritokové komory, vniZz na povrchu kolickl
ponofenych pod hladinou proudici kapaliny dochdzi kvazani biofilm-formuijicich
mikrobU. Po kultivaci se kolicek z komory vyjme a nasledné se na ném utvoreny biofilm

zanalyzuje (McBain, 2009).

Jednou z nejvétsich vyhod modelu pratokové komory je, Ze za pouziti vhodného
snimkovaciho zafizeni (nej¢astéji konfokalniho mikroskopu) Ize zachycovat rlizné faze
formovani biofilmu (napfiklad adhezi, déleni bunék, produkci EPS burikami biofilmu)

v realném case (Busscher et Van Der Mei, 1995).
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Obrazek 11: Schématické zndzornéni modelu pritokové komory.

Prevzato z Bailey, 2001, Biofilms: formation, development and properties, a upraveno.

Mimo studia jednotlivych fazi formovani biofilmu ¢i testovani antimikrobnich

latek Ize tento model pouzit také k hodnoceni architektury, genotypu ¢i fenotypu
biofilmu. Uppuluri et al. (2009) a Ramage et al. (2008) ve svych studiich hodnotili
kvalitativni rozdily biofilmQ kvasinky Candida albicans zformovanych za pouziti jak
statickych, tak dynamickych model(. Uppuluri et al. pozorovali, Ze pfi pouZiti modelu
pratokové cely dochazelo kformovani komplexnich trojrozmérnych biofilmG se

zvySenym obsahem EPS, a Ramage et al. demonstroval, Ze dynamicky vytvorené biofilmy

jsou oproti statickym az dvakrat tlustsi.

7.5.2.2 Chemostat

Chemostat je druh bioreaktoru c¢asto vyuZivany v mikrobiologii. VSechny zde

probihajici biologické a biochemické procesy jsou peclivé sledovany a dusledné

kontrolovany (Martin et al., 2004).

Schématické znazornéni chemostatu naleznete na Obrazku 12.
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Obrdzek 12: Schématické znazornéni chemostatu.

Prevzato z Gresham et Hong, 2014, The functional basis of adaptive evolution in
chemostats, a upraveno.

Jedna se v podstaté o kultivacni nddobu opatfenou otvorem pro pfisun média ze
zasobniku a otvorem pro odtok vycerpaného média, bunék a jejich pozistatkd

(Dykhuizen et Hartl, 1983).

Mikroorganismy lze vchemostatu kultivovat jak suspendované, tak
imobilizované. V prvnim pripadé se jedna o kultivaci mikroorganisma v planktonickém
stavu — bunky jsou volné rozsuspendované v kultivaénim médiu chemoreaktoru.
Imobilizované, tedy pridanim télesa z vhodného kolonizovatelného materidlu do
kultivaéni nddoby chemostatu, k némuz nasledné adheruji mikroorganismy, se kultivuji

biofilmy (Wirthlin et al., 2005).

Staly kultivaéni objem je v chemostatu zaruéen diky kontinudlnimu pfisunu
Cerstvého média za soucasného odvodu zbytkové kultivacni tekutiny. Déle zde lze

ovliviiovat faktory jako vysi pH, tlak a teplotu (Dykhuizen et Hartl, 1983).
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7.5.2.3 Rotacni prstencovy reaktor

Rotacni prstencovy reaktor (z angl. Rotating Annular Reactor) se vyuZiva
predevsim k simulaci tvorby biofilm( pfirozené se vyskytujicich ve vodnim prostredi

(vodovodni potrubi, fiéni ekosystémy, trup lodi) (Bailey, 2011).

Schématické zndzornéni rotacniho prstencového reaktoru naleznete na Obrazku

13.

Rotacni prstencovy reaktor se sklddd zvnéjSiho statického a vnitfniho
pohyblivého valce, ktery je opatfen rotorem. Mezi vélce je pfivadéna kapalina (napftiklad
pitnd voda pfi testovani jeji nezavadnosti), a pohybem rotoru dochazi mezi valci k
proudéni kapaliny simulujici napriklad pritok vody vodovodnim potrubim. Na rotujicim
valci jsou umisténa sklicka, na nichz dochazi k formovani biofilm0. Sklicko se poté
z reaktoru odebere pfislusSnym otvorem a vznikly biofilm se podrobi analyze (Burne et

al., 2016).

ROTOR
OTVORPRO
ODBER VZORKU

PUMPA

D

VNEJSI
|_V -1 VALEC
r —

VNITRNI

VALEC
SKLICKO
POVRCH SKLICKA VNITRNI
PROUDICI KAPALINA VALEC
VNEJSI VALEC

Obrazek 13: Schématické zndazornéni rotujiciho prstencového reaktoru.

Prevzato z Park et al., 2015, Growth kinetics and chlorine resistance of heterotrophic
bacteria isolated from young biofilms formed on a model drinking water distribution
system., a upraveno.
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7.5.2.4 Membrdnovy bioreaktor

V membranovém bioreaktoru (z angl. Perfuse Biofilm Fermenter) dochazi k ristu

biofilmu pfimo na propustné celulézové membrané (McBain, 2009).

Teplota experimentu je regulovana umisténim bioreaktoru do vodni lazné.
Membrdna bioreaktoru je predem inokulovana mikroorganismy. Médium je
kontrolované Cerpano pumpou a vedeno skrz membranu. Mladé ¢i slabé adherované
buriky jsou proudem média unaseny z membrany do sbérné nadoby. Filtrat ze sbérné

nadoby je nasledné kvantifikovan (McBain, 2009).

V momenté, kdy jiz nedochdzi k narlistu poctu bunék ve filtratu, Ize o biofilmu
tvrdit, Ze dosahl takzvaného ustdleného stavu, coz znamend, Ze v prlbéhu casu

nedochazi k nardstu biomasy ani k odlu¢ovani bunék (Rittmann et McCarty, 1980).

Schéma membranového bioreaktoru naleznete na Obrazku 14.

PRIVOD €— PRIVOD
MEDIA™~y \VZDUCHU
P ODVOD
PUMPA VZDUCHU
VODNI
LAZEN

> +«——FILTRACNI MEMBRANA

l

ODVOD V YCEEPANEHO
MEDIA A BUNEK

Obrazek 14: Schéma membrdanového reaktoru.
Prevzato z Bailey, 2001, Biofilms: formation, development and properties, a upraveno.
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7.5.2.5 Bioreaktor pro tvorbu biofilmu s konstantni tloustkou

V bioreaktoru pro tvorbu biofilmu s konstantni tloustkou (z angl. Constant Depth
Film Fermenter) je moznost kultivace biofilm0 o predem stanovené tloustce, jez maji

slouzit k simulaci klinicky se vyskytujici biofilm( (Sharma et al., 2017).

Biofilmy jsou kultivovany na dné jamek, jejichz hloubka odpovidd poZadované
tloustce biofilmu. Jakmile biofilm pferoste okraj jamky, je sefiznut stiracim nozem a

spole¢né s vyCerpanym médiem opousti reakéni nadobu (Sharma et al., 2017).

Tloustka biofilmu muiZe byt nasledné mérena konfokdlnim mikroskopem nebo

optickou koherentni tomografii (Sharma et al., 2017).

Schéma bioreaktoru pro tvorbu biofilmu s konstantni tloustkou naleznete na

Obrazku 15.

PRIVOD MEDIA _pRivoD VZDUCHU

/ / OTVOR PRO SBER VZORKU
STIRACI NDZ /

PROSTOR PRO
RUST BIOFILMU

J I | | I |
[T} [ T
DISK SE VZORKEM

0ODVOD MEDIA A BUNEK

REAKENI NADOBA OTOENA PLOSINA

HNACI HRIDEL

Obrdzek 15: Schéma bioreaktoru pro tvorbu biofilmu s konstantni tloustkou.
Prevzato z Bailey, 2001, Biofilms: formation, development and properties, a upraveno.
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7.5.3 In vivo modely s vyuzitim obratlovct

7.5.3.1 Modely biofilmi na centrdlnich Zilnich katetrech

Centralni Zilni katetr je polyuretanova hadicka, ktera se pacientovi zavadi do
velkych Zil v pfipadé potreby zajisténi dlouhodobého Zilniho vstupu. Centralnim Zilnim
katetrem lze podavat léky nebo tekutiny, které neni pacient schopen pfijimat per os.
Ddle ho Ize vyuzZit k odbéru krve a k méfeni centralniho Zilniho tlaku. (Doeffinger et al.,

2002).

llustrativni snimek Zilniho katetru zavedeného do podklickové Zily naleznete na

Obrazku 16.

KLICNI KOST S

VSTUP KATETRU DO #ilY — V"

=
VYVOD KATETRU /

Z PODKOZ{

4

/

LUMEN KATETRU
KONCOVKA

LUMEN

Obrazek 16: llustrativni snimek Zilniho katetru zavedeného do podklickové Zily.

Prevzato z Blauhausen.com, 2014, Medical gallery of Blausen Medical 2014, a upraveno.

Nepretrzité proudéni krve a povrch polyuretanové hadicky vytvari idedlni
podminky pro formovani biofilmu na povrchu katetru. Takovéto osidleni je casto

pricinou rekurentnich infekci s vysokou morbiditou a mortalitou (Donlan, 2008).

Prvnim modelovym organismem zvolenym pro in vivo formovani biofilm0 byl
potkan. Ulphani et Rupp (1999) zavedli do jeho vnéjsi hrdelni Zily silikonovy katetr, ktery
nasledné infikovali bakterii Staphylococcus aureus. Tento model nasel Siroké uplatnéni

pfi testovani citlivosti biofilm( zlatého stafylokoka vici rozlicnym antimikrobnim latkam.
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Dal$i casty plvodce infekci centralnich Zilnich katetrl jsou kvasinky rodu
Candida. Obrazek 17 zachycuje biofilm zformovany kvasinkou Candida glabrata v lumen

katetru. (Donlan, 2008).

Obrazek 17: Lumen katetru kolonizovany kvasinkou Candida glabrata.

Snimek pofizen skenovaci elektronovou mikroskopii. Pfevzato z Nett et al., 2007, B-1,3
Glucan as a Test for Central Venous Catheter Biofilm Infection, a upraveno.

K modelaci kvasinkovych biofilmG se nejcastéji vyuzivaji kralici a potkani. Na
téchto modelech byla prozkoumana in vivo citlivost kvasinkovych biofilmU k zakladnim
antifungalnim latkdm jako jsou amfotericin B a flukonazol. Kromé testovani citlivosti
pomohli tyto modely rozsitit znalosti o uUloze specifickych adhezinG pti tvorbé
kvasinkovych biofilm( a také ziskat lepsSi obraz o zménach v genové expresi in vivo

biofilma v prlibéhu ¢asu (Coeney et Nelis, 2010).

7.5.3.2 Modely biofilmi na podkoZnich implantdatech

Do podkozni kapsy modelového organismu (nejc¢astéji morcete, kiecka, mysi,
kralika nebo potkana) je vlozen implantat, jehoz povrch nasledné slouzi jako substrat

pro rast biofilmu (Coeney et Nelis, 2010).

Jako implantéty Ize pouZit naptiklad polyuretanové katetry, chirurgické sitky,

ocelové dratky nebo rlizna teflonova téliska (Coeney et Nelis, 2010).
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Umisténi implantatu (konkrétné nastrihanych kousk katetru) v podkozni kapse

je zachyceno na Obrdazku 18.

Poskozeni tkané Zivocicha pfi vkladani implantatu vyvold v misté insertu
zanétlivou reakci, ktera maze mit u méné virulentnich kmena (napf. u Candida albicans)
za nasledek potlaceni rastu biofilmu. Tuto skutecnost Ize jednoduse vyresit nasazenim

imunosupresivni 1é¢by pred zavedenim podkoznich implantétd. (Ricicova et al., 2010).

Obrazek 18: Umisténi implantdtu v podkoZni kapse hlodavce.

Prevzato z Coeney et Nelis, 2010, In vitro and in vivo model systems to study microbial
biofilm formation, a upraveno.

7.6 DETEKCE BIOFILMU

7.6.1 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (zkr. CLSM, z angl. Confocal Laser
Scanning Microscopy) vyuziva k osvétleni preparatu laserového paprsku, ktery pres
bodovou (konfokalni) clonu osvétluje zkoumany objekt a skenuje jeho povrch (Fellers et

Davidson, 2007).

CLSM umoZiiuje pfimé a neinvazivni pozorovani Zivych preparatl. V rdznych
hloubkdch zkoumaného objektu zachycuje jeho dvourozmérné mikrofotografie, ze

kterych lze nasledné sestrojit trojrozmérné vizualizace (Gongalves et al.,2014).
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CLSM je pfi studium biofilm0 s vyhodou vyuzivana praveé diky své neinvazivnosti,
kdy nedochazi k naruseni pfirozené struktury biofilmu, a moZnosti jeho 3D zobrazeni

(Ragazzi et al., 2014).

Fotodetektor detekuje budto (obdobné jako je tomu u svételného mikroskopu)
svétlo odrazené nebo, v pripadé pfitomnosti pfirodnich ¢i pfidanych fluoroford, svétlo
fluorescencni. Fluorofor je molekula schopnd absorbovat energii na ni dopadajiciho
svételného zareni, které se prakticky okamzité zbavuje v podobé zareni fluorescencniho.
Fluorofory se kanalyzovanému vzorku priddvaji za ucelem zvyraznéni vybranych

struktur (Ragazzi et al., 2014; Stockert et Blazquez-Castro, 2017).

Pro ilustraci lze zminit napfiklad kalkofluorovou bélobu, coz je fluorescenéni
barvivo, jeZ se vaie na struktury obsahujici chitin a celulézu, nebo fluorofor Sytox Green
tvorici vazby s nukleovymi kyselinami, tedy zvyraznujici jddro a chromozomy (Stockert

et Blazquez-Castro, 2017).

Kombinace téchto dvou fluoroforl byla pouZita Waltonem (2006) pfti studiu

kvasinky Cryptococcus neoformans a je zachycena na Obrdazku 19.

Obradzek 19: Pseudohyfy kvasinky Cryptococcus neoformans.

Jadra obarvena fluoroforem Sytox Green, stény a septa kalkofluorovou bélobou. Snimek
porizen fluorescencni mikroskopii. Prevzato z Walton, 2006, Conserved Elements of the
RAM Signaling Pathway Establish Cell Polarity in the Basidiomycete Cryptococcus
neoformans in a Divergent Fashion from Other Fungi, a upraveno.
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7.6.2 Kvantifikace biomasy biofilmii a mikrob( obsazenych v biofilmech

Soucasné dostupné metody umoznuji hodnotit budto celou biomasu (tyto metody
jsou zaloZeny na kvantifikaci matrice a vSech Zivych i nezivych bunék), pouze Zivé buriky
(na zakladé jejich metabolismu) nebo pouze samotnou matrici, kde se vyuziva barveni

jejich specifickych komponent (Peeters et al., 2008).

7.6.2.1 Detekce celé biomasy biofilmu

7.6.2.1.1 Detekce krystalovou violeti

Barveni krystalovou violeti bylo poprvé pouZito v roce 1985. Tato metoda barveni
prosla od té doby fadou modifikaci a dnes se jednd o velice pfesnou metodu s vysokou
reprodukovatelnosti umoZiujici kvantifikaci celé biomasy biofilmu (Christensen et al.,

1985; Stepanovic et al., 2000).

Krystalova violet je barvivo, které se vaze k povrchu vSech negativné nabitych
molekul a polysacharid( v extracelularni matrici. Vzhledem k tomu, Ze se vaze jak na
zivé, tak na mrtvé bunky, se nejedna o vhodny pfistup pfi hodnoceni ucinnosti
antimikrobnich latek, kde je kyZzenym cilem studium ztraty viability mikroorganism.
Barveni krystalovou violeti je vhodné v pfipadech, kdy nas zajima celkovy nar(st
biomasy, coz je napriklad pfi hodnoceni optimalizace podminek pro rUst
mikroorganismu. Po vazbé krystalové violeti dochazi k jeji nasledné extrakci (viz Obrazek
20), kdy je kvantifikovana intenzita barvy pomoci spektrofotometrie (Li, 2003; Pitts et
al., 2003).
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Obradzek 20: Barveni krystalovou violeti.

Poskytnuto RNDr. Kldrou Konecnou, Ph.D. Krystalova violet extrahovand roztokem
ethanolu s acetonem z fixovanych biofilmda.

7.6.2.1.2 Syto9 esej

Syto9 je zelené fluorogenni barvivo, které pasivné difunduje pfes bunécné
membrany Zivotaschopnych i mrtvych bunék a vaze se na jejich DNA (deoxyribonukleova
kyselina). JelikoZ je volnd DNA i soucasti EPM, poskytuje toto barveni, stejné jako barveni
krystalovou violeti, informaci o celkové biomase biofilmu (Whitchurch, 2002; Peeters et

al., 2008).

Snimek kvasinkového biofilmu barveného Syto9 naleznete na Obrdazku 21.
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Obrazek 21: Biofilm kvasinky Candida albicans.

Barveno Syto9. Snimek porizen konfokdlIni laserovou skenovaci mikroskopii. Prevzato
Z Ranjith et al., 2018, Temporal Expression of Genes in Biofilm-Forming Ocular Candida
albicans Isolated From Patients With Keratitis and Orbital Cellulitis, a upraveno.

Za Ucelem rozliseni Zivych a mrtvych bunék je barvivo Syto9 kombinovano
s propidium jodidem a tato kombinace je proddvdna pod komerénim nazvem
LIVE/DEAD™ Baclight™, jenz se pouZziva k barveni bakterie, a LIVE/DEAD™ Yeast Viability

Kit, jenzZ je uréena pro kvasinky (Stocks, 2004).

Propidium jodid je ¢ervené fluorescentni barvivo, jez se sice také vaze na DNA,
dostava se vsak pouze do bunék s kompromitovanou cytoplazmatickou membranou.
Tento kit ndm tedy umozZnuje rozeznat Zivotaschopné buriky (zelené obarvené barvivem

Syto9) od cervené obarvenych mrtvych bunék (viz Obrazek 22) (Boulous et al., 1999).
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Obrazek 22: Biofilm vytvoreny bakterii Klebsiela pneumoniae.

Barveno LIVE/DEAD™ Baclight™. Snimek porizen konfokdlini laserovou skenovaci
mikroskopii. Zvétseno 60x. Prevzato ze Singla et al., 2014, Artificial Klebsiella
pneumoniae biofilm model mimicking in vivo system: altered morphological
characteristics and antibiotic resistence, a upraveno.

Vysvétlivky: a) maturovany biofilm, b) mlady biofilm.

7.6.2.2 Kvantifikace viabilnich bunék biofilmu na zdkladé detekce metabolické
aktivity

Jednou z mozZnosti pro rozliSeni mezi Zivymi a mrtvymi bunkami jsou eseje

postavené na kolorimetrické detekci metabolické aktivity Zivotaschopnych bunék

(Peeters et al., 2008).

7.6.2.2.1 XTT esej

XTT je tetrazoliovd sUl, chemickym nazvem 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-5-[(fenylamino)karbonyl]-2H-tetrazolium hydroxid. Tato metoda je zalozena
na redukci XTT Zivotaschopnymi burikami na ve vodé rozpustny formazan. Absorbance
supernatantu je poté pfimo Umérna poctu metabolicky aktivnich bunék (Peeters et al..,

2008).

XTT esej je velice cennym nastrojem ke zkoumani jak volné flotujicich kvasinek,

tak kvasinkovych biofilm( (Kuhn et al., 2003, Kuhn et al., 2002a).
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Redukci XTT na formazan primarné zajistuji mitochondrialni dehydrogenazy a
enzymy dychaciho retézce umisténé v cytoplazmatické membrané (McCluskey et al.,

2005).

Ve vodé rozpustny formazan je snadno méfitelny v bunééném supernatantu.
Neni tedy tfeba jakkoli zasahovat do samotného biofilmu — ten zlstavd netknuty. Tato
esej se tedy hodi k naslednému studiu struktury biofilmu, stejné tak jako k testovani

citlivosti biofilm( na antimikrobni latky bez naruseni jeho struktury (Kuhn et al., 2002a).

Antachopoulos et al. ve své studii testovali citlivost plisné Mucor circinelloides
vUci vorikonazolu. Na Obrazku 23 je zachycena cast mikrotitracni destic¢ky, na niz lze
pouhym okem pozorovat barevné zmény v jamkach, a to od svétle oranzové po tmavé
cervenou. S klesajici koncentraci vorikonazolu (z leva doprava) preziva vice bunék, které
jsou schopny metabolické aktivity, tudiz zredukuji vice XTT a supernatant je tim padem
vice zbarven do ¢ervena. Na pfilozenych mikroskopickych snimcich je zaroven vidét, ze
nizka koncentrace vorikonazolu nezabranila kliceni konidii a do$lo tedy v jejich pfeménu

v hyfy (Antachopoulos et al., 2006).

32 ug/ml 16 ug/ml 8 ug/ml

Obrdzek 23: XTT esej.

Testovdni citlivosti plisné Mucor circinelloides vici vorikonazolu. Snimky pofizeny
svételnou mikroskopii, zvétseno 82x. Prevzato z Antachopoulos et al., 2006, Rapid
Susceptibility Testing of Medically Important Zygomycetes by XTT Assay, a upraveno.

Pozn.: GC = kontrola ristu, klesajici koncentrace vorikonazolu oznacena popisky 32, 16,

8a4ug/ml.

Nutno vSak zminit jeden velice podstatny nedostatek. Tato esej je vhodna pouze

v pfipadé, kdy se vjamce nachazi pouze jeden mikrobidlni kmen. Kazdy kmen totiz
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disponuje individualnimi metabolickymi schopnostmi, tedy metabolizuje XTT rdzné
rychle, a nelze tedy fici, Ze zavislost vySe absorbance na poctu bunék je u viech kvasinek
stejnd. V pripadé testovani nékolika kmen( v rdmci jedné jamky mikrotitracni desticky
by tedy dochazelo k odectu zkreslenych pocti metabolicky aktivnich bunék, nehledé na
to, ze vysledek mize byt ovlivnén i skutecnosti, Ze i Zivé buriky mohou byt metabolicky

inaktivni (Kuhn et al., 2003).

7.6.2.2.2 Esej s resazurinem

Barveni resazurinem, zndmym téz pod nazvem alamarova modrf (Alamar blue), je
dals$i moznosti kvantifikace Zzivotaschopnych bunék na zdkladé jejich metabolické
aktivity. Jejim principem je redukce modrého resazurinu na ruzovy fluorescentni

resorufin (viz Obrazek 24) (Peeters et al., 2008).

Resazurin je oproti XTT méné toxicky a levnéjsi, zaroven je tato esej uzivatelsky

privétivéjsi a méné Casoveé narocnéjsi (Peeters et al., 2008).

Obrdzek 24: Esej s resazurinem.

Prevzato z Coban et al., 2012, Comparative evaluation of the microplate nitrate
reductase assay and the rezasurin microtitre assay for the rapid detection of multidrug
resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates., a upraveno.

Pozn.: Pokud je v jamce ptitomen Zivy, metabolicky aktivni mikroorganismus, obsah
jamky zr(izovi.

Prekroci-li se vsak maximalni délka inkubace stanovena vyrobcem, muize velmi

snadno dojit ke zkresleni vysledkd experimentu. Dlouhd inkubace totiz akceleruje
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redukci rGZového resorufinu na bezbarvy nefluorescentni hydro-resorufin, coz se projevi

snizenim mérené absorbance (Pace et Burg, 2015).

7.6.2.2.3 FDA esej
Zivotaschopné buriky jsou té# schopné premériovat bezbarvé nefluorescentni
barvivo fluorescein diacetat (FDA) na Zluté, vysoce fluorescencni barvivo pomoci

nespecifickych intraceluldrnich a extracelularnich esteraz (Peeters et al., 2008).

FDA esej je metoda s vysokou reprodukovatelnosti a vyuziva se hlavné k méreni
celkové mikrobialni aktivity v pddé a odpadu (Peeters et al., 2008; Adam a Duncan,

2001).

7.6.2.3 Kvantifikace matrice biofilmu

7.6.2.3.1 DMMB esej
Tato metoda umozZnuje za pouZiti barviva 1,9-methylmethylenové modfi

(DMMB) kvantifikovat pouze samotnou matrici biofilmu (Peeters et al., 2008).

Polysacharidy maji po vodé a mikrobidlnich bunkdach treti nejvétsi podil na
chemickém sloZeni extraceluldrni matrice. DMMB tvofi se sulfatovymi skupinami
polysacharidi nerozpustny komplex. MnoiZstvi barviva uvolnéné pfidanim
dekomplexacéniho roztoku odpovidd mnozstvi sulfatovanych polysacharidd obsazenych

v matrici biofilmu (Barbosa, 2003).

Tato metoda vykazuje vysokou reprodukovatelnost, avsak nehodi se pro

kvantifikaci kvasinkovych biofilm( (Peeters et al., 2008).

7.6.2.3.2 Esej s vyuZitim konjugdtu Konkanavalinu A s fluorescein isothiokyandtem
Konkanavalin A (zkr. ConA, z angl. Concanavalin A) je pfirodni latka izolovana ze
semen subtropické rostliny Canavalia ensiformis. ConA patfi mezi lektiny a dokaze se
specificky vazat na a-D-mannosylové a a-D-glukosylové konce nejrGznéjsich cukrq,
glykoproteint a glykolipid(i. ConA tedy Ize vyuzZit ke kvantifikaci EPM, jeZ je z velké ¢asti

tvorena polysacharidy (Coulibaly et Youan, 2014).
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ConA neni sdm o sobé schopen fluorescence a ve vzorku by tedy byl obtizné
detekovatelny. Konjuguje se proto s fluorofory, aby bylo mnoZstvi navdzaného ConA
snadno kvantifikovatelné. Ke konjugaci s ConA se vyuziva napfiklad fluorescein

isothiokyanat (zkr. FITC, z angl. Fluorescein Isothiocyanate) (Kania et al., 2007).

FITC je derivat fluoresceinu, jehoz molekula je obohacend o funkéni
isothiokyanatovou skupinu (-N = C = S). Jednd se o zelené fluoreskujici barvivo (Kania et

al., 2007).

Na Obrazku 25 je zachycen 3D snimek biofilmu zformovaného kvasinkou Candida

glabrata na tkanovém explantu kureci klze.

Kalibrace x: 0,15 pum, y: 0,15 pm, Z: 1,00 um
Sifka: 150, 56 um. Vyska: 150, 56 um. Hloubka: 29 pm.

Obrazek 25: Biofilm kvasinky Candida glabrata na tkariovém explantu kureci kiizZe.

Barveno kalkofluorovou bélobou (kvasinkové buriky) a konjugdatem konkanavalinu A
s fluorescein isothiokyandtem (zelend barva, matrice biofilmu). Snimek porizen

konfokdlni laserovou skenovaci mikroskopii. Poskytnuto RNDr. Kldrou Konecnou, Ph.D.
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1 POUZITY MATERIAL
Pomcky:
e desticka ,Honeycomb” (Oy Growth Curves Ab Ltd., Finland)
e eppendorfky (Gamedium, Ceska republika)
e jednorazové ockovaci klicky (Gamedium, Ceska republika)
e mikropipety (Fischer Scientific s.r.o., Ceska republika)
e plotny se Sabouraud agarem (pfipraveno pani laborantkou Ivou Dufkovou)

e polypropylenové koli¢ky (Hard-Shell® PCR Plates, 96-Well Low-Profile, Semi-
Skirted, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

e sterilni mikrotitraéni desti¢ky bez vicek (Gamedium, Ceska republika)
e sterilni OD zkumavky (Gamedium, Ceska republika)
e stojanky na zkumavky (Gamedium, Ceska republika)

Pfistroje:

e denzitometr DEN-1B McFarland Densitometer Biosan (dodavatel — P-LAB, Ceska

republika)
e jontoménic Barnstead Smart2Pure (dodavatel — Thermo Scientific, Germany)
e kyvacka MR-1 Mini Rocker-Shaker (Biosan, Litva)

e laminarni box Esco Class Il type A2 (dodavatel - Dynex laboratorie s.r.o., Ceska

republika)
e pH metr BT-675 (Boeco, Germany)
e spektrofotometr Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd., Finland)
e termostat Binder WTB (dodavatel - Fisher Scientific s.r.o., Germany)
e tfepaci inkubator Heidolph Inkubator 1000 (Heidolph, Germany)

e vortex MS2 Minishaker IKA (dodavatel - P-LAB, Ceska republika)
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e software GraphPad Prism 7.0 (USA)
Suroviny a chemikalie:
e D-(+)-glukdza (Sigma, USA)

e Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids (Becton, Dickinson and Company,

USA)
e dihydrogenfosforeénan draselny (Dr. Kulich Pharma s.r.o., Ceska republika)
e ethanol (Penta, Ceska republika)
e fetdlni bovinni sérum (Sigma, USA)
e chlorid vdpenaty (Sigma, USA)
e krystalova violet (P-LAB, Ceska republika)
e kyselina octova (Penta, Ceskd republika)
e kyselina peroctova (Penta, Ceska republika)
e methanol (Penta, Ceska republika)
e RPMI-1640, R8758 s L-glutaminem a NaHCOs (Sigma, USA)

e sterilni deionizovana voda (pfipravena pomoci iontoménice Barnstead

Smart2Pure)
e Soyabean Casein Digest Medium (Himedia, India)

e triethanolamin (Sigma, USA)
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8.2 POUZITE KMENY KVASINEK

Tabulka 3: Modelové kmeny

PRACOVNI OZNACENI ROD, DRUH KOD POSKYTOVATEL
165-2016 Candida albicans CCM 8261 Ceska shirka mikroorganismi,
ATCC 90028 Masarykova univerzita Brno
169-2016 Candida krusei CCM 8271 Ceska sbirka mikroorganismfi,
ATCC 6258 Masarykova univerzita Brno

CCM = Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka mikroorganism(), ATCC = American Type Culture Collection

Tabulka 4: Klinické posevni izolaty (chronické infekce)

PRACOVNi OZNACEN{

ROD, DRUH

POSKYTOVATEL

7-2014

Candida albicans

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

16-2014

Candida albicans

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

170-2017

Candida albicans

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

171-2017

Candida albicans

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Tabulka 5: Klinické izolaty z kanyl a katetri

PRACOVNI OZNACENI ROD, DRUH TYP IZOLATU POSKYTOVATEL
69-2016 Candida albicans | mocovy katetr | Fakultni nemocnice Hradec Kralové
89-2016 Candida tropicalis kanyla Fakultni nemocnice Hradec Kralové
67-2016 Candida albicans Zilni katetr Fakultni nemocnice Hradec Kralové
88-2016 Candida albicans kanyla Fakultni nemocnice Hradec Kralové
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8.3 POUZITA KULTIVACNI MEDIA

8.3.1 Soyabean médium

Soyabean médium je komplexni nutricné bohaté kultiva¢ni médium obsahuijici
kaseinovy  hydrolyzdt, papaicky digest sojovych bobli, chlorid sodny,
hydrogenfosforecnan draselny a glukézu v koncentraci 0,25 %, tj. 2,5g v jednom litru

pfipraveného média.

Kombinace kaseinového hydrolyzatu a papaicky digest jsou zdrojem aminokyselin
a peptidd s dlouhymi fetézci, glukdza a hydrogenfosforecnan draselny slouzi jako pufr a

zdroj uhliku zaroven. Chlorid sodny upravuje osmoticky tlak v médiu.

Soyabean médium je vyrobcem doddvano jako naZloutly sypky prasek. Pfipravené
médium je Zluté a neobsahuje Zadny precipitat. Vysledné pH média pri 25 °C bylo

vyrobcem stanoveno na 7,3 + 0,2 (HiMedia Laboratories, 2015).

8.3.2 Médium RPMI-1640, R8758 s L-glutaminem a NaHCO;

RPMI-1640 je médium sloZené z Sirokého spektra aminokyselin a vitamin(, dale
obsahuje glukézu v koncentraci 0,2 %, tj. 2 g v jednom litru média a anorganické soli,

z nichZ hydrogenuhlicitan sodny slouzi jako pufr.

RPMI-1640 je vyrobcem dodavano jako hotové sterilni médium. Jedna se o Ciry

roztok s hodnotou pH 7,3 £ 0,3 (Sigma, 2016).

Pozn. Nazev toho média je odvozen od ndzvu instituce, v niz byl vyvinut — Roswell Park

Memorial Institute (proto akronym RPMI).

8.3.3 MGM20 médium

MGM20 (minimalni rGstové médium, z angl. Minimal Growth Medium) je pracovni
oznaceni pro nutriéné chudé médium pfipravované z komeréné vyrabéného Difco™

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids (zkr. YNB).

YNB obsahuje siran amonny, jez slouzi jako zdroj dusiku, stopové prvky jako

naptiklad bor, mangan, molybden, a anorganické soli, z nichz hydrogenuhli¢itan sodny
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slouzi jako pufr. Pfipravené médium MGM20 obsahuje navic glukdzu v koncentraci 2 %,

tj. 20 g v jednom litru média.

YNB je vyrobcem dodavan jako bily sypky prasek. Pfipravené médium je bezbarvé
a Ciré. Vysledné pH média pti 25 °C bylo vyrobcem stanoveno na 5,4 + 0,2 (Becton,

Dickinson and Company, 2016).

8.3.4 MGM10 médium

Toto médium je analogické k médiu MGM20 stim rozdilem, Ze koncentrace

glukdzy je pouze 1 %, tj. 10 g v jednom litru média.

Findlni médium pouzité pro kultivaci je navic vcéas potieby Ccastecné

suplementovano fetdlnim bovinnim sérem (zkr. FBS). (viz Pfiprava kultivacnich médii).

8.4 PRIPRAVA KULTIVACNICH MEDII

8.4.1 Soyabean médium

Pro pfipravu tohoto média bylo do kadinky navazeno 30 grami komercné

vyrabéného prasku, ktery byl nasledné rozpustén v 1000 mililitrech destilované vody.

Obsah kadinky se béhem rozpousténi mirné zahrival. Tim bylo docileno urychleni

a usnadnéni rozpousténi.

Nasledné bylo pfipravené médium prelito do Erlenmayerovi bariky a sterilizovano
v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Poté bylo uchovavano pfi teploté 2-8

°C po dobu maximalné 6 tydn(.

8.4.2 MGM20 médium

Pro pfipravu tohoto média bylo do kadinky navazeno 6,7 gramG YNB a 20 gramQ
glukdzy. Navazené suroviny byly nasledné rozpustény v 1000 mililitrech destilované

vody.

Obsah kadinky se béhem rozpousténi mirné zahfival. Tim bylo docileno urychleni

a usnadnéni rozpousténi.
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Nasledné bylo pfipravené médium sterilizovano filtraci pres filtraéni membranu

s porozitou 0,22 um a uchovavano pfi teploté 2-8 °C po dobu maximalné 6 tydna.

8.4.3 MGM10 médium

Pro pfipravu tohoto média bylo do kadinky navazeno 6,7 gram( YNB a 10 gram{
glukdzy. Navazené suroviny byly nasledné rozpustény v 1000 mililitrech destilované

vody.

Obsah kadinky se béhem rozpousténi mirné zahfival. Tim bylo docileno urychleni

a usnadnéni rozpousténi.

Nasledné bylo pfipravené médium sterilizovano filtraci pres filtratni membranu

s porozitou 0,22 um a uchovavano pfi teploté 2-8 °C po dobu maximalné 6 tydnda.

Suplementace FBS se provadeéla az v ¢as potieby. Do zkumavky byly napipetovany
3 ml MGM10. Za ucelem dosahnuti 10 % koncentrace FBS ve vysledném médiu bylo

odpipetovano 0,3 ml MGM10 a objem byl zpét doplnén na 3 ml pfidanim 0,3 ml FBS.

8.5 PRIPRAVA KALCIFIKACNiIHO ROZTOKU

Kalcifikacni roztok byl pouzit k potazeni polypropylenovych kolicku
hydroxyapatitem, ktery by mél dle dostupnych informaci potencovat vazbu kvasinek na
abioticky povrch. Jamky desticek a kolicky potazené hydroxyapatitem byly vyuZity v

ramci dalsi studie, ktera ovSem neni soucasti této prace.

Nami pfipraveny kalcifikaéni roztok o objemu 600 ml se skladal z chloridu
vapenatého (koncentrace 2,5 mmol/l), dihydrogenfosforecnanu draselného
(koncentrace 7,5 mmol/l) a triethanolaminu (koncentrace 250 mmol/l) a destilované
vody (sloZeni prevzato od Schilling et al.,1994).

Triethanolamin byl nafedén destilovanou vodou do objemu 500 ml. Poté byly
pfidany a rozpustény navazené anorganické slozky (chlorid vapenaty a
dihydrogenfosforecnan draselny), pH kalcifikaéniho roztoku bylo dotitrovano kyselinou

chlorovodikovou na pH 7,4 a roztok doplnén destilovanou vodou na vysledny objem 600

ml.
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V roztoku doslo k vysrazeni malého mnozstvi hydroxyapatitu, ktery byl odstranén

dekantaci. Takto pfipraveny zasobni roztok byl nasledné uchovavan v lednici.
Vypocty navazek pro pripravu 600 ml roztoku:
e chlorid vapenaty (CaCly):
¢ =2,5MmOl/  £.0,0025 mol v 1000 ml

tj.0,00025 mol ve 100ml tj.0,0015 mol v 600 ml

_ m(CaCly)

M(CaCl,) = 110,9840 n = ———22
(CaCly) "= M(cacly)

m(CaCl,) = n * M(CaCl,)

m(CaCl,) = 0,0015 * 110,9840 m(CaCl,) = 0,1665g

¢ dihydrogenfosforecnan draselny (KH.PO,):
¢ =7,5MmOl/  +0,0075 mol v 1000 ml

tj.0,00075 mol ve 100ml tj.0,0045 mol v 600 ml

_ m(KH,PO,)

M(KH,PO,) = 136,0855 =
(KH,PO,) ) n M(KH,PO,)

m(KH2PO4) =n=* M(KH2PO4)
m(KH,P0,) = 0,0045 * 136,0855 m(KH,PO,) = 0,6124g
e triethanolamin:
¢ =250™MmOl/ 40,25 mol v 1000 ml

tj. 0,025 mol ve 100ml tj. 0,15 mol v 600 ml

m(triethanolamin)

M(triethanolamin) = 149,19 =
(triethanolamin) ’ n M (triethanolamin)

m(triethanolamin) = n * M(triethanolamin)

m(triethanolamin) = 0,15 * 149,19 m(triethanolamin) = 22,3785g

(triethanolamin) = 1,124 1T o(triethanolamin) m (triethanolamin)
= * =
pLIIeThanotamin AereEm pitriethanoiamin V(triethanolamin)
V(triethanolamin) = m(triethanolamin) V(triethanolamin) = 22,3785
riethanolamin) = o (triethanolamin) riethanolamin) = 1124

V(triethanolamin) = 19,9ml
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8.6 METODIKA

8.6.1 Formace biofilmu na koliccich a v jamkach mikrotitracnich desticek

Vsechny pouzité kmeny byly kryoprezervovany v mikrozkumavkach a

uchovavany pfri-80 °C.

Po rozmrazeni byly kmeny vysety z mikrozkumavek na plotny se Sabouraud agarem
(zkr. SA) (Obrazek 26) a kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C maximalné po dobu

48 hodin.

Ze vsech ¢tyr médii byly z kultur vykultivovanych na SA ptipraveny kvasinkové suspenze
o optické denzité (OD) 1 a dle schématu na Obrazku 27 byly mikrotitrac¢ni desticky
zaockovany po 120 ul suspenze na jamku v triplikatech spolecné s negativni kontrolou

(pouze Cistda média).

Na takto naockované desticky byly pfiloZzeny panely s kolicky pres noc
vysterilizované pomoci kyseliny peroctové.

Mikrotitracni desticky s panely s kolicky byly za mirného vykyvného tfepani (150

rpm) kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu 96 hodin.

Obrdzek 26: Vysev kvasinek Candida albicans a Candida tropicalis na Sabouraudové
agaru.

Snimek poskytnut RNDr. Kldgrou Konecnou, Ph.D.
Vysvétlivky: CDA — Candida albicans, CDTR — Candida tropicalis.
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Po kultivaci byly koli¢ky a jamky desticky dvakrat promyty sterilni deionizovanou

vodou.

Nasledné byla provedena fixace biofilmu na koliccich a v jamkach mikrotitraénich
desticek. Nejprve byly panely s koli¢ky a mikrotitracni desticky vloZzeny na 10 minut do
termostatu vyhtratého na 60 °C. Poté bylo do kazdé jamky obou mikrotitra¢nich desti¢ek
napipetovano 150 ul methanolu. Ndasledné byly panely s kolicky ptilozeny na
mikrotitracni desticky (kolicky byly ponoreny do methanolu) a vloZeny do lednice, kde

probihala fixace po dobu dalSich 15 minut.

A (o) .U (s ) .
Soyabea ' RPMI ' MGM20 '*

B 169-2016 - 169-2016 -
oyabean ' GM20 '

C -2014 - - - ‘

D. 16-2014 - 16-2014 - 15-2004 {
ayabea ' RPMI ' MGM20

E 170-2017 ‘ - [ 170-2007 / \/
oyabea ' ' MGM20

F 171-2017 - 171-2017 I
oyabea ' REMI

G 69-2016 ‘ 69-2016 69-2016 l )
oyabean ' RPMI MGM20

HOY a a\
Soyabean, ' '

NK - negativni kentrola

Obrdzek 27: Schéma ockovani mikrotitracni desticky.

Pozn. Na jednu mikrotitracni desticku bylo naockovano 7 kmenu ve 4 rliznych mediich.
Zbytek kmeni bylo naockovano na dalsi desticku.

Mikrotitracni desticka a panely s kolicky byly poté fadné vysuseny.

Dalsim krokem bylo barveni biofilmu krystalovou violeti. Do kazdé jamky
mikrotitracni desticky bylo napipetovano 150 pl 0,05% roztoku krystalové violeti a

nasledné na né byly pfiloZzeny panely s koli¢ky. Barveni probihalo po dobu 20 minut.
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Nenavdazand krystalova violet byla nasledné z kolick(i a jamek odmyta sterilni

deionizovanou vodou.

Poslednim krokem byla extrakce krystalové violeti. Jako extrakéni Cinidlo byl

pouzit roztok ethanol-aceton v poméru 80:20.

Extrakce krystalové violeti z jamek mikrotitracni desti¢ky probihala nasledovné.
Do jamek mikrotitracnich destic¢ek bylo napipetovano po 190 ul extrakéniho roztoku. Po
15 minutdch se z kazdé jamky prepipetovalo 120 ul roztoku s extrahovanou barvickou

do Honeycomb desticky, ve které se nasledné mérila jeho absorbance pfi 580 nm.

Extrakce krystalové violeti z kolickd probihala nasledovné. Panely s kolicky byly
pfilozeny na mikrotitracni desti¢ku, v jejichz jamkach bylo napipetovdano po 190 pl
extrakéniho cCinidla. Po 15 minutdch byly panely s kolicky sejmuty a z kazdé jamky se
prepipetovalo 120 ul roztoku s extrahovanou barvickou do Honeycomb desticky, ve

které se nasledné méfila jeho absorbance pfi vinové délce 580 nm.

8.6.2 Hodnoceni schopnosti kvasinek adherovat k povrchu

K vyhodnoceni schopnost kvasinek adherovat k povrchu koli¢k( a jamek desti¢ek
bylo potifeba porovnat hodnoty OD blanku (blank = Cisté nezaockované médium), jez je
vypoctena jako pramér OD negativnich kontrol, k némuzZ je pfi¢ten trojnasobek
smérodatné odchylky negativni kontroly (rovnici vyjadieno jako ODpjank = HODnk + 3* Onk,
kdy u = primér, o = smérodatnd odchylka, NK = negativni kontrola) s OD vzorku. Kritéria

pro naslednou kategorizaci jednotlivych kmen( jsou uvedena na Obrazku 28.

0D < 0Dc NEADHERUJICI
0ODc < OD < 2*0Dc SLABE ADHERUJIC|
2*0Dc < 0D < 4* ODc STREDNE SILNE ADHERUJICI

4*0Dc <D | sunEapnerwici

OD = opticka denzita vzorku
Odc = opticka denzita blanku

Obrazek 28: Kritéria pro hodnoceni miry adheze kvasinek.

Prevzato ze Stepanovic et al., 2000, A modified microtiter-plate test for quantification
of staphylococcal biofilm formation, a upraveno.
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Na Obrdzcich 29 a 30 je pro ilustraci uveden zpUsob vyhodnocovani ziskanych

dat pomoci tabulky uvedené na Obrazku 28.

KOLICKY
165-2016 bez hydroxyapatitu

Pokus 180-2017

soyabean MGM20 MERL0 FES RENI FES
well 1 el 2 wiell 3 wiell 4 well 5 wiell & well 7 wiell B gl g
550 nm 0,07 0072 o008 | 0071 00ss o078 | 0084 0077 0,076
oD [primérvzorku) | 0,07533 0,07833 0,07267 0,07357
oDc [primér blanky) | 0,10333 0,07733 0,085 0,06133
NEADHERUJIC SLABE ADHERUJICI NEADHERUIIC | NEADHERUIICI |
Pokus 185-3017
coyabean MGM20 MGRLO FES RPN FEE
wiell 1 el 2 well 3 wiell 4 well 5 wiell & wiell 7 well § el o
0072 oo73 o072z | oov2  po7i o073 | 0078 0077 0,074
oD [primérvzorky) | 0,07233 0,072 0,07633 0,07367
ODc {priimér blanku) 0,075 0,05257 0,05433 0,07557
NEADHERUIiC NEADHERUJICI MEADHERUIIC [ MEADHERUIIC |
soyabean MGM20 MERL0 FES RENI FES
wellzs  wellze well27 | well2e  wellze  well3o | wellsa  well3sz  well33
0,073 0077 0,078 008 007s 0076 | 0075 0075 0,076
oD [primérvzorky) | 0,07833 0,078 0,07533 0,07457
oD« [primér blanky) 0,078 0,08267 0,05433 0,07567
| NEADHERUJIC NEADHERUIIC NEADHERUIIC | NEADHERUIICI |
169-2016 bezhydroxyapatitu
Pokus 180-2017
soyabean MGM20 MERAL0 FES REII FES
well13  wellza  well1s | well16 Well17  well1s | wellio  wel2o  wel21
0,09 oosr o077 | 0077 0076 0083 | 007 0075 0,083
OO [primér vzorku 0,085 0,07833 005157 0,07333
oDc [primérblanky)  0,10333 0,07733 0,085 0,06133
NEADHERUCE SLABE ADHERUJICI NEADHERUNCE NEADHERUINCE |
Pokus 185-2017
soyabean MGM20 MERL0 FES RENI FES
well13  wellza  wellis | wellz6  welli7  well1s | wellze  wel2o  wel21
0073 0073 0075 | oo0ss 0o7s o075 | 0076 0081 0062
oD [primérvzorku) | 0,07367 0,08 0,08067 0,07233
oD« [primér blanky) 0,078 0,08267 0,05433 0,07567
NEADHERUJIC NEADHERUIIC NEADHERUIIC | NEADHERUIICI |
Pokus 169-3017
coyabean MGM20 MGRLO FES RPN FEE
wellst  wellsz welles | wellsa wellss wellss | welles wellss  welsa
0101 oo77 o088 | oos2 o074 oosa | 0077 0076 0,074
oD [primérvzorku) | 0,08857 0,08 0,07587 0,07457
ODc {priimér blanku) 0,075 0,05257 0,05433 0,07557
| sLABE ADHERUIiCI NEADHERUJICI MEADHERUIIC [ MEADHERUIIC |

Obrazek 29: llustrace vyhodnoceni a kategorizace kmenii 165-2016 (C. albicans ATCC
90028) a 169-2016 (C. krusei ATCC 6258) do skupin na zdkladé schopnosti

adherovat ke koli¢kam.

Vysvétlivky: OD — optickd denzita vzorku, ODc — opticka denzita blanku, RPMI FBS —
RPMI 1640 médium, suplementovano fetalnim bovinnim sérem, MGM20 — minimalni

rastové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 FBS- minimalni rlistové médium,

10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem.
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165-2016 bez hydroxyapatitu

Pokus 180-2017
soybean MGMZ0 MEhI10 FES REMI FES
Well101 Wwell102 Wwell 103 | well 104 well 105 Well 106 | Well 107 Well 108 Well 109

SEQ nm 0,263 021 0472 01F 0335 0435 | 0005 058 0.E0L

OD (prismér vzorku) 0,315 0,17657 0,63533 0,15287

ODc [primér bianku) | 014467 | o347 0,139 0,13433
[ STREDNESINE AOHERUIT, | suaot aonervici  [NNNSUNERONERONGI sucof sonenuic |

Pokus 183-2017

soyhean MEMZD MEML0 FES RENAI FES
wiell125 well126 wel 127 | well 126 well12e well130 | well131 well132 well 133
008 ooes  ooss | oos?  oosa  ooss | 0346 0367 02R7
OO (prismér vzorku) 0,034 0,08833 0,32233 0,10133
OO« [primeér blanku) 0,105 0,092 0,10833 0,08733
NEADHERUJIC NEADHERUJICI STREDME SILNE ADHERUSICE | SLABE ADHERUJICI |
soybean MEMZD MEML0 FES RPN FES
well137 well138 well 130 | well 140 well141 well142 | well 143 well 144 well 145
0,004 oos  oo0se | poss  oosa  oosa | 0455 0361 0,49
OO (primér vzorku) 0,084 0,08467 0,43533 0,10733
oD [primér blanku) 0,105 0,002 0,10633 0,08733
| MEADHERLIIC | MEADHERUJIC _ SLABE ADHERLUICT |
169-2016 without hydroxyapatite
Pokus 180-2017
soybean MGMZD MGEML0 FES R FES
well113 well114 wel 115 | well 116 well117 well118 | well 1159 well 120 well 121
0851 0508 0482 | 0251 0467 o4o? | 0313 pIve o239
OO (primér vzorku) 0,517 0,21 0,277 0,111
ODc [primérblanky] | 0,0BBET 0,08633 0,08367 0,080857

Pokus 183-2017

_ STREDME SILME ADHERUNICE | STREDNE SILNE ADHERUIICI |

SLABE ADHERWJICE

soybean MEM2D MGML0 FES PRI FES
Well113 well114 wel 115 | Well 116 Well117 Well118 | Well 110 Well 130 Well 121
0162 03153 03120 | 0451 0434 0151 | odes pioy  pisE
OD (primérvzorky) | 0,16133 0,343 0,18333 0,08387
oD« [primér blanku) 0,108 0,002 0,10633 0,08733
SLABE ADHERUIICE STREDNME SILNE ADHERUJICE SLABE ADHERUIICE | NEADHERUJICE |
Polkus 160-2017
soyhean MEMZD MEML0 FES RENAI FES
well173 well174  wel 175 | well 1756 well 177 Well 175 | well 178 well 160 well 151
0,1 ooz ooss | ooss  ooss  oosE | 0374 o3iE  p2aa
OO (primérvzorky) | 0,09167 0,057 0,312 0,02833
oD« [pribmér blanku] 008857 0,05633 0,08387 0,080857
[ SLABE ADHERUJICI [ SLABE ADHERUJICI | stReonE sinE aoHerwici | SLABE ADHERUJICI |

Obrazek 30: llustrace vyhodnoceni a kategorizace kmenii 165-2016 (C. albicans ATCC
90028) a 169-2016 (C. krusei ATCC 6258) do skupin na zdakladé schopnosti
adherovat ke dnu a sténam jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: OD — opticka denzita vzorku, ODc — opticka denzita blanku, RPMI FBS —
RPMI 1640 médium, suplementovano fetalnim bovinnim sérem, MGM20 — minimalni

rastové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 FBS- minimalni rlistové médium,

10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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8.6.3 Syntéza hydroxyapatitu in-situ na koli€cich

Do kazdé jamky 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano 170 ul
kalcifika¢niho roztoku. Panel s kolicky byl pfilozena k mikrotitracni destic¢ce tak, aby byly
kolicky ponofeny pod hladinu napipetovaného roztoku. Tato sestava byla nasledné
umisténa na 1 hodinu do tfepaciho inkubdtoru nastaveného na 65 °C. Tento proces se

s kazdym panelem s kolicky opakoval celkem pét krat.

Poté byl panel s kolicky umistén do termostatu nastaveného na 75 °C, v némz po

dobu 1 hodiny dochazelo k findlnimu vypékani hydroxyapatitu na kolicky.

Nakonec se panel s kolicky promyl destilovanou vodou a nechal se uschnout na

vzduchu.

Vzhledem k c¢asové narocnosti nebylo hodnoceni schopnosti adherence na
kolicky a stény jamek mikrotitra¢ni desticky provedeno a neni uvedeno v ramci této

diplomové prace.

8.6.4 Hodnoceni a vysledky

V Tabulkach 6 a 7 jsou uvedeny biofilmové fenotypy jednotlivych kmena kvasinek
ve 4 rliznych kultivacnich médiich urc¢enych na zakladé hodnoceni spektrofotometricky

ziskanych dat (viz kapitola 8.6.2).

Hodnocen byl soubor dat, ktery vychdzel z minimalné tfi na sobé nezavislych
pokusU, kde kazdé méreni v rdmci jednoho pokusu bylo provedeno minimalné trikrat

(triplikaty).
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Tabulka 6: Kategorizace biofilmovych fenotypu jednotlivych kmendi dle miry
adherence ke kolickim.

kmen

Soyabean MGM20 MGMI10FBS RPMIFBS
165-2016 (C. albicans ATCC 90028)
169-2016 (C. krusei ATCC 6258)
7-2014 (C. albicans , posevni izolat)
16-2014 (C. albicans , posevni izolat)
170-2017 (C. albicans, po3evni izolat)

69-2016 (C. albicans , mofovy katetr) neadherujici

slabé adherujici
67-2016 (C. albicans , katetr) stfedné silné adherujici
88-2016 (C. albicans , kanyla) silng adherujici

171-2014 (C. albicans , posevni izolat)
89-2016 (C. tropicalis , kanyla)

Vysvétlivky: RPMI FBS — RPMI 1640 médium, suplementovano fetalnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukdézy; MGM10 FBS-
minimalni rGstové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetdlnim
bovinnim sérem.

Tabulka 7: Kategorizace biofilmovych fenotypi jednotlivych kment dle miry
adherence ke dnu a sténam mikrotitracni desticky.

kmen Soyabean MGM20 MGMI10FBS RPMIFBS

165-2016 (C. albicans ATCC 90028)
169-2016 (C. krusei ATCC 6258)
7-2014 (C. albicans , posevni izolat)
16-2014 (C. albicans , posevni izolat)
170-2017 (C. albicans , poSevni izolat)
171-2014 (C. albicans , posevni izolat)
69-2016 (C. albicans , mocovy katetr)
89-2016 (C. tropicalis , kanyla)
67-2016 (C. albicans , katetr)

88-2016 (C. albicans, kanyla)

neadherujici
slabé adherujici

stfedné silné adherujici

silné adherujici

Vysvétlivky: RPMI FBS — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 FBS-
minimalni rdstové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetdlnim
bovinnim sérem.

Pro statistické hodnoceni byl volen program GraphPad Prism 7.0 Software (USA),
vSechna data jsou znazornéna jako primér standardni chyby priméru (zkr. £SEM, z angl.
Standard Error of the Mean). Vicendsobna analyza dat byla provedena pomoci
jednorozmérné ANOVA (pouze analyza rozptylu, z angl. Analysis of Variance). V ptipadé
splnéni testu normalniho rozdéleni dat Slo o Tukeylv test, v pfipadé nenormalniho

rozloZeni dat byl volen pro mnohonasobné porovnavani Kruskal-Wallisav test.
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Z Grafu 1 je patrné, Ze v pfipadé kmene Candida albicans (165-2016, ATCC 90028)

obecné nedochazi k adherenci na koli¢ky v Zadném z pouzitych médii.
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Graf 1: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (165-2016,
ATCC 90028) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 2 je patrné, Ze v pfipadé kmene Candida albicans (165-2016, ATCC 90028)
obecné nedochadzi v pfipadé vyuziti kultivacniho média Soyabean, MGM20 ¢i RPMI k
vyrazné adherenci na dno a stény jamek mikrotitracni destic¢ky. Oproti tomu, v ptipadé
média MGM10, bylo statisticky prokazano, Zze toto médium potencuje schopnost tohoto

kmene adherovat na stény jamek desticky.

*dk
*k

0'3- kkkk
E 0.2
[ =]
0
0
3 0.1-
c
Q
2
O
é 0.0 E— i_
-0-1 | | | 1 I
) QO N
& & & o
» < <) &
o‘\ @ é‘ N
) 2o No S
21 Y N
.-g:ﬂ' "o K
N

Graf 2: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (165-2016,
ATCC 90028) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetalnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukdzy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 3 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida krusei (169-2016, ATCC 6258)

obecné nedochazi k vyrazné adherenci na koli¢ky v Zadném z pouZzitych médii.

Absorbance (580 nm)
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Graf 3: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida krusei (169-2016

ATCC 6258) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,

MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni

rastové médium, 10% koncentrace glukézy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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V Grafu 4 je demonstrovana schopnost kmene Candida krusei (169-2016, ATCC

6258) adherovat na dno a stény mikrotitracni desti¢ky. Nejvyraznéjsi adherenci vykazuje

evvys

mikrotitracni desticky vykazuje v médiu RPMI.
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Graf 4: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida krusei (169-2016
ATCC 6258) adherovat na dno stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 5 je patrné, Ze v pfipadé kmene Candida albicans (7-2014, poSevni izolat)

obecné dochdzi k velmi nizké adherenci na koli¢ky ve vSech pouZzitych médiich.
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Graf 5: Vliv kultivaéniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (7-2014,
posevni izolat) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukodzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 6 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (7-2014, posSevni izolat)
obecné nedochazi v pfipadé vyuZiti kultivacnich médii Soyabean a MGM20 k vyrazné
adherenci na dno a stény mikrotitraé¢ni desti¢ky. Oproti tomu, v pfipadé médii MGM10
a RPMI, k adherenci na stény mikrotitra¢ni desticky dochazi (u MGM10 slabé, u RPMI
stfedné silné), avsak ani pro jedno z téchto médii nebyla schopnost potencovat vazbu

kvasinky na dno a stény mikrotitracni desticky statisticky prokazana.
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Graf 6: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (7-2014,
posevni izolat) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovadno fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukozy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 7 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (16-2014, poSevni

izolat) obecné dochazi k velmi nizké adherenci na koli¢ky ve vSech pouZzitych médiich.
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Graf 7: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (16-2014,
posevni izolat) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukodzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 8 je patrné, Zze v pfipadé kmene Candida albicans (16-2014, posevni izolat)
obecné nedochdzi v pfipadé vyuziti kultivacnich médii Soyabean a MGM20 k vyrazné
adherenci na dno a stény jamek mikrotitracni desticky. Oproti tomu, v pfipadé médii
MGM10 a RPMI, bylo statisticky prokdzano, Ze tato média potencuji schopnost tohoto

kmene adherovat na dno a stény jamek desticky.
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Graf 8: Vliv kultivaéniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (16-2014,
posevni izolat) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 9 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (170-2016, poSevni

izolat) obecné dochazi k velmi nizké adherenci na koli¢ky ve vSech pouZzitych médiich.
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Graf 9: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (170-2016,
posevni izolat) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 10 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (170-2016, posSevni
izolat) obecné nedochazi v pfipadé vyuziti kultivaénich médii Soyabean a MGM20 k
vyrazné adherenci na dno a stény jamek mikrotitracni desti¢ky. Naopak v médiu RPMI
dochazi ke slabé adherenci a v médiu MGM10 dokonce ke stfedné silné adherenci na
dno a stény jamek mikrotitraéni desticky a bylo prokazano, ze toto médium statisticky

vyznamné potencuje schopnost tohoto kmene adherovat na dno a stény jamek desticky.
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Graf 10: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (170-2016,
posevni izolat) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 11 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (171-2016, poSevni

izolat) obecné nedochazi k adherenci na koli¢ky v Zadném z pouZzitych médii.
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Graf 11: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (171-2016,
posevni izoldat) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 12 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (171-2016, poSevni
izolat) dochazi v pfipadé vyuziti kultivaéniho média Soyabean a MGM20 k zanedbatelné
¢i velmi slabé adherenci na dno a stény desticky. V. médiich MGM10 a RPMI dochazi ke
stfedné silné adherenci a v pfipadé média MGM10 bylo dokonce statisticky prokazano,

Ze potencuje schopnost tohoto kmene adherovat na dno a stény jamek desticky.
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Graf 12: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (171-2016,
posevni izolat) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGMZ20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 13 je patrné, ze v pripadé kmene Candida albicans (69-2016, klinicky
izolat z mocového katetru) obecné dochazi k velmi nizké adherenci na kolicky ve vSech

pouzitych médiich.
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Graf 13: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (69-2016,
klinicky izolat z mocového katetru) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukdézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukodzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 14 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (69-2016, klinicky
izolat z mocového katetru) dochazi v pripadé vyuZiti kultivacniho média Soyabean a
MGM20 k zanedbatelné i velmi slabé adherenci na dno a stény desticky. V médiich
MGM10 a RPMI dochdzi ke stfedné silné adherenci. | zde bylo statisticky prokazano, ze
u tohoto kmene dochazi v médiu MGM10 oproti médiim Soyabean a MGM20 k vyrazné

vyssi adherenci na dno a stény jamek desticky.
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Graf 14: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (69-2016,
klinicky izolat z mocového katetru) adherovat na dno a stény jamek
mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 15 je patrné, Ze v pfipadé kmene Candida tropicalis (89-2016, klinicky
izolat z kanyly) obecné dochazi k velmi nizké adherenci na kolicky ve vSech pouzitych
médiich. Nebyl zde statisticky prokazan Zadny rozdil ve vlivu média na adherenci
studovaného kmene, presto lze zgrafu vycist, Ze vmédiu RPMI dochdzelo vyssi

adherenci nez-li v médiu MGM10.
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Graf 15: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida tropicalis (89-2016,
klinicky izolat z kanyly) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGMZ20 — minimalni rastové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 16 je patrné, ze v pfipadé kmene Candida tropicalis (89-2016, klinicky
izolat z kanyly) dochazi v pfipadé vyuziti kultivacnich médii MGM20 a MGM10 ke slabé
adherenci na stény jamek mikrotitracni desti¢ky. Oproti tomu, v pfipadé médii RPMI a
Soyabean dochazi k silné adherenci kvasinek ke dnu a sténam desticky. V pfipadé média
Soyabean bylo statisticky prokazano, ze oproti ostatnim médiim vyznamné potencuje
schopnost tohoto kmene adherovat. Médium RPMI zifejmé téZ potencuje adherenci,

nejedna se vsak o statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnim médiim.
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Graf 16: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida tropicalis (89-2016,
klinicky izolat z kanyly) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovadno fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukodzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 17 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (67-2016, klinicky
izolat z katetru) obecné dochazi v pripadé pouziti médii MGM10 a RPMI k velmi nizké,
témér zanedbatelné adherenci na kolicky. V ptipadé vyuziti kultivaénich médii Soyabean
a MGM20 vsak dochazi ke slabé adherenci a zarovern médium MGM20 statisticky

vyznamné podporuje adherenci tohoto kmene ve srovndni s médiem RPMI.
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Graf 17: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (67-2016,
klinicky izolat z katetru) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGMZ20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 18 je patrné, Ze vysledek prekvapivé nekoresponduje s modelem
stejného kmene na koliccich. V pfipadé kmene Candida albicans (67-2016, klinicky izolat
z katetru) obecné nedochazi v pripadé vyuziti kultivaéniho média Soyabean a MGM20 k
vyrazné adherenci na stény jamek mikrotitracni desticky. Oproti tomu, v pfipadé média
RPMI dochazi ke slabé a v pfipadé média MGM10 dokonce ke stfedné silné adherenci
kvasinek ke dnu a sténdam desticky. U média MGM10 bylo statisticky prokazano, Ze
oproti ostatnim médiim vyznamné potencuje schopnost tohoto kmene adherovat a
zaroven médium RPMI statisticky vyznamné podporuje adherenci tohoto kmene ve

srovnani se Soyabean médiem.
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Graf 18: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (67-2016,
klinicky izolat z katetru) adherovat na dno a stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetalnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 19 je patrné, Ze v pripadé kmene Candida albicans (88-2016, klinicky
izolat z kanyly) dochazi v pfipadé vyuziti kultivacnich média Soyabean, MGM10 a RPMI
k zanedbatelné ¢i velmi slabé adherenci, ale v pfipadé média MGM20 dochdzi alespon
ke slabé adherenci na kolicky. U médii Soyabean, MGM20 a MGM10 bylo statisticky

prokazano, ze ve srovnani médiem RPMI podporuji adherenci tohoto kmene na kolicky.
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Graf 19: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (88-2016,
klinicky izolat z kanyly) adherovat na kolicky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovano fetdlnim bovinnim sérem,
MGM20 — minimalni rdstové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovdno fetdlnim bovinnim sérem.
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Z Grafu 20 je patrné, Ze vysledek opét nekoresponduje s modelem stejného
kmene na koli€cich. V pfipadé kmene Candida albicans (88-2016, klinicky izolat z kanyly)
dochazi v pfipadé vyuziti kultivacnich média Soyabean a MGM20 k zanedbatelné ¢i velmi
slabé adherenci na dno a stény jamek mikrotitraéni destic¢ky. V ptipadé médii MGM10 a
RPMI dochazi ke slabé adherenci a bylo statisticky prokazano, Zze tato média potencuji
oproti médiim Soyabean a MGM20 schopnost tohoto kmene adherovat na dno a stény

jamek desticky.
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Graf 20: Vliv kultivacniho média na schopnost kvasinky Candida albicans (88-2016,
klinicky izolat z kanyly) adherovat na stény jamek mikrotitracni desticky.

Vysvétlivky: RPMI — RPMI 1640 médium, suplementovadno fetdlnim bovinnim sérem,
MGMZ20 — minimalni rastové médium, 20% koncentrace glukézy; MGM10 - minimalni
rastové médium, 10% koncentrace glukdzy, suplementovano fetalnim bovinnim sérem.
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9. DISKUSE

Cilem naseho vyzkumu byla optimalizace metodiky inspirovanda The Calgary Biofilm
Device. Tento model vyuZiva pro formovani biofilm{ polystyrenovych kolick(l, jejichz
povrch muze byt upravovdn potahovanim nejriznéjsSimi materidly, napfriklad celulézou

¢i hydroxyapatitem (Innovotech Inc., 2015).

V rdmci nasi optimalizace byly pouZity kolicky z polypropylenu, aniz by byl jejich
povrch jakkoli modifikovdn. Z vySe uvedenych graf(i Ize vycist, Ze absorbance eluatl
ziskanych extrakci krystalové violeti z koli¢kl, na kterych se mél formovat biofilm, tedy
schopnost kvasinek rodu Candida adherovat k polypropylenovému povrchu a tvofit na

tomto typu koli¢ka biofilmy, je ¢asto velmi nizka, ne-li zanedbatelna.

Tento fakt Ize vysvétlit hned nékolika zplsoby. Je nutné si uvédomit, Ze kvasinky
jsou, napfiklad ve srovndni s bakteriemi, relativné velké mikroorganismy. Prlimér
kvasinkové buriky se pohybuje zhruba kolem 10-12 um, zatimco buriky bakteridlni maji
v priméru 0,2-2 um, tedy aZ o dva rady méné. Kvasinkové burky navic oproti nékterym
bakteriim pfirozené postradaji pohyblivé struktury (biciky). Neochota kvasinek, jakozto
tézkych a nepohyblivych mikroorganism0, adherovat ke kolickiim a formovat na nich

biofilm, je tedy zcela pochopitelna (Soifer et al., 2016).

Dalsi faktor, jez muzZe radikdlné ovliviiovat formovani biofilm(, je slozeni
kultivaéniho média. V nasem pripadé vsak absence biofilm{ na koli¢cich nebude
zpUsobena jeho nevhodnym vybérem - v jamkach mikrotitracnich desti¢ek k adherenci

a formovani biofilm{ bez pochyb dochazelo (viz Tabulka 7).

Neméné vyznamnou roli, v nasem pripadé nejspiSe dokonce stéZejni, ma struktura
povrchu kolicku. Obecné lze tvrdit, Ze ¢im vic je povrch zdrsnény, tim Iépe k nému

mikroorganismy adheruji (Gharechami et al., 2014).

Povrch polypropylenovych koli¢ku je tedy ziejmé pfilis hladky a pravdépodobné by

nebyl optimalni ani pro in vitro kultivaci mensich pohyblivych mikroorganism.

Moznosti, jak zvysit adhezi kvasinek k polypropylenovym koli¢klim, je Gprava jejich
povrchu podobnym zplsobem, jako je tomu u TCBD, tedy jejich potazenim

hydroxyapatitem.
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Optimalizace metodiky na koli¢cich potazenych hydroxyapatitem vsak jiz neni

predmétem této diplomové prace.

Formovani biofilmu je jev kmenové specificky. V ramci jednoho druhu ¢i rodu lze

Casto rozlisit rlizné silné producenty biofilma (Mathur et al., 2006).

Pro optimalizaci metodiky jsme poutzili celkem 10 kmenu kvasinek rodu Candida.
V osmi pfipadech se jednalo o rlizné kmeny C. albicans (konkrétné 1 referenéni kmen, 4
klinické poSevni izolaty, 1 klinicky izolat z katetru, 1 klinicky izolat z Zilniho katetru a 1
klinicky izolat z kanyly). Dale byl pouZit kmen C. krusei (referen¢ni kmen) a kmen C.

tropicalis (klinicky izolat z kanyly).

Navzdory tomu, Ze ani jeden kmen neformoval biofilmy na koli¢cich, byla
proméfenim absorbanci eluatll ziskanych extrakci krystalové violeti zjamek

mikrotitra¢nich desticek ziskana velice zajimava data.

Vsechny poutZité kmeny C. albicans v rdmci nasi optimalizace vykazovaly statisticky
vyznamné vyssi produkci biofilmd v médiich obohacenych o FBS, tedy v médiich MGM10

a RPMLI.

FBS zfejmé obsahuje slozky, v jejichz pritomnosti je zvySena exprese gend, jez
prepinaji kvasinky do filamentdrni podoby a podporuji tak tvorbu biofilmu. Takovouto
schopnost, tedy prepinani kvasinky do filamentarniho stylu rlistu, fadime mezi faktory

virulence (Calderone et Fonzi, 2001).

Pozitivni vliv FBS na formovani biofilmu pozorovali i Tammer et al. (2014), ktefi
zkoumali, zdali budou cévni protézy potazené stfibrem, jez vykazuje silnou

antimikrobialni aktivitu, odolné;si viici kolonizaci kvasinkami a ndsledné tvorbé biofilmu.

PFiinkubovani materialu v médiu bez pfidavku FBS stfibro skutecné vykazovalo silny
antimikrobni efekt. Pfidanim FBS vsak doslo k signifikantnimu podporeni rastu biofilma

(Tammer et al., 2014).

Ke stejnému zavéru dosli i Kuhn et al. (2002), ktefi se zabyvali problematikou
osidlovani implantovanych zafizeni rezistentnimi kvasinkovymi biofilmy. Cilem jejich
snazeni bylo vyvinout co nejpresnéjsi fyziologicky model kvasinkového biofilmu, ktery

mél zaroven umoznit jeho detailni kvantifikaci.
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Ve svém experimentu poutzili klinické izolaty rozlicnych kmen( rodu Candida a jako
médium zvolili Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids obohaceny o glukdzu, se
kterym jsme pracovali i my vramci nasi optimalizace. Jako substrat poufzili silikon,

z néhoz jsou bézné vyrabény napftiklad Zilni katetry (Kuhn et al., 2002b).

Kuhn et al. (2002b) zjistili, Ze suplementace kultivacniho média fetadlnim bovinnim
sérem u nékterych kmen( vyznamné podporuje formovani biomasy biofilmu. Nechavali
proto silikonové disky, na nichz nasledné formovali biofilmy, pres noc preinkubovat

prave ve FBS. Ziskali tak masivnéjsi biofilmy, jez mohly byt detailnéji prozkoumany.

Zatimco vétSina kmenU C. albicans evidentné profitovala z pfitomnosti FBS

v kultivaénim médiu, u kvasinky C. tropicalis byla situace odlisna.

V kultivaénimu médium RPMI, jeZz obsahovalo pfidavek FBS, sice byl tento kmen
zarazen do kategorie silné adherujicich biofilmovych fenotypl, ale vzhledem k tomu, Ze
v kultivaénim médium MGM10, rovnéZz obohaceném o FBS, dochdzelo ke stejné silné
adhezi kvasinek jako v neobohaceném médium MGM?20, nelze tvrdit, Ze to bylo pravé

FBS, které v médiu RPMI zpusobilo jeho silnou adhezi ke dnu a sténam desticky.

Pouzity kmen C. tropicalis naopak jako jediny produkoval masivni biomasu i bez
pfitomnosti FBS, konkrétné v Soyabean médium, bez kterého by ostatni pouzité kmeny

nebyly schopny tak silné tvorby biofilmu.

Schopnost masivni produkce biofilmu z tohoto kmene tak cini vysoce virulentni
kmen a s nejvétsi pravdépodobnosti bude jakoz to nejsilnéjsi producent biofilmu pouZita

pfi optimalizaci procesu potahovani kolicka.
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10.

ZAVER

Pro optimalizaci metodiky bylo pouZito 10 kmenu kvasinek rodu Candida a 4
rdzna kultivaéni média.

Mezi pouzitymi kmeny byly jak kmeny referencni, tak klinické izolaty.

Optimalizace metodiky inspirovand The Calgary Biofilm Device probihala na

polypropylenovych koli¢cich a 96 jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach.
Na polypropylenovych koli¢cich nedochazelo k tvorbé biofilm.

Potahovani koli¢k( hydroxyapatitem s nejvétsi pravdépodobnosti zdrsni povrch

a umozni lepsi adhezi kvasinek.

Schopnost kvasinek formovat biofilm v jamkach byla o jeden aZ dva rady vyssi

nez na koliccich.

Kvasinky kmene Candida albicans vykazovaly nejvétsi produkci biomasy biofilmu
v médiich MGM10 a RPMI, kterd byla oproti zbylym dvéma médiim obohacena
pridavkem FBS.

FBS na zakladé statistického hodnoceni prokazatelné podporovalo u vétsiny

kvasinek kmene Candida albicans rust a formovani biofilmu.

Pouzity kmen kvasinky Candida tropicalis, jez se v Soyabean médium projevil

jako velice silny producent biofilmu, bude pouZit pro dalsi optimalizaci metodiky.
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