UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

BAKALARSKA PRACE

PREHLED METODICKYCH PRISTUPU VEDOUCICH KE KVALITATIVNIMU
A KVANTITATIVNIMU HODNOCENi MIKROBIALNICH BIOFILMU

PAVLINA HOLMANOVA
Vedouci bakalarské prace: RNDr. Klara Konec¢na, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2019



Podékovani

Velké podékovani za vedeni prace, odborné rady, poskytnuté materialy, ochotu
pfi konzultacich i pomoc s experimentdlni ¢asti této prace patfi RNDr. Klare Konecné,
Ph.D. Také velice dékuji své rodiné za vSeobecnou podporu pfi studiu a zazemi, které mi

poskytuje.



,Prohlasuji, Ze tato prdce je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a

v praci jsou fadné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové 7. 5. 2019

Pavlina Holmanova



1. OBSAH

L. OBSAH et ettt e b e e bt e s h ettt st e bt e b e e beeareesaeeeareereen 4
2. AB ST R AT e e e e e e e e e e e e e e ns 6
3. AB ST R AT e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeens 7
B, UVOD A CIL PRACE......iuitieeitiettirtististi ittt 8
5. TEORETICKA CAST ....ciiuiiiiieiiiitieiiessetseese sttt 9
5.1 Charakteristika DIofilmu .....ccoocueiiiiiiiie e 9
5.1.1 FOrmovani biofilmu .......ooooiiii e 10
5.2 Studium a hodnoceni biofilmu ........cocooiiiiiiie e 12
5.2.1 Metodické pristupy pro studium extraceluldrni polymerni substance.............. 12
5.2.2 Biofilmova biomasa a jeji Zivotaschopnost .........ccccevivciiiiivciiee e 16
5.2.3 Studium pocatecnich krok( formovani biofilmu.........ccccoeceeicciiieicee e, 19
5.2.4 Vyuziti fyzikalnich metod pro studium biofilmU..........cccccoeeiieiiiiciii e, 20
5.2.5 Vyuziti chemickych metod pro studium biofilmU..........ccccceeveviiiiiiniiiceee, 20
5.2.6 Vyuziti mikroskopickych metod pro studium biofilmu .......ccceeevvvivvrciirciernnennne, 29
6. EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 33
6.1 Optimalizace barveni preparatl s mikrobidlnimi biofilmy pro fluorescencni
LT 1Y o o ROt 33
6.1.1 PomUcky @ Materidl.........ooeieiiie e et 33
6.1.2 Ptiprava preparatl pro fluorescenéni mikroskopii — vizualizace bakteridlnich a
kvasinkovych biofilm& pomoci Syto 9/propidium jodid a doplrikové
kalkofluorovou BEIODOU..........cocuiiiiiieieeee e 34
6.1.3 Ptiprava preparati pro fluorescencéni mikroskopii — vizualizace kvasinkovych

biofilmd pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein

isothiokyanat/kalkofluorova b&loba.......... c.coveeeiviiiieiiciece e, 37



6.1.4 Ptiprava preparatQ pro fluorescenéni mikroskopii — vizualizace mikrobialnich
biofilmG pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein isothiokyanat a Hoechst

33342 ettt ettt ettt ettt ettt et et e et et e eenraeen 39

7. VYSLEDKY A DISKUSE ....ouvuvuiiiieeeeeeetetetete ettt sesesesessssassssssssesesssesesesesesesesesesesesesesesessasasanes 42

7.1 Optimalizace barveni preparatt s mikrobialnimi biofilmy pro fluorescencni

LY TE0 1] (o] o 11 PO OO OSSR 42

7.1.1

Priprava preparatd pro fluorescencéni mikroskopii — vizualizace bakterialnich a

kvasinkovych biofilm& pomoci Syto 9/propidium jodid a doplrikové

kalkofluOrovou BElODOU.........cceviee e 42
7.1.2 Ptiprava preparat( pro fluorescenéni mikroskopii — vizualizace kvasinkovych
biofilmG pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat/kalkofluorova b&loba..........cccccvvieiiiiiiiiiiiieeecceece e, 49
7.13 Ptiprava preparat( pro fluorescenéni mikroskopii — vizualizace mikrobidlnich
biofilm( pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein isothiokyanat a Hoechst
I 7 PP TOPUPRTPPINN 52
8. ZAVER .ottt 57
9. POUZITE ZKRATKY ....ortieririeeiseesseessessssesssesssesssssssessssesssssssesssssssessssesssssssesssssssessssnssessssessesnnes 58
10. SEZNAM OBRAZKU ...ttt eses e sese s assss et ss st s e sssssassananes 59
11. POUZITA LITERATURA. .....otetieiteietetete ettt sssse ettt bt s s s 61



2. ABSTRAKT
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Nazev bakalarské prace: Prehled metodickych pfistup(i vedoucich ke kvalitativhimu a

kvantitativnimu hodnoceni mikrobidlnich biofilm{

Cil prace: Cilem této price bylo zpracovat prehled metodickych pfistupl vedoucich ke
kvalitativnimu a kvantitativnimu hodnoceni mikrobidlnich biofilm(. Dale pak provést
optimalizaci metodiky vedouci k ptfipravé preparatl s biofilm-formujicimi mikroorganismy
hodnocenymi prostfednictvim epifluorescencni, pripadné konfokalni laserové skenovaci

mikroskopie.

Metody: Optimalizace metodiky barveni mikrobidlnich biofilml pro nasledné hodnoceni
epifluorescenéni mikroskopii. Formovani mikrobialnich biofilm{ — kultivace mikroorganism
v riznych kultivacnich mediich v mikrotitracni desti¢ce, priprava roztok( s fluorescenénimi

barvivy. Pozorovani barevnych dispergovanych biofilmi fluorescenénim mikroskopem.

Vysledky: Pomoci fluorescenéni mikroskopie byly ovéreny optimalni cilové koncentrace
fluorescenénich barviv v rlznych kombinacich. Pro urceni viability mikrobidlnich bunék
formujicich biofilm se osvédcila kombinace barviv Syto 9 (SYTO™ 9 Green Fluorescent Nucleic
Acid Stain) a propidium jodidu. Pro detekci biofilm-formujicich kvasinek a biofilmové cukernaté
matrice se osvédCila kombinace barev fluorescein-isothiokyanatu (FITC) konjugovaného ke
konkavalinu A (ConA), (FITC-ConA) spolu s kalkofluorovou bélobou. Pro studium bakterialnich

biofilmd pomoci mikroskopie se osvédcila kombinace barev FITC-ConA spolu s Hoechst 33342.

Zaveéry: V ramci teoretické ¢asti této prace byl zpracovan strucny prehled metodickych pristupt
vyuzivanych ke studiu mikrobidlnich biofilmi. V experimentalni ¢asti jsou popsany metodické
ukony, které vedly k uspésnému poftizeni snimkl z fluorescenéni mikroskopie prokazujici

pfitomnost mikrobialnich biofilm0.

Klicova slova: mikrobidlni biofilm, biofilm-formujici mikroorganismy, kvantifikace adherujicich

mikrobd, kvantifikace biofilmové matrice



3. ABSTRACT
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Title of bachelor thesis: Overview of methodological approaches leading to qualitative and

guantitative microbial biofilm evaluation

Background: The aim of this work was to compose an overview of methodical approaches
leading to qualitative and quantitative evaluation of microbial biofilms. To optimize the
methods leading to preparation of mounts with biofilm-forming microorganisms evaluated by

epifluorescence or confocal laser scanning microscopy.

Methods: Optimization of microbial biofilm staining procedures for subsequent evaluation by
epifluorescence microscopy. Formation of microbial biofilms — cultivation of microorganisms in
various cultivation media in a microtiter plate, preparation of solutions with fluorescent dyes.

Observation of coloured, dispersed biofilms by fluorescence microscope.

Results: Using fluorescence microscopy, optimal target concentrations of fluorescent dyes in
various combinations were verified. The combination of Syto 9 (SYTO™ 9 Green Fluorescent
Nucleic Acid Stain) and propidium iodide was confirmed to be effective for the determination
of viability of biofilm-forming microbial cells. The combination of fluorescein isothiocyanate
(FITC) conjugated to concavalin A (ConA), (FITC-ConA) together with calcofluor white was
confirmed to be effective for the detection of biofilm-forming yeast and biofilm polysaccharide
matrix. For the study of bacterial biofilms by microscopy the combination of FITC-ConA and

Hoechst 33342 was effective.

Conclusions: In the theoretical part of this work a brief overview of methodical approaches
used for the study of microbial biofilms was included. The methodical approaches that led to
the successful fluorescent microscopic evidence of microbial biofilms are described in the

experimental part of this work.

Key words: microbial biofilm, biofilm-forming microorganisms, quantification of adherent

microbes, quantification of biofilm matrix



4. UVOD A CiL PRACE

V ptirodé se mikroorganismy mohou vyskytovat bud'v podobé volné plovoucich
bunék, v tzv. planktonické formé, nebo v podobé heterogennich mnohobunéénych
struktur zvanych biofilm. Souziti v biofilmu pfinasi jednotlivym mikroorganismidm fadu
vyhod, jako je napfiklad zvySeni odolnosti v(ci vlivu nepfiznivych podminek, kde
jednou z nich maze byt vliv antimikrobnich latek.

Na druhou stranu pro lidskou spole¢nost mlze byt tato schopnost
mikroorganismu znacnou nevyhodou. Ve zdravotnické klinické praxi biofilmy souviseji
s fadou infekénich onemocnéni. Napriklad v pripadé bakteridlnich infekci se udava, ze
biofilmy se poji s infekénim onemocnénim u ¢lovéka az z 80 %.

Schopnost mikroorganismU formovat biofilm je tedy aktualnim problémem. Pro
studium biofilm{ bylo zapotrebi vyvinout nové metody, které se poji s jeho kultivaci in
vitro a také metodickymi ptistupy, umozniujicimi jejich kvalitativni a kvantitativni
hodnoceni.

Teoretickd ¢ast této prace je zamérena predevsim na Uvod do problematiky
tykajici se mikrobialnich biofilm( a prehled metod vyuzivanych k jejich kvalitativnimu i
kvantitativnimu hodnoceni.

Experimentalni ¢ast je zamérena na optimalizaci barveni mikrobialnich biofilma

pro fluorescencni mikroskopii za pouziti riznych fluorescencnich barviv.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Charakteristika biofilmu

V prirodé se mikroorganismy vyskytuji ve dvou formach. Jednobunééné
organismy mohou byt v prostfedi v podobé volné plovouci, jedna se o planktonickou
formu Zivota, nebo mohou byt prisedlé k pevnému povrchu, vytvaret shluky a tim
tvofit strukturu nazyvanou biofilm. Mezi témito formami mohou mikroorganismy
béhem Zivota volné prechazet. V planktonické formé osidluji nova prostredi, zatimco
tvorba biofilmu poskytuje burikam vétsi odolnost [1].

Mikroorganismy mohou kolonizovat prakticky kazdé prostredi. Napfiklad pldu,
vodu, rozhrani mezi vzduchem a kapalinou nebo i Zivé tkané, jako je tfeba zubni
sklovina, plice &i stfedni ucho. Na Obrazku €. 1 je zndzornén biofilm kolonizujici zubni

sklovinu — zubni plak [1].

Obrdzek C. 1: Biofilm kolonizujici zubni sklovinu.

Pfevzato z: https://www.livescience.com/57295-biofilms.html [2].



https://www.livescience.com/57295-biofilms.html

Kazdé prostredi disponuje odliSnymi fyzikalné-chemickymi podminkami.
Mikroorganismy, jakoZto nejstarsi reprezentativni linie Zivych organismd, jsou schopny
se rychle pfizplsobit témto podminkam. JelikozZ jsou podminky pro jejich Zivot mnohdy
nepfiznivé az témér drastické, naucily se mikroorganismy Zit spolecné v dobre
organizovaném spolecenstvi, biofilmu. Biofilm Ize tedy definovat jako spolecenstvi
organizovanych mikroorganismi vazané k inertnimu nebo i Zivému substratu
obklopené extraceluldrni matrici, jinymi slovy také extracelularni polymerni substanci
(EPS, extracelullar polymeric substance), kterou si sami syntetizuji [2, 3].

EPS je tvorena glykolipidy, polysacharidy, extracelularni DNA, bilkovinami,
mineraly a vodou. Voda zde funguje jako adhezivni latka. Umoziuje interakci
jednotlivych bunék mezi sebou i mezi burikami a substratem. EPS je dynamicka
struktura, kterd se neustale prizpisobuje okolnimu prostredi. Poskytuje tak
mikroorganismidm vyhodné Zivotni podminky, jako je napftiklad fyzikdlné-chemicka

stabilita architektury biofilmu [4].

5.1.1 Formovani biofilmu

Formovani biofilmu je vicestupnovy proces zahrnujici mikrobidlni adhezi,

naslednou produkci a akumulaci EPS. Tento proces je znazornén na Obrazku €. 2 [5].

Adheze Formovani mikrokolonii Vyzraly biofilm Uvolfiovani bakterii

Obrdzek ¢. 2: Kroky formovadni biofilmu.
Pfevzato a upraveno z: CHUNG, P. Y, et al., 2014. Anti-biofilm agents: recent

breakthrough against multi-drug resistant Staphylococcus aureus [6].
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Mikrobialni biofilmy tvofi trojrozmérné struktury oddélené od sebe navzdjem
vodnymi kandlky, umozZnujici vstup Zivin a kysliku a odvod metabolit(i. Struktura
biofilmu ale neni vZdy stejnd. Zavisi na konkrétnich mikrobialnich kmenech, které se
podileji na tvorbé biofilmu, i na okolnich podminkach [4].

Agregace mikroorganism0 a ndsledné dozravani biofilmu se sklada
z irreversibilnich i reversibilnich krokd. Prvnim krokem je zavedeni planktonickych
bunék na povrch substratu. Je to ¢astecné nahodny proces, roli hraje také Brown(v
pohyb a gravitacni sily ovlivnéné okolnimi hydrodynamickymi silami. Mikrobi se
setkdvaji s pritazlivymi ¢i odpudivymi silami zavisejicimi na dostupnosti Zivin, pH,
iontové sile a teploté prostredi [3, 7].

Po kontaktu mikroorganismu s povrchem nésleduje adheze, ktera je
zprostredkovana povrchovymi, extracelularné lokalizovanymi adhesiny. Tato vazba je
reversibilni a dynamicka. Buriky se mohou oddélit a znovu se stat soucasti planktonické
populace. Zda se buriky oddéli, ¢i zda viibec adheruji k povrchu, zavisi na priznivosti

prostiedi a vlastnostech mikroorganism( [8].

5.1.1.1 Viiv prostredi a vlastnosti mikroorganismii na vznik biofilmu

Vlastnosti substratu maji vyznamny vliv na rychlost a rozsah uchyceni
mikroorganismu. Hrubsi hydrofobni materidly budou kolonizovany rychleji. Adhezi
komplikuje pokud se substrat nachazi v prostiedi, kde proudi kapalina (napftiklad
vodovodni potrubi ¢i cévni recisté) [3].

Dalezitou roli hraji i vlastnosti mikroorganism(. Pfitomnost mikrobidlnich
struktur, jako jsou biciky, pili ¢i fimbrie, umozni, aby bunka zlstala ukotvena k povrchu
i pfed tim, nez se vytvori permanentni pripeviujici mechanismy. Neméné vyznamnou
ulohu pfi adherenci na rlizné povrchy sehravaji i hydrofobni vlastnosti mikroorganism
[3].

Poté, co bunky adheruji k povrchu, se za¢nou délit, tvofit jednotky zvané
mikrokolonie a produkovat komponenty, které tvofi extracelularni polymerni
substanci. Vytvofi se heterogenni struktura biofilmu. Biofilmy zachycuji rGznorodé
Castice véetné minerald a hostitelskych slozek (napf.: fibrin Ci erytrocyty). Prijimaiji

ziviny a kyslik vodnymi kanalky, kterymi také odvadéji metabolity. Mikrobialni buriky se
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mohou z biofilmu odpoutavat jednotlivé v podobé flotujicich bunék, ¢i ve formé

bunécnych agregat(, které obsahuji vétsi mnozstvi bunék [3].

5.2 Studium a hodnoceni biofilmu

Biofilmy pro studijni uéely formované in vitro lze ziskat prostfednictvim rliznych
pristupll a zafizeni. Lze je formovat pfimo v jamkdach mikrotitracnich desticek, pripadné
Ize vyuZit fluidnich zafizeni jako jsou: ,,Robbins device®, ,, Drip flow“ biofilm reaktor ci
rotacni biofilmovy reaktor. Tyto nastroje umoznuji kultivaci biofilm( za redlnéjsich
podminek, v prostfedi tekouci kapaliny [9].

Biofilm Ize studovat v riznych fazich jeho vzniku. Sila adheze se méfi fyzikalnimi
metodami, jako je naptiklad mikroskopie atomarnich sil ¢i povrchova plasmonova
resonance [9].

Biofilmova biomasa a jeji Zivotaschopnost mlze byt hodnocena primymi i
nepfimymi metodami. Nepfimymi metodami Ize hodnotit naptiklad bunécnou
Zivotaschopnost, bunéénou biomasu, metabolickou aktivitu a celkovou biofilmovou

biomasu [9].

5.2.1 Metodické pristupy pro studium extracelularni polymerni

substance

EPS se sklada predevsim z polysacharidi, extracelularni DNA a proteind, které
vylucuji buniky biofilmu. SloZeni a jednotlivé molekularni komponenty, které jsou
soucasti EPS zndzornuje Obrazek €. 3 [10, 11].

Slozeni EPS lze studovat metodami in situ nebo ex situ. Mezi metody in situ
patfi vizualizace biofilm( a EPS pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a
fluorescencni korelacni spektroskopie. Metody ex situ zahrnuji extrakci EPS, ktera
muze byt fyzikalni ¢i chemicka. Po extrakci nasleduje vyuziti analytickych metod
k méreni jednotlivych komponent EPS, jako jsou naptiklad proteiny, DNA,

polysacharidy ¢i mastné kyseliny [9].

12
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Obrdzek ¢. 3: SloZeni a jednotlivé molekuldrni komponenty extraceluldrni
polymerni substance biofilmu.

Pfevzato a upraveno z: FLEMMING, H. C., et al., 2010. The biofilm matrix [5].

13



5.2.1.1 Analyza extraceluldrni polymerni substance pomoci extrakénich metod

PFi analyze EPS ex situ je nezbytné pouzit nékterou z extrakénich metod.
Extrakce EPS jsou zaloZeny na fyzikalnich i chemickych metodach. Mezi fyzikalni
metody patfi napriklad ultrazvuk, centrifugace ¢i zvyseni teploty. Jako chemické
reagencie se pouzivaji napfiklad ethanol, formaldehyd, formamid, NaOH ¢i
ethylendiaminotertaoctova kyselina [12, 13, 14, 15].

Druh pouZité metody zavisi na sloZeni biofilmu a slozitosti EPS. Je ovSsem
obecné platné, Ze pouZiti chemickych latek zvySuje vynosy EPS ve srovndni s extrakci,
kde se pouziji pouze fyzikdlni metody [15].

Extrakci je obvykle nutné v zavislosti na jednotlivych biofilmech optimalizovat.
Optimalizace zahrnuje testovani kombinace chemickych a fyzikdlnich metod tak, aby se

dosahlo co nejvyssiho vytézku EPS [14].

5.2.1.2 Prima vizualizace extraceluldrni polymerni substance

PFi studiu EPS in situ se vyuZziva mimo jiné primé vizualizace biofilmu
prostfednictvim mikroskopickych technik. EPS se spolu s dalSimi faktory podili na
prostorovém usporadani biofilmu. Vizualizace 3D mikroskopii, jako je napfiklad
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM, confocal laser scanning microscopy)
nebo skenovaci elektronova mikroskopie, tak umozni ziskat informace o celkové
architekture biofilmu [16].

Cukerné slozky EPS Ize identifikovat pomoci analyzy fluorescenéni lektinové
vazby (FLBA, fluorescence lectin-binding analysis). Lektiny jsou proteiny schopné velmi
specifické vazby k polysacharidim. JelikozZ jsou polysacharidy jednou z hlavnich
soucasti EPS, vyuZiva se toho pfi jeji analyze. Lektiny lze izolovat ze Siroké skaly
prirodnich zdroju, jako jsou napfiklad rostliny Ci nizsi Zivocichové. Na lektin je uméle
navazana fluorescenéni barva a tento komplex se poté specificky vaZze na cukernou
slozku EPS. Takto fluorescencné znacené lektiny jsou vyuzity k vizualizaci i kvantifikaci
specifickych glykokonjugatu v biofilmu. FLBA lIze pouzit pro hodnoceni architektury
biofilmové matrice v environmentalnich, pramyslovych i lékarskych biofilmech.
Ptikladem nejpouzivanéjsich lektint pro konjugaci s fluorescenénimi prébami mohou

byt lektiny izolované z vieckovytrusnych hub, Aleuria aurantia, Agaricus bissporus,
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Allium sativum ¢i Calystega sepiem. Snimky z CLSM za pouziti téchto lektind a jejich
vazby k biofilmm tvofenych na lidské dasni jsou uvedeny na Obrazku €. 4 [16, 17, 18,

19].

Obradzek ¢. 4: Snimky z konfokdlIni laserové skenovaci mikroskopie mikrobidlnich

biofilma tvorenych na lidské ddsni, znacené riznymi lektiny.
A) Biofilm znaceny konjugatem Aleuria aurantia-FITC. B) Biofilm znaceny Agaricus
bissporus-FITC. C) Biofilm znaceny Allium sativum-FITC. D) Biofilm znaceny
Calystega sepiem-FITC. FITC — fluorescein isothiokyanat, emise zelené barvy.
Bakterialni buriky jsou znageny |SYTO®60 — Eervend emise.
Stupnice méritka = 25 um.
Pfevzato z: TAWAKOLI, P. N., et al., 2017. Visualizing the dental biofilm matrix by means of

fluorescence lectin-binding analysis [19].
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Vlastnosti cukernaté matrice biofilmu, jako je viskozita a porovitost se hodnoti
pomoci fluorescenéné znacené sondy detekované fluorescencni korelaéni
spektroskopii (FCS, fluorescence correlation spectroscopy). Aby se mohly ziskat 3D
obrazy EPS musi byt analyzy FLBA a FCS spojeny s analyzami CLSM a specifickymi
bunéénymi fluorescenénimi sondami. Dalsi slozky matrice mohou byt zobrazeny
pomoci CLSM za pouziti specifického znaceni, jako je napfiklad fluorescein

isothiokyanat (FITC) [20, 21].

5.2.2 Biofilmova biomasa a jeji zivotaschopnost

Prikaz bunécéné Zivotaschopnosti Ize hodnotit riznymi mikrobiologickymi ¢i
molekularnimi metodami [22, 23].

Zivotaschopnost bunék biofilmu Ize stanovit pomoci vysevové metody,
stanovenim kvantity jednotek tvoficich kolonie (CFU, colony forming units) nebo
napriklad pritokovou cytometrii za pouziti vhodnych fluorofor( [22, 23].

Bunécnou Zivotaschopnost Ize hodnotit na zakladé zmény integrity bunéénych
membran. Zivé buriky maji integritu membran zachovalou, na rozdil od po$kozenych a
mrtvych, které ji maji porusenou. Existuji ale i vyjimky, kdy integritu membrany mohou
udrzovat i mrtvé bunky. Na druhou stranu, pokud se bunky nachazeji v prostredi
bohatém na Ziviny, dochazi k rychlému exponencialnimu rastu, pfi cemz muze dojit
k poruseni integrity membran i u plné Zivotaschopnych bunék. To znamen3, ze vnéjsi
prostiedi ma vliv na Zivotaschopnost a barveni bunék. Tyto vlivy ale mohou vést

k nespravnym zdvéram [24].

5.2.2.1 Urceni poctu zivotaschopnych bunék dle stanoveni poctu jednotek
tvoricich kolonie

Stanoveni poctu zivotaschopnych bunék, kolonie tvoficich jednotek (KTJ) nebo
také z anglického jazyka prevzaté zkratky CFU, spociva v primé kvantifikaci bakterii
vysevovou metodou. Vzorky obsahujici mikroorganismy o rlizném redéni se vysévaji na
vhodna kultivacni média a po inkubaci se odecitaji jednotky CFU [25].

Schématické zndzornéni krokl vedoucich ke stanoveni po¢tu CFU v 1 ml vzorku
znazornuje Obrazek €. 5. Na Obrazku . 6 je zobrazen vysledek urcéeni poctu bakterii
Staphylococcus aureus, kmen MRSA pomoci vysevové metody (25).
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Obrazek ¢. 5: Schéma kroki vedoucich ke stanoveni poc¢tu kolonie tvoricich
jednotek.
Pfevzato a upraveno z: NEU, T. R., et al., 2014. Investigation of Microbial Biofilm

Structure by Laser Scanning Microscopy [25].
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Obrazek ¢. 6: Stanoveni poctu kolonie tvoricich jednotek vysevovou metodou.

Staphylococcus aureus, kmen MRSA, Soyabean agar.

Snimek laskavé poskytla RNDr. K. Kone¢nd, Ph.D.

18



5.2.3 Studium pocatecnich krokd formovani biofilmu

5.2.3.1 Metody vedouci k hodnoceni mikrobidlni adheze

Mikrobidlni adheze se in vitro hodnoti pomoci nékolika systém. V téchto
systémech lze nastavit kontrolovatelné a reprodukovatelné podminky podobné
podminkdam prirodnim. Nejrozsifenéjsi postupy zahrnuji uziti mikrotitracnich desticek
[26].

K hodnoceni mikrobidlni adheze se také vyuziva pritokovych komor.

V porovnani s mikrotitracni destickou maji nizsi kapacitu, ale neni zde potreba
provadét promyvaci kroky k odstranéni neadherovanych bunék. Nejrozsirenéjsi
pratokovou komorou je paralelni priitokova komora. V tomto zafizeni Ize adhezi
mikrob(l studovat v kontrolovanych hydrodynamickych podminkach, coz umozni
hodnoceni v redlném Case i prostredi [26, 27].

Vizualizaci adherovanych bunék k povrchu Ize provést pomoci mikroskopickych
metod. Pokud je povrch pruhledny, Ize vyuzit svételnou mikroskopii, ale také i
konfokalni mikroskopii s fluorescenéné znacenymi prébami. Pokud je povrch
s adherovanymi mikroorganismy nepruhledny, vyuZziva se epifluorescencni
mikroskopie, ktera funguje na zakladé barveni specidlnimi fluorochromy [28, 29].

Jsou zndmé i systémy pro kvantifikaci pocate¢ni adheze in situ za rlizného
pratoku. J. Szlavik, et al. (2012) popsala systém zaloZzeny na mikroskopovacich skli¢kach
s pritokovou perfuzni komorou [29].

Tento systém umoziiuje pozorovani a kvantifikaci adherovanych bunék
v redlném case prostrednictvim inverzniho mikroskopu. Vyhodou tohoto systému je
moznost sledovat a kvantifikovat adhezi bunék v redlném ¢ase. Nevyhodou tohoto
systému je citlivost k objemnym molekuldm (napr. tukové micely) a neschopnost

pozorovat buriky adherované na neprihledném povrchu [28, 29].
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5.2.3.2 Méreni adheze na molekularni urovni

Adhezivni vlastnosti na Urovni jedné buriky Ize mérit mikroskopii atomarnich sil.
Tato metoda umozZnuje analyzu molekuldrnich funkci bunécného povrchu. Detekce
probihd na zakladé meziatomové pritazlivosti pomoci zkoumaciho hrotu, ktery se
pohybuje nad vzorkem. Lze tak mapovat a kvantifikovat interakéni sily jednotlivych
molekul. Této metody lze vyuzit napfiklad pfi studiu mikrobidlnich adhezin( a jejich

prispévku v ramci kroku adherence [9, 10].

5.2.4 Vyuziti fyzikalnich metod pro studium biofilma

Celkova biofilmova biomasa m{ze byt stanovena mérenim hmotnosti suchého
Ci vihkého biofilmu, coz je napfiklad uvedeno v autorské praci M. G. Trulear, et al.
(1982). Biofilmovou biomasu Ize spocitat jako rozdil hmotnosti mezi sklickem
s vysusenym biofilmem a Cistym suchym sklickem bez vytvoreného biofilmu. Pouziti
zobrazovacich technik, jako je napfiklad rentgenova pocitacova tomografie ¢i nukledrni
magneticka rezonance, umozni ziskat informace o velikosti, tvaru nebo tloustce

biofilmu [9, 30].

5.2.5 Vyuziti chemickych metod pro studium biofilmu

Chemické metody vyuZivaji barviva i fluorochromy schopné vazby na slozky
biofilmu. Jedna se o nepfimé metody a mohou byt pouzity jak ke kvalitativnimu tak i ke
kvantitativnimu hodnoceni celkové biofilmové biomasy, nebo pouze ke kvalitativnimu
¢i kvantitativnimu hodnoceni specifickych sloZzek biofilmu, jako je napfriklad EPS [11,

31].
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5.2.5.1 Krystalova violet

Barveni pomoci krystalové violeti (CV, crystal violet) poprvé popsal D. G.
Christensen, et al. (1985). Tento metodicky pfistup byl od té doby jiz nékolikrat
modifikovan, coZz umoznilo zvySeni presnosti. Jednd se o nejéastéji pouzivanou metodu
pro kvantifikaci biofilmu v mikrotitra¢nich destickach. Obarvi se Zivé i mrtvé buriky i
nékteré soucasti biofilmové matrice. Jelikoz je CV schopna obarvit prakticky cely
biofilm, pouziva se pro kvantifikaci celkové biofilmové biomasy [11, 31, 32].

Nevyhodou krystalové violeti je vysoka karcinogenita a klasifikace jako toxicky
odpad. Jako vhodna nahrada se jevi safranin, nebot je netoxicky a ma podobné barvici
vlastnosti jako CV. Pro kvantifikaci biofilmové biomasy je ale méné rozsifen. Barveni
safraninem je méné citlivé k detekci malych mnozstvi biofilmu. Nicméné nebylo
zjisténo, Ze by metodicky pfistup vyuZzivajici safranin byl méné pfesny nez pristup, ve

kterém se voli CV [33].
5.2.5.1.1 Metoda kvantifikace biofilmu formovaného v jamkdch mikrotitracni desticky

Krystalové violeti se vyuziva také v rdmci metody formovani a nasledné
kvantifikace formovaného biofilmu v mikrotitra¢nich destickach. V anglickém jazyce se
pro tuto metodu vyuziva oznaceni ,tissue culture plate metod®, kterou prvné popsal D.
G. Christensen, et al. (1985) [31].

Mikrobialni kmeny, jejichz biofilmovy fenotyp se ma urdit, se o¢kuji do média
obsazeného v jamkach mikrotitra¢ni desticky a inkubace se provadi do stacionarni faze
pfiteploté 37°C. Po inkubaci se odstrani tekuty obsah jamek a jamky se promyji
sterilnim fyziologickym roztokem, aby se odstranily volné plovouci bakterie [34, 35].

Biofilm, skladajici se ze sesilnich bakterii, se poté fixuje octanem sodnym a
obarvi krystalovou violeti. Pfebyte¢na nenavazana barva se odstrani promytim
deionizovanou vodou a mikrotitra¢ni desti¢ky se nechaji uschnout na vzduchu. Opticka
denzita jamek se mUze odecist pfimo spektrofotometricky, nebo se nejdfive provede
extrakce navazané barvy a optickd denzita je mérena ndsledné. Mira absorbance
urcuje kvantitu biofilmu. Na Obrazku €. 7 je zndzornéna mikrotitracni desti¢ka s CV, ve
které lze na zakladé rozdilu optické denzity eluované CV kategorizovat slabé, stfedné
silné a silné mikrobidlni producenty biofilmu, pfipadné odlisit kmeny, které biofilm
netvori [34, 35].
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Obradzek ¢. 7: Metoda kvantifikace biofilmu formovaného v jamkdch mikrotitraéni

desticky pomoci barveni krystalovou violeti.
Zobrazeni kroku promyti a vysuseni desti¢ky pred vlastni extrakci krystalové violeti.
Jiz na zakladé intenzity navazané krystalové violeti Ize pouhym okem
predbézné vyhodnotit, které kmeny budou zifejmé kategorizovany do skupiny
silnych biofilmovych producent, viz. ¢ervenou elipsou vyznacené jamky.

Snimek laskavé poskytla RNDr. K. Kone¢nd, Ph.D.
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5.2.5.1.2 Metoda kvantifikace formovaného biofilmu ve zkumavkdch

Dalsi metodou, ve které se vyuziva krystalové violeti pro kvantifikaci
formovaného biofilmu, je tzv. zkumavkovad metoda, v origindle oznac¢ovana jako ,tube
method”. Mikroorganismy se naockuji do zkumavek obsahujicich bujén a inkubuji se 24
hodin pfi 37°C. Poté se provede dekantace, zkumavky se promyji fyziologickym
roztokem s fosfatovym pufrem a vysusi se v obracené pozici. Po vysuseni se zkumavky
barvi krystalovou violeti. Pfebytecna barva se odstrani a zkumavky se promyji
deionizovanou vodou a nechaji se vyschnout. Tvorba biofilmu je povazovana za
pozitivni, pokud se barva zachyti na dno a vnitini sténu zkumavky. Jako negativni
(nedoslo k tvorbé biofilmu) se zkumavka hodnoti v pfipadé, Ze se vytvofi pouze
prstenec na rozhrani voda-vzduch, tzv. ,liquid-air interface”. Vysledek tohoto testu

zobrazuje Obrazek €. 8 [34, 35].

Obrazek ¢. 8: Metoda kvantifikace biofilmu ve zkumavkdch.
A) Negativni vysledek — nedoslo k tvorbé biofilmu. B) Slaba tvorba biofilmu (pozitivita).
C) Stfedni tvorba biofilmu. D) Silna tvorba biofilmu.
Pfevzato a upraveno z: TRIVEDA, L., et al., 2016. Detection of biofilm formation among
the clinical isolates of Enterococci: An evaluation of three

different screening methods [36].
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5.2.5.2 Detekce biofilmu pomoci barviva Syto 9

Syto 9 je fluorogenni barvivo, které pasivné difunduje pfes bunééné membrany
a vaze se na DNA Zivych i mrtvych bunék. JelikoZ je DNA soucasti i EPS, barveni pomoci
Syto 9 poskytuje informace o celkové biomase biofilmu. Detekce se provadi pomoci
fluorescencni mikroskopii ¢i CLSM. Obrazek €. 9 znazorriuje bakterii Vibrio cholerae

obarvené Syto 9 - snimek z CLSM [24].

Obradzek ¢. 9: Snimek z konfokdlniho laserového skenovaciho mikroskopu, biofilm

bakterie Vibrio cholerae, barveny pomoci Syto 9.
Stupnice méritka = 10 um

Pfevzato z: http://www.appstate.edu/~karatane/vibrio_biofilms.html [37].
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5.2.5.2.1 Detekce biofilmu pomoci kombinace barviv Syto 9 a propidium jodidu

Barvivo Syto 9 Ize pouZit i v kombinaci s jinymi barvivy, naptiklad v kombinaci
s propidium jodidem (PI, propidium iodide), ke studiu Zivotaschopnosti bakterii [24,
38].

Cervena fluorescenéni barva Pl pronikne pouze do bunék s poskozenymi
membranami, coZ znamena, Ze se vaze pouze na DNA mrtvych bunék, nikoliv na DNA
bunék Zivotaschopnych. Oproti tomu barvivo Syto 9 se vaze na DNA Zivych i mrtvych
bunék. Do mrtvé buriky tedy mohou vstoupit obé tato barviva. Pl ale vykazuje silné&jsi
afinitu k nukleovym kyselinam nez Syto 9, proto je v mrtvych burikach, které byly
nejdrive obarveny Syto 9, toto barvivo nasledné nahrazeno PI. Vzorky lze poté
vyhodnotit pomoci epifluorescenéni mikroskopie, CLSM ¢i pratokové cytometrie. Na
Obrazku €. 10 je snimek pofizeny pomoci fluorescenéniho mikroskopu, na kterém je

znazornéna bakterie Klebsiella pneumoniae obarvena pomoci Syto 9/PI [24, 38].

Obradzek ¢. 10: Snimek porfizeny pomoci fluorescencniho mikroskopu, bakterie

Klebsiella pneumoniae barvend pomoci Syto 9/PI.
Zelené bunky — Zivé, ¢ervené bunky — mrtvé.
Prevzato z: JENKINS, J., et al., 2018. Characterisation of bactericidal titanium surfaces using

electron microscopy [39].

25



5.2.5.3 Studium metabolické aktivity biofilm-formujicich mikroorganismii
s vyuzitim tetrazoliovych soli

Testy vyuZivajici tetrazoliové soli, konkrétné 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-5-[(fenylamino) karbonyl]-2H-tetrazoliumhydroxid (XTT) ¢i 3-(4,5-dimethyl-
2-thiazol)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT), jsou zaloZeny na redukci barviva
metabolicky aktivnimi burikami. V pfipadé XTT je vysledny produkt ve vodé rozpustny a
oranzovy, coz znazoriuje Obrazek €. 11. Pti pouziti MTT je vysledny ve vodé
nerozpustny produkt modry az fialovy, Obrazek ¢. 12 [32].

Tyto testy se pouzivaji pro kvantifikaci Zivotaschopnych bunék v planktonickych
kulturdch a pro kvantifikaci zivotaschopnych mikrobidlnich bunék tvoficich biofilm.

Spektrofotometricky se detekuje opticka denzita barevné zmény [32].

Obrdzek ¢. 11: Provedeni XTT testu.

Ve sméru Sipky stoupa mira poctu Zivotaschopnych bunék.

Prevzato z: https://www.nacalai.co.jp/global/download/pdf/Cell Count Reagent.pdf [40].

e

Obrdzek ¢. 12: Provedeni MTT testu.
Ve sméru Sipky stoupa mira poctu Zivotaschopnych bunék.
Pfevzato z: SHOKRZADEH, M., et al., 2017. An overview of the most common methods

for assessing cell viability [41].
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5.2.5.4 Studium metabolické aktivity biofilm-formujicich mikroorganismu
s vyuZitim resazurinu

Metabolickou aktivitu mikrobU Ize taktéZ urcit pomoci resazurinu,
prostfednictvim tzv. resazurinového testu. Resazurin, rovnéz komercéné vedeny pod
nazvem Alamar Blue, je netoxickym fluorescencnim indikatorem, k jehoZ barevné
proméné dochazi v dasledku metabolické aktivity mikrob(. Resazurin je modra
sloucenina, ktera se po redukci méni na rlizovy fluorescenéni rezorufin, jak je
znazornéno na Obrazku €. 13. Tento produkt Ize detekovat spektrofotometricky nebo
spektrofluorimetricky. Resazurin se bézné pouziva predevsim v testovani
Zivotaschopnosti savéich bunék, ddle také k testovani zivotaschopnosti bakterii, jako
jsou Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus epidermidis a Streptococcus mutans.
Schématické znazornéni krokl resazurinového testu znazornuje Obrazek ¢. 14 [32].

Vyhodou této metody je, Ze resazurin neni toxicky pro eukaryotické ani

prokaryotické buriky a metoda je také méné casové narocnd [32].
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Obrazek ¢. 13: Metabolickd pfeména resazurinu na resofurin.

Pfevzato a upraveno z: https://www.creative-bioarray.com/support/resazurin-cell-viability-

assay.htm [42].
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Obrdzek ¢ 14: Schématické zndzornéni kroki vedoucich k hodnoceni resazurinového
testu.

Pfevzato a upraveno z: https://www.genecopoeia.com/product/cell-quant-alamarblue-cell-

viability-reagent/ [43].

5.2.5.5 Studium metabolické aktivity biofilm-formujicich mikroorganismii
s vyuzitim fluorescein diacetatu
Dalsi moznost, jak urcit Zivotaschopnost mikrob( tvofticich biofilm, poskytuje
vyuziti testu s fluorescein diacetatem (FDA), kde umi Zivotaschopné buriky pomoci
nespecifickych esterdz zmeénit nebarevny, nefluorescencni FDA na fluorescenéni Zluty
fluorescein. FDA se bézné pouziva napfiklad k méreni celkové mikrobialni aktivity

v ptdé [32].

5.2.5.6 Kvantifikace biofilmové matrice s vyuzitim dimethyl-methylenové
modri
Barvivo 1,9-dimethyl-methylenovd modi (DMMB, dimethyl methylene blue) se
pouziva ke kvantifikaci biofilmové matrice. DMMB tvofi se sulfatovymi polysacharidy
obsazenych v EPS nerozpustny komplex. Po zbaveni se nenavazané barvy se pridanim
dekomplexniho roztoku uvolni barvivo DMMB a provede se spektrofotometrické
méreni optické denzity. Ta je pfimo Umérna mnoZstvi sulfatovych polysacharidd

v biofilmové matrici [32].
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5.2.6 Vyuziti mikroskopickych metod pro studium biofilmu

Jak jiz bylo zminéno vySe, nedilnou soucasti hodnoceni biofilmové biomasy jsou
mimo jiné i mikroskopické metody. Jedna se o zobrazovaci metody, které |ze pouzit
v rliznych modifikacich a kombinacich i s jinymi metodami. Kombinovany pfistup
metody, jako je napftiklad epifluorescence ¢i CLSM, umoZnuji vizualizaci, ale

prostrednictvim specidlniho softwaru také kvantifikaci bakterialnich biofilm( [9].

5.2.6.1 Svételna mikroskopie

Svételna mikroskopie je zakladni mikroskopickou technikou. K lepsimu rozliseni
mikrobidlnich bunék se vyuziva barveni, jako je napfiklad kombinace hematoxylin a
eosin Ci barveni dle Grama, jak je znazornéno na Obrdazku €. 15. Jedna se o praktické,
levné a spolehlivé metody detekce bakteriadlnich biofilm( [44, 45, 46, 47].

Tyto barvici techniky Ize pouzit také ke kvantitativnimu hodnoceni biomasy. C.
De Carvalho, et al. (2007) ve své studii zjistil, Ze mira absorbovaného svétla biofilmem
koreluje s jeho hmotnosti [48].

Vyhodou vyuziti svételné mikroskopie je relativné jednoducha pfiprava
mikroskopickych preparat( a nizké cenové ndklady. Omezenim této metody oviem je
pomérné malé zvétseni a rozliSeni jednotlivych bunék, coz na druhou stranu umoznuje
zobrazeni vétsi ¢asti vzorku. Tento pfistup vedouci k vizualizaci biofilmu se vyuziva

Casto v kombinaci s elektronovou mikroskopii, ktera bude zminéna dale [43].

1Y

Obrazek ¢. 15: Snimky ze svételné mikroskopie, histopatologie nosniho polypu.

A) Barveni hematoxylin a eosin, ¢ernad Sipka ukazuje na neuplnou vrstvu biofilmu.
B) Gramovo barveni, kombinovany bakterialni biofilm sestavajici z jednotlivych
kolonii Gram pozitivnich kokl a Gram negativnich bacil0.

Pfevzato z: TOTH, L., et al., 2011. Biofilm detection in chronic rhinosinusitis by combined

application of hematoxylin-eosin and gram staining [46].
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5.2.6.2 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie umoziuje zobrazeni struktury
biofilmu v 3D projekci, nebot se skenuje vzorek ve vice rovinach ostrosti. Priklad
snimku z CLSM je uveden na Obrazku €. 16. Diky 3D zobrazeni se daji hodnotit dalsi
vlastnosti biofilmu, jako je naptiklad jeho prostorova struktura, tloustka, drsnost i
rozloZeni Zivotaschopnych ¢i jinak specifikovanych bunék a komponent EPS [50].

Pfiprava preparattl pro CLSM vyZaduje znaéeni fluorescenénimi sondami. Rada
fluorescenénich sond se specificky vaze (napfiklad k nukleovym kyselinam,
cytoplazmatické membrané, bunécné sténé apod.). Pomoci nich Ize pak zndzornit
biofilm. Nejcastéji se pouzivaji napftiklad jiz zminéné fluorescencni barvy Syto 9, Pl Ci
SYBR-Green [16].

Fluorescencni sondy jsou ale do jisté miry limitou CLSM, nebot neexistuje
universalni sonda pro biofilmovou matrici. Jednotlivé specifické sondy se vidy navazi
na urcitou ¢ast, diky cemuz se zviditelni. Dalsi nevyhodou hodnoceni biofilmu metodou

CLSM muze byt interference lokalnich fyzikalné-chemickych vlastnosti biofilmu

s fluorescenénimi sondami ¢i pfirozenou fluorescenci samotného vzorku [9].

Obrazek ¢. 16: Snimek z konfokdlniho laserového skenovaciho mikroskopu.
Biofilm kvasinky Candida sp. zna¢eny konjugatem konkavalin A — fluorescein
isothiokyanat.
A) Snimek jedné roviny biofilmu. B) 3D struktura biofilmu.
Prevzato z: VILA, T., et al. An extended analysis of the extracellular matrix of Candida
albicans biofilms extracted during sample preparation process [51].

30



5.2.6.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) je zaloZena na vyuziti tenkého svazku
elektronu, ktery dopadd na vzorek, nasledné je odrazen, opét zachycen a preveden na
viditelny obraz. Takto vzniklé snimky maji velkou hloubku a ostrost, coz poskytuje 3D
zobrazeni, které umoZznuje vizualizaci struktury povrchu. Pro ilustraci je uveden snimek
z SEM zastoupen Obrazkem ¢. 17 [9].

Mezi dalsi vyhody SEM patfi vyssi rozliSeni vizualizace a hloubka ostrosti ve
srovnani s jinymi zobrazovacimi technikami, také Siroky rozsah zvétseni pro analyzu
biofilmu. Nedostatecnost ovSsem spociva v ¢asové narocné pripravé vzorku, ktery je
nutno nejdfive zafixovat, dehydratovat a potahnout vodivym materidlem. Tato
pfiprava navic mlze poskodit strukturu vzorku, znehodnotit EPS ¢i zpUsobit vyskyt
artefakt( [52].

SEM lIze pouzit v nékolika modifikacich, jako je napftiklad ,Cryo-SEM*,
»Environmental-SEM“ nebo ,,Focused ion beam-SEM“. ,,Cryo-SEM* se vyuZiva naptiklad
ke zjisténi struktury biofilmové matrice a je vhodny pro tekuté/polotekuté vzorky ¢i
vzorky citlivé na svétlo. Pfiprava vzorku je jednodussi a rychlejsi nez pro klasickou SEM.
Proto je zde nizsi destrukce vzork(i a méné artefaktd. , Environmental-SEM“ zobrazuje

vzorky v jejich pfirozeném stavu — in situ a v redlném case. ,Focused ion beam-SEM*

o~

Obrazek ¢. 17: Snimek ze sovac/e/ektronového mikroskopu.
Biofilm kvasinky Candida albicans vytvoreny in vitro na centralnim zilnim katetru,
preparat pfipraveny chemickou fixaci a dehydrataci. V biofilmu nelze pozorovat
zadnou extracelularni polymerni substanci.
Prevzato z: VILA, T., et al. An extended analysis of the extracellular matrix of Candida albicans

biofilms extracted during sample preparation process [51].
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5.2.6.4 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM, atomic force microscopy) je nedestruktivni
technika ke zobrazeni vzork(l v rozmezi velikosti v nanometrech az mikrometrech.
Princip metody spociva ve vyvolani atomarnich sil na povrchu vzorku a jejich
nasledném mapovani. Atomarni sily jsou zplsobeny pfiblizenim raménka s hrotem
k povrchu vzorku. Vznikaji tak pfitazlivé (ve vétSich vzdalenostech vzorku a hrotu —
elektrostatické, van der Waalsovy sily) ¢i odpudivé sily (v mensich vzdalenostech
vzorku a hrotu — prekryv elektronovych oblaku), které maji za ndsledek ohnuti
raménka. Tento ohyb je poté zaznamenavan detekénim zafizenim. Vysledny snimek
mUzZe byt bud ve 2D nebo i 3D zobrazeni, jak je zndzornéno na Obrazku ¢. 18 [53].

Vyhodou AFM je analyza vodivych i nevodivych povrchi vzorkd. Ke studiu
biofilma Ize vyuZit specidlniho skeneru, ktery umozniuje praci v kapalném prostredi,
diky ¢emuz Ize zobrazit jednotlivé burnky v Zivném mediu. AFM se pouZiva hlavné ke
ziskani informaci o struktufe biofilmd a mechanismech adheze. Lze ji tedy pouzit ke
kvantifikaci miry adheze mezi Zivymi burikami a povrchem i mezi burikami navzajem.
Ve srovnani se SEM je u AFM méné naroc¢na priprava vzorku. Vzorek Ize hodnotit i in

situ [9, 52, 53].

.

10 pm 10 pm
Obrazek ¢. 18: Snimky z mikroskopie atomdrnich sil.
Biofilm tvoreny bakterii Streptococcus mutans. A) 3D zobrazeni. B) 2D zobrazeni.

Pfevzato z: LI, L., et al., 2014. The importance of the viable but non-culturable state in human

bacterial pathogens [22].
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Optimalizace barveni preparadti s mikrobidalnimi biofilmy
pro fluorescencni mikroskopii

6.1.1 Pomiicky a material

- bakterie Staphylococcus epidermidis (SE) — modelovy kmen ATCC 12228,
CCM 784, lab. ID 205-2018

- kvasinka Candida krusei (CK) — modelovy kmen, ATCC 6258, CCM 8271,
lab. ID 169-2016

- kvasinka Candida tropicalis (CT) — klinicky izolat, lab. ID 89-2016

- kvasinka Candida albicans (CA) — klinicky izolat, lab. ID 16-2014

- pro bakterie: ,Soyabean Casein Digest Medium” (Soyabean medium) + Pig
plasma, Sigma-Aldrich, USA (10 % suplementace)

- pro kvasinky: RPMI — 1640 Medium, suplementované 20 g L-glukdzou,
Sigma-Aldrich, USA + Pig plasma, Sigma-Aldrich, USA (10 % suplementace)

- Syto 9-S534854, 5 mM solution in DMSO, Invitrogen, USA

- Propidium iodide, P4864 — 10 ml, 1 mg/ml Pl in water, MW 668,39;
¢ =1,496 mM, Sigma-Aldrich, USA

- 18909 Calcofluor White Stain (kalkofluorova béloba), Sigma-Aldrich, USA

- Konjugat konkavalinu A s fluorescein isothiokyanatem — Concavalin A from
Canvalia ensiformis (FITC conjugate, 7,4 mol/mol) — pfipraveny zasobni roztok
FITC-ConA, c = 0,016 g/ml ve fyziologickém roztoku, Sigma-Aldrich, USA
Pr. No.: C 7642

- Hoechst 33342, Sigma-Aldrich, USA — pfipraveny zasobni roztok: ¢ = 50 mg/ml

- deionizovana voda, fyziologicky roztok, fyziologicky roztok suplementovany
solemi CaCl;

- béiné vybaveni mikrobiologické laboratore:

o jednorazové ockovaci klicky, Gamedium, Ceska republika
o sterilni mikrotitraéni desti¢ky s vickem, 96 jamek, Gamedium, Ceska
republika

o stojan na mikrozkumavky, Gamedium, Ceska republika
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o automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky, podlozni a kryci skli¢ka
- laminarni box Esco Class Il type A2, Dynex laboratories s.r.o, Ceska republika
- Vortex M52 Minishaker IKA, P-LAB, Ceskd republika
- Kyvacka MR-1 Mini Rocker-Shaker, Biosan, Litva
- Termostat Binder WTB, Fisher Scientific, Némecko
- fluorescencni mikroskop Olympus Provis AX 70 s kamerou pfipojenou k PC

s programem NIS — elements AR, Nikon, Japonsko

6.1.2 Priprava preparati pro fluorescenéni mikroskopii — vizualizace
bakteridlnich a kvasinkovych biofilmii pomoci Syto 9/propidium
jodid a doplrikové kalkofluorovou bélobou
Barvivo Syto 9 Pl jsou fluorogenni barviva vazici se na strukturu DNA. Syto 9

pronikne skrze bunééné membrany Zivych i mrtvych bunék, zatimco barvivo Pl

pronikne pouze do bunék s poskozenymi membranami, tj. mrtvych. Diky tomuto
fluorescencni spektra Syto 9 a Pl témér neprekryvaji, jak znazornuje Obrazek €. 19, Ize
pouzit barveni pomoci kombinace téchto barev. Barvivo Syto 9 bude emitovat v zelené
oblasti spektra (emisni maximum pfi vinové délce 500 nm) a Pl v ¢ervené oblasti
spektra (emisni maximum pfi vinové délce 620 nm). Vice o této kombinaci barev

v kapitole 5.2.5.2.1 Detekce biofilmu pomoci kombinace barviv Syto 9 a propidium

jodidu [38].
SYTO9 » w Propidium jodid (PI)
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Obrazek ¢. 19: Fluorescencni spektrum barviva SYTO 9 a PI.
SYTO 9 ma emisni maximum pfi vinové délce 500 nm a PI pfi vinové délce 620 nm.

Pfevzato a upraveno z: https://www.thermofisher.com/order/spectra-viewer [54].
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Fluorogenni barvivo kalkofluorova béloba se specificky vaze na polysacharidy,
jako je napriklad celuldza ¢i chitin, které jsou mimo jiné soucasti bunécné stény
kvasinek. Polysacharidy jsou ale také jednou z hlavnich sloZek extracelularni polymerni
substance biofilmu. Emisni maximum kalkofluorové béloby se pohybuje kolem vinové
délky 430 nm a ve fluorescenénim mikroskopu dochazi k emisi v modrém spektru.
Kombinace téchto 3 barviv by tudiz neméla byt z hlediska fluorescen¢ni mikroskopie
problémem. Kombinace barviv Syto 9, Pl a kalkofluorové béloby by tak mohla byt
vhodna pro celkovou vizualizaci biofilmu véetné rozliSeni Zivotaschopnych bunék od

mrtvych [55].

Postup

1. Do mikrozkumavky se napipetuje 900 ul Soyabean media a 100 pl praseci
plazmy. Poté se do této mikrozkumavky zanesou dvé kolonie Staphylococcus
epidermidis z Soyabean agaru.

2. Do mikrotitracni desticky s 96 jamkami se do 6ti jamek v fadku A napipetuje
150 ul suspenze.

3. Do dalSich tfech mikrozkumavek se do kazdé napipetuje 900 ul RPMI média
s glukdzou a 100 ul praseci plazmy. Do prvni mikrozkumavky se zanese
inokulum kvasinky kmene Candida krusei, do druhé Candida tropicalis a do treti
Candida albicans (staci jedna vétsi kolonie).

4. Do téze mikrotitraéni desticky jako v bodé 2. se do 6ti jamek v fadku B
napipetuje 150 pl z prvni mikrozkumavky, do dalsich 6ti jamek v fadku C 150 pl
z druhé mikrozkumavky a do dalSich 6ti jamek v fadku D z posledni
mikrozkumavky.

5. Takto pripravena mikrotitracni desticka se kultivuje dva dny v termostatu pfi
37 °C, staticka kultivace

6. Po kultivaci se jamky promyiji 1x fyziologickym roztokem

7. Veskeré medium a promyvaci roztok se odpipetuje.

8. Pripravi se barvici roztok na barveni bakterialniho biofilmu — volené cilové
koncentrace fluorescencnich barviv v ramci nasich experiment( vychazeji

z podklad( uvedenych v ramci dokumentu LIVE/DEAD BacLight Viability Kits,
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viz: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L7012?SID=srch-

srp-L7012, kde je uvedena cilova koncentrace c(syro9) =5, 01 uM a c(piy = 30 uM.

a) Do mikrozkumavky se napipetuje 1000 pl fyziologického roztoku

10.
11.

12.

13.

14.
15.

a pfida se 1 pl barviva Syto 9 ze zasobniho roztoku.
Cilova koncentrace Syto 9 pak Cini pfiblizné: 4, 995 uM.
b) Do mikrozkumavky s 1000 ul fyziologického roztoku a 1 pl

barviva Syto 9 se prida 20 pl PI.

Cilova koncentrace PI poté Cini pfiblizné: 29,30 uM.
Do promytych jamek mikrotitra¢ni desticky se pipetuje po 100 ul barviciho
roztoku pfipraveného v bodé 8.
Mikrotitracni desti¢ka se poté inkubuje 25 minut ve tmé za mirného tfepani.
Po inkubaci se z kazdé jamky odpipetuje 50 ul a provede se intenzivni
seskrabani prisedlého biofilmu bakteriologickou kli¢kou.
Veskery obsah jamek se prenese do mikrozkumavek (jedna jamka — jedna
mikrozkumavka) a provede se 7minutova sonikace.
Na odmasténa podlozni sklicka se napipetuje po 7 ul mikrobialni suspenze
z jednotlivych mikrozkumavek, 7 ul kalkofluorové béloby a promisi se to
pipetovaci Spic¢kou.
Vzorek se prekryje krycim sklickem, jeho okraje se oblepi lakem.

Takto pfipraveny preparat se hodnoti pomoci fluorescenéni mikroskopie.
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6.1.3 Priprava preparatu pro fluorescen¢ni mikroskopii — vizualizace
kvasinkovych biofilm{ pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat/kalkofluorova béloba
Barvivo FITC-ConA je sloZeno z lektinu z konkavalinu A (izolovaného z rostliny

Canavalia ensioformis). Vice o lektinech je uvedeno v kapitole 5.2.1.2 Pfim4 vizualizace

extraceluldrni polymerni substance. Tento lektin je konjugovan s FITC (fluorescein

isothiocyanate, Cesky fluorescein isothiokyanat), coz umozni detekci fluorescenénim
mikroskopem. Jelikoz jsou lektiny schopny specifické vazby k polysacharidlim, mélo by
se toto barvivo navazat na polysacharidy obsaZzené v extracelularni polymerni
substanci, ale také na cukry v bunéénych sténdch kvasinek. Fluorescencni spektrum je
znazornéno na Obrdzku €. 20, excita¢ni maximum FITC je pfi vinové délce 515 nm a ve

fluorescencni mikroskopu tudiz dochazi k emisi v zeleném spektru [17].
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Obrazek ¢. 20: Fluorescencni spektrum barviva konkavalin A-fluorescein isothiokyandt.
Emisni maximum pf¥i vinové délce 515 nm.

Pfevzato a upraveno z: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-

analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.htm|?SID=srch-svtool&UID=27610old 2

[56].

Jak jiz bylo zminéno, fluorogenni barvivo kalkofluorova béloba se specificky
vaze na polysacharidy, jako je napfiklad celuldza &i chitin. Tyto polysacharidy jsou
obsazené v bunécénych sténach kvasinek, tudiz by se na né tato barva méla navazat. Je
ale treba brat v ivahu, Ze polysacharidy se vyskytuji i v EPS. Emisni maximum
kalkofluorové béloby se pohybuje kolem vinové délky 430 nm a ve fluorescenénim

mikroskopu dochazi k emisi v modrém spektru [55].
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10.

11.

Postup

Pfipravi se 3 mikrozkumavky a popisi se CA, CK a CT. Do kazdé z nich se
napipetuje 900 ul RPMI média a 100 pl fetdlniho bovinniho séra.
Do napipetovaného média v mikrozkumavkdach se zanesou dveé vétsi kolonie
kvasinek kultivovanych na Sabouradové agaru, dle oznaceni mikrozkumavek:
CA — kvasinka Candida albicans, CK — kvasinka Candida krusei, CT — kvasinka
Candida tropicalis
Do mikrotitracni desti¢ky s 96 jamkami se postupné vidy do kazdé z 6ti prvnich
jamek v fadku A, B a C napipetuje po 150 ul suspenze z mikrozkumavky CA
(radek A), CK (fadek B) a CT (fadek C).
Takto pfipravend mikrotitraéni desti¢ka se kultivuje dva dny v termostatu pfi
teploté 37 °C, statickd kultivace.
Naformované biofilmy se 1x promyji 100 ul fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl,.
PFipravi se barvici roztok.
a) Do mikrozkumavky se napipetuje 1000 ul fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl,.
b) Tento fyziologicky roztok s suplementuje 20, 8 ul barviva FITC-
ConA. Vysledna koncentrace FITC-ConA je tak pfiblizné 333
ug/ml.
Do promytych jamek mikrotitraéni desti¢ky se pipetuje 100 ul barviciho roztoku
pfipraveného dle bodu 6.
Mikrotitracni desticka se poté inkubuje 40 minut ve tmé pfi shaking modu.
Po inkubaci se jamicky 1x promyiji 100 pl fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCls.
Do promytych jamek se prida 7 ul fyziologického roztoku suplementovaného
solemi CaCl; a provede se intenzivni seskrabani pfisedlého biofilmu
bakteriologickou klickou.
Pfed nanesenim suspenze seSkrabaného biofilmu na podlozni sklicko se zredi

kalkofluorova béloba v poméru podilového fedéni 1:20 — tzn.: v mikrozkumavce
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6.

se smicha 10 pl kalkofluorové béloby se 190 pl fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl,.

12. Na fadné odmasténé a neposkrabané podlozni sklicko se nanese 7 ul
seSkrabané suspenze a 7 ul zredéné kalkofluorové béloby. Suspenze a barvivo
se promisi pipetovaci Spickou.

13. Takto pfipraveny preparat se hodnoti pomoci fluorescenéni mikroskopie.

1.4 Priprava preparatia pro fluorescen¢ni mikroskopii — vizualizace
mikrobidlnich biofilmi pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat a Hoechst 33342

Barvivo Hoechst 33342 je schopné proniknout skrze bunééné membrany zZivych

i mrtvych bunék a vazat se na jejich DNA. Taktéz by se mohlo vdzat na DNA obsazené

v extraceluldrni polymerni substanci. Emisni maximum vykazuje pfi vinové délce 451

nm, dochazi k emisi v modrém spektru. Charakteristika barviva FITC-ConA je uvedena

v pfedchozim pokusu. Kombinace fluorescencnich spekter obou fluorescencnich barev

je

Relativni intenzita (%)
¢

uvedena na Obrazku ¢. 21 [57].
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Obradzek ¢. 21: Fluorescencni spektrum barviv konkavalin A-fluorescein
isothiokyandt (FITC-ConA) a Hoechst 33342.
Emisni maximum FITC je pfi vinové délce 515 nm a Hoechst 33342 je pfi vinové
délce 451 nm.

Pfevzato a upraveno z: https://www.thermofisher.com/order/spectra-viewer [54].
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Postup

Do mikrozkumavky oznacené SE se napipetuje 1000 ul Soyabean media. Poté se
do této mikrozkumavky zanesou dvé kolonie Staphylococcus epidermidis.
PFipravi se dalsi 3 mikrozkumavky a popisi se CA, CK a CT. Do kazdé z nich se
napipetuje 900 ul RPMI média a 100 ul fetdlniho bovinniho séra.
Do napipetovaného média v mikrozkumavkach se zanesou dvé vétsi kolonie
vykultivovanych kvasinek dle oznaceni mikrozkumavek: CA — kvasinka Candida
albicans, CK — kvasinka Candida krusei, CT —kvasinka Candida tropicalis
Do mikrotitracni desticky s 96 jamkami se postupné vidy do kazdé z 6ti prvnich
jamek v fadku A, B, C a D napipetuje 150 ul suspenze z mikrozkumavky SE
(Fadek A), CA (fadek B), CK (Fadek C) a CT (fadek D).
Takto ptipravena mikrotitracni desticka se kultivuje pét dni v termostatu pfi
37 °C, staticka kultivace.
Naformované biofilmy se 1x promyji 100 ul fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl,.
Pfipravi se barvici roztok.
a) Do mikrozkumavky se napipetuje 1000 pl fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl..
b) Tento fyziologicky roztok se suplementuje 20, 8 ul barviva FITC-
ConA. Vyslednd koncentrace FITC-ConA je tak priblizné 333
ug/ml.
c) Tento barvici roztok se suplementuje 5 pl zdsobniho roztoku
barviva Hoechst 33342, které bylo pfedem nafedéno takto:
- Do mikrozkumavky se napipetuje 1000 pl
fyziologického roztoku suplementovaného solemi
CaCl,.
- Tento fyziologicky roztok se suplementuje 10 pl
barviva Hoechst 33342 (zasobni roztok,

c¢=50mg/ml) FITC-ConA.
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10.

11.

12.

13.

Do promytych jamek mikrotitraéni desti¢ky se pipetuje 100 ul barviciho roztoku
pfipraveného dle bodu 7.

Mikrotitracni desticka se poté inkubuje 40 minut ve tmé za mirného tfepani.

Po inkubaci se jamicky 1x promyiji 100 ul fyziologického roztoku
suplementovaného solemi CaCl,.

Do promytych jamek se ptidd 7 ul fyziologického roztoku suplementovaného
solemi CaCl, a provede se intenzivni seSkrabani prisedlého biofilmu
bakteriologickou klickou.

Na fadné odmasténd a neposkraband podlozni skli¢cka se nanese 7 pul
seSkrabané suspenze, prekryje se krycim sklickem a okraje oblepi lakem.

Takto ptipraveny preparat se hodnoti pomoci fluorescenéni mikroskopie.
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7. VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Optimalizace barveni preparadti s mikrobidlnimi biofilmy
pro fluorescencni mikroskopii

7.1.1 Priprava preparatu pro fluorescen¢ni mikroskopii — vizualizace
bakterialnich a kvasinkovych biofilmt pomoci Syto 9/propidium
jodid a dopliikové kalkofluorovou bélobou
Barvivo Syto 9 se dle ocekavani navdzalo na DNA bunék biofilmu. V pfipadé

mrtvych bunék byla zelend barva vyvazdna cervenou — PI. Obé tato barviva se také

navazala na DNA obsazené biofilmové matrici. Zvolena koncentrace barviv i postup
barveni se ukazal jako idedlni. Nicméné kombinace s kalkofluorovou bélobou se pfilis
neosvédcila. Na nasledujicich Obrazcich €. 22 az 27 jsou pfiloZzeny snimky pofizené
pomoci fluorescenéniho mikroskopu, mikrobialni biofilm stary 48 hodin (pfedpoklad
vysoké Zivotaschopnosti mikrobidlnich agens).

Je ale tfeba brat v ivahu, Ze diky metodé, kterou se vzorky pfipravovaly, doslo k
poruseni prostorové struktury EPS. Struktura EPS tedy nemUZe vykazovat realnou
prostorovou konformaci, kterou by spiSe odrazelo vyuZiti CLSM. Nicméné pro
optimalizaci barveni mikrobialnich biofilm( je epifluorescenéni mikroskopie postacuijici.

Kombinace téchto ti barviv dohromady se pro studium bakterialnich biofilm0

pfilis neosvédcila.
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Obrdzek ¢. 22: Snimek biofilmu bakterie Staphylococcus epidermidis porizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Bakterialni biofilm stary 48 hodin, znaceno Syto 9/propidium jodid.
Zelené — Zivé buriky, ¢ervené — mrtvé bunky. Shluk ve spodni ¢asti snimku by mohl

znacit extracelularni polymerni substanci.
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Obrdzek ¢. 23: Snimek biofilmu kvasinky Candida krusei pofizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin, znaceno: Syto 9/propidium jodid/kalkofluorova

béloba (fedéni 1:1).

Uprostfed snimku Ize pozorovat ¢ast extracelularni polymerni substance a pod
ni vldaknitou formu kvasinky. Kalkofluorova béloba (modra) se navazala na
polysacharidy ve sténach kvasinek i na cukernaté komponenty v EPS. Pro pfipravu
preparatu byla pouzita kalkofluorova béloba o cilovém rfedéni 1:1. Na snimku nejsou
zaznamenany zadné buriky znacené Cervenou Pl. Je to zpUsobeno bud'tim, Ze nejsou
pfitomny Zadné mrtvé buriky a vse je Zivé, nebo doslo k vytésnéni barvy Pl
kalkofluorovou bélobou. JelikozZ ale i zelena Syto 9 je zde zastoupena pouze velice
nepatrnym podilem, zda se, Ze kalkofluorova béloba o této koncentraci v kombinaci

se Syto 9 a Pl vytésiiuje obé tyto barvy.
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Obrdzek ¢. 24: Snimek biofilmu kvasinky Candida krusei pofizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin, znaceno: Syto 9/propidium jodid.

Zelené — Zivé buniky, ¢ervené — mrtvé bunky.

45



Obrazek ¢. 25: Snimek biofilmu kvasinky Candida tropicalis porizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin zna¢eny SYTO9/propidium
jodid/kalkofluorova béloba (cilové podilové Ffedéni 1:40).
Kalkofluorova béloba (modrd) navazand na polysacharidy ve sténach kvasinek i

v extraceluldrni polymerni substanci. Zelené — Zivé bunky, ¢ervené — mrtvé bunky.
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Obrdzek ¢. 26: Snimek biofilmu kvasinky Candida tropicalis pofizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znaceny SYTO9/propidium jodid.
Zelené — Zivé buniky, ¢ervené — mrtvé bunky.
Kvasinka byla pfitomna vétsinou ve vlaknité formé. , Oblacky” oranzové
barvy svéd¢i o pritomnosti EPS biofilmu, konkrétné DNA obsazené v biofilmové

matrici.
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Obrdzek ¢. 27: Snimek biofilmu kvasinky Candida albicans porizeny pomoci

fluorescencéni mikroskopie
Kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znadeny SYTO9/propidium jodid/kalkofluorova
béloba.
Modra — kvasinky, zeleny oblacek uprostfed snimku by mohl znacit DNA

obsaZzené v extracelularni polymerni substanci biofilmu.
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7.1.2 Priprava preparatu pro fluorescen¢ni mikroskopii — vizualizace
kvasinkovych biofilm{ pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat/kalkofluorova béloba
Fluorescencni barvivo kalkofluorova béloba se navazalo predevsim na

polysacharidy obsazené v bunéénych sténdch kvasinek. Diky barvivu FITC-ConA mohly

byt vizualizovany volné polysacharidy, které vzhledem k ptipravé vzorkd mély pavod

v extraceluldrni polymerni substanci, ¢imz Ize urcit, zda je dany kmen biofilm-formujici.

Nevyhodou tohoto barveni ale je, Ze FITC-ConA by ve fluorescenénim mikroskopu

davalo signdl i nenavazané, tudiz bylo potfeba provést promyvaci kroky, aby se

nenavazana barva odmyla. A také zde je tfeba brat v Gvahu naruseni struktury biofilmu
zpUsobené pripravou vzorku. Nicméné kombinace téchto barviv pro barveni
mikrobialnich biofilm{ se zdd byt optimalni. Na nasledujicich Obrazcich ¢. 28 az 30 jsou
zobrazeny snimky z fluorescenéni mikroskopie barvenych kvasinkovych biofilmu

starych 48 hodin.

A o

-

Obrazek ¢. 28: Snimek biofilmu kvasinky Candida a/bicns porizeny pomoci
fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin znaceny konjugatem konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat/kalkofluorova béloba (cilové pomérové redéni 1:40).
Modré kulicky — kvasinky, zelena — volné polysacharidy z EPS, oblacek uprostied —

extraceluldrni polymerni substance.
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Obrdzek ¢. 29: Snimek biofilmu kvasinky Candida krusei pofizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin znaceny kalkofluorovou bélobou.
Modry oblacek uprostied snimku by mohl byt tvofeny bud' shlukem kvasinek

nebo i polysacharidy EPS.
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Obrazek ¢. 30: Snimek biofilmu kvasinky Candida tropicalis porizeny pomoci

fluorescenéni mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 48 hodin znadeny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/kalkofluorova béloba (cilové pomérové fedéni 1:40).

Modré kuli¢ky a vlakna — kvasinky, zelend — volné polysacharidy z EPS.
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7.1.3 Priprava preparatia pro fluorescencni mikroskopii — vizualizace
mikrobialnich biofilmi pomoci konjugatu konkavalin A-fluorescein
isothiokyanat a Hoechst 33342
Barvivo FITC konjugované ke konkavalinu A se dle o¢ekdvani navazalo na

polysacharidy bunécnych stén kvasinek. V kvasinkach byla dale pozorovana jadra

obsahujici DNA, ktera se diky barvivu Hoechst 33342 obarvila modfe. Tato barva se
navazala také na DNA bakterialnich bunék Staphylococcus epidermidis, ¢imz je
zviditelnila. Na polysacharidy v utrzcich extracelularni polymerni substance se v tomto
pfipadé navazalo barvivo FITC-ConA.

PFi tomto postupu barveni bylo také nutné provést promyvaci kroky. Protoze
jak je jiz zminéno vyse, barvivo FITC-ConA fluoreskuje i nenavazané. Na nasledujicich

Obrazcich ¢. 31 az 35 jsou uvedeny vysledné snimky pofizené pomoci fluorescenéni

mikroskopie obarvenych mikrobidlnich biofilmd po 120 hodinové kultivaci.

Obrazek ¢. 31: Snimek biofilmu bakterie Staphylococcus epidermidis pofizeny pomoci

fluorescencni mikroskopie.
Bakterialni biofilm stary 120 hodin znaceny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/Hoechst 33342.
Modra — bakterialni DNA, zelena — extracelularni polymerni substance.
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Obrdzek ¢. 32: Snimek biofilmu Candida albicans porizeny pomoci fluorescenéni

mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znadeny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/Hoechst 33342.
Modra — jadra obsahujici DNA, zelena — kvasinky a extraceluldrni polymerni

substance.
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Obrazek ¢. 33: Snimek biofilmu Candida krusei pofizeny pomoci fluorescencni

mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znadeny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/Hoechst 33342.
Modra — jadra obsahujici DNA, zelena — kvasinky a extracelularni polymerni
substance. V horni ¢asti snimku Ize vidét vlaknitou formu kvasinky. Ve spodni ¢asti
snimku by se mohlo jednat o shluk kvasinek i s ¢asti extraceluldrni polymerni

substance.
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Obrdzek ¢. 34: Snimek biofilmu Candida tropicalis porizeny pomoci fluorescencni

mikroskopie.
Kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znaeny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/Hoechst 33342.

Modra — jadra obsahujici DNA, zelena — kvasinky (i vlaknita forma).
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Obrazek C. 35: Snimek smésného prepardtu biofilmi bakterie Staphylococcus

epidermidis a kvasinky Candida tropicalis porizeny pomoci fluorescencni
mikroskopie.
Bakterialni a kvasinkovy biofilm stary 120 hodin znaceny konjugatem konkavalin
A-fluorescein isothiokyanat/Hoechst 33342.
Modra — jadra kvasinek obsahujici DNA a bakteridlni DNA, zelend — bunécna sténa

kvasinek.
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8. ZAVER

Mikrobidlni biofilmy jsou velkou klinickou vyzvou s ohledem na to, Ze az 80 %
vSech chronickych infekci se poji pravé s biofilm-formujicimi mikroorganismy.
Mikrobidlni bunécné komplexni struktury oznacované jako biofilmy vykazuji vysokou
odolnost jednak vUci antibiotické terapii, jednak jsou také hire eliminovany
prostfednictvim imunitniho systému hostitele.

Pracovisté, na kterém byla tato prace vypracovana, se dlouhodobé vénuje
testovani antiinfekéni aktivity nové syntetizovanych latek, véetné testovani anti-
biofilmové aktivity vybranych sloucenin. V rdmci této vyzkumné aktivity bylo zapotiebi
nejen optimalizovat metodiky vedouci k tvorbé robustnich mikrobialnich biofilma in
vitro, ale také zavést metody pro vizualizaci biofilm(, které by mohly slouZit jakoZto
podklad pro studium efektivity v rdmci anti-biofilmové aktivity kandidatnich
studovanych sloucenin.

Tato prace podava v teoretické ¢asti struény pfehled nejcastéji pouzivanych
metodickych pfistupu, které jsou voleny pfi studiu mikrobialnich biofilma.

Experimentalni ¢ast pojednava o pripravé preparatd obsahujicich mikrobialni
biofilmy pro ndsledné hodnoceni prostifednictvim fluorescenéni mikroskopie.

Pro vizualizaci mikrobidlnich biofilm{ byly vyuZity rizné fluorescencni barvy v riznych
kombinacich, jmenovité: Syto 9 v kombinaci s propidium jodidem a kalkofluorovou
bélobou, dale pak konkavalin A-fluorescein isothiokyanat v kombinaci s kalkofluorovou
bélobou a v posledni fadé konkavalin A-fluorescein isothiokyanat kombinovany

s Hoechst 33342. Metodika barveni biofilm( byla optimalizovdna prostfednictvim
epifluorescenc¢ni mikroskopie. Nicméné do budoucna se pocita s vyuzitim zavedené
metodiky pro barveni mikrobialnich biofilm{ s naslednou vizualizaci konfokalni
laserovou skenovaci mikroskopii, ktera je vzhledem k prostorovému usporadani

biofilmd mnohem vhodnéjsi.
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9. POUZITE ZKRATKY

AFM............... Atomic Force Microscopy, mikroskopie atomarnich sil

CFU....coe..e Colony Forming Units, kolonie tvofici jednotky

CLSM.............. Confocal Laser Scanning Microscopy, konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
ConA.............. Concavalin A, konkavalin A

CVvoeeeeeeeeen, Crystal Violet, krystalova violet

DMMB........... 1,9-dimethyl-methylen blue, 1,9-dimethyl-methylenovd modf

EPS...covvveenee Extracelullar Polymeric Substance, extracelularni polymerni substance
FCSuurreeeieianns Fluorescence Correlation Spectroscopy, fluorescencni korelaéni spektroskopie
FDA...cccoeeenee Fluorescein Diacetate, fluorescein diacetat

FITC..covveeeenee Fluorescein Isothiocyanate, fluorescein isothiokyanat

FITC-Con A.....Fluorescein Isothiocyanate—Concavalin A, fluorescein isothiokyanat—konkavalin A

FLBA............... Fluorescence Lectin-Binding Analysis, analyza fluorescencni lektinové vazby
KT) oo Kolonie Tvofici Jednotky

MTT ..o 3-(4,5-dimethyl-2-thiazol)-2,5-difenyl-2H-tetrazoliumbromid

Pl Propidium lodide, propidium jodid

SEM ...uuvveeeen. Skenovaci Elektronova Mikroskopie

) 4 1 ST 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-5-[(fenylamino) karbonyl]-2H-

tetrazoliumhydroxid
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