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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékaFskych véd

Autor: Bc. Veronika Roskova

Skolitel: PharmDr. Miroslav Kovafik, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Michaela Hympanova

Diplomova prace

Nazev: Optimalizace rlstovych podminek pro tvorbu bakterialniho biofilmu
Studijni obor: Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi

Uvod: Biofilm je nejstabiln&jsi formou Zivota bakterii. Jde o strukturu, ve které jsou
jednotlivé bakterie chranény pred okolnimi vlivy, a navic v nich dochazi ke zméné
fyziologie, diky které jsou bakterie schopny prezit pfi nevyhovujicich podminkach.
Z tohoto dlivodu je obtizné biofilmy odstranit a stdvaji se hrozbou pro okolni svét. Mezi

nejobavanéjsi patogeny tvorici biofilm patfi napf. Staphylococcus aureus (S. aureus).

Cil prace: Cilem prace bylo porovnat a optimalizovat rlistové podminky bakterialniho
biofilmu S. aureus a jeho meticilin-rezistentni varianty. Pozorovan byl vliv tfech
rozdilnych kultivacnich médii s rdznym stupném vyZivnosti, ddle vliv tfech rdznych

povrch(l a dvou dob inkubace.

Metody: Pro stanoveni narlstu biofilmu dvou bakteridlnich kmen( S. aureus byla vyuzita
metodika AlamarBlue (AB). Jde o oxidoredukéni indikator metabolické premény.
Barevna preména média indikuje utilizaci chemické latky vitalnimi bakteriemi. NarGst
biofilmu byl sledovdn v mikrotitracni destiéce opatfené Calgary biofilm device
systémem, za obménovani kultivacnich podminek. Spektrofotometricky jsme nasledné

stanovili narusty a jejich rozdily statisticky zpracovali v programu GraphPad.

Vysledky: Pro kvantifikaci biofilmu byla optimalizovana AB metodika a byly stanoveny
kalibraéni krivky zavislosti redukce AB na mnozstvi bakterii. MnoZstvi bakterii v biofilmu
formovaném na povrchu s Hydroxyapatitem (HA) a oxidem titaniCitym (TiO2)

se pohybovalo v rozmezi 1,26x107 — 2,70x10% CFU/ml.



Zavér: Narasty biofilmu byly rychlé a markantni za vSech experimentalnich kultivaénich
podminek kromé situace s vyuZitim cisté plastového povrchu. Nejlepsi narlst biofilmu
S. aureus byl po 24 hodinach ve vysoce vyzivném bujénu z mozkosrdcové inflze na
povrchu hrotd s hydroxyapatitem. Rlst za téchto podminek povazujeme tedy za

optimalni.

Klicova slova: Tvorba biofilmu; Biofilm; Staphylococcus aureus; Calgary biofilm device



3. ABSTRACT

Author: Bc. Veronika Roskova

Supervisor: PharmDr. Miroslav Kovafik, Ph.D.

Consultant: Mgr. Michaela Hympanova

Title: Optimalisation of growth conditions for bacterial biofilm forming
Diploma Thesis

Study program: Bioanalytical laboratory diagnostics in healthcare

Introduction: Biofilm is the most stable living form of bacteria. Bacteria are changing
their physiology during the process of biofilm formation, so they are becoming more
protected from the environmental factors. This protection leads to higher survivability
in hostile conditions and higher resistance against chemical or mechanical treatment.
One of the most common bacteria with the ability to produce biofilm and which causes

persistent infections is Staphylococcus aureus (S. aureus).

Objectives: The diploma thesis has its aim at comparing biofilm growth of S. aureus and
his methicillin-resistant variant under different conditions. We observed biofilm
formation in three different broths with different level of nutrition, three different types

of surfaces and two different times of incubation.

Methods: The microplate AlamarBlue (AB) assay was used for quantification of biofilm
formation. AB is a redox indicator, which changes its colour when it is metabolised by
bacteria. The colour change was observed spectrophotometrically, and statistically

analyzed with GraphPad.

Results: The AB assay was optimised for biofilm quantification. The calibration curves of
AB dependence on bacterial density were established. Biofilms formed on
hydroxyapatite (HA) and Titanium dioxide (TiO2) surfaces contained between 1.26x10’
to 2.70x108 CFU/ml.

Conclusion: The biofilm formation was strong and quick under all experimental

conditions besides the situation of a smooth plastic surface. The best growth of S. aureus
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biofilm was observed after 24 hours of incubation in Brain heart infusion broth on
a hydroxyapatite-coated Calgary biofilm device. Therefore, we considered these

conditions to be optimal for biofilm growth of S. aureus.

Keywords: Biofilm formation; Biofilm; Staphylococcus aureus; Calgary biofilm device



4. UVOD

Bakterie jsou vSudypfitomné prokaryotni mikroorganismy, které jsou schopné
pozitivné i negativné ovlivnit rGzné procesy v kazdodennim Zivoté, mediciné
a prmyslu. K boji proti negativnimu pusobeni bakterii jsou pouzivany rlzné chemické
a fyzikalni metody, vici kterym se bakterie naopak snazi branit. Jednim z obrannych
mechanismu je tvorba velmi odolné biofilmové formy. Zavedené antimikrobialni latky
pak nemusi vykazovat dostatecnou ucinnost proti odolnému biofilmu v koncentracich
bézné efektivnich vici planktonnim bakteriim. Proto je v poslednich letech kladen d(iraz
pravé na stanoveni antibiofilmové aktivity antimikrobialnich latek, pro coZ prozatim
neexistuje standardni metodika. Pro testovani jsou vyuzivany vhodné optimalizované
biofilmové modely s cilem vytvofit model, ktery se bude co nejvice podobat redinému
biofilmu. Zaroven se studuji faktory ovliviujici tvorbu této 3D struktury. Vramci
popsané problematiky jsme v této praci sledovali faktory ovliviujici tvorbu biofilmu
Staphylococcus aureus (S. aureus), s cilem optimalizovat biofilmovy model tohoto
kmene. Ziskany model muize byt ndsledné vyuzit k dalSimu vyzkumu, napt. v rdmci

testovani novych antimikrobnich latek.
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této prace byla optimalizace rlstovych podminek pro tvorbu bakterialniho
biofilmu S. aureus. V ramci prace byly sledovany tfi hlavni faktory, u kterych byl

predpoklad k ovlivnéni formovani biofilmu.

Za prvé se jednalo o kultivaéni médium, které bylo zastoupeno tfemi vhodnymi
zivnymi bujény. Za druhé byl pozorovan vliv povrchu, na kterém se biofilm tvofil - pouZzity
byly tfi vhodné povrchové substraty, které jsou dostupné v rdmci komercéniho kitu pro
tvorbu biofilmu. Za tfeti byl sledovan vliv doby inkubace. Zaroven jsme pozorovali tvorbu
biofilmu pfi zvolenych rlstovych podminkach u dvou bakteridlnich kmen tvoficich

biofilm: S. aureus a meticilin-rezistentni S. aureus.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Bakterialni biofilm

Biofilmem nazyvame spolecenstvi bakterii prisedlé na pevném podkladu. To,
Ze jde o bakterialni strukturu, odhalil Antoni van Leevenhoek pod svym svételnym
mikroskopem roku 1683 (Vestby et al. 2020). V dnesni dobé podléhd biofilm
dikladnéjSimu zkoumani s vyuzitim modernich mikroskopickych a molekularné
genetickych metod (Azeredo et al. 2017).

SouZiti v biofilmu je pro bakterie vyhodné, predevsim proto, Ze jsou v této formé
chranény pred okolnimi vlivy. Extraceluldarni matrix, produkovana bakteriemi uvnitf
biofilmu, zamezuje vnéjsim latkam proniknout do jeho nitra v dostate¢né koncentraci.
Bakterie se také mlze uvnitf biofilmu nachazet v tzv. perzistentnim stavu, kdy dochazi
k epigenetické zméné fenotypu do neaktivniho stavu, diky cemuz jsou bakterie schopny
prezit nevyhovujici podminky. DalSim zplUsobem obrany, ktery mizZe bakteriim
v biofilmu dopomoci k preziti, je systém toxin-antitoxin. Zaznamenaji-li bakterie
pfitomnost antimikrobidlni latky, vylouci toxin, jimZz okamzité zablokuji misto jejich
ucinku. Po odeznéni ,,nebezpeli” vylouci antitoxin a tim se receptor opét odhali (Lopez
et al. 2010; Kopecka a Melter 2020).

Imunitni systém se naopak snazi proti biofilmu bojovat, a tak tvofi proti jeho
antigenim protilatky. To ma ale spiSe negativni dopad, jelikoZ protilatky nedokazi
bakterie v biofilmu presné zasahnout a vzniklé imunokomplexy narusuji zdravé tkané
v okoli. Skrz polymerovou matrix do biofilmG c¢asto neproniknou v dostatecné
koncentraci ani antibiotika ani chemické biocidy (Costerton et al. 1999).

Biofilm je diky vSem témto mechanismim velmi staly a aZz 1000x rezistentnéjsi
k antimikrobidlnim pripravkim nezli planktonni (tedy volné se pohybuijici) bakterie. Ddle
jsou bakterie v biofilmu chranény pred UV zarenim ¢i zménami pH. Pro uc¢innou eliminaci

je tedy potieba odstranit celou biofilmovou strukturu (Némcova 2008).
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6.1.1 Vyskyt bakterialniho biofilmu

Biofilmy se vyskytuji na rozhrani dvou fazi. Nejcastéji se jedna o rozhrani pevné
a kapalné, v ptirodé tedy typicky na materidlech omyvanych vodou, jak sladkou, tak
slanou. Kromé kamen( v fece mlzeme vyjmenovat napfiklad trup lodi, mola ¢i potrubi.
Dale na rozhrani mezi plynou a pevnou fazi a to typicky u plicnich infekci ¢i rozhrani mezi
kapalnou a plynnou fazi, které je prezentovano tfeba jako bakteridlni povlak
na hladinach znecisténych vod (Rulik a Hold 2012).

V mediciné se biofilm nejcastéji vyskytuje na implantovanych nahradach
(chlopni, kloubd, cév), katetrech ¢i nekrotizovanych tkanich. Byva pric¢inou chronickych
bakterialnich infekci (napfiklad infekci dychacich cest pfi cystické fibréze). PFi téchto
typech infekci jsou nutné opakované antibiotické zasahy. Po uziti antibiotik dochazi
k odeznéni ptiznakd na zdkladé usmrceni cirkulujicich forem bakterii, nasledné se ale
z biofilmu uvolnuji dalsi bakterie a nastava relaps. Biofilm se také podili na korozi
medicinskych nastrojt, ¢i na Spatném odvodu tepla.

Nelze naopak opomenout pozitivni aspekt biofilmi a to jejich vyuzivani
v priimyslovych zadvodech pfi spotfebé xenobiotik (napf. polutantt) (Némcova 2008;

Sochorova 2010; Costerton et al. 1999).

6.1.2 Tvorba a slozeni biofilmu

Biofilm se tvofi nejlépe na vlhkych drsnych plochach, kde je dostupné velké
mnoZstvi Zivin. Snadnéji se tvofi na plochdch hydrofobnich (plast) nez hydrofilnich (sklo).
(Némcova 2008; Costerton et al. 1999) Jeho vznik se déli do nékolika fazi, které jsou

vyobrazeny na obrazku 1.
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2. Colonization

3. Proliferation
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Obrazek 1 - Jednotlivé faze tvorby biofilmu (Srinivasan et al. 2021)

Prvnim krokem vzniku biofilmu je adheze, kdy dochazi k reverzibilnimu pfisednuti
jednotlivych bakterii k povrchu. Z této faze se mohou bakterie stale jednoduse navratit
do planktonické formy. Adheze bakterii zaleZi na jejich pohybu (pasivni transport
tekutinou ¢i aktivni transport za pomoci bicikl), na jejich vnéjsim naboji (zeta
potencialu), produkci extraceluldrnich polymer( (zejména pritomnost adhezin()
a fyzikdlné-chemickych reakcich (van der Waalsovy Ci elektrostatické sily). Adheziny
ve formé fimbrii specificky vazi mono i oligosacharidy, tim dochazi na materidlu nejdfive
ke vzniku jedné vrstvy biofilmu, kterd postupnym délenim nabyva 3D struktury za vzniku
mikrokolonii. Nadsledna maturace vede ke vzniku tzv. ,zralého” biofilmu. Poslednim
krokem biofilmového cyklu je disperze, tedy opétovné odtrhavani ¢asti biofilmu, na
zakladé tlaku cirkulujici vody, produkce latek podporujicich degradaci nebo odumirani
bakterii v biofilmu. Volné bakterie jsou nasledné pripraveny utvaret biofilm na jiném
uzemi (Némcova 2008; Rulik a Hola 2012).

Za adhezi jsou zodpovédné predevsim skupiny povrchovych proteind. Prvni

povrchovy protein byl odhalen u kmene S. aureus vyvolavajiciho mastitidy krav. Slo

o protein Bap (Biofilm associated protein). Po analyze primarni sekvence Bap, byla
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zjisténa strukturalni podobnost s proteiny v bunécné sténé gram-pozitivnich bakterii.
Také bylo zjisténo, Ze pfidani vapnikovych iontll do média blokuje schopnost tvorby
biofilmu. Geny pro Bap byly nalezeny i u dalSich stafylokok(l. Homology Bap nalezené u
jinych kmena jsou napfiklad BapA, Esp ¢i LapA. U lidskych typU S. aureus ale Bap chybi
(Sochorova 2010).

Bakterie v rlznych hloubkdch biofilmu méni svou genetickou expresi,
na zdkladé gradientu kysliku a vyZivy. Ve spodnich vrstvach biofilmu se tedy nachazi
buriky v klidovém stadiu ¢i pomalu rostouci. Naopak na povrchu, kde je pfistup Zivin
a kysliku, jsou buriky aktivné se délici. Celkové tedy biofilmy oproti planktonické formé
bakterii omezuji svou rychlost déleni v zajmu vétsi odolnosti (Dopitova 2015). Biofilm
v sobé tvori mikrokanalky, které zajistuji cirkulaci Zivin a odvadéni metabolit(. Diky
molekuldrni genetice bylo odhaleno, Ze po prvnich dvou fazich, tedy po adhezi a vzniku
mikrokolonii, dochazi k aktivaci gen( specifickych pro biofilm. Genl zodpovédnych
za zastavu tvorby bicik( ¢i za vznik polysacharidové matrix.

Polysacharidova matrix se skladd ze smési extraceluldrnich polymernich latek
(EPS), které zajistuji soudrinost biofilmu. Kromé neutrdlnich ¢i polyanionickych
polysacharidli, které sdruzovanim sdvojmocnymi ionty vytvari polymerni vldkna
a stavebnich i enzymatickych proteind, ma v matrixu nezastupitelnou roli
i extracelularni nukleova kyselina (eDNA). Role eDNA je stdle spekulativni. Drive
se zdalo, Ze jde pouze o derivovanou genomovou DNA z lyzovanych bunék, ale bylo
prokazano, ze v sobé ukryva i ¢asti odlisné od nukledrni DNA. JelikozZ vytvari mrizkovitou
strukturu, podél které se prendsi elektrony, diskutuje se i o jeji strukturdlni roli (Rulik
a Hold 2012; Flemming et al. 2007). Schematické znazornéni jednotlivych slozek biofilmu

je zobrazené na obrazku 2.
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Pozitivn& nabité
antimikrobiaIni latky

_|_

Horizontalni
geneticky penos

md;b'—

wmm Rezistentni
buiky
Negativné
nabita matrix
—

Rychle se délici

Perzistentni bufiky —

Gradient vyzivy ﬁ eDNA
m Pomalu rostouci bufiky (VENC)

Povrch

Obrazek 2 - SloZeni biofilmu (vlastni zpracovdni podle (Dominguez-Benetton 2007;
Rapacka-Zdonczyk et al. 2021))

SloZeni produkovaného EPS se rlizni dle bakterialni podstaty biofilmu, prostredi,
ve kterém se tvofi a vramci jednoho biofilmu i dle hloubky, ve které se produkujici
bakterie nachazi. Bylo napfiklad prokazano, Ze s hloubkou biofilmu stoupa koncentrace
polysacharidi (Némcova 2008; Lopez et al. 2010; Costerton et al. 1999).

Zformovany biofilm je z 97 % tvoren poréznimi ¢i absorbujicimi latkami, které
do sebe inkorporuji velké mnozstvi vody, diky ¢emuz dochdazi k vyraznému usnadnéni
pfisunu Zivin (Ghazay a Bukhari 2020).

Struktura biofilmu ma schopnost do uréité miry filtrovat antimikrobialni [atky. EPS
brzdi elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi pranik antimikrobidlnich latek
k burikdm, navic EPS obsahuje degradativni enzymy jako napfiklad beta-laktamazy.
K burikdm, které jsou tedy hloubéji v biofilmu, se skrz tyto mechanismy dostava
subletdini koncentrace antimikrobidlnich latek a zdroven jsou bakterie v této situaci
schopny aktivovat obranné mechanismy, jako je produkce urditych enzymi
(superoxiddismutaza, kataldza). K expresi téchto enzym( také vyznamné napomdha

guorum sensing (Dopitova 2015).
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6.1.3 Quorum Sensing

Objev komunikace mezi burfikami bakterii byl zlomovym bodem pro jejich
zkoumani. Do té doby se brala komunikace jako vyhrada vysSich organismd. Prvni
bakterie, u které byla tato schopnost dokazana, byla Vibrio Fischeri, bakterie Zijici
v oceanu, ktera je schopna bioluminiscence (Fuqua a Greenberg 2002).

Mezibakteridlni komunikace, diky které se biofilm pfizpUsobuje prostredi, byla
nazvana quorum sensing (QS). Kazdy bakterialni druh je schopen produkovat specifické
signalni molekuly (autoinduktory) a zaroven je schopen zachytit, zda dochazi k produkci
téchto molekul vjeho okoli. Cim vétdi je spolecenstvi stejnych bakterii, tim vy$&i
je koncentrace autoinduktoru. Pfi dosaZeni prahové koncentrace se signalni molekuly
navazou na receptor, ktery posila signal k indukci genl specifickych pro spoleéenstvi
a zajistujici urcité fyziologické aktivity biofilmu (napf. bioluminiscenci, virulenci,
symbidzu, pohyblivost, sporulaci) (Tiny Conspiracies - Bonnie Bassler (Princeton/HHMI)
2012).

Mezidruhovou komunikaci vétsiny bakterii zajistuje molekula autoinduktoru dva
(Al-2). Pro gramnegativni bakterie je specifickd produkce acetylovanych
homoserinovych lakton(i. Grampozitivni bakterie maji jako specificky autoinduktor
polymer, ktery predstavuje napt. N-acetyl glukosamin u kmene Staphylococcus aureus
(Lopez et al. 2010; Tiny Conspiracies - Bonnie Bassler (Princeton/HHMI) 2012).

Védci prisli s ndpadem vyuzit QS ke svému uzitku, a to konkrétné jeho inhibici.
Pokud bunky prezZivaji a ohroZuji organismus na zakladé komunikace, feSenim by mélo
byt jim v komunikaci zabranit a to bud pfimym rozkladem signalnich molekul nebo
vyuzitim inhibitor( k blokaci signalni molekuly (¢i jejich receptort) (Paldrychova 2016).
Mechanismem ruseni QS, ktery se také nazyvd Quorum Quensing (QQ) se védci
inspirovali od prirozené schopnosti nékterych prokaryot a eukaryot. Byly uréeny dvé
zakladni skupiny molekul, které se na QQ mohou podilet. Prvni skupinou jsou malé
molekuly strukturdlné podobné QS molekulam, a tedy schopné blokovat receptor
pro pravé signalni molekuly nebo zfedit jejich koncentraci pod hranici vyvoldni zmény.
Druhou skupinou jsou poté malé enzymy, které autoinduktory rozkladaji (Dong et al.
2007). Jako ptiklad muizeme zminit dokazanou inaktivaci receptorl LasR pro QS

u Pseudomonas aeruginosa za pouziti flavonoid( (Paczkowski et al. 2017). Tyto
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mechanismy tedy poukazuji na nové mozZnosti regulace bakterii i pfi antibiotické

rezistenci (Dong et al. 2007).

6.1.4 Faktory ovliviujici tvorbu biofilmu

Formovani biofilmu je zavislé na mnoha faktorech, které jsou shrnuty v tabulce
1. Jednim z téchto faktord je typ kolonizovaného povrchu. Bakterie nejlépe adheruji
na povrchy nejednotné, tedy drsné aporézni. Tyto povrchy se nejen hure Cisti,
ale prindsi bakteriim vice mista pro pfisednuti a ¢aste¢nou ochranu. Bylo dokazano, ze
idedlni jsou povrchy s péry o velikosti obdobné adherujicim burikam. Adherenci dale
ovliviiuje individualni schopnost tvofit glykokalyx, povrchova produkce extracelularnich
polysacharid(i, schopnost vytvareni elektrostatickych sil, ¢i vyskyt povrchovych fimbrii
a bicik (Hsu et al. 2013).

Biofilmy tvofi celkové |épe bakterie gramnegativni, které jsou diky vyskytu
endotoxinu v bakteridlni sténé hydrofobni.

Vznik biofilmu ddle ovliviuji faktory okolniho prostredi jako pH, teplota, pfisun
Zivin a povrchové treni (shear stress). Tyto faktory totiz ovliviiuji degradaci ¢i syntézu
druhého posla c-di-GMP (cyklicky diguanosinmonofosfat), ktery funguje jako signalni
molekula a pfti jeho vysoké koncentraci se zvysSuje produkce adhezin( a EPS (Dulinkova
2021).

Bylo prokazano, Ze pH ovliviuje zvlasté prvni krok formovani biofilmu, tedy
adhezi k povrchu spolu s formovanim bakteridlniho slizu (EPS). Pro vétSinu bakterii byla
uréena nejlepsi formace biofilmu pfi neutrdlnim pH (pH=7), kdy je zeta potencidl
zaporny.

Teplota prostredi ovliviiuje pfedevsim metabolismus a pfijem Zivin biofilmem. P¥i
zvySovani teploty pozorujeme zrychlovani ristu biofilmu a navyseni adheznich molekul
(fimbrie, biciky). U S. aureus byl zaroven pozorovan narlst hydrofobicity a tedy
pfilnavosti k povrchu. Naopak pfi snizovani teplot bylo pozorovano snizovani viskosity
EPS a nasledna mensi soudrznost struktury biofilmu. Mezi limitujicimi Zivinami miZeme
zminit napriklad dostatek kysliku ¢i glukdzy, které pomahaji vzniku biofilmu (Ghazay

a Bukhari 2020).
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Rozpad biofilmu s naslednym uvolfiovanim bakterii do okolniho prostredi
je zpUsoben zvysenim sily pritoku v okoli, a tedy zvySenim povrchového tfeni nebo
snizenim sily kompatibility biofilmu.

Na zdakladé znalosti faktord ovliviujici tvorbu biofilmu jsme schopni
optimalizovat vlastnosti material(i tak, aby byla adheze bakterii a nasledna formace
biofilmu co nejobtiznéjsi. Vznikaji tak povrchy (zvlasté v medicinském uziti), které jsou
antimikrobialné aktivni a to napf. elektrostaticky nabité nebo pokryté heparinem, coz
vytvari hydratovanou vrstvu aktivné odpuzujici mikroby. Dale je mozné povrchy pokryt

antibiotiky ¢i kovy (Ghazay a Bukhari 2020).

Tabulka 1- Faktory ovliviujici tvorbu biofilmu

Kolonizovany povrch (porozita, hydrofobicita,....)

pH prostredi

Vnéjsi prostredi Teplota prostiedi

PFisun Zivin (glukdza, kyslik)

Povrchové treni

Bakteridlni druh (Gram +/-)

. L Povrch bakterie (glykokalyx/ biciky)
Vnitfni prostredi

Quorum sensing

Slozeni EPS

6.2 Bakterie tvorici biofilm

Biofilm muze byt tvofen jednim mikroorganismem nebo Castéji vicero geneticky
odliSnymi druhy. Mezibunécéné pfilnuti v ramci jedno druhového biofilmu se nazyva
koheze, u smésného biofilmu koagregace (Némcova 2008).

Ve zdravotnictvi je biofilm nejcastéji tvoren kmeny: S. aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Streptococcus viridans,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae nebo Proteus mirabilis. S nejvétSim zastoupenim

prvnich dvou uvedenych (Khatoon et al. 2018).
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6.2.1 Biofilm kmene Staphylococcus aureus

S. aureus je komenzdlni grampozitivni kok kolonizujici kolem 30 % populace.
Zaroven je ale povaZovan za nejvice patogenni kmen u lidi i zvifat, a to predevsim kv(li
rezistenci k fagocytim, produkci toxin(, ¢asté tvorbé biofilmu a vyskytu rezistentnich
kmen(. V planktonni formé zpulsobuje akutni infekce, a ve formé biofilmu je casto
spojovan s infekcemi chronickymi, které i pres lé¢bu nevykazuji znamky hojeni.
Pfikladem mohou byt osteomyelitidy, infekce chronickych ran (ulcerace u diabetiku)
nebo endokarditidy. Kvili obtizné eradikaci biofilmu je casto nutné chirurgické
odstranéni celé postizené tkané (Archer et al. 2011).

Formovani biofilmu kmene S. aureus je zajisténo nékolika geny, které zajistuji
rozpoznani, adhezi a osidleni povrchu. Jedna se o fibrinogen binding proteins gene (fib),
clumping factor (clf), elastin binding protein (ebps), atd. Zaroven se adheze ucastni
kyselina teichoova a glykokalyx (Archer et al. 2011).

Quorum sensing, tedy mezibunécnou komunikaci u tohoto kmene zajistuje
dopliikovy genovy reguldtor (agr). Ten reguluje gen kddujici dva transkripty RNAII
a RNAIII, dle kterych vznikaji proteiny pro bunéénou komunikaci, exotoxiny (protedzy,
lipazy) a proteiny zajistujici lepsi virulenci. Tento regulator je komplementarni
s regulatorem sarA, ktery zajistuje prvotni faze formovani biofilmu (Idrees et al. 2021;
Archer et al. 2011).

S. aureus pfisedd na hostitelské proteiny, nasledné se adherujici bunky
pomnozuji a na zdkladé QS produkuji EPS, kterymi se obaluji (Cucarella et al. 2001).

Nejvice zastoupenymi polysacharidy v EPS S. aureus jsou PIA (polysaccharide
intercellular adhesin) a PNAG (poly-N-acetyl-B-1,6-glukosamin). Z proteint
se zde nachazi napt. Aap (Accumulation associated proteins) a FnBP (Fibrinogen binding
protein). Dale ma v biofilmu velky vyznam eDNA, kterd zajistuje horizontalni prenos
genu (napriklad téch pro rezistenci), udrZovani integrity biofilmu, mechanickou
antimikrobialni rezistenci a ireverzibilni adhezi. V biofilmu jsou jak pozitivné
tak negativné nabité ionty, celkové je ale povrch biofilmu negativni (Dopitova 2015;

Idrees et al. 2021).
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6.3 Modely pro sledovani biofilmu

Prvni se studiem bakteridlniho biofilmu zaobiral Bill Costerton v sedmdesatych
letech dvacatého stoleti. VyuZival metody in vitro a in vivo (hlodavci, skot) (McCowan et
al. 1978; Jacques et al. 1986). Se sou¢asnym stoupajicim dirazem na eticky systém t¥i R
(Replace, Reduce, Refine) od Russel a Bourcha (Russell a Burch 1960) se ale muselo
postupné upoustét od in vivo metodik. Od té doby vyrazné pokrocila metodika in vitro,
a to predevsim diky novym zobrazovacim, biochemickym a molekularnim metodam.
Nadale se zkoumaji biofilmy na Urovni spole€enstvi i jednotlivych bunék, a to proto,
aby bylo mozné zefektivnit boj proti nim a naopak optimalizovat jejich vyuZiti (Lebeaux
et al. 2013).

Modely pro rlst biofilmu se déli do tfi podkategorii. Modely uzaviené, oteviené
a takzvané mikrokosmy. Jednotlivé priklady nize popsanych modell jsou prezentovany

na obrazcich 3, 4, 5.

6.3.1 Uzaviené modely

Uzaviené modely jsou jednoduché, snadno kvantifikovatelné a vyuzivaji
statickych podminek pfi nizkém obsahu Zivin a provzdusnéni. Nejbéznéjsi uzavienou
metodu predstavuji klasické mikrotitracni desticky nebo vylepSené Calgary device
desticky (Calgary Biofilm Device, CBD), které diky hrotim zabranuji nespecifické
sedimentaci volnych bakterii na dno. Bylo dokdzano, Ze na jednotlivych hrotech
CBD vznikaji totozné biofilmy a jde tedy o zafizeni idealni pro rlst biofilmu k pozdéjSimu
zkoumani. Dale je moZné na hrotech optimalizovat velikost biofilmu a Iépe se vyhnout
kontaminaci. Systém je také mnohem jednodussi k zachazeni, nez nékteré oteviené
systémy (Ceri et al. 1999).

Z povrchu mikrotitracni desti¢ky, popf. hrot Calgary device mize byt biofilm
odstranén sonifikaci pro naslednou kvantifikaci. Pfipadné muze byt biofilm kvantifikovan
specifickym obarvenim, viz metody kvantifikace bakterialniho biofilmu (Lebeaux et al.
2013).

Dalsi uzavienou metodou je Biofilm Ring Test, ktery je vhodny predevsim
ke sledovani prevazné ranych stadii vzniku biofilmu. K bakteriadlni suspenzi jsou pfridany

paramagnetické mikrokulicky, které jsou postupné zabudovany do vznikajiciho biofilmu.
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Narlst biofilmové struktury je sledovan pomoci snizujici se pohyblivosti mikrokuli¢ek

v pfitomnosti magnetického pole (Chavant et al. 2007).

Obrazek 3 - Calgary biofilm device (z vlastni sbirky, nafoceno ve FNHK)

6.3.2 Oteviené modely

Oteviené systémy  zajistuji  kontinudlni  vyménu mrtvych  bunék
a metabolitli za Cerstvé Zivné médium. V tomto systému lze kontrolovat rlizné fyzikalni
parametry jako napfiklad trfeni. Nevyhodou otevienych systém( je nutnost
propracovanéjsiho specidlniho technického vybaveni. Mezi oteviené systémy radime
naptiklad Modifikovany Robbins device (MRD), kde se bakteridlni biofilm tvofi
pfi ménicim se pritoku okolni tekutiny (McCoy et al. 1981). Drip Flow Biofilm Reactor
umoznuje rist biofilmu primo na nahnutych mikroskopickych sklickach (Xu et al. 1998).
Rotating disc reactor umozniuje modifikovat proudéni tekutiny za pomoci koordinace
rotacniho pohybu (Pitts et al. 2001). DalSimi otevienymi systémy jsou napriklad: Kadouri
systém (Merritt et al. 2006), Flow cell (Heydorn et al. 2000), CDC biofilmovy reaktor
(Donlan et al. 2004) a Microfermentory (Ghigo 2001).

22



Obrazek 5 - The drip flow biofilm reactor (Azeredo et al. 2017)

6.3.3 Mikrokosmy

Nejdokonalejsi napodobeni in situ podminek do reality umoziuji mikrokosmy.
VétSinou je wvyuZzivdno vice bakteridlnich druhl a podminky se snaZi byt,
co nejpodobnéjsi opravdovému mistu vzniku biofilmu. Jako priklad muzZe slouzit
pfidavani slin nebo hydroxyapatitu, pfi napodobovani prostfedi dstni dutiny. Ddle
potahovani abiotickych materidla lidskymi burikami k vytvoreni prostiedi lidské tkané
(Lebeaux et al. 2013; Azeredo et al. 2017).

Mezi znamé mikrokosmy patfi napfiklad , Reconstituted Human Epithelia (RHE)“

(Schaller et al. 1998) ¢i ,,Zurich Oral Biofilm-model“(Guggenheim et al. 2011).
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6.4 Metody detekce a kvantifikace bakteridlniho biofilmu

Staci-li nam detekovat biofilm kvalitativné, dd se pouZit Christensenova
zkumavkovd metoda ¢i jeji variace Christensenova mikrotitratni metoda,
kdy se narostly biofilm vizualizuje barvenim. Dalsi kvalitativni metodou detekce
je kultivace na agaru s kongo Cerveni, tedy detekce pro biofilmy rodu Staphylococcus.
Bakterie tvofici biofilm se poznaji narlstem cernych suchych kolonii s matnym
povrchem ¢i hnédocernych kolonii se zénou precipitace. Biofilm negativni bakterie tvori
lesklé Cervené kolonie (Hrubanova 2011; Freeman et al. 1989).

Zakladnimi a stale nejvice uzivanymi metodami kvantifikace biofilmu jsou metody
kultivacni a molekuldrni. Pro kultivovatelné bakterie je tedy zlatym standardem pocitani
mnozstvi CFU/ml na agarovych plotnach, pro nekultivovatelné bakterie pritokova
cytometrie. DalSi mozZnosti je wvyuziti polymerazové rtetézcové reakce (PCR),
coz je ale metoda pro tyto Ucely znacné nepresna a to kv(li vyskytu eDNA a volné DNA
z mrtvych bunék, které pocet bakterii faleSné zvysuji. Tyto nezadouci vlivy Ize ale
eliminovat a to barvenim extracelularniho DNA fotoreaktivnim propidium monoazidem
(PMA). Takto oznacend DNA se nasledné vyradi pti extrakci (Azeredo et al. 2017). Dalsi

pouzivané metody jsou rozdéleny do nékolika odstavcu.

6.4.1 Fyzikalni metody stanoveni

Biofilm lze kvantifikovat na zakladé rozdilu hmotnosti suchého sklicka
(¢i jiné matrice pro mikrobidlni rast) pred narGstem biofilmu a nasledné
po jeho vytvoreni. Dalsi mozZnosti je elektrochemicka impedanéni spektroskopie (ECIS),
kdy se méri elektrochemicka reakce na elektrodé, ktera s narGstem biofilmu klesa. Dalsi
velmi uZivanou metodou je Ultrasonic time-domain reflektometrie, kterd zjistuje
tloustku biofilmu mérenim akustické impedance na obou jeho stranach. Dale se daji

vyuzivat i metody jako CT nebo rentgen (Azeredo et al. 2017).

6.4.2 Chemické metody stanoveni

Jednd se o metody vyuZivajici barviva a fluorochromy. Mezi nejc¢astéjsi patfi
barveni krystalovou violeti, karbolfuchsinem a safraninem. Tyto metody kvantifikuji

celou bakteridlni biomasu (mrtvé i Zivé bunky). Biofilm se zafixuje ethanolem
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nebo teplem, a nasledné obarvi. Krystalova violet se iontovymi reakcemi vaze na DNA,
proteiny nebo biofilmové polysacharidy. Prebytecna krystalova violet se oplachne vodou
a zachovalé modro-fialové zbarveni znaci vytvoreny biofilm. Zkumavkova varianta
tohoto testu se nazyva Christensenova zkumavkova metoda. Lze ji ale provést
i v mikrotitracnich destickach (Hrubanova 2011).

Dale existuji kolorimetrické reakce vyuzZivajici fyziologie bakterii, tedy jejich
metabolické premény barviv na stanovitelné derivaty. Prikladem miuze
byt dehydrogenace XXT (tetrazolinové soli), kterd se pouzivd jako marker bunécéné
respirace a pfi jeji redukci dochazi k pfeméné na silné barevny formazan.

Dalsim pouzivanym barvivem je Resazurin (znamy také jako AlamarBlue).
Jde o redoxni ¢inidlo, které je metabolizovdno na Resorufin. Jedna se o aktivni preménu
diky FMNH2, FADH2, NAHD, NADPH a cytochromUm (Pettit et al. 2005). VyuZziti
AlamarBlue je pfihodnéjsi diky nizké cené, rychlé reakci a spektrofotometrické
nez 10° CFU/biofilm). Tento limit byl snizen na 103 CFU/biofilm Fedénim suspenze

Cerstvym Zivnym médiem (Azeredo et al. 2017).

6.4.3 Mikroskopické metody

Pro zakladni identifikaci biofilmu zle vyuzit i svételna mikroskopie. Tato metoda
je semi-kvantitativni a slouzi tedy k odhadu bakterii v biofilmu a jejich morfologie. Pro
zlepSeni obrazu a odliseni jednotlivych struktur biofilmu lze vyuZit mikroskopii
fluorescencni. Tyto zakladni mikroskopické metody jsou nicméné nevhodné v pripadé
hutného mnohavrstevného biofilmu. Pro zobrazeni celé 3D struktury biofilmu
je potfeba dosahnout vétsiho zvétseni na Urovni vizualizace jedné buriky a pozorovani
vnitfnich vrstev biofilmu. Toho Ilze dosahnout konfokalni laserovou skenovaci
mikroskopii (CLSM). Pfi tomto typu mikroskopovani musi byt bakterie schopny
fluorescence na coz Ize vyuzit rlizné fluorescencni proby s Sirokym spektrem specifik.
Nejcastéji se pouZzivaji barviva SYTO-9 a Sybr-green, kterd se vdzou na DNA. Dalsi
moznosti je geneticka Uprava bakterii, aby vykazovaly schopnost auto-fluorescence
(Azeredo et al. 2017).

Pfipadné lze vyuZzit fluorescencni in situ hybridizaci (FISH), kterd mize dopomoci
identifikovat jednotlivé kmeny ve vicedruhovém biofilmu (Idrees et al. 2021).
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V neposledni fadé lze vyuZit moderni elektronové mikroskopy, at uz SEM
(skenovaci elektronovy mikroskop) nebo TEM (transmisni elektronovy mikroskop).
Tyto metody umoziuji pozorovat nejmensi casti jako napf. nukleové kyseliny
nebo proteinové struktury. Nevyhodou je naopak specifickd Uprava vzorkd, pfi které
dochazi k celkové dehydrataci (Azeredo et al. 2017).

Posledni vybranou metodou je mikroskopie atomdrnich sil (AFM), pfi které
je moziné pozorovat biofilm ve fyziologickém stavu bez dehydratace. Jde o snimani
povrchu stejné jako u SEM, ale vysledkem je 3D obraz v nanometrovém rozliseni.

Tato metoda ale snima velmi malé pole vzorku (Chatterjee et al. 2014).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

V experimentdlni ¢asti byla sledovana tvorba bakteridlniho biofilmu dvéma
kmeny S. aureus, ve tfech rlznych Zivnych bujénech, na tfech rtiznych povrsich po dobu
24 a 72 hodin.

NaruUst biofilmu byl pozorovan pomoci metabolické metodiky s AlamarBlue (AB).
AB je netoxickd slou€enina, které se vyuziva ke zjisténi Zivotnosti bakterii, do kterych
snadno, bez naruseni jejich bunécné stény, pronikd. Bakterie aktivné preménuji
oxidativni formu modrého barviva Resazurinu na formu redukovanou, ¢ervenou a silné
fluoreskujici — Resorufin. Zména se da stanovit jiz ,,okometricky” na zdkladé zmény
barvy, presnéji ale stanovenim vzruistajici fluorescence ¢i absorbance. Ve vysledku

mulzZeme tedy na zakladé vytvorenych graf(i stanovit kvantitu Zivych bunék ve smési.

7.1 Pouzity biologicky material

V experimentdlni ¢asti jsme vyuzili dvou bakteridlnich kmenl — S. aureus (STAU)
a jeho meticilin-rezistentni verze (MRSA). Jednalo se o klinické izolaty z oddéleni FNHK,
které jsme uchovavali zamrazené ve sterilnich kryozkumavkach ITEST KRYOBANKA B
s poréznimi kulickami a mediem (ITEST plus s.r.o., Hradec Krélové, Ceskd republika) pfi
-80°C. Po jejich rozmrazeni jsme si kfizovym roztérem na trypton-séjovém agaru (TSA)

vytvorili ¢istou sekundarni kulturu, kterou jsme uchovavali maximalné 2 tydny pfi 4°C.

7.2 Pouzité chemikalie a material

V rdmci experimentu jsme poutzili tfi Zivna media — Mueller-Hinton bujon (MH,
Himedia, Cadesky-Envitek, Ceska Republika), bujén z mozkosrdcové infuze (BHI,
Himedia, Cadesky-Envitek, Ceskd Republika), trypton-séjovy bujén (TSB, Himedia,
Cadesky-Envitek, Ceska Republika). Viechny bujény byly pfipraveny ze suché smési
rozpusténé v destilované vodé dle pomérd uvedenych na obalu a nasledné sterilizovany
v autoklavu. Dale byly pouzity tfi typy specidlnich mikrotitracnich desticek Calgary
Device (MBEC Biofilm Inoculator, InnovaTech, Canada) — C(isté plastovy povrch,

hydroxyapatitem (HA) potaZeny povrch a oxidem titani¢itym (TiO2) potazeny povrch.
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Z chemikalii byly pouzity AlamarBlue (AB, Invitrogen, ThermoFisher, Eugene, Oregon)

a fyziologicky roztok (B. Braun, Melsungen, Némecko).

7.3 Technické vybaveni

Automatické pipety 20, 200, 1000 uL (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

- Denzitometr Den-1B (BioSan, Riga, Lotyssko)

- Vortex Stuart (Bibbyscientific/ColeParner, Staffordshire, UK)

- Laminarni box HealForce, HFSafe 1200LC (Shanghai Lisben scientific
equipment, Sanghaj, Cina)

- Termostat CelCulture-CO2 Incubator (ESCO, Singapur)

- Trepacka OrbiShaker CO2 (BenchMark, Sayreville, NJ 08872 USA)

- Opticky spektrofotometr SynergyTM HT(BioTek Instruments, Vermont, USA)

- Software: GraphPad PRISM 9 (GraphPad Software Inc., Kalifornie)

7.4 Metodika

7.4.1 Zasady prace s bakterialni suspenzi

Prace s bakteridlnimi kmeny S. aureus fadi laboratof do uUrovné biologické
bezpecnosti 2 (BSL-2). Kladli jsme proto dliraz na nosSeni OOPP: laboratorni plast,
prezlivky a rukavice. Veskerou manipulaci s bakteriemi jsme provadéli v laminarnim
boxu, aby nedosSlo ke kontaminaci okoli. Zaroven jsme branili zaneseni jinych
mikroorganismd na nasi pracovni plochu a to pomoci dezinfekce vseho, co bylo
do lamindrniho boxu vneseno. Po dokonceni prace byl odpad pred likvidaci dezinfikovan
rozpustnymi chlorovymi tabletami. Znovu poutzitelné pomucky byly autokldvovany.

Laminarni box byl vysvicen UV svétlem.

7.4.2 Optimalizace metodiky AlamarBlue

7.4.2.1 Priprava bakteridalnich suspenzi

Ze sekundarni bakterialni kultury jsme odebrali par kolonii, které jsme za vyuziti
klicky a vortexu resuspendovali ve fyziologickém roztoku. Nasledné jsme zméfili denzitu

roztoku na optickém denzitometru a pridavali kolonie Ci fedili suspenzi, dokud jsme
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nedosahli denzity 1 McFarland. Dle McFarlandovy zdkalové stupnice vime, Ze tato
suspenze S odpovida zhruba 3x108 CFU/ml. Pfesné CFU/ml bylo stanoveno spoditanim

kolonii na agaru po inokulaci suspenze na TSA a inkubaci pfi 35°C pres noc (viz 7.4.4).

7.4.2.2 Experiment s 5% AlamarBlue

Pfipravenou suspenzi STAU a MRSA jsme nasledné 1:10 rozredili ve tfech typech
zivného media (MH, TSB, BHI) a 209 ul takto pripravenych roztokl (S1 v tabulce 2) jsme
napipetovali do jamek fadku A mikrotitracni desticky. Do jamek radku B jsme
napipetovali 190 pul media a 19 pl suspenze z fadku A. Do jamek fadku C jsme
napipetovali 171 pl media a 19 pl suspenze z fadku B. Timto jsme pfipravili 3 fedéni
(1:10, 1:100, 1:1000) puvodni suspenze pro oba kmeny a vSechny media. Do fadku
D jsme napipetovali pouze 190 pl media, jako negativni kontrolu. Obsah jednotlivych
jamek je zndzornén v tabulce 2.

V této fazi experimentu jsme zkouseli kvantifikovat bakterie pomoci 5 % AB
a tak jsme do kazdé jamky vzhledem k pomérim pridali 10 pl AB. Pfed méfenim

absorbance byla desticka zabalena do alobalu a uloZzena do termostatu.

Tabulka 2 - Experiment s 5% AlamarBlue

STAU MRSA
Pridavek
10 ul AB 1 2 3 4 5 6
A 209 pulS1 [209 pulS2 {209 ulS3 209 plS1 [209 plS2 | 209 pl S3
190 ul MH {190 ul 190 I BHI | 190 pul MH {190 pl TSB | 190 ul BHI
+19pulz |TSB+19 |+19ulz |[+19ulz |+19pulz |+19plz
B Al ul z A2 A3 A4 A5 A6
171 pl MH (171 pl 171 wl BHI [ 171 pl MH | 171 pl TSB | 171 pl BHI
+19pulz |TSB+19 |+19ulz |[+19ulz |[+219pulz |+19ulz
C B1 ul z B2 B3 B4 B5 B6
D 190ul 190 pl 190 pl
(kontroly) | 190ul MH | TSB 190ul BHI | MH TSB 190 ul BHI

Vysvétleni zkratek v tabulce: Mueller-Hinton bujon (MH), Trypton-sojovy bujon (TSB),
bujon z mozkosrdcové infuze (BHI), oxidoredukéni Cinidlo AlamarBlue (AB), pouzité
kmeny Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni Staphylococcus Aureus
(MRSA).
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7.4.2.3 Experiment s 1% AlamarBlue

Pfipravenou suspenzi STAU a MRSA jsme 1:10 rozredili ve tfech typech Zivného
media (MH, TSB, BHI) a 218 ul takto pfipravenych roztok( (S1 v tabulce 1) jsme
napipetovali do jamek fadku A mikrotitracni desticky. Do jamek radku B jsme
napipetovali 198 pl media a 20 pl suspenze z fadku A. Do jamek fadku C jsme
napipetovali 178 pl media a 20 pl suspenze z fadku B. Timto jsme pfipravili 3 fedéni
(1:10, 1:100, 1:1000) puvodni suspenze pro oba kmeny a vSechny media. Do radku
D jsme napipetovali pouze 198 ul media, jako negativni kontrolu. Obsah jednotlivych
jamek je zndzornén v tabulce 3.

V této fazi experimentu jsme zkouseli kvantifikovat bakterie pomoci 1% AB
a tak byly do kazdé jamky pridany 2 ul AB. Pfed mérenim absorbance byla desticka

zabalena do alobalu a uloZzena do termostatu.

Tabulka 3 - Experiment s 1% AlamarBlue

STAU MRSA
Pridavek
2 ul AB 1 2 3 4 5 6
A 218 plS1 218 pulS2 {218 pulS3 218 ulS1 |218 ulS2 | 218 ulS3
198 ul 198 ul 198 ul 198 ul 198 ul 198 pl BHI
MH+20 [TSB+20 [BHI+20 [MH+20 |TSB+20 |+20ul z
B pl z Al ul z A2 pl z A3 pl z Ad ul z A5 A6
178 ul 178 pl 178 ul 178 ul 178 pl 178 pl BHI
MH+20 [TSB+20 [BHI+20 |[MH+20 |TSB+20 |+20ul z
C ul zB1 ul z B2 pl z B3 ul z B4 ul zB5 B6
D 198 ul
(kontroly) | 198 pl MH | TSB 198 Il BHI | 198 pl MH {198 pl TSB | 198 ul BHI

Vysvétleni zkratek v tabulce: Mueller-Hinton bujon (MH), Trypton-sojovy bujon (TSB),
bujon z mozkosrdcové infuze (BHI), oxidoredukéni Cinidlo AlamarBlue (AB), pouZzité
kmeny Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni Staphylococcus Aureus
(MRSA).

7.4.2.4 Méreni absorbance a vypocet AB redukce

Pro nase experimenty jsme vyuZili méreni absorbance pti dvou vinovych délkach
(570 nm a 600 nm), a to 12x po pll hodinach. Kvuli vysoké citlivosti na svétlo bylo pfi

praci s AB svétlo omezeno na minimum. Pti praci v laminarnim boxu jsme méli vypnuté
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hlavni svétlo a nasledné jsme desticku balili do alobalu, aby byla pred okolnim svétlem
chranéna.

Pro vypocet redukce AB ndm poslouzil vzorec od vyrobce (viz rovnice 1), kde kromé
nami namérenych hodnot pouzivdme molarni absorpcni koeficient €, coz je konstanta
udavajici, jak moc dand chemicka struktura absorbuje svétlo pfi dané vinové délce (v
jednotkach m?/mol). Molérni absorpéni koeficienty jsou uvedeny v tabulce 4. V rovnici
je pouzivan gox pro oxidovanou formu AB a ered pro AB redukovanou. Ddle v rovnici
pocitame s koncentracemi a to cred - koncentraci redukované AB (Cervend) a cox —
koncentraci oxidované AB (modrd). Absorbance A je absorbanci testovaného vzorku,

zatimco A’ negativni kontroly. VInova délka A1 je vinova délka 570 nm a A2 600 nm.

Rovnice 1 - Vypocet procentudlni redukce AB

% redukované AlamaeBlue = Cred (test well) (eox)A2*AN1 - (cox)A1*AN2

= 100
Cox (NK) (ered)A1*A'A2 - (ered)A2*A'A1 X

Tabulka 4 — Moldarni absorpcni koeficient pro riizné vinové délky

570 nm 600 nm
€ox (m?/mol) 80,586 117,216
€red (m?/mol) 155,677 14,652

7.4.3 Kalibracni krivka zavislosti AlamarBlue na mnozstvi bakterii

Dalsim krokem experimentdlni ¢&asti bylo stanoveni zdavislosti redukce
AB na mnozstvi bakterii ve vybranych mediich. V mikrotitrac¢ni desticce jsme si vytvofili
Sest redicich rad. Jednu pro STAU v MH, dalsi pro STAU v BHI, treti pro STAU v TSB. (Dalsi
tfi pro stejnd media s MRSA). Ve zkumavce jsme nejprve vytvofili primarni suspenzi S
pro kazdou fadu o optickém zdkalu 3-4 McFahrland, coZz odpovida zhruba koncentraci
10° CFU/ml. Nésledné byly pro kaZdou Fadu pfipraveny suspenze S1-S3 desitkovym
fedénim v daném mediu. Jednotlivé suspenze byly nasledné pipetovany a fedény

v deviti jamkach jednoho radku dle rfediciho schématu viz tabulka 5.
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Tabulka 5 - Pfiprava bakterialnich suspenzi pro kalibracni kfivku zdvislosti
AlamarBlue na mnozstvi bakterii

Teoretické

Jamka | Obsah jamky CFU/ml
1 95 pl suspenze S 10° CFU/ml
) 47.5 ul_. suspenze S +47.5 5x108 CFU/ml
pl media
3 95 pl suspenze S1* 102 CFU/ml

47.5 ul suspenze S1+47.5

7
4 ul media 5x107 CFU/ml
5 95 pL suspenze S2** 107 CFU/ml
6 47.5 ul .suspenze S2+47.5 5x10° CFU/m
ul media
7 95 pL suspenze S3*** 10° CFU/ml
3 47,5 ul .suspenze S3+47,5 5x10° CFU/m
ul media
9 9,5 HL suspenze S3+ 85,5 ul 105 CFU/ml
media
10 95 ul media 0 CFU/ml

Vysvétleni:
*S1 =100 pL S + 900 pl media
** 52 =100 ul S1 + 900 pl media
**% 53 =100 ul S2 + 900 pl media

Primarni suspenzi jsme tedy zfedili 1:1 a nasledné 1:9. Pomér 1:9 jsme oznacili
jako suspenzi S1, kterou jsme nasledné opét zredili 1:1 a 1:9. Pomér 1:9 byl oznacen jako
suspenze S2. Et cetera.

Desata jamka slouzila jako negativni kontrola. Obsahovala tedy jen 95 uL daného
media bez bakteridlniho kmene. Do vsech jamek jsme nasledné ptidali 5 pl AB
a dle stejné metodiky jako u predchozich experimentl spektrofotometricky odecitali
absorbanci po 1 a 3 hodinach, pro dvé vinové délky (570 nm a 600 nm). Ndsledné jsme
dle jiz zndmé rovnice 1 vypocitali redukci AB.

Pfesné pocty jednotek tvoficich kolonie na jeden mililitr suspenzi (CFU/ml) byly
stanoveny spocitanim kolonii na agarech po inokulaci danou suspenzi a inkubaci pfi 35°C
pres noc (viz 7.4.4).

Ze stanovenych hodnot CFU/ml a zjisténych hodnot redukce AB jsme vytvorili

kalibrac¢ni kfivku zavislosti redukce AB (osa y) na mnozstvi bakterii (osa x). Kalibracni
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kfivka byla vytvorena pro oba kmeny, vSechny media, pfi ode¢tu po 1 a 3 hodinach

(celkem tedy 12 kalibracnich kFivek).

7.4.4 Stanoveni pfesného CFU/ml pomoci vysazeni na agar

Pro stanoveni pfesného CFU/ml byly nejprve bakteridlni suspenze nafedény
v desitkové radé. VSechna fedéni byly nasledné inokulovany v objemu 100 ul na Petriho
misky s MH pudou a inkubovdny 24 h pfi 35°C. Nasledné byly spocitany kolonie
na plotnach s narlistem v rozmezi 30 - 300 dobie oddélenych kolonii (Koch 2014).

Pti stanoveni presného CFU/ml pUvodni suspenze se nasledné pripocitalo redéni

odpovidajici odectené plotné.

7.4.5 Rust biofilmu

Biofilm byl formovan na tfech typech specialnich destic¢ek Calgary biofilm device.
Hroty na vi¢ku byly plastové, potazené hydroxyapatitem nebo oxidem titanicitym.
Nejprve bylo zapotiebi vytvofrit si bakteridlni suspenzi S (viz krok 7.4.2.1) pro kazdy
z nasich kmen a to o koncentraci 1 McFahrland. Kazdy radek mikrotitracni desticky byl
vyhrazen pro urcitou bakterii v uréitém mediu (a to v poméru 9,9 ml media + 100 pL
bakterialni suspenze S — tedy 100x zfedény). Do kazdé jamky jsme napipetovali 150 pL
vzniklé inokulacni suspenze pro optimalni zanofeni hrotli. Experiment jsme provedli
v duplikatu. Nar(st bakteridlniho biofilmu jsme hodnotili po 24 a 72 hodinach inkubace
pfi 35°C.

Pfed samotnym mérenim bylo nutné hroty s vytvorenym biofilmem oplachnout
ve fyziologickém roztoku, aby doslo k odmyti bunék neadherovanych k biofilmu a vicko
zanofit do nové mikrotitracni desticky obsahujici médium s pridavkem AB (5 %).
Poté byla desti¢ka zabalena do alobalu a vloZzena do termostatu, odkud byla vyjmuta
a promérena spektrofotometricky pri 570 a 600 nm po tfech a péti hodinach inkubace.
Pro vypocet redukce AB byl opét pouzit vypocet dle rovnice 1. Narostly biofilm byl

nasledné kvantifikovan pomoci stanovenych kalibracnich krivek.
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7.4.6 Statistické zpracovani dat

Kalibracni  kfivky jsme stanovili v programu Graphpad Prism 9.
Jde o kalibracni kfivky AB redukce v zavislosti na CFU/ml. Diky témto kfivkam lze stanovit
mnozstvi bakterii v biofilmu na zakladé zmérené redukce AB.

Stanovené hodnoty jsme podrobili Shapiro-Wilk testu normality, za pomoci
kterého jsme zjistili, Ze nase data nejsou normalné rozloZena. Proto byly jednotlivé
bakteridlni biofilmy tvorfeny kmeny MRSA a STAU, na rliznych povrsich, v rGznych
médiich a po rizné dobé inkubace porovnany pomoci neparametrického testu Kruskal-
Wallis. Nasledné jsme vyuZili jesté Dunnliv test pro podrobnéjsi porovnani méreni
v pdrech, k identifikaci presnych mist statisticky vyznamnych rozdil(i. Pfi testovani byla
vyuzita klasicka hladina spolehlivosti 5 %.

Ve vysledcich uvadime sloupcové grafy, kde jsou znazornény medidny

s mezikvartilovym rozpétim.
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8. VYSLEDKY

8.1 Optimalizace metodiky s AlamarBlue

Bakterialni nardst byl hodnocen pomoci metabolizace AB, viz metodika 7.4.2.
Podle protokolu (Thermo Fisher Scientific Inc 2019) od vyrobce je doporucovano pouzit
pro nespecifické bunécné stanoveni 10% AB v celkovém objemu. V literaturfe jsme
nalezli, Ze pro obdobnou biofilmovou kvantifikaci jako je pfedmétem této prace,
vyuzivali R. K. Pettit a spol. (Pettit et al. 2009; 2005) 5% AB v celkovém objemu. V ramci
ekonomické Uspory jsme se rozhodli porovnat stanoveni s 5% a 1% AB v celkovém
objemu. Ze ziskanych hodnot méreni jsme zjistili, ze pfi méreni s 1% AB jsou vysledné
hodnoty zatizeny vyssi smérodatnou odchylkou, a proto je vhodnéjsi zlistat u ovérené
5% koncentrace AB. Jednotliva stanoveni s pfislusSnymi smérodatnymi odchylkami jsou

vyobrazena na pfilozenych grafech 1 a 2.
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Graf 1 - Stanoveni AB redukce po 1 hodiné.

Pro jednoho patogena v jednom médiu vidime vZdy vysledek pfi pouZiti 1% i 5%
AlamarBlue (AB) a to pro tfi riiznd mnoZstvi jednotek formujicich kolonii
(CFU/mI). Typy bakterii Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni
Staphylococcus Aureus (MRSA). Typy bujéni: Mueller-Hinton (MH), Trypton-
sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové infuze (BHI).
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Graf 2 - Stanoveni AB redukce po 3 hodindch.

Pro jednoho patogena v jednom médiu vidime vidy vysledek pri pouZiti 1% i 5%
AlamarBlue (AB) a to pro tfi riiznd mnoistvi jednotek formujicich kolonii
(CFU/ml). Typy bakterii Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni
Staphylococcus Aureus (MRSA). Typy bujéni: Mueller-Hinton (MH), Trypton-
sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové infuze (BHI).

8.2 Kalibracni krivka zavislosti AB na mnozZstvi bakterii

Na zakladé fedicich fad bakteridlnich suspenzi jsme ziskali grafy zavislosti
redukce AB na mnozstvi CFU/ml. Z téchto kfivek a rovnic z nich vychazejicich bylo mozné
nasledné dopoditat, kolik bakterii se nachazi, v kterém biofilmu, pfi stanovené AB
redukci. Diky koeficientu determinance R?, ktery u vétsiny rovnic dosdhl hodnot nad 0,9,
jsme ovéfili, Ze tento regresni model je kvalitni a odpovidajici. Jsou zde pfilozeny
jednotlivé kalibracni kfivky vytvorené pro odecet redukce AB po 1 a 3 hodinach pro STAU
(graf 3, 4, 5) i MRSA (graf 6, 7, 8). Kalibrac¢ni kfivka pro odecet po 5 hodinach nebyla
stanovena, jelikoz tou dobou, pro zvolené rozmezi 10°-10® CFU/ml, byla vétsina
pFipravenych suspenzi (obsahujicich vice neZ 10® CFU/ml) jiz za bodem maximalni

redukce AB.
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Graf 3 - Kalibracni kfivky pro ndriist kmene Staphylococcus Aureus (STAU) v Trypton-
Sojovém bujonu (TSB) po 1 a 3 hodindch

Na ose x je mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miiZeme vidét rovnici kalibracni
kfivky Y a koeficient determinance R>.
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Graf 4 - Kalibracni kfivky pro ndariist kmene Staphylococcus Aureus (STAU) v Mueller-
Hinton bujonu (MH) po 1 a 3 hodindch

vrs s

Na ose x je mnoiZstvi jednotek tvoricich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miZeme vidét rovnici kalibraéni

kfivky Y a koeficient determinance R>.
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Graf 5 - Kalibracni krivky pro ndriist kmene Staphylococcus Aureus (STAU) v bujonu
z mozkosrdcové infuze (BHI) po 1 a 3 hodindch

Na ose x je mnoiZstvi jednotek tvofFicich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miZeme vidét rovnici kalibracni
kfivky Y a koeficient determinance R>.
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Graf 6 - Kalibracni krivky pro ndrist kmene meticilin-rezistentniho Staphylococca
Aurea (MRSA) v Trypton-sojovém bujonu (TSB) po 1 a 3 hodindch

vrs_ s

Na ose x je mnoiZstvi jednotek tvoficich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miZeme vidét rovnici kalibraéni
kfivky Y a koeficient determinance R>.
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Graf 7 - Kalibracni krivky pro ndrist kmene meticilin-rezistentniho Staphylococca
Aurea (MRSA) v Mueller-Hintonové bujonu (MH) po 1 a 3 hodindch

vrs s

Na ose x je mnoiZstvi jednotek tvofFicich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miZeme vidét rovnici kalibracni
kfivky Y a koeficient determinance R>.
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Graf 8 - Kalibracni krivky pro ndrist kmene meticilin-rezistentniho Staphylococca
Aurea (MRSA) v bujonu z mozkosrdcové infuze (BHI) po 1 a 3 hodindch

vrs_ s

Na ose x je mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii v mililitru (CFU/ml) na ose y
redukce AlamarBlue (AB) v procentech. Ddle miiZeme vidét rovnici kalibracni

kfivky Y a koeficient determinance R>.
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8.3 Stanoveni tvorby biofilmu

MnoZstvi bakterii v biofilmu formovaném na HA a TiO, povrchu se pohybovalo
vrozmezi 1,26x107 — 2,70x10% CFU/ml. Plastovy povrch se prokdzal jako nejméné
vhodny pro tvorbu biofilmu. Redukce AB probihala na plastovém povrchu velmi pomalu
aipo 3 hodinach bylo zredukovdano méné nez 10 % AB. Takto nizké hodnoty jsou zatizeny
vysokou chybovosti a nejsou tedy vhodné pro presné stanoveni CFU/ml. Vliv
jednotlivych faktorl na rast biofilmu je vyhodnocen v ndsledujicich odstavcich

a prilozenych grafech.

8.3.1 Tvorba biofilmu kmeny S. aureus a meticilin-rezistentni S.
aureus
Pti porovnani tvorby biofilmu kmenem STAU a MRSA byla pozorovana zvysena
tvorba biofilmu rezistentni variantou kmene, a to predevsim pfi pouZiti MH média.
V takové situaci a zaroven pfi kultivaci v TBS na HA povrchu byla zvySend tvorba biofilmu
rezistentnim kmenem statisticky vyznamna. Stanoveny narust biofilmu v jednotlivych
skupindach, prezentovan jako mnozZstvi bakterii tvofici biofilm (CFU/ml), je i se statickym

zhodnocenim dat zobrazen na grafu &islo 9.
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Graf 9 - Tvorba biofilmu kmeny S. aureus a meticilin-rezistentni S. aureus

reprezentovand jako mnoZstvi bakterii tvoFici biofilm v mililitru (CFU/ml)

V grafu jsou uvedeny vysledky Kruskal-Wallis testu: medidn s mezikvartilovym
rozpétim (n = 32). Hladina vyznamnosti odpovida ** (p < 0,01); **** (p < 0,0001).

vrs s

Hodnoty CFU/ml vyjadFuji mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii na mililitr. KaZda
dvojice sloupcii predstavuje situaci v jednom bujonu a na jednom povrchu. Typy
bujoni: Mueller-Hinton (MH), Trypton-sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové
infuze (BHI). Typy povrchii: hydroxyapatit (HA), oxid titanicity (TiO:).

8.3.2 Vliv doby inkubace na tvorbu biofilmu

Pti sledovani vlivu doby inkubace na tvorbu biofilmu byl porovnan narlst
biofilmu v CFU/ml po 24 h a 72 h. Statisticky vyznamné mohutnéjsi biofilm byl po delsi
72 hodinové inkubacni dobé vytvoren pouze dvakrat, a to u kombinace STAU-BHI-HA a
MRSA-TSB-HA. Ostatni experimentalni skupiny neprokazaly vyznamny vliv inkubacni
doby na hustotu tvoreného biofilmu. Stanoveny narist biofilmu v jednotlivych
skupinach, prezentovan jako mnozstvi bakterii tvofici biofilm (CFU/ml), je i se statickym

zhodnocenim dat zobrazen na grafu ¢islo 10.
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Graf 10 - Vliv doby inkubace na tvorbu biofilmu, reprezentovan jako mnoZstvi

vrs_ s

narostlych bakterii tvoFicich biofilm v mililitru (CFU/mI)

V grafu jsou uvedeny vysledky Kruskal-Wallis testu: median s mezikvartilovym
rozpétim (n = 32). Hladina vyznamnosti odpovida: **** (p < 0,0001). Hodnoty

vs_ s

CFU/ml vyjadFuji mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii na mililitr. KaZda dvojice
sloupcu predstavuje situaci jedné bakterie vjednom bujonu a na jednom
povrchu. Typy bujoni: Mueller-Hinton (MH), Trypton-sojovy bujon (TSB), bujon
z mozkosrdcové infuze (BHI). Typy povrchi: hydroxyapatit (HA), oxid titanicity
(TiOz). Typy bakterii Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni
Staphylococcus Aureus (MRSA).

8.3.3 Vliv kultivacniho média na tvorbu biofilmu

Nejvice statisticky vyznamnych rozdili bylo odhaleno pti sledovani vlivu
kultivacniho média na tvorbu biofilmu. Detekovali jsme 7 statisticky vyznamnych rozdild,
z Cehoz pét s hladinou vyznamnosti nizsi nez 0,0001 % a dalSi dva s hladinou vyznamnosti
nizsi nez 0,01 %. Kmen STAU wvytvoril statisticky vyznamné mohutnéjsi biofilm
v kultivaénim médiu BHI oproti MH a TSB na TiO2 povrchu jiz po 24h inkubace a na HA
povrchu po 72 hodinach inkubace. U TiO2 povrchu doslo nasledné po delsi 72h inkubaci
k vyrovndani narostlého biofilmu ve viech médiich bez vyznamnych rozdil. Kmen MRSA
také vytvoril statisticky vyznamné mohutngjsi biofilm v kultivaénim médiu BHI oproti
MH a TSB na HA povrchu po 72h inkubace. Pro kmen MRSA byl na povrchu TiO>

pozorovan pouze trend mohutnéjSiho biofilmu. Stanoveny nardst biofilmu
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v jednotlivych skupindach, prezentovany jako mnozZstvi bakterii tvofici biofilm (CFU/ml),

je i se statickym zhodnocenim dat zobrazeny na grafu ¢islo 11.
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Graf 11 - Vliv kultivaéniho média na tvorbu biofilmu, reprezentovdn jako mnoZstvi
narostlych bakterii tvoricich biofilm (CFU/ml)

V grafu jsou uvedeny vysledky Kruskal-Wallis testu: medidn s mezikvartilovym
rozpétim (n = 32). Hladina vyznamnosti odpovida ** (p < 0,01); **** (p < 0,0001).
Hodnoty CFU/ml vyjadFuji mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii na mililitr. KaZda
trojice sloupci predstavuje situaci jedné bakterie na jednom povrchu, za jeden
Casovy usek. Typy povrchii: hydroxyapatit (HA), oxid titanicity (TiOz). Typy
bakterii Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni Staphylococcus
Aureus (MRSA). Kultivacni media, pro kterd jsou zmény pozorovdny: Mueller-
Hinton bujon (MH), Trypton-sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové infuze
(BHI).

8.3.4 Vliv povrchového substratu na tvorbu biofilmu

Pfi porovnani tvorby biofilmu na povrsich potazenych HA a TiO,, se pro
biofilmovou formaci prokazal jako vyhodné;jsi HA povrch. Primérnd biofilmova hustota
vyjadiena v CFU/ml byla na tomto povrchu vyssi s jedinou vyjimkou (STAU — BHI — 24h).
Markantnéjsi rozdily byly pozorovany po 72 hodinové inkubaci u kmene MRSA v
mediu TSB a BHI, a ddle u kmene STAU v mediu BHI. Stanoveny narust biofilmu
v jednotlivych skupinach, prezentovan jako mnozZstvi bakterii tvofici biofilm (CFU/ml), je

i se statickym zhodnocenim dat zobrazen na grafu Cislo 12.
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Graf 12 - Vliv povrchového substrdtu Calgary device na tvorbu biofilmu, reprezentovdn
jako mnoZstvi bakterii tvofici biofilm v mililitru (CFU/mI).

V grafu jsou uvedeny vysledky Kruskal-Wallis testu: medidn s mezikvartilovym
rozpétim (n = 32). Hladina vyznamnost odpovida * (p < 0,05); **** (p < 0,0001).
Hodnoty CFU/ml vyjadfuji mnoZstvi jednotek tvoficich kolonii na mililitr. KaZda
dvojice sloupcii predstavuje situaci jedné bakterie v jednom mediu, za jeden
Casovy usek. Typy bakterii Staphylococcus Aureus (STAU) a meticilin-rezistentni
Staphylococcus Aureus (MRSA). Typy bujoni: Mueller-Hinton bujon (MH),
Trypton-sojovy bujon (TSB), bujon z mozkosrdcové infuze (BHI). Zmény byly
pozorovdny pro dva kultivacni povrchy: hydroxyapatit (HA), oxid titanicity (TiO:).
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9. DISKUSE

RGzné bakteridlni kmeny mohou vytvaret velmi odlisné biofilmy lisici
se strukturou, pevnosti, odolnosti, hustotou ¢i regulaci ristu. Proto je vidy vhodné
optimalizovat modelovou metodiku pro zvoleny konkrétni kmen. Metabolickd metoda
vyuzivajici AB je vhodna pro kvantifikaci aerobnich bakterii v planktonni
Ci biofilmové formé. Velkou vyhodou AB je pfedevsim jeji stabilita a nizka toxicita. Pettit
a spol. zaroven zjistili, Ze kvantifikace pomoci AB koreluje s druhou ¢asto vyuZivanou
metabolickou metodikou vyuZivajici tetrazoliovou sul XTT a zaroven je pfimo umérna

kultivaéné namérenym hodnotam CFU/ml (Pettit et al. 2009).

Soucdsti této prace byla optimalizace koncentrace pouZité AB. Jak uZ bylo
v metodice nastinéno (viz 7.1.), byly ozkouSeny dvé koncentrace AB v roztoku:
5% dle publikace a 1% v zajmu Uspory laboratore. Nizsi koncentrace AB se neosvédcila,
jelikoz se projevila nizSim signdlem pro odecet absorbance a naslednym zvétSenim

smérodatnych odchylek méreni.

Dédle jsme v experimentdlni Casti pozorovali vliv jednotlivych faktord na rdst
biofilmu kmene S. aureus. Statisticka analyza namérenych dat ndm umoznila sledovat
vliv pouze jedné proménné, kdy byl zbytek podminek sjednocen. Napfiklad jsme

pozorovali pouze vliv zmény média nebo pouze vliv zmény povrchu.

Pfi  porovndvani rozdilu rlstu biofilmu mezi meticilin-rezistentnim
a nerezistentnim kmenem S. aureus jsme neocekavali velké statisticky vyznamné rozdily.
NasSe vysledky (5 z 12ti experimentalnich skupin) ale odhalily statisticky vyznamné
mohutnéjsi tvorbu biofilmu rezistentnim kmenem. Timto jsou nase vysledky v rozporu
s nasim ocekavanim i Irdnskou studii zroku 2016 (Ghasemian et al. 2016), kde
vyhodnotili statistické rozdily mezi meticilin-rezistentnim a nerezistentnim S. aureus

jako nesignifikantni.

V dalSim bodé prdce dochézelo k porovnavani narlstu biofilmu po 24 hodinach
s hodnotami po 72 hodinach. Statisticky vyznamny rozdil jsme ziskaly pouze u dvou
experimentalnich skupin z dvanacti. V nékolika pfipadech doslo po delsi inkubacni dobé

dokonce k Ubytku biofilmové hmoty oproti kratsi inkubacéni dobé. Tato situace muize byt
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vysvétlena disperzi bunék z hotového biofilmu a tedy jejich odmyti. Ve studii, ktera se
primarné zaobirala vlivem rlznych kultivaénich médii na formovani biofilmu
Pseudomonas Aeruginosa a S. aureus (Wijesinghe et al. 2019) konstatovali,
Ze dochazelo k platé rlstu biofilmu po 72 hodinach. Dle nasSich vysledku se ale zd3, Ze
nékteré z nasich biofilmG dosahli tohoto platd bodu dfive, diky ¢emuz jiz pfi 72 hodiné
dochazelo kdisperzi. Tyto poklesy v kvantité biofilmu nebyly nicméné statisticky

vyznamné.

Dle ceské studie, kterd se zaobirala vlivem kultivacnich podminek na produkci
exopolymernich latek a adhezi bunék bakterie Rhodococcus Erythropolis (PospiSilova et
al. 2011) je adheze bunék a tedy prvni krok rlstu biofilmu nejvyssi za pfitomnosti
toxického substratu. Tuto myslenku podpofila i dalsi studie (Stepanovi¢ et al. 2007), kde
byl rast biofilmu podporen neinhibi¢nimi koncentracemi antibiotik, etanolem a NaCl. Ani
jedno z nasich médii nebylo obohaceno o neprospésnou latku, ale stale jsme pozorovali
zmény v zavislosti na odliSnosti média, coz by mél byt faktor nejvice ovliviujici rist
bakterialniho biofilmu (Stepanovic¢ et al. 2007). Ve studii, kde se porovnaval rist biofilmu
v BHI s rlstem v dalSich ndmi nevyuzivanych médiich: nutrient broth (NB), Luria-Bertani
(LB) a RPMI 1640 médium, byl bakteriemi znacné preferovan rlst v BHI, diky jeho
vysokému obsahu peptonl, proteinl a soli (Wijesinghe et al. 2019). KdyZ se porovnaval
rast v BHI a TSB situace byla uz znacné nepresnéjsi a dochazelo u rliznych bakteridlnich
kmen k preferenci pokazdé jiného media (Stepanovic et al. 2007). Pfi nasem testovani
byly také v nékterych experimentdlnich skupindch pozorovany nejvyssi narusty biofilmu
pfi pouziti BHI media. Nejednalo se ale o konstantni vysledky vSech experimentalnich
skupin. Nas vyzkum tedy odpovidal predevsim vysledkiim ziskanym ve studii z roku 2007

uvedené vyse.

Pouzité povrchové modifikace prokazaly, Ze hrubsi (pdrovitéjsi) povrch
reprezentovany HA a TiO; poskytuje bakteriim lepsi podminky pro adhezi a néslednou
tvorbu biofilmu. Nardst na Cisté plastovém povrchu byl po ndmi mérené dobé tak slaby,
Ze nebylo mozné presné kvantifikovat bakterie v biofilmu za pomoci nasi metodiky. Pfi
porovnani HA a TiO, povrchu dochdzelo k mohutnéjSimu narlistu na Calgary biofilm
device s hroty potazenymi hydroxyapatitem. Tento povrch se tedy prokdazal jako

nejvhodnéjsi pro tvorbu biofilmu S. aureus.
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Jak jiz bylo zminéno ve studii Stepanovi¢ a spol., (Stepanovié¢ et al. 2007) hlavnim
problémem biofilmovych modell zUstava pfedpokladdand nepfesna korelace vysledkl in
vitro pro in vivo situace. Je proto dllezité dale optimalizovat metody tak, aby vznikaly

modely, co nejpodobnéji odrazejici realitu v lidském organismu.
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10. ZAVER

Zavérem bych rada zopakovala, Ze zkoumani bakteridlniho biofilmu je stdle
aktualnim tématem, protoze jde o faktor znacné zvysujici bakteridlni virulenci. V této
diplomové praci jsme pozorovali vliv riznych rlstovych podminek na tvorbu biofilmu
S. aureus, abychom optimalizovali biofilmovy model vyuZitelny napfiklad pro testovani
antimikrobialnich ptipravkd. Zjistili jsme, Ze naSe kmeny S. aureus i meticilin-rezistentni
S. aureus jsou schopny tvofit zraly biofilm jiz po 24hodinové kultivaci. Pro vytvoreni
hutného biofilmu je nejvhodné;jsi hydroxyapatitem potazeny povrch Calgary device a

kultivacni médium BHI.
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