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Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo blize predstavit bezobratly
organismus, Galleria mellonella (G. mellonella), ktery lze v ramci védeckého
vyzkumu vyuzivat jako alternativni modelovy organismus k obratlovctiim. Model
se jevi ekonomicky vyhodnéjSim a moralné akceptovatelnéjSim, coz je podstatny
fakt v souCasné dobé, kdy stéle roste tlak na upousténi testovani zejména na
obratlovcich. Experimentalni ¢ast této prace se pak vénuje optimalizaci vyuziti
larvy  G. mellonella jakoZto modelového organismu vramci vyzkumu
popaleninovych zranéni s fungalnim infektem, vyvolanym kvasinkou Candida
albicans. V ramci experimentl byly larvy vyuzivany pro pfipravu tkanovych
explantu, na kterych probihalo Setfeni formovani monodruhového kvasinkového

biofilmu.

Metody: Pred ziskavanim tkanovych explanti byly larvy usmrceny dekapitaci.
Za uCelem omezeni kontaminace tkafovych vzorkl pFredevSim stfevni
mikrobiotou larev byl optimalizovan pfistup odstranéni travici trubice.
Popaleninové rany byly indukovany post mortem pomoci kovového terciku. Po
infekci popaleninovych ran a inkubaci byla sledovana tvorba kvasinkového
biofilmu pomoci mikroskopickych metod. Pro pfiblizné urCeni kontaminace rany

mikrobiotou larvy byly voleny kultivacni, mikroskopické a biochemické metody.

Vysledky: V ramci optimalizace metodického pfistupu se zadafilo ziskat az ftfi
reprezentativni explanty kutikuly z jedné larvy. V ramci naSich experimentu se
nam nezadafilo prokazat tvorbu monodruhového kvasinkového biofilmu

v popaleninové rané explantu larvalni kutikuly. Zadafilo se nam prokazat, Ze po



infekci kvasinkou C. albicans dochazi k invazi fungalniho agens do hlubSich
vrstev tkanového explantu (invazivni kandidéza). Zaznamenaly jsme pfitomnost

mikrobioty larev jak v hemolymfé, tak rovnéz v homogenatu tkanového explantu.

Zaveér: Dle naSich poznatku se nezda byt vyuziti tkanovych explanti (explantl
kutikuly larev) pro formovani monodruhovych kvasinkovych biofilmovych
spolecCenstvi v indukovanych popaleninovych ranach jako zcela optimalni volba.
Je tfeba brat v potaz, Ze larvy G. mellonella si nesou urc€itou mikrobialni zatéz, a
to v celém svém organismu. Na zakladé této skutecnosti, tvorba monodruhovych
biofilmovych spole€enstvi vybranych patogen( s vyuzitim G. mellonella se pak

stava experimentalné nesnadnou.
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ABSTRACT
Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences
Candidate: Dominika Doubova

Supervisor: RNDr. Klara Konec¢na, Ph.D.

Title: Study of the development of microbial biofilm within an experimental

model, Galleria mellonella

Aim of the thesis: The aim of this thesis is to introduce the invertebrate
organism, Galleria mellonella (G. mellonella), that can be used within the
scientific research as an alternative model organism to vertebrates. This model
seems to be more financially favorable and more ethically acceptable, which is
an essential fact in the current era of increasing pressure to abandon testing on
vertebrates in particular. The experimental part of this thesis is focused on
optimizing the utilization of the G. mellonella larvae as a model organism within
the research of fungal burn wounds fungal infections induced by the yeast
Candida albicans. Within these experiments, larvae were used to preparation of
tissue explants on which the formation of a single-species yeast biofilm was

investigated.

Methods: Before obtaining of tissue explants, the larvae were decapitated. To
reduce contamination of tissue samples primarily by the gut microbiota of the
larvae, the approach of removing the digestive tube was optimized. Burn wounds
were induced post mortem using a iron nail. After the burn wound infection and
incubation, microscopic methods were employed for monitoring of yeast biofilm
formation. Cultivation, microscopic and biochemical methods were chosen to
approximate determination of microbial contamination of the wound by larval

microbiota.

Results: Optimization of the methodological approach resulted in obtaining up to
three representative cuticle explants from a single larva. In our experiments, we
did not registered the formation of a mono-species yeast biofilm in the burn

wound of a larval cuticle explant. We were able to demonstrate that after infection



with the yeast C. albicans, the fungal agent invades into deeper layers of the
tissue explant (invasive candidiasis). We observed the presence of larval

microbiota in the hemolymph as well as in the homogenate of the tissue explant.

Conclusion: According to our findings, the use of tissue explants (larval cuticle
explants) for the formation of mono-species yeast biofilm communities in induced
burn wounds doesn’t appear to be optimal choice. It should be taken into account,
that larvae of G. mellonella are associated with microbial load within the whole
body. Based on this fact, employment of G. mellonella for formation of mono-
species biofilm communities of selected pathogens in vivo is experimentally
difficult.

Keywords: Biofilm, Galleria mellonella, Candida albicans
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Vyznam zkratky Cesky ekvivalent

»IR Replace, Reduction and nahrada, sniZeni poctu,
Refine zjemnéni

c-di-GMP Bis-(3'- 5')-cyclic dimeric bis-(3'-5)-cyklicky dimerni
guanosine monophosphate guanosinmonofosfat

C. albicans Candida albicans Kandida bélostna

EPS Extracellular polymeric extracelularni polymerni
substance substance

G. mellonella Galleria mellonella zavije€ voskovy

IC Invasive candidiasis invazivni kandidéza

IPS insect phosphate buffer hmyzi fyziologicky roztok

MBC Minimum bactericidal minimalni baktericidni
concentration koncentrace

MIC Minimum inhibitory minimalni inhibicni
concentration koncentrace

MRSA Methicillin-resistant meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

NAM New approach methodologies nové metodické pfistupy

PAMP Pathogen-associated s patogenem asociované
molecular patterns molekularni vzory

PI Propidium iodide propidium jodid

Qs Quorum sensing

SSSB Standardized skin surface standardizovana biopsie
biopsy kiize
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TIS

TLR

TNF a

Transposon insertion

sequencing
Toll-like receptor

Tumour necrosis factor alpha

sekvenovani inzerovanych

transpozonu
receptor podobny genu Toll

faktor nadorové nekrézy alfa
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2 UVOD A CiL PRACE

V soucCasné dobé je jednim z vyznamnych medicinskych problém( narUst
mikrobialnich infekci, které jsou odolné vuci antimikrobni 1éEbé, proto je dulezité v
ramci vyzkumu neustale hledat a testovat nové latky, které budou efektivni i vidi
rezistentnim plvodcim infekci. Mezi puvodce takovych infekci patfi bakterie a v
nékterych pfipadech to mohou byt i kvasinky. V pfipadé bakterii i kvasinek k celkové

rezistenci pfispiva i schopnost tvofit biofilmy.

Kromé snahy stale hledat nové latky je v pribéhu jejich testovani kladen &im
dal tim vétsi diraz na "3R" (Replacement, Reduction, Refinement — nahrazeni,
redukce, zdokonaleni). V podstaté se jedna o snahu zachazet se zvifecimi modely s
co nejvétsim ddrazem na etiku a pokud je to mozné, tak i snizit pocet laboratornich
zvifat, ktera jsou uzita k testovani. | tomuto faktu se ¢ast této diplomové prace vénuje.
Jako model pro testovani je v této praci pfedstavena larva motyla Galleria mellonella,
ktera by mohla slouzit jako nahrada modelovych organismu, obratlovcl. Jeji vyhodou
jakozto modelového organismu je to, Ze experimenty na larvé Galeria mellonelalla
nepodléhaji schvalovani etickou komisi, zaroven se jedna o modelovy organismus,
ktery Ize snadno odchovat bez jakychkoliv specifickych naroku napfiklad na vybaveni

a je ekonomicky vyhodny.

Tato prace méla v experimentalni ¢asti v podstaté dva hlavni cile. Prvnim z cil{
byla snaha nalézt postup, jak co nejefektivnéji vyuZzit larvalni model Galeria melonella
pro indukci infekce v popaleninové rané. Druhym cilem pak bylo zjistit, za jakych
podminek dochazi na larvach, respektive na jejich indukovanych popaleninovych
zranénich, k formovani monodruhovych kvasinkovych biofilmd, na kterych by pak bylo
mozné testovat ucinnost kandidatnich antimikrobnich latek, ¢&i rdznych kombinaci

antimikrobnich IéGiv.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Galleria mellonella

3.1.1 Zakladni informace o alternativnim zvirecim modelu, Galleria mellonella

Galleria mellonella (G. mellonella), neboli zavije€¢ voskovy patfi mezi hmyz
z fadu Lepidoptera. Tento organismus je rozsSifen prakticky celosvétové. Obvykle Zije
uvnitf v€elich uld, zivi se voskem a pylem zplastvi a je povazovan za Skldce
zpusobuijiciho v€eli chorobu zvanou galleriéza. Kromé vcelstev se muze galleriéza

vyskytovat také u vos a Emelakd, tento jev je ale méné Casty (Wojda 2017).

Jedna se o typického zastupce holometabolického hmyzu s uplnym cyklem
metamorfézy. To znamena, ze organismus G. mellonella v pribéhu zivota prochazi
nékolika vyvojovymi stadii (Obr. 1), mezi ktera patfi: vajicko, larva, kukla a dospély
jedinec (Ménard et al. 2021).

Zivotni cyklus organismu G. mellonella trva v rozmezi 5-6 tydnii (nebo 6-8
tydnu, zde se informacni zdroje rozchazeji) a béhem jednoho roku dochazi k obnové

4-6 generaci. Cyklus se odehrava pfi teplotach v rozmezi 29-39 °C (Singkum et al.
2019, Kwadha et al. 2016).
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vyvojova stadia organismu

Galleria mellonelia

Obr. 1: Jednotliva vyvojova stadia organismu Galleria mellonella.

Pfevzato a upraveno z Ménard et al. 2021

3.1.2 Postaveni organismu Galleria mellonella ve védé

Obecné Ize konstatovat, Zze pro studium bakterialni, virové nebo fungalni infekce
je vhodné vybrat takovy modelovy organismus, ktery dokaze co nejlépe mimikovat
prostfedi lidského organismu od faze kolonizace az po samotnou obrannou imunitni
reakci. Nejbéznéji vyuzivanymi modelovymi organismy v ramci biomedicinského
vyzkumu jsou obratlovci, hlavné zajicovci (napfiklad: mysi, krysy, morcata, kralici).
téchto modelovych organisml v experimentech ma vsak jista uskali. Jedna se o
logistické, ekonomickeé i etické komplikace. A pravé z téchto dlivodu se jevi vyhodné
vramci experimentl jako alternativu k obratloveim vyuzit bezobratlé organismy
(Mikulak et al. 2018).
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Larva G. mellonella je celosvétové povazovana za vhodny experimentalni
model. Vyuziva se pro studium infekci zplUsobenych bakterialnimi a fungalnimi
patogeny, pro screening novych antimikrobnich latek, dale pro studium imunitni
odpovédi v pfipadé koinfekce, interakce hostitel — patogen, nebo jako model pro

studium toxicity (Junquiere 2014, Serrano et al. 2023).

Vyuziti larvy G. mellonella je také v souladu s principy ,,3R* (Replace, Reduction
and Refine). Cilem je co nejvice nahradit obratlovce a nasledné snizit poCet savcd,
ktefi jsou vyuzivani jako modelové organismy pro experimentalni vyzkum.
G.mellonella, patfici mezi bezobratly hmyz, neni zahrnuta do etickych pokynu ani
pravnich predpist o podminkach jak zachazet s laboratornimi zvifaty, coz je jeden

z davodu, proc€ se jevi jako vyhodny experimentalni model.

To, Ze je G. mellonella stéle oblibené&jSim modelem pro védecky vyzkum je
patrné i z nize pfilozeného obrazku (Obr. 2). Prvni uZiti této larvy ve védé probéhlo
v roce 1938 (Smith 1938), jiz v roce 1951 byla na tomto modelu testovana in vivo
toxicita antituberkulotik (Ingrao et Belli 1951), pozdéji pak i antimykotik (Morellini et
Avegno 1957, Smissman et al. 1961). V prabéhu 60. — 90. let byl tento model vyuzivan
pro testovani virulence raznych bakterialnich patogenut. Od roku 2000 je pak larva G.
mellonella vyuzivana jako in vivo model ve farmakologickych studiich a studiich

zabyvajicich se virovymi, bakterialnimi i fungalnimi infekcemi (Dinh et al. 2021).
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Obr. 2: Casova osa vyvoje uziti G. mellonella jako modelového organismu pro
védecky vyzkum. Pocet publikaci za rok odpovida poctu publikaci nalezenych
v PubMed pomoci vyhledavani vyrazu ,Galleria mellonella“. TIS — transposon

insertion sequencing, skevenovani inzerovanych transpozon
Pfevzato z Dinh et al. 2021 a upraveno

Vyuziti larvy G. mellonella skyta fadu vyhod (Obr. 3). Oproti sav€im modelim
je modelovy organismus G. mellonella méné narocny v ramci chovu, ani nevyzaduje
zadné velké prostorové prizpusobeni laboratore. Velikost larev, ktera je zhruba 12-20
mm, pak umoznuje snadnou manipulaci a v pfripadé potfeby i docela snadny odbér
tkani. DalSi nespornou vyhodou je to, Ze larvy jsou pomérné veliké a diky tomu je
mozné nanést pfesné definované mnoZzstvi infekéniho inokula, se kterym se v ramci
experimentl pracuje. Za zminku pak stoji také kratky zivotni cyklus organismu, coz
umoznuje provadéni studii s vysokym vynosem informaci, kdy mizeme bé&hem
pomeérné kratkého ¢asového useku experiment nékolikrat zopakovat, a to i diky vétsi
dostupnosti téchto experimentalnich zvifat. Vyhodu v uziti tohoto modelu pak také Ize
spatfovat v tom, Zze se zde nachazi strukturni a funkéni podobnost se slozkami, které

jsou rovnéz soucasti lidské pfirozené imunity (Pereira et al. 2020).
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Umoziiuje pokusy s Relativné velka larva umoZnuje snadné uchopeni,
vysokym poétem opakovani snadnou tkdfiovou extrakei a pfesnou kvantifikaci
inokula

Nevyzaduje velké
uzplsobeni laboratofe

O & &
QQ O O 40 - B0 days 0/-/? .@
P o

= = gt 5%

Screening slougenin s
Relativné kratky Zivotni Larva snagi i teplotu antimikrobialni aktivitou pfed
cyklus 37°C testovdnim na obratlovcich

Strukturni a funkéni podobnosti
§ pfirozenou imunitou élovéka

Obr. 3: Shrnuti vyhod nabizenych modelovym organismem Galleria mellonella.

Pfevzato z Pereira et al. 2020 a upraveno

Velkym celosvétovym problémem je Iékova rezistence bakterialnich i fungalnich
patogenu. Z toho divodu je tfeba neustale hledat rizné zplsoby a terapeutické
pristupy pro IéCbu infekci vyvolanych pfedevSim rezistentnimi puvodci. V oblasti
vyzkumu toxicity rdznych latek obecné stale narusta tlak, aby bylo testovani na
zvifatech nahrazeno jinymi metodami a strategiemi. Tento pfistup se oznacuje jako
metodologie nového pfistupu, oznacovano také zkratkou NAM (new approach
methodologies). NAM zahrnuji metody in vitro, in chemico a in silico. Velky potencial
je vsoucCasné dobé vidén v in vitro metodach zaloZzenych na lidskych burikach.

Nahradit pokusy na zvifatech je vSak v souCasné dobé stale obtizné (Zink et al. 2020).

Pouziti savcu, jako modelovych organismu je tedy evidentné stale zasadni pro
hodnoceni bezpec€nosti a u€innosti latek. Larva G. mellonella se vSak zda byt vhodnym
modelem pro vyhodnocovani aktivity novych latek metodou in vivo a pravé diky ni by
mohlo dojit ke snizeni poc¢tu vyuzivanych sav€ich modelovych organismud (Kavanagh
et Sheehan 2018).

Studie testovani antimikrobialni aktivity na larvach G. mellonella poukazuji na
silnou korelaci s vysledky na savCich modelech (Peleg et al. 2009). Diky tomuto
Zjisténi je mozné vyuzivat larvy G. mellonella jak k rychlé identifikaci in vivo toxicity,

tak i k testovani in vivo ucinnosti slouc¢enin, coz by nasledné mohlo vést k cilené&jSimu
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testovani latek na savCich modelech (Piatek et al. 2020). V praxi to znamena, Ze by
pouze ty slouCeniny, které slibné proSly fazi testovani na larvach, postoupily

k testovani na savéich modelech.

3.1.3 Odchov Galleria mellonella v laboratori

Ziskani larev pro experimenty ma jista uskali, a to v podobé toho, Ze doposud
chybi dobfe zavedené protokoly pro odchov larvy G. mellonella. Jednou z moznosti je
ziskani larev komercni cestou, z chovu TruLarv (BioSystems Technology, Spojené
kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska). Zde se vSak vyskytuje problém v podobé
distribuce z puvodni chovné laboratofe do destinace. Jak jiz bylo vySe zminéno,
podminky, kterym je G. mellonela vystavena, maji vliv na imunitni odpovéd jejiho

organismu (Banville et al. 2012, Jorjéo et al. 2018).

V pfipadé, Ze je jedinec vystaven nepfiznivym vlivim, mize dojit k negativnimu
ovlivnéni celého vyzkumu. JelikoZz je samozfejmé& snaha zachovat co nejvice
standardizované a nasledné reprodukovatelné experimenty, tak se jako lepsi strategie
jevi druha moznost ziskavani larev, tou je odchov jedincd G. mellonella pfimo

v laboratorich.

Samotny odchov jedincl G. mellonella je pomérné nenarocny (Obr. 4).
V podstaté postauje nékolik sklenénych nebo plastovych nadob s vhodnym
odvétranim. Jedna z nadob slouzi pro umisténi motyll, ktefi kladou vajicka. Vajicka
jsou pak uchovavana samostatné v dalSi nadobé a zde se z nich lihnou larvy. Ty jsou
krmeny az do chvile, kdy postupné zacnou tvofit zamotek (kokon). V urcitou chvili jsou
tedy v jedné nadobé pfitomny larvy i kokony. Pak znovu nasleduje stadium motyla,

které je chovano opét samostatné (Pereira et Rossi 2020).

PFi odchovu tohoto organismu v laboratornich podminkach se viabilita vajicek
v zavislosti na jednotlivych vyzkumech pohybuje v rozmezi mezi 84 a 100 % (Wojda
et al. 2020).

V pfirozeném prostiedi se larvy G. mellonella zivi plastvemi z v€elich uld. Jedna
se o stravu, ktera zahrnuje vysoky podil v€eliho vosku, med, pozlstatky skeletl v&elich
larev a pyl. Tato strava je pro larvy bohatym zdrojem energie, ale je pomérné chuda
na bilkoviny. Pokud klesne pfijem bilkovin pod ur€itou hranici, larvy pfestanou tvofit

hedvabi, ze kterého si pak formuji kokon v dal§im vyvojovém stadiu. Jejich rlst a vyvoj
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je tim celkové zpomalen (Wojda et al. 2020). Kromé pfijmu bilkovin ma na kondici larev
vliv také teplota prostfedi, ve kterém jsou chovany. Optimum je okolo 30°C. P¥i teploté

mezi 4-5 °C je rast larev zpomalen. (Singkum et al. 2019).

Nabizeji se v podstaté dvé moznosti, jak larvy Zivit. Prvni mozZnosti je chov larev
vylihnutych z vaji¢ek na vcelim plastu. Druhou mozZnosti je podavani umélé stravy,

ktera se sklada z cerealni slozky, suseného mléka, kvasnic, medu a glycerolu.

Existuji dikazy, Ze kvalita stravy ma zasadni vliv na kondici larev. Jedinci,
kterym se nedostava dostatek zivin projevuji vys$si vnimavost vici infekcim (Wojda et
al. 2020). Hladovéni ma negativni vliv na metabolickou aktivitu larvy, dochazi ke
zpomaleni metabolickych procesu organismu, ke snizené produkci proteinli, mezi
které se fadi i antimikrobialni peptidy. Pravé tyto peptidy hraji roli v imunitni odpovédi

vuci patogenu (Banville et al., 2012).

1. Motyli snesou
vajicka na filtraéni
papir na dné nadoby

2. Kazdé dva dny je papir
vyménén a‘isou ) » 4. Lihnuti vajiéek mize byt stimulovano tak, ze
\% odstranéni uhynuli motyli dojde k 24h inkubaci pfi 25°C a papir s vajicky

bude lehce navihéen

3. Papir s vajicky je

nastfihan na mensi ¢asti a

uchovan 5. Nasledné jsou papiry s vajicky umistény na
vrstvu potravy a opét prekryty dalsi vrstvou
potravy

e (LD g o

8. Nasleduje zakukleni a lihnuti ;%;T;;Dﬁm:f.f;;fﬁ;ﬁ mﬁ:ﬂﬁgg‘:ﬁ;‘gﬁ"‘:ﬁ , 6. V nasledujicich dnech se z
novych motyll i VY ahy' 55e"'izam el degradaci kamiva v). vajiéek vyvinou malé housenky

Obr. 4: Schéma odchovu modelového organismu Galleria mellonella

v laboratornich podminkach.

Prevzato z Pereira et Rossi, 2020 a upraveno
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3.1.4 Anatomicky popis larvy Galleria mellonella

V experimentalni ¢asti této prace jsou uvedeny kroky, béhem kterych bylo nutné
odstranit travici trubici larvy G. mellonella, proto je Zadouci v ramci této prace se

ramcoveé obeznamit se zakladni anatomii larev tohoto hmyzu.

Télo larvy ma podlouhly zaobleny tvar a je kryto kutikulou krémové barvy.
Hlavi¢ka larvy ma tmavsi barvu. Télo se sklada ze segment, které tvofi tfi anatomické
Casti: hlavicku, hrud a zadeCek (Obr. 6). V ramci hrudni (thorakalni) Casti se nachazi

tfi pary nozi¢ek, v abdominalni ¢asti se pak nachazi jesté jeden par panozek.

Pod kutikulou ma pak larva tenkou epitelialni vrstvu nasledovanou tukovou
vrstvu — takzvané ,fat body“ (Obr. 5). Vnitini dutina télicka je vyplnéna hemolymfou,
ktera v podstaté pIni udél cirkulacniho systému. Travici trubice pak vede napfi€ celym
télem larvy. Za hlavi¢kou, v hrudni ¢asti se nachazi slinné Zlazy slouzici k produkci
hedvabi, které larva produkuje, aby si vytvofila kokon. Ve hibetni oblasti se podél
celého téla tdhne dorzalni céva, v bfiSni oblasti je pak nervova trubice (Durieux et al.
2021, Ménard et al. 2021, Singkum et al. 2019).

Kutikula

Epitelialni urst'-.ra ERF

Sualﬁ
vlaka

. N

Vnitini
dutina

Obr.5: Analyza histologické sekce larvy Galleria mellonella. Povrchovy systém zahrnuje

kutikulu a tenkou epitelialni vrstvu. Vnitini dutina se mimo jiné sklada z tukovych vrstev,

svaloviny a hemolymfy, cévni soustavy a travici trubice.

Pfevzato z Ménard et al. 2021 a upraveno
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Obr. 6: Schématické znazornéni anatomie larvy Galleria mellonella znazorfujici

hlavovou, thorakalni a abdominalni oblast.

Prevzato z Ménard et al., 2021 a upraveno

3.1.5 Imunitni systém larvy Galleria mellonella

To, Ze je vramci védeckého vyzkumu vyhodné vyuzivat larvu G. mellonella
z ekonomickych a etickych duvodu, i diky pomérné snadnému odchovu v laboratofi jiz
bylo zminéno. DalSi nespornou vyhodou je skute€nost, Ze imunitni systém této larvy
vykazuje v ramci slozek a imunitnich mechanismu vyraznou podobnost se slozkami
pfirozené imunity savcq, tedy i Clovéka. (Pereira et al. 2020). V odbornych textech je
dokonce imunitni systém hmyzu, tedy i larvy G. mellonella popisovan jako ,evoluéni
kofeny lidské vrozené imunity“, a to pravé proto, Ze sdili spole¢né rysy s pfirozenou

imunitou Clovéka (Vilmos et Kurucz 1998, Wojda et al. 2020).

Za prvni obrannou bariéru, diky které larva, potazmo hmyz obecné, vykazuji
vysokou odolnost proti infekcim je povazovana pevna kutikula. Kutikula formuje
mechanickou bariéru ucinné chranici organismus pfed mikrobialni invazi. DalSi
obrannou bariéru pak vytvari tukova tkan. Podle sou€asnych poznatku tukova vrstva
plni funkci biosyntetického organu a lze ji tak povazovat za funkéni analog jater u
savcl. Lymfaticka Zlaza lezici na pfednim konci dorsalni cévy produkuje hemocyty,
které jsou zahrnuty v dalSich obrannych, nespecifickych imunitnich mechanismech.
(Vilmos et Kurucz 1998).
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G. mellonella disponuje pouze nespecifickymi (vrozenymi) imunitnimi
mechanismy. Vrozena imunitni odpoveéd larvy je zaloZzena na dvou pilifich — bunécné
zminéné bunky zvané hemocyty, které maji schopnost fagocytézy, enkapsulace a
srazeni. Nachazeji se volné v hemolymfé, kterou lze povaZovat za analog krve u
savcl. Humoralni imunitni odpovéd je zprostfedkovana pomoci tzv. efektorovych
molekul, které maiji schopnost patogen imobilizovat nebo dokonce usmrtit. Mezi tyto
efektorové molekuly se fadi proteiny, které jsou podobné komplementu, melanin a

antimikrobialni peptidy (Tsai et al. 2016).

V nasledujicich nékolika podkapitolach jsou uvedeny skute¢nosti na zakladg,
kterych lze vyvozovat analogii imunitniho systému larev G. mellonella a imunitniho

systému Clovéka.

3.1.5.1 Toll a Toll-like receptory

Béhem studia obranyschopnosti musky Drosophila melanogaster (octomilka)
byla na bunkach hemolymfy tohoto hmyzu objevena skupina transmembranovych
receptorll. Tyto receptory se pak shodné nalézaji i u larvy G. mellonella. Jedna se o
receptory, které maji schopnost reagovat se strukturami, které nejsou télu vlastni, tedy
napfiklad s mikroby. Tyto receptory byly nazvany Toll. O néco pozdéji byly velmi
podobné receptory nalezeny i na bunkach imunitniho systému savcl, a pravé na
zakladé jejich podobnosti s vySe zminénymi receptory hmyzu byly nazvany Toll-like
receptory (TLR, Toll-like receptors). Vyzkumem bylo prokazano, ze Toll receptory
hmyzu i TLR savcu plni obdobnou ulohu spocivajici v rozpoznani cizorodych, tedy i

potencialné nebezpeénych struktur a aktivaci slozek imunitniho systému.

Tyto receptory se vyskytuji jak intracelularné, tak extracelularné. Znamena to,
Ze maji schopnost rozeznat patogen na svém povrchu i nitrobunécné. Homologii u
savcich i hmyzich receptor( Ize shledavat u cytoplazmatické domény receptoru i u
extracelularni domény, ktera se sklada z nékolika na leucin bohatych repetic. | pfes
tuto podobnost, ale existuji i urcité strukturni a funkéni rozdily. Sav¢i TLR na C-konci
terminalni domény leucinového fetézce obsahuji jeden cysteinovy shluk, zatimco Toll-
like receptory larvy na tomto konci obsahuji cysteinovych shluku vice (Imler et Zheng
2004, Sheehan et al. 2018).
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TLR jsou schopné mikrobialni agens rozeznavat na zakladé tzv. pathogen-
associated molecular patterns (PAMP). PAMP jsou molekularni struktury a vzory, které
jsou pfitomny na povrchu mikrobl. Prostfednictvim Toll a TLR pak dochazi
k rozeznani hrozby a k aktivaci slozek pfirozené imunity. U hmyzu i savcu dochazi
k iniciaci podobnych signalnich drah a ty pak nasledné vedou k aktivaci homolognich
transkripénich faktor. Drobny rozdil je pouze na poc¢atku iniciaéniho mechanismu. U
savcu dochazi k pfimému navazani mikrobialnich antigennich determinant na TLR a
tim nastava pfima aktivace celé kaskady déju. V pfipadé hmyzu dochazi v misté
mikrobialni invaze k produkci proteinu tvoficiho cysteinovy uzlik. Tento uzlik se vaze
na receptor, a to nasledné vede aktivaci imunitni odpovédi (Jilek 2014, Sheehan et al.
2018).

3.1.5.2 Uloha IMD signalizaéni drahy

Kromé bunécéné signalizace prostfednictvim Toll receptori muze hmyz, tedy i
G. mellonella, vyuziti IMD signalni kaskadu, ktera stejné jako Toll - signalni drahy vede

k produkci antimikrobialnich peptidi (AMP, antimicrobial peptides).

IMD je draha je pojmenovana po genetické analyze mutantni varianty hmyzu
Drosophila melanogaster, u které dochazelo k zavazné imunodeficienci (asociovany
lokus byl oznaCen ,,immunodeficiency®, tedy imd). Jedna se o drahu, ktera u hmyzu
hraje klic¢ovou roli pfi obrané proti bakteriim (Kleino et Silverman, 2014). Tato draha
ma schopnost identifikovat peptidoglykan, cozZ je jedna ze sloZek bakterialni bunécné
stény. Dochazi pak opét k aktivaci kaskady dé&jd, na jejimz konci dochazi k produkci
AMP.

AMP jsou vSudypfitomné humoralni plasobky, které Ize nalézt v riznych
koncentracich v hemocytech, tukové tkani, slinnych Zlazach i travicim traktu hmyzu.
Pusobenim AMP dochazi klyze bakterialnich bunék coz je zplUsobeno rdznymi

mechanismy (podrobnéji v nasledujici podkapitole).

Jak zminovana Toll, tak i IMD signaliza¢ni draha vykazuje urcité podobnosti se
signalni drahou pro lidsky IL-1 (interleukin 1) a TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa,
tumor necrosis factor a). Obé tyto drahy (Obr.7) totiz nakonec vedou k produkci

homolognich transkripénich faktord (Ménard et al. 2021, Sheehan et al. 2018).
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IMD draha bezobratlich TNF-a draha savcu
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Obr.7: Srovnani IMD drahy u hmyzu TNF-a drahy u savcl: Draha IMD je
aktivovana vazbou peptidoglykanu (PGN, peptidoglycan) na proteiny rozpoznavajici
peptidoglykan (PGRP, peptidoglycan-recognition protein), coz vede ke kaskadé déju,
na jejimz konci je produkce antimikrobnich peptidd (AMP). U savcl dochazi
k analogickému procesu — TNF-a je vazan receptorem TNF-R1 (tumor necrosis
factor receptor 1), coz opét vede ke kaskadé de&ju a na konci této kaskady jsou

produkovany prozanétlivé cytokiny.

Legenda: extracellular — extracelularni ¢ast bunky, intracellular — intracelularni ¢ast
buriky, intranuclear — jaderna ¢ast burniky, Gram-negative bacteria — gramnegativni

bakterie

Prevzato z Sheehan et al. 2018 a upraveno
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3.1.5.3 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou okrajové zminény jiz v pfedeslé podkapitole.
Jedna se o skupinu nizkomolekularnich proteint s Sirokym spektrem vlastnosti.
Nalézaji se v rostlinach, u bezobratlych zivocichl i obratlovcl. Maji imunomodulaéni
ucinky, uplatiuji se i v boji s bakterialnimi, virovymi a fungalnimi infekcemi. AMP jsou
vramci imunomodulace pomérné efektivnimi molekulami, a to diky tomu, ze
mikroorganismy nejsou schopné vyvinout si vici vétSiné téchto peptidd rezistenci
(Boparai et Sharma 2020).

V pfipadé savcl jsou AMP produkovany na sliznici v misté, kde doslo v danou
chvili kinfekci — miUze se jednat napfiklad o sliznici dutiny Ustni, nosni,
gastrointestinalniho nebo tfeba reprodukéniho traktu. U hmyzu jsou AMP
syntetizovany hlavné v oblasti tukové tkané, v malém mnozstvi pak i v hemocytech

nebo v oblasti travici trubice (Bals 2000).

At uz se jedna o AMP u hmyzu nebo savcu, mechanismus jejich u¢inku se zda
byt totozny. AMP se uc€astni eliminace patogenu dvojim zplsobem. Prvni spoCiva ve
vazbé na bunéfnou membranu cilového patogenu, a nasledném naruseni integrity
bunéné membrany, ¢imZ je vyvolana lyza patogenu DalSi moznosti je to, Ze se
intracelularné navazi na DNA, nebo RNA a ovlivni tak syntézu intracelularnich
proteint, coz nasledné vede Kk alteraci bunécné integrity, ktera ve finale vede
k bunééné smrti (Matoti et al. 2011, Yang et al. 2000).

AMP jsou rozmanitou skupinou molekul, spousta z nich je charakteristicka
pouze pro urcity zivo€isny €i rostlinny druh. Na druhou stranu ale nachazime i takové

zastupce, které jsou spole€né napfi¢ riznymi organismy.

Za zminku stoji lysozymy. Jsou to enzymy, které jsou spolecné pro Clovéka i
larvu G. mellonella a zaroven jsou to prvni AMP, které byly u této larvy podrobnéji
popsany. Jedna se o skupinu enzymu, které maji vyznamnou roli pfi imunitni obrané
organismu proti grampozitivnim bakteriim. Lysozymy maji totiz schopnost
hydrolyzovat peptidoglykan v bunécné sténé. U larev ma lysozym navic, kromé
protibakterialni obrany, jesté jednu dullezitou funkci. Bylo prokazano, ze s poklesem
hladin lysozymu roste narust enterobakterii. Lze tedy vyvozovat, ze lysozym se podili
na regulaci mikrobioty larvy (podrobnéji v kapitole 3.1.6.) (Ménard et al. 2021, Sheehan
et al. 2018).
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3.1.56.4 Krev a hemolymfa — koagulace

Koagulace je proces, kdy dochazi ke vzniku srazeniny. M(ze se jednat o proces
vyvolany v dusledku urcitého poranéni a je dllezitou slozkou vrozeného imunitniho
systému. Srazenina vznika v hemolymfé hmyzu i krvi savcl a déje se to proto, aby
zamezila invazi patogenu do organismu. Podstatnym rozdilem je ale to, Zze savci,
potazmo vsichni obratlovci maji uzavienou cévni soustavu a v dusledku vzniku
srazeny tak mUze dochazet i k nezadoucim projevim jako je ischemie, ktera muze
vyustit az v usmrceni organismu. Hmyz ma naopak otevienou cévni soustavu, coz
zajistuje jeji dynamictéjSi vlastnosti. Diky oteviené cévni soustavé dochazi
k rychlejSimu uzavfeni rany, tedy i rychlejSimu zamezeni ztraty tekutin a nehrozi
pfipadna ischemie. Nevyhodou v§ak muze byt to, Ze se patogen snaze dostane do

dalSich ¢asti organismu (Dushay 2009).

Mezi hmyzimi i sav€imi koagulacnimi kaskadami Ize nalézt urcité podobnosti, a
to v rodiné transglutaminaz, které maji podil na zatuhnuti srazeniny. Transglutaminazy
hmyzu vykazuji homologii s lidskym koagulacnim faktorem Xl/la. Pravé faktor Xllla se
podili na koneCném vytvofeni srazeniny. Dale byla nalezena analogie mezi
hemolektinem u hmyzu a von Willebrandovym faktorem (vVWF). Hemolektin hmyzu
tvofi strukturu — vlakna — srazeniny (Sheehan et al. 2018). vVWF je glykoprotein, ktery
se u lidi podili na hemostaze tim, ze zprostfedkovava agregaci trombocytu a jejich

naslednou adhezi ke kolagenu (Kitnar et al. 2011).

3.1.5.5 Melanin

Melanin je tmavé pigmentovany polymer odvozeny od fenolické slouceniny
tyrosinu. Naléza se u rostlin, hmyzu i obratlovci. U savcu hraje roli hlavné jako pigment

zbarvuijici kuzi, o€i &i vlasy a funguje jako ochrana pfed UV zarenim (Riley 1997).

U hmyzu pak zastupuje odliSnou roli — funguje v ramci vrozeného imunitniho
systému pfi sklerotizaci exoskeletu nebo pfi hojeni ran. Proces melanizace se sklada
z kaskady deéja, kterou spousti s patogenem asociované molekuly (PAMPS, pathogen
associated molecular patterns). Cely sled déju vede az ke vzniku cytotoxickych
produktu. V dusledku toho nastava vytvoreni jakéhosi pouzdra v misté poranéni a
naslednému zapouzdfeni patogenu, ¢imz dojde k zamezeni Sifeni infekce (Cerenius
et al. 2008, Singkum 2019).
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Proces melanizace u larvy G. mellonella je patrny i makroskopicky, kdy dochazi
k tmavému zbarveni kutikuly. Tento jev je pak patrny v experimentalni ¢asti této prace,
konkrétné v kapitole 4.6.3 (Obr. 22).

3.1.6 Mikrobiota larvy Galleria mellonella

V ramci experimentalni ¢asti této prace jsme na pocatku pracovali s larvou G.
mellonella s pfedpokladem, Ze jeji hemolymfa je sterilni a pocitali jsme pouze s tim, Ze
hojné osidlena mikrobiotou je hlavné travici trubice. OvSem béhem jednoho z
experimentl bylo zjisténo, Zze osidleni mikrobiotou se tyka prakticky celé larvy, véetné

hemolymfy.

V souCasné dobé se pro védecké ucely nejCastéji vyuzivaji larvy ze dvou
riznych zdrojii. Jednim ze zdroju jsou larvy odchované v laboratornich podminkach,
které jsou odchovany na nutrici bez suplementace hormony nebo antibiotiky.
Alternativou jsou pak krmné larvy, které se vyuzivaji jako navnady pro lov ryb a krmivo
pro domaci zvifata. Pravé u krmnych larev neni jistota, zda a jaké hormony a pfipadné
i antibiotika jim byly spolu s potravou podany (Allonius et al. 2019). Podle doposud
provedenych studii vSechny vysledky nasvédc&uji tomu, Ze larvy, které jsou chovany za
laboratornich  podminek poskytuji mnohem kvalitnéjSi a snaze statisticky

reprodukovatelné vysledky (Champion et al. 2016).

Ve studii zabyvajici se pfimo mikrobiotou larvy, a téchto studii zatim neni
mnoho, jeji autofi uvadéji, Zze larvé dominuje bakterie rodu Enterococcus. Byly
zkoumany vzorky pochazejici z kutikuly, trusu, tukové tkané a hemolymfy larvy.
Vyzkumu byly podrobeny jak larvy pochazejici z laboratorniho odchovu, tak larvy
krmné. Vyslednym zjisténim bylo, Ze veSkeré testované tkané obsahuji mikrobialni

zatéz v rizné mife (Johnston et Rolff 2015).

NejmensSi mikrobialni zatéZz byla nalezena v hemolymfé, ale ani tu nelze
povazovat za sterilni. Tuto skuteCnost lze vysvétlit jako disledek ,clearance®
imunitnimi burikami, které jsou v hemolymfé zastoupeny v pomérné vysokém poctu
(Ratcliffe et Walters 1983).

Zajimavé bylo také zjisténi, Ze travici trakt krmnych larev obsahuje pfiblizné
5,3krat niz8i mnozstvi zastoupeni bakterii nez larvy pochazejici z laboratorniho chovu.

Tento jev je zpUsoben s nejvétsi pravdépodobnosti podanim antibiotik v potravé a neni
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Zadouci. Predeslé studie na modelu Drosophila melanogaster totiz ukazaly, ze pfi
naruseni pfirozené rovnovahy mikrobiomu dochazi k vétsi nachylnosti k infekcim, coz
muze znacné zkreslovat vysledky studii, které jsou na tomto modelovém organismu

provadény (Allonius et al. 2019).

Jak jiz bylo zminéno vyse, u G. mellonela jsou nejhojnéji zastoupenymi bakterie
taxonu Enterococcus. Nalezeny, ale byly i dalSi bakteridlni (s nejvétsi
pravdépodobnosti komenzalni) agens, napfiklad z taxonu Lactobacillus, Leuconostoc,
Bifidobacterium a Peptoniphilus. Kromé téchto bakterii byly v larvach nalezeny také
potencialné patogenni bakterie rodu Enterobacter, Pseudomonas, Staphylococcus a
Streptococcus (Allonius et al. 2019).
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3.2 Mikrobialni biofilmy

3.2.1 Zakladni informace o mikrobialnich biofilmech

Mikrobialni biofilmy jsou tvofeny spoleenstvim heterogennich mikrobialnich
bunék, ktera jsou uspofadana do trojrozmérné vrstvené struktury. Mikrobialni buriky
mohou byt plvodu bakterialniho i mykotického. K povrchu, ktery muze byt jak zivy, tak
nezivy, jsou pak pevné pfisedlé diky adhezivhim molekulam. Vyznamnou roli nasledné
hraje ale takzvana extracelularni polymerni substance (EPS), kterou si sami tvofi. EPS
spole€enstvi mikroorganismu obklopuje a poskytuje tak prostfedi, které skyta fadu
vyhod, jako je ochrana pfed predatory nebo i pfed reakcemi imunitniho systému, pokud
se jedna o biofilmy uvnitf organismu. Biofilmova spole€enstvi v pfipadé patogennich
agens hraji kliCovou roli v otazce rezistence vici konvenéni antiinfektivni 1€¢bé. Jsou
Casto spojeny s nozokomialnimi infekcemi, které jsou rezistentni vuci antiinfekéni
|écbé. Pravé to je jeden z hlavnich dlvodud, pro€ jsou biofilmova spolecenstvi
v soucCasné dobé pfedmétem zajmu mnoha vyzkumu (Konecéna et al. 2021, Rather et
al. 2021).

3.2.2 Formovani mikrobialnich biofilmt — jednotlivé vyvojové faze

Za zakladni jednotku biofilmu Ize povazovat mikrokolonie, které jsou tvofeny
mensimi shluky jednotlivych mikrobialnich bunék. Na tvorbé& celého spole€enstvi
biofilmu se podili vice faktort, ale v sou€asné dobé jesté nejsou fadné objasnény. Je
ovSem znamo, ze slozky extracelularni matrice propojuji jednotlivé bunky a celému
buné&nému spolecenstvi biofilmu tak umoziuji vzdjemnou kooperaci (Tolker-Nielsen
2015).

V soucasné dobé probihaji diskuse ohledné toho, zda by se biofilm mél
povazovat za soubor jednotlivych bunék, nebo spiSe za vicebunééné individuum
(organismus), kde jednotlivé mikrokolonie prfedstavuji Cast celého organismu.
V minulosti se védecka spole€nost pfiklanéla spiSe k tomu, Ze se jedna o shluky
samostatnych bunék, v sou¢asné dobé se ale naopak stéle vice pfiklani k tomu, Ze se
jedna spiSe o komplexnéjsi ,organismus®. K tomuto presvédCeni pfispiva poznani

Zivotniho cyklu biofilmu (Obr. 8), ktery jevi urcité atributy vicebuné&ného organismu.
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Formovani biofilmu je zahajeno adherenci jednotlivych bunék k povrchu pomoci
adhezivnich molekul, které burfky exprimuji na svém povrchu, nasleduje shlukovani
mikrokolonii, které prechazeji v maturovany biofilm propojeny a obklopeny EPS
(Rather et al. 2021).

Jednotlivé burdiky
mikroorganismi

Adherence bunék k povrchu Mikrokolonie Maturovany biofilm
obklopeny matrici

Obr.8: Schéma vzniku mikrobialniho biofilmu, kdy na zacatku jsou jednotlivé
samostatné bunky mikroorganism0, které nasledné adheruji k povrchu a formuiji
mikrokolonie. Kone€nou vyvojovou fazi biofilmu je pak maturovany biofilm, ve kde jsou

mikrobialni buriky obklopeny extracelularni polymerni substanci.

Jak je patrné ze schématu (Obr. 8) tvorba biofilmu probiha v nékolika krocich a
jedna se o vicestupriovy komplexnéjsi proces. Na pocCatku jsou mikroorganismy ve
volné formé, tato forma je nékdy nazyvana planktonicka. Nasledné planktonicka forma
mikroorganismU prechazi do formy pfisedlé. Na tento krok maiji vliv okolni podminky —
zasadni roli rovnéz hraje povrch, na kterém se ma proces odehravat. Podstatné jsou
ale i dalSi okolni vlivy, jako je napfiklad pH prostfedi, hydrodynamické sily nebo tfeba
teplota. Na pocatku je pfilnuti prvnich mikroorganismi k povrchu reverzibilni, pravé
proto je nékdy toto stadium nazyvano jako stadium reverzibilniho pfipojeni. Bylo
prokazano, Ze v této fazi se u bakterii za€ina uplatriovat bis-(3'-5)-cyklicky dimerni

guanosinmonofosfat (c-di-GMP, Bis-(3'- 5')-cyclic dimeric guanosine monophosphate),
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coz je intracelularni signalni molekula, ktera sniZzuje pohyblivost bunék a zvySuje

produkci slozek matrice (Valentini et Filloux 2016).

Postupné dochazi k silnéjSi adhezi bunék a proces se jiz stava nevratnym.
S rostoucim mnozstvim pfisedlych bunék roste i produkce c-di-GMP. Vznikajici
spolecenstvi je v tuto chvili jizZ vyznamné odolng&jsi vici vnéjSim fyzikalnim vlivim. Po
uspésné adhezi, kdy dojde k ireverzibilnimu pfesednuti na povrch, dochazi k mnozZeni
mikroorganism( a dalSimu rastu spolecenstvi. Cely déj se odehrava v prostredi
matrice, jejiz slozky mikroorganismy sami produkuji. Tyto kroky vedou ke zformovani
malych agregatli, které nazyvame mikrokolonie (Armbruster et Parsek 2018).
K agregaci i komunikaci mezi jednotlivymi burikami v rémci nové vzniklé mikrokolonie

pfispivaji bi€iky a pili jednotlivych bakterialnich bunék (Jamal et al. 2015).

Jednotlivé bunky mikroorganisml se v ramci mikrokolonie mnozi a postupné
vznikd maturovany biofilm. Maturovany biofilm pak ziskava plastickou 3D strukturu.
Mikroorganismy jsou uspofadany jednak podle aerotolerance a jednak podle rychlosti
metabolismu. Vnitfni vrstva ma regula¢ni schopnosti, stfedni vrstva je tzv. zakladni
vrstva a vnéjSi vrstva je tvofena burikami, které maji schopnost opustit biofiim a

preménit se do planktonické faze (Rather et al. 2021).

U vyzralého biofilmu po €ase dochazi k disagregaci celého spoleCenstvi a
uvoliovani bunék do okolniho prostfedi. Timto je zahajen novy proces tvorby biofilmu.
Mezi faktory zodpovédné za rozptyleni biofilmu do okoli patfi jednak to, Ze populace
v urCitou chvili pferoste, vdaném misté vznika vétsi konkurence a zaroven ubyva

dostupnych Zivin (Rabin et al. 2015).

3.2.3 Skladba a architektura biofilmu

Biofilm pfisedly k urcitému povrchu je tvofen jednotlivymi mikrobialnimi burikami
a dalSimi extracelularnimi slozkami (Tabulka 1). Tyto extracelularni slozky davaji
zaklad tzv. matrici neboli extracelularni polymerni substanci (EPS, extracellular
polymeric substance). Obecné Ize fici, Ze hlavni slozkou EPS jsou polysacharidy, ty
ale mohou byt odlisné dle toho, jaky mikroorganismus dané spolecenstvi vytvafi. Od
toho se pak odvijeji fyzikalni i chemické vlastnosti biofilmu. Napfiklad EPS

gramnegativnich bakterii je obvykle neutralni nebo polyaniontova. Aniontové vlastnosti

vrwvse

33



Na zakladé této povahy EPS pak muze dochazet k vazbé dvojmocnych kationtd, kam
se fadi vapnik a hofCik. V pfipadé hofCiku se ukazalo, Ze hraje podstatnou roli, kdy
umozniuje zesitovani polymernich viaken a tim zvySuje vazebnou silu biofilmu. U
grampozitivnich bakterii naopak bylo zjisténo naprosto odlisné slozeni EPS, které je

primarné kationické (Donlan 2002, Hussain et al. 1993).

Obecné Ize konstatovat, Ze zasadni vliv na formovani a architekturu biofilmu
maji polysacharidy. Pravé slozeni polysacharidd, které tvofi EPS, urCuje konformaci
celého biofilmového spolecenstvi. Nékteré polysacharidy (hexézy s vazbou 1,3 nebo
1,4) udéluji vlastnosti, které se projevi vyS8Si pevnosti a sniZzenou rozpustnosti ve
vodném prostfedi. Pokud jsou takové polysacharidy v biofilmu obsazeny, celé
skupenstvi se logicky stava odolnéjsi vici chemickym a fyzikalnim vlivim okolniho
prostfedi (Sutherland 2001).

Biofilmy mohou byt monodruhové i multidruhové, heterogenni spoleCenstvi
mikrobialnich bunék. Architektura biofimu se mulze znacéné IliSit podle druhu
mikroorganismu. Razné mikroorganismy vytvafi jednotlivé mikrokolonie, které jsou pro
dany druh charakteristické. Architektura celého biofilmu tedy zavisi na tom, z jakych
mikrokolonii se sklada. Jednotlivé buriky mohou byt rizné prostorové usporadané od
pomérné plochych vrstev a stejné tak mohou vytvaret vézovité struktury tvofené vicero
vrstvami bunék (Parsek et Greenberg 2005, Tolker-Nielsen 2015). Jednotlivé vrstvy
jsou propojeny diky EPS a jsou protkany systémem vodnich kanall, coz jsou
v podstaté intersticialni dutinky uvnitf EPS. Vodni kanaly zajiStuji proudéni a difuzi
zivin, kysliku, ale rovnéz umoznuji komunikaci mikrobialnich agens tvoficich biofilm.
Skute€¢nost Ze, mikroorganismy v biofilmech vykazujici vzajemnou komunikaci
poukazuje na to, Ze biofilmy se chovaji v podstaté jako primitivni vicebunécné
organismy (Evans 2000, Jamal et al. 2015). Dal8im faktem, diky kterému lze o
biofilmech uvazovat jako urcité formé vicebunétného organismu je i blizka podobnost

vyvoje, respektive spisSe zZivotniho cyklu, s lisejniky (Obr. 9) (Penesyan et al. 2021).
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Tabulka 1: Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek biofilmové matrice

Jednotlivé slozky Procentualni zastoupeni v biofilmu
DNA/ RNA <1-2 %
Proteiny (véetné enzymi) <1-2%
Polysacharidy 1-2 %
Mikrobialni buiiky 2-5%
Voda az 97 %

Disperze (jednotlive buiky/ bunétné agregity)

‘Disperze (symbiotickd’ aposymbloticki)

Adheze a kliceni Lichenizace Formowvani stélky Stilka

Obr.9: Srovnani vyvojového cyklu mikrobialniho biofilmového spole€enstvi (a)

a zivotniho cyklu lisejniku (b).

Pfevzato z Penesyan et al. 2021 a upraveno
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3.2.4 Quorum sensing

V ramci biofilmového spole€enstvi je dulezité, aby mezi sebou mohly
mikroorganismy komunikovat. Proces této mezibunétné komunikace probiha na
chemické urovni a nazyva se quorum sensing (QS). Jedna se o proces, ktery
umoznuje bakteriim sdilet informaci o bunécné hustoté a podle toho upravovat,
regulovat genovou expresi. Bakterie snimajici kvorum produkuji a uvolfuji molekuly
chemického signalu zvané autoinduktory Cely proces je pomérné slozitym
komunikacnim systémem. Ovliviuje biofilmové spoleCenstvi v riznych etapach

vyvoje. (Miller et Basller 2001).

Proces komunikace funguje tak, Zze urcity mikroorganismus, ktery je soucasti
biofilmu, uvolni autoinduktorové molekuly. Nasledné dojde k navazani téchto
autoinduktor(l v misté ur€eni na pfislusné receptory. Po obsazeni receptort nasledné

dochazi ke zméné genové exprese cilovych bunék (Mukherjee et Bassler 2019).

QS Fidi geny, které maji vliv na mnoho €innosti, synchronné fidi celé biofilmové
uskupeni, v podstaté dochazi ke kooperativnimu chovani celého spoleenstvi. Mezi
procesy fizené QS patfi napfiklad bioluminiscence, sporulace, kompetence, produkce

antibiotik, tvorba biofilmu nebo sekrece faktorl virulence (Rutheford et Bassler 2014)

Cely proces QS zavisi na densitné bunék, jez jsou soucasti formujiciho se
biofilmu. S rostouci densitou bunék v biofilmu roste mnoZstvi uvolhovanych
signaliza¢nich molekul. Po urcité dobé je dosazeno prahové hodnoty — kvora. Pravé
dosazeni tohoto bodu umozrniuje QS podilet se na regulaci biofilmu v€etné disperze.
Krok disperze je nezbytny, aby bylo dovoleno mikroorganismim opustit spolecenstvi

biofilmu a kolonizovat nové oblasti (Solano et al. 2014).

Existuji rizné strategie k dosazeni disperze biofilmu, muze se jednat napfiklad
o ukonceni syntézy slou€enin matrice biofilmu, degradace matrice a také preruseni
nekovalentnich interakci mezi slozkami matrice (Otto 2013). Regulaéni sité QS jsou
slozité, mohou zahrnovat nékolik gent, které ovliviuji vyvoj biofilmu v riiznych fazich.
Zatim tedy neni uplné snadné pochopit, jak aktivace QS nakonec spousti disperzi
biofilmu (Solano et al. 2014).

Ve chvili, kdy se jedna o patogenni mikroorganismy jsou procesy jako produkce
faktord virulence, sporulace nebo disperze filmu pomérné znepokojivym faktem.

Pfedmétem zkoumani je tedy v tuto chvili nalezeni takovych inhibitord QS, které
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dokazou nejen znicit tvorbu biofilmu rezistentniho na antibiotika, ale také inhibovat

obnovu patogent (Li a Zhao 2020).

3.2.5 Biofilmy v ramci klinické praxe

S biofilmem se vramci lidského organismu setkavame pomérné bézné,
necastéjSi a asi i nejdéle znama forma biofilmu v nasem téle je zubni plak, jehoz tvorba
je v podstateé fyziologicka. | pfesto, Zze se jedna o jev fyziologicky, je dulezité biofilm ze
zubni skloviny odstranovat, jinak muze dojit napfiklad k rozvoji periodontitidy. Pfi
periodontitidé se v oblasti pod dasni vytvofi jakasi kapsa s nahromadénym

biofilmovym povlakem a dochazi k rozvoji zanétu (Schindler 2014).

Tvorba biofilmu nicméné stoji také za Ffadou patologickych stavld. Ke vzniku
biofilmu na sliznicich dychacich cest napfiklad dochazi ¢asto u pacientl trpicich
cystickou fibréozou. Toto onemocnéni vznika na genetickém podkladé, kdy postupné
dochazi v dusledku opakovanych infekci k poskozovani tkani dychacich cest. Na
tkanich poskozenych zanétem se pak usadi bakterie, které se zaCnou formovat
biofilmové spoleCenstvi. Charakteristickym zastupcem, ktery se na tom podili je
bakterie Pseudomonas aeruginosa. Srde¢ni zanét, bakterialni endokarditida, je dalSim
z fady onemocneéni, jeZ je asociovano se vznikem biofilmu. Jedna se o proces, kdy na
srdecnich chlopnich dojde ke vzniku biofilmu, ktery nasledné vyvolava zanétlivé
procesy. NejcastéjSimi puavodci jsou vtomto pfipadé rGzné streptokoky nebo
stafylokoky. Proti proudu moc¢i mohou bakterie pronikat do prostaty, kde se pak podileji
na zanétlivém onemocnéni prostaty. V tomto pfipadé pak vznik biofilmu v oblasti
prostaty vede k rozvoji chronického zanétu. Za rozvojem chronického zanétu stfedousi
také mohou stéat biofilmy, stejné tak za chronickou sinusitidou. Vyjimkou neni ani rozvoj
biofilmu v otevienych ranach jako jsou napfiklad bércové viedy a popaleniny. V téchto
pripadech, k rozvoji biofilmu dochazi i kvali tomu, Ze pokozka je méné prokrvena, a

tedy i méné vyZivovana (Parsek et Singh 2003).

Zavadéni ruznych zdravotnickych pomucek (jako jsou napfiklad katetry) do
organismu je v soutasné dobé nedilnou soucasti mediciny. OvSem je zde riziko, ze
spolu s pomuckou dojde i k zaneseni mikrobialniho agens do organismu. Napfiklad
s katetrizaci se poji tzv. biofilmové infekce asociované s katetry (catheter-associated
biofilm infection). Puvodci infekci se do organismu mohou dostat cestou mocového &i

zilniho katétru, spolu se stentem, drénem, nebo tfeba s kloubni nahradou pfipadné i
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nitrodéloznim téliskem. PFi Spatném zachazeni muze dojit k usazeni bakterii i na
kontaktnich ¢ockach (Pozo 2017).

Infekce zalozené na vzniku biofilmu je obtizné vymytit kvuli jejich schopnosti
odolavat i vysokym koncentracim antibiotik, které by za normalnich okolnosti zabily
volné plujici planktonické burky. V disledku toho bakterialni biofilmy vyznamné
prispivaji k morbidité a umrtnosti pacienti. Pravé z toho duvodu, jsou biofiimova
spole€enstvi pfedmétem zajmu mnoha vyzkum (Hall et Mah 2017). V ramci vyzkumu
se stale fesSi napfriklad to, zda je biofilm pfi¢inou onemocnéni, nebo spiSe disledek
toho, Ze bakterie pouze vyuZivaji pfiznivého prostiedi, které kolonizuji (Vestby et al.
2020).

3.2.6 Charakteristika infekénich onemocnéni spojenych s tvorbou biofilmu

Mikroorganismy, jez jsou soucasti biofilmovych spoleCenstvi vykazuji jiné
vlastnosti, nez pokud jsou v planktonické formé. Zasadnim problémem v klinické praxi
je u infekci asociovanych s tvorbou biofilmu vyrazné zvySena tolerance biofilm-
formujicich mikroorganismtd vuc¢i  antimikrobnim latkdm. Minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC, minimum inhibitory concentration) a minimalni baktericidni
koncentrace (MBC, minimum bactericidal concentration) antibiotik mize byt 100 az
1000krat vySSi v pripadé biofilm-formujicich mikroorganismd ve srovnani s jejich
planktonickou formou. Nékteré zdroje pak dokonce uvadi, Ze rezistence mize byt
vy8Si az 10 000krat (Rabin et al. 2015). Pfi¢inou tak vysoké rezistence biofilm-
formujicich mikroorganisma vac&i antimikrobni [é€bé je kombinace vice faktor(.
Mikroorganismy, jez jsou soucasti biofilmu, vyuzivaji mechanismy své antimikrobni
rezistence, které maji shodné s planktonickymi bufikami. Ktomu se ale pfidavaji

mechanismy, které ziskavaji tim, Ze jsou soucasti biofilmu (Heiby et al. 2011).

V ramci uskupeni mikroorganismi do jednoho vétSiho celku k antibiotické
rezistenci pfispiva napriklad matrice, ktera poskytuje mikroorganismum urcitou formu
ochrany. Jedna se v podstaté o bariéru, které znesnadnuje pranik antimikrobnich latek
do mista pusobeni. Samotna matrice nemusi Uplné inhibovat pranik antimikrobniho
léCiva, ale mlze jej zpomalit. Diky tomuto zpomaleni pak maiji buriky patogennich
mikroorganismU( dostatecny €as na expresi genl zpUsobujici rezistenci. V matrici se
vyskytuji také rizné nabité polymery a enzymy, na které se mohou antimikrobni latky

vyvazovat, ¢i mohou byt enzymaticky zasazeny a timto mlze tak dochazet k jejich
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deaktivaci. Populace mikroorganisml v biofilmech také vykazuji rozdily v expresi
povrchovych molekul a riiznych faktoru virulence. U bunék obsazenych v biofilmu byla
oproti planktonickym bufikam mimo jiné zaznamenana vysSi exprese efluxnich pump.
Navic, bunééna signalizace v ramci biofilmu umozrniuje koordinované reagovat na
podnéty z okolniho prostfedi. DalSim vyznamnym faktorem pfispivajicim k rezistenci
biofilm-formujicich mikroorganismu jsou bunky, které jsou ve stadiu dormance
(metabolicky neaktivni). Jedna se o bunky mikroorganismu, jenz jsou umistény
v hlubSich vrstvach biofilmu a jsou ochuzeny o pfisun Zivin. Takové buriky neumiraji,
jen prechazeji do stacionarni faze a tato faze vede k tomu, Ze nereaguji na podnéty
z okoli a v dany okamzik jsou tedy i rezistentni vici pfipadné l1é€bé. Soucasné studie
rovnéz poukazuji na to, ze biofilm-formujici mikroorganismy jsou rezistentni nejen vici
antimikrobni 1éCbé, ale i vuci fagocytdze (Hall-Stoodley et Stoodley 2009, Rabin et al.
2015).

Pro vySe popsané schopnosti bunék biofilmu odolavat |€Cbé antimikrobialnimi
latkami byl stanoven termin adaptivni rezistence. Jedna se v podstaté o to, co jizZ bylo
popsano v pfedchozich odstavcich. Buriky v biofilmu oproti planktonické formé maji
zna¢nou vyhodu v podobé riznych adaptivnich reakci, které ziskavaji tim, Ze jsou

soucasti biofilmu (Szomolay et al. 2005).

3.2.7 Pro nas vyznamné mikroorganismy podilejici se na formovani biofilma

V soucCasné dobeé Ize konstatovat, Ze na formovani biofilmovych spoleCenstvi je

schopna se podilet valna vétsina mikroorganismu.
Jako nejCastéjSi puvodce patologii vyvolanych biofilmy u ¢lovéka nalézame
bakterie rodu Pseudomonas, stafylokoky, streptokoky, dale pak E. coli a aktinomycety.

Z kvasinek pak v biofilmu lze nejCastéji nalézt kvasinku Candida albicans, které je

v této praci vénovana samostatna kapitola (Schindler 2014).
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3.3 Candida albicans

3.3.1 Zakladni informace o kvasince Candida albicans

Candida albicans (C. albicans) je fazena k dimorfnim houbam. Tato kvasinka je
schopna tvofit jednak pseudohyfy (protahlé buriky, neprava vlakna), tak i pravé hyfy,
které jsou tvorené vice bunkami. Kvasinky se mnozi pu¢enim a pro vétsinu kmenu C.
albicans je charakteristicka také germinace. Germinace je proces, kdy dochazi ke
vzniku tzv. zarodecnych klicka (kliéni hyfa), ze kterych nasledné mohou vzniknout
pravé hyfy. Podstatnou vlastnosti je u C. albicans to, ze v infikované tkani se mize

vyskytovat jak ve formé kvasinkovych bunék, tak i ve formé viaknité.

V ramci diagnostického barveni dle Grama se kvasinky C. albicans barvi jako
Gram-pozitivni bakterie. Jedna se o fakultativné anaerobni agens, nutricné relativné
nenarocné mikroorganismy. Na Sabouradové gluk6zovém agaru jsou schopny rast pfi
teplotach 20-37 °C. Pro ur€ovani jednotlivych druhl kvasinek v ramci rodu Candida se
pak Casto vyuziva jejich metabolické diverzity v ramci utilizace riznych cukru, pfi tzv.

asimilacnich testech (Bednar et al. 1996).

3.3.2 Candida albicans jakozto plvodce infekénich onemocnéni

Za normalnich podminek je kvasinka C. albicans pro lidsky organismus
nesSkodna. Jako komenzalni organismus nej¢astéji osidluje rdzné slizni¢ni povrchy.
Zcela bézné je soucasti pfirozené mikroflory Clovéka. V urcitych situacich, napfiklad,
kdyz z néjakého divodu dojde k oslabeni imunity mdze zpusobit fadu infekci — od
povrchovych, slizni€nich az po Zivot ohroZujici systémové infekce. Bylo zjisténo, Ze
fada kandidovych infekci je spojena s tvorbou biofilmu (Wall et al. 2019). Systémova
onemocnéni vyvolané kvasinkami rodu Candida, jsou povazovany za velmi
problematické, jelikoz vykazuji vysokou mortalitu u hospitalizovanych pacientu. C.
ablicans je v souCasné dobé Cc&tvrtou nejcastéjSi priCinou nozokomialnich infekci
(Pereira el al. 2021, Tsui et al. 2016).

C. albicans disponuje SirSi Skalou faktort virulence a mize stat za infekcemi
v riznych lidskych nikach (Obr. 10). Mezi faktory virulence se fadi napfiklad exprese
invazin(, ¢i adhezind na buné&ném povrchu a také schopnost tvorit biofilmy. Navic ma

tato kvasinka schopnost pfizpusobit se vykyvim pH, vykazuje metabolickou flexibilitu,
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a ma vykonné systémy pro vyporadani se stresovymi faktory. Toto v8e pak Cini

z kvasinky C. albicans potencialné nebezpecného patogenu (Mayer et al. 2014).

it Systémova kandidoza

- Kandidémie

- Absces (slezina, jatra, ledviny)
- Intraabdominalni kandidoza
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Obr. 10: Pfehled oblasti lidského téla, kde mize dojit ke klinickym projevim
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infekce vyvolané kvasinkou C. albicans.

Pfevzato z Lopes et Lionakis 2022 a upraveno
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3.3.2.1 Invazivni kandidové infekce

Invazivni kandidéza (IC, invasive candidiasis) je Zivot ohrozZujici systémové
onemocnéni, které obvykle postihuje pacienty s oslabenou imunitou. K IC se bézné
vazi dva déje (Obr. 11). Jedna se o kvasinkovou infekci krevniho fecisté s naslednou
diseminaci v organismu, s naslednym prorustanim do tkani. Oba tyto stavy mohou
existovat i nezavisle na sobé, ale plati, Ze kvasinky rodu Candida pfitomné v krevnim

fecisti jsou Casto zdrojem tkanové kandidézy a naopak (Parslow et Thornton 2022).

Hyfa

- N

Krevni céva

Candida - kvasinkova burika

Obr. 11: Dva procesy, které zahrnuje invazivni kandid6za. Jedna se o
kvasinkové bunky pfitomné v krevnim fecisti a o bunky, které pro prorustaji do

hlubsSich vrstev tkani.

Prevzato z Parslow et Thornton 2022 a upraveno

Obecné Ize definovat tfi zakladni faktory, které podmiriuji vznik kvasinkovych
infekci. Prvnim takovym stavem je dlouhodobé uzivani Sirokospektré antibiotické
I&éCby, které umozni vyS8i miru kolonizace kvasinkou C. albicans, nez je fyziologické.
Dal8im faktorem je poruSeni gastrointestinalni sliznice nebo kozni bariéry, coz umozni
kvasince invazi do okolnich tkani. Poslednim faktorem je jiZ zmifiovana imunosuprese
pacienta, ktera mize mit nejriznéjsi pfiCiny, ale Casto je také iatrogenniho puvodu.
Tento stav muze nastavat napfiklad i pacientl, jez dlouhodobé podstupuji 1€Ebu

kortikoidy nebo u pacientll s neutropenii navozenou chemoterapii (Pappas et al. 2018).
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3.3.2.2 Candida albicans a biofilmy

Kvasinka se fadi mezi mikroorganismy, mezi jejiz faktory virulence patfi také

schopnost tvorby biofilmu.

Proces, ktery je jiz podrobné popsan v kapitole Mikrobialni biofilm (kapitola 3.2)
je v pfipadé kvasinky, tedy i kvasinky Candida albicans, témér identicky (Obr. 12).
Rozdil, kterym se liSi od bakterialnich bunék, Ize spatfovat v tom, Ze kvasinka ma navic
schopnost tvofit vidknité struktury — hyfy. Praveé tyto hyfy zacina kvasinka tvofit jiz ve
fazi adheze k povrchu, coz pfispiva k jesté vétsi odolnosti biofilmu. Ve fazi disperze,
pak z biofilmu kromé kvasinkovych bunék mohou odchazet i hyfy (Pereira et al. 2021).
V ramci biofilmovych spoleCenstvi kvasinek tak lze nalézt kvasinky jak ve vlaknité

podobé, tak i v kvasinkové neboli blastosporické podobé.

iy (LY

1. ADHEZE

Candida albicans 2 §© @ ~
formovani biofilmu Q¥ . ©

4, DISPERZE

3. MATURACE

Obr. 12: Schéma formovani biofilmu kvasikou Candida albicans.

Prevzato z Nobile et Johnson 2015 a upraveno
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3.4 Pristupy vyuziti larvy Galleria mellonella jako modelového
organismu pro formovani biofilmu a indukci invazivni

kandidozy

Jak je uvedeno v ramci experimentalni ¢asti této prace, pro tvorbu tkanovych
explantu, formovani popaleninové rany (tzv. burn-wound) a naslednou infekci rany
kvasinkou C. albicans, byl vyuzit modelovy organismus, larvy G. mellonella. K dnesni
dobé existuji prace, které se zabyvaji jak vyuzitim téchto larev pro indukci

popaleninovych ran s naslednou infekci, tak pro indukci invazivni kandidozy.

V ramci studie autorll Maslova et al. 2020 byl napfiklad vyuzit model G.
mellonella pro tvorbu popalenin s naslednou infekci rany bakteridlnim agens,
jmenovité Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus (MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus) a
Acinetobacter baumannii. Infekce popalenin pfedevSim puvodci nosokomialnich
nakaz mohou mit pro pacienty fatalni nasledky. Ugelem této studie bylo vyuzit
bezobratly model G. mellonella pro studium popaleninové rany namisto dosud

vyuzivaného mysiho modelu.

Pro experiment byly voleny komeréné dostupné larvy, které byly pred
popalenim oSetieny 70 % ethanolem. Popaleninové zranéni bylo provedeno zhruba
ve stfedni oblasti dorsalni ¢asti larvy. Provedeno bylo nahfatym ocelovym nastrojem
a velikost rany odpovidala v priméru 2 mm. Bezprostfedné po provedeni zranéni byla
rana infikovana bakterialni suspenzi. Po poranéni a nasledné infekci rany byly larvy
inkubovany pfi teploté 37 °C a monitorovany po 72-120 hodinach. Pribézné byla
zaznamenavana umrtnost, byla monitorovana melanizace larvy a ztrata pohyblivosti.
V ramci této studie se rovnéz hledélo na etické hledisko - larvy, které vykazovaly
vyrazny stres, nebo u nich doSlo k vyrazné ztraté hemolymfy byly okamzité usmrceny

jejich inkubaci pfi teploté -20 °C po dobu 20 minut (Maslova et al. 2020).

V ramci studie autorl Figueiredo-Godoi et al. 2022 bylo rovnéz vyuzito
alternativniho zvifeciho modelu, G. mellonella. Indukované rany byly infikovany
bakterii Acinetobacter baumannii, ktera je fazena mezi oportunni patogeny spojené
s nozokomialnimi infekcemi, a je schopna vytvaret na riznych povrSich biofilmova
spoleCenstvi. V rdmci této prace byla indukovana infekce popaleniny, s naslednym

IéCebnym pfistupem v podobé oSetieni fotosensitizery. V experimentech dané studie
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byla pouzita analogicka metodika, jako v pfedesiém pfipadé. Jednalo se tedy o indukci
popaleninového zranéni na hibetni ¢asti larvy. Po infekci a oSetfeni byly larvy umistény
kazda samostatné ve 24jamkové sterilni destiCce (Obr. 13). Stav larev byl opét
prubézné monitorovan. Sledovana byla jejich pohybova aktivita, postupna melanizace,

ale tfeba taky schopnost zacit tvofit kokon (Figueiredo-Godoi et al. 2022).

Obr.13: Indukce popaleniny a infekce u larvy G. mellonella. (a) Larva byla

popalena kovovym rozpalenym nastrojem, (b) doslo ke vzniku léze, (c) do které bylo

nasledné naneseno infekéni inokulum. (d) Postupné dochazelo k melanizaci larvy.

Pfevzato z Figueiredo-Godoi et al. 2022
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pomiucek, chemikalii a pristroju

e 24 jamkovy panel (Gamedium, Ceska republika)

e 96 jamkovy panel, sterilni mikrotitraéni desti¢ka (Gamedium, Ceska republika)

e Aparatura na Gramovo barveni (stojan, odkapavaci vana)

e Bujény YNB (yeast nitrogen base) s pfidanymi cukry (glukdza, laktéza,
sachardza, trehaldza, rhamnéza, xyléza, maltéza, galaktéza, arabin6za) —
laskavé poskytnuto ing. J. Vackovou

e Bunicina

e Candida albicans ATCC 90028, CCM 8261 (Ceska sbirka mikroorganisma,
Ceska republika)

e Centrifuga (Hettich Rotanta, Némecko)

e Denzitometr DEN-18 McFarland Densitometer Biosan (P-LAB, Ceska
republika)

e Desinfekce (70% roztok ethanolu), Penta (Ceska republika)

e Destilovana voda

o Diagnostické prouzky pro oxidazovy test - ITEST Oxidaza (ITEST, Ceska
republika)

e Explanty ziskané z larev Galleria mellonella

e Falconyho 15ml centrifugaéni zkumavky (Gamedia, Ceska republika)

e Fluorescencni mikroskop Olympus Provis AX 70 s kamerou pfipojenou k PC s
programem NIS — elements AR, Nikon, Japonsko

e Glukdza (Sigma-Aldrich, USAcilova koncentrace 0.1 mM)

e Hamiltonova jehla (Hamilton microsyringes, Némecko)

e Homogenizator HandheldMT-30K (Hangzhou Miu Instruments Co., Cina)

e HoneyComb desti¢ka (Oy Growth Curves Ab Ltd, Finsko )

e Chemikalie pro pfipravu IPS (insect phosphate buffer, hmyzi fyziologicky
roztok) roztoku: NaCl, KCI, TRIS/HCI, EDTA, citrat sodny (Dr. Pharma Kulich,
Ceska republika)

e Chromogenni pada CandiSelect (Bio-Rad, Francie)

e Inkubator Binder WTB (Binder, Germany)
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Jednoréazové ockovaci klicky (Gamedium, Ceska republika)

Kalkofluorova béloba (18909 Calcofluor White Stain,Sigma-Aldrich, USA)
Kyanoakrylat (sekundové lepidlo)

Kyvacka MR-1 Mini Rocker-Shaker (Biosan, Litva)

Laboratorni $pi¢ky (Eppendorf, Némecko)

Laminarni box Esco Class Il type A2 (Dynex laboratories s.r.o, Ceska
republika)

Larvy Galleria mellonella, hmotnostni rozmezi larev: 0,3130 g — 0, 4250 g
(zakoupeny v Acheta, Ceska republika)

Larvy Galleria mellonella, hmotnostni rozmezi lerev: 0, 580 g — 0, 600 g
(odchované v ramci biologické laboratofe, Katedry Biologickych a Iékafskych
véd, Faf UK HK)

Lihovy kahan

Lugollv roztok - laskavé poskytnuto ing. J. Vackovou

Methyl modf vodny roztok - laskavé poskytnuto Ing. J. Vackovou

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus, ATCC 43300, CCM 4750 (Ceska
sbirka mikroorganismu, Ceska republika)

Mikropipeta (Fisher Scientific, s.r.o., Ceska republika)

Mikrozkumavky Eppendorf (VWR International s.r.o, Ceska republika)
Nadoba s ledem

Peroxid vodiku 3% (Coopharma s.r.o, Ceska republika)

Petriho miska (Gamedia, Ceska republika)

Pinzeta

Plastovéa L-hokejka (Gamedia, Ceska republika)

plotny s Mueller-Hintonovym agarem (MHA, Himedia, India) — laskavé
poskytnuto I. Dufkovou

Plotny se Sabouradovym agarem — bez obsahu antibiotik (SA, Himedia, India)
— laskavé poskytnuto |. Dufkovou

Podlozni a kryci mikroskopicka sklicka (Fisher Scientific, s.r.o, Ceska
republika)

Pozinkovany hiebik (primér hlavicky 3,5 mm)

Propidium jodid (Propidium iodide, P4864 — 10 ml, 1 mg/ml Pl in water, MW
668,39; c = 1,496 mM, Sigma-Aldrich, USA )
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Roztok safraninu - laskavé poskytnuto ing. J. Vackovou

Roztok krystalové violeti - laskavé poskytnuto Ing. J. Vackovou
Samolepici félie na prekryti mikrotitracni desticky (VWR International s.r.o,
Ceska republika)

Skalpel

Soyabean medium— Soyabean Casein Digest Medium (Himedia, India)
Spektrofotometr Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd, Finsko)
Sterilni OD zkumavky (Gamedia, Ceska republika)

Stojany na zkumavky (Gamedia, Ceska republika)

Syto 9 — S34854, 5 mM solution in DMSO (Invitrogen, USA)

Trepaci inkubator Heidolph Inkubator 1000 (Heidolph, Germany)
Vortex M52 Minishaker IKA (P-LAB, Ceska republika)

Zkumavky 10 ml (Gamedia, Ceska republika)
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4.2 Optimalizace pfipravy mikrobialniho inokula pro nasledné

infekce ,,burn-wound“ modelu ex vivo

4.2.1 Pracovni hypotéza

Pro infek¢ni inokulum, které bylo vneseno do indukované rany, bylo tfeba
zajistit, aby bylo v pIné viabilité. Pro infekci ran byla tedy pfipravena mikrobialni
suspenze v exponencialni rlstové fazi. Pro zaznamenani exponencialni faze rustu
byla volena kultivace v desticCkach Honeycomb s kontinualnim méfenim optické

density (O.D.) pomoci pfistroje Bioscreen C.

A

L

&

Obr. 14: Vlevo na obrazku je zachycena Honeycomb desti¢ka, ktera byla uZita pro kultivaci
kmenu kvasinky Candida albicans a bakterie Staphylococcus aureus. Vpravo je pak schematicky

znazornéné rozvrzeni Honeycomb desticky.
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Tabulka 2: Mikrobialni kmeny uZité k experimentu

Oznaceni Mikrokolonie Sbirkovy kéd
CA Candida albicans ATCC 90028
CCM 8261
MRSA meticilin rezistentni ATCC 43300

Staphylococcus aureus CCM 4750

Legenda: ATCC - American Type Culture Collection, Americké sbirka
mikroorganismi, CCM — Czech Collection of Microorganisms, Ceské sbirka

mikroorganismd

4.2.2 Postup

Den 1

e naockovani kmend MRSA a CA na Sabourauduv agar a Miller-HintonGv
agar

e Kkultivace ploten probéhla pfi 37°C, po dobu 24 hodin

Den 2

e vytvofeni bakteridlni/kvasinkové suspenze o optické densité 0.5
McFarlanda (suspenze vytofeny v Soyabean mediu) do O.D. zkumavek
(vytvoreni duplikatu pro kazdy kmen)

e mikrobialni suspenze se pfenesla po 100 ul do Honeycomb destiCky v
oktaplikatu pro kazdy kmen

e destiCky se vlozily do pfistroje Bioscreen C, mapovani rlstu pfi teploté
36.8°C po dobu 24 hodin

4.2.3 Hodnoceni a vysledky

Timto krokem, tedy uréenim, kdy je mikroorganismus v exponencialni fazi ristu,
bylo zajisténo, Ze v nasledujicich experimentech bylo uzito infek¢ni inokulum v piné

kondici.
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Z grafli nize Ize vycist, Ze u kvasinky Candida albicans v Soyabean mediu, pfi
pocatecni densité inokula odpovidajici 0.5 McFarland dochazi k nejvy§Simu nartstu
optické density (ktera reflektuje pfirastek bunék v suspenzi) v Easovém intervalu mezi
60 aZz 240 minutou od pocatku inkubace pfi 36.8°C (Graf 1), pro Staphylococcus

aureus MRSA se pak jedna o ¢asovy udaj 180 minut od pocatku inkubace (Graf 2).

Nasledujici experimenty jiz byly provadény pouze s mikroorganismem Candida
albicans, ktery byl zvolen pro nasledujici experimenty. V budoucnosti je pak
zamyS$leno provadét obdobny vyzkum i vramci bakterialniho mikroorganismu

Staphylococcus aureus, MRSA.
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Graf 1: Mapovani ristu kvasinky Candida albicans v Soyabean mediu.
Pocatecni hodnota inokula odpovidala zakalu 0,5 dle McFarlandovy stupnice. O.D. —

opticka densita.
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Graf 2: Mapovani rlstu bakterie Staphyloccocus aureus (MRSA). Pocate¢ni hodnota inokula

odpovidala zakalu 0,5 dle McFarlandovy stupnice. O.D. — opticka densita.
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4.3 Optimalizace pristupu vedouciho k odstranéni travici trubice a

vnitrnich télesnych kompartmentu larvy Galleria mellonella

4.3.1 Pracovni hypotéza

Pro pFipravu tkanovych explantu kutikuly larev je vice nez zadouci pfistupovat
k véci tak, aby bylo maximalné zamezeno kontaminaci explantd mikrobialnim agens.
V experimentech bylo zcela zasadni pracovat co nejvice za aseptickych podminek.
S ohledem na to, Ze travici trubice je hojné osidlena stfevni mikrobiotou, ktera by
mohla byt vyraznym zdrojem kontaminace, bylo béhem experimentu maximalni
snahou vyhnout se travici trubici, aby nedos$lo ke kontaminaci pravé uvolnénim obsahu

travici trubice.

Pfedbézné Setfeni — pitva larvy usmrcené dekapitaci pfinesla poznatek, ze
travici trubice vS8ak pfi vyjmuti organa z larvy na prvni pohled neni snadno odliSitelna
— viz Obr. 15. Z tohoto divodu byla per oralné aplikovana kontrastni latka, vodny
roztok metylenové modfi, metodu takzvaného nuceného krmeni — .force feeding

method” (Obr. 16), aby mohlo dojit k pfesné lokalizaci traviciho traktu larvy.

V ramci tohoto experimentu byly uZity larvy odchované v biologické laboratofi,
Katedry biologickych a |ékafskych véd, Faf UK HK. Pro odchov byl volen termobox se
stabilni teplotou 29°C. Larvy byl zakrmovany dietou pfipravenou dle Haydaka, tato
dieta je podrobné popsana v diplomové praci Galleria mellonella in vivo model pro

studium interakce antimikrobialni latka vs. Patogen (Polova, 2019).
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Obr.15: Preparace larvy Galleria mellonella na Petriho misce. S jistotou bylo

mozné z tohoto Setfeni vnitfnich organu urcit pouze slinné zlazy.

4.3.2 Postup

e provedla se chladova anestezie larvy — larva byla drZzena na ledu do okamziku,
nez se prestala pohybovat

e do Hamilton jehly se natahlo po 20 ul vodného roztoku methylenové modfi

e larva se opatrné uchopila (nutné pracovat rychle, larva se zahfatim mezi prsty
brzy probouzi) a v dalSim kroku byla provedena per oralni administrace ,force
— feeding”larvy vodnym roztokem barviva methylenové modfi

e vycCkalo se po dobu cca dvou minut, nez doS$lo k prostoupeni barviva celym
travicim traktem larvy (prostup barviva je makroskopicky pozorovatelny skrze
kutikulu larvy)

e provedla se rychla dekapitace larvy a nasledné se provedlo vyjmuti travici

trubice

54



4.3.3 Hodnoceni a vysledky

S jistotou Ize konstatovat, Ze se povedlo lokalizovat travici trubici, a to i diky
tomu, Ze po vyjmuti travici trubice byly v jejim distalnim konci patrné drobné kulovité

utvary, coz jsou exkrementy larvy.

Béhem této Casti experimentu bylo zaroven zjisténo, Ze barvivo prostupuje
nejen do travici trubice, ale postupné i do ostatnich ¢asti organismu. Na preparatu
(Obr. 17) jsou pozorovatelné obarvené drobné utvary vypadajici jako ,cévky“, které
obklopuiji travici trubici. S jistotou ale nelze pfesné specifikovat o jaké télni utvary se

jedna, jelikoz dle morfologického popisu by larva méla mit pouze jednu velkou cévu.

Hamiltonova jehla

Per oralni aplikace barviva
do ustniho otvoru larvy
metodou ,force feeding”

Larva

Barvivo vodného roztoku
methylenové modfFi

Larva byla pivodné driena
na ledu, é&imz doslo
k docasné anestezii

Obr 16: Per oralni administrace barviva pomoci Hamiltonovi jehly metodou ,force —

feeding“ larvy Galleria mellonella.
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Travici trubice

Cévka dstici z travici
trubice

Exkrementy v distdlni
¢asti travici trubice

Hlavitka po dekapitaci

kutikula

B

Obr. 17: Preparace larvy Galleria mellonella po podani kontrastni latky, methylenové

modfi metodou ,force — feeding”.
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4.4 Ziskavani explantu kutikuly larvy Galleria mellonella a nasledna

indukce popaleniny

4.4.1 Pracovni hypotéza

Priprava explantl kutikuly larvy Galleria mellonella pro zavedeni ex vivo
biofiimového modelu. Béhem celého procesu byla maximalni snaha vyhnout se

predevsim travici trubici, aby nedos$lo k mikrobialni kontaminaci explantu.

Po ziskani tkanového explantu kutikuly doslo k vytvofeni popaleninového

zranéni, tedy tzv. ,burn- wound*.

V ramci optimalizace metodiky byly voleny larvy ve stejném vyvojovém stadiu.
Uzity byly larvy v poslednim vyvojovém stadiu, snahou bylo volit larvy cca stejné
velikosti. Larvy byly ziskany z komeréné dostupného chovu, jelikoz larvy odchované

v laboratofi v dobé experimentu nedosahovaly dostateCného vyvojového stadia.

Tabulka 2: Hmotnosti jednotlivych larev Galleria mellonella uzitych v ramci

uvedeného experimentu

Larva G. mellonella Hmotnost

C.1 0,3870 g
.2 0,4100 g
¢.3 0,4250 g
C.4 0,3389 g
¢.5 0, 3800 g
¢.6 0,3130 g
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4.4.2 Postup

Den 1

e provedla se fadna desinfekce celého téla larvy pomoci buniciny navihéené 70%
alkoholem

e larva se usmrtila dekapitaci

e izolovala se kutikula pomoci skalpelu, maximalni snaha o asepticky pfistup,
snaha vyhnout se travici trubici, ktera je velmi obtiZzné pozorovatelna

e po ziskani explantu se provedla indukce popaleniny (,burn-wound*, viz. Obr.

18) — pomoci pozinkovaného hiebiku uchopeného v pinzeté nahfatého nad

kahanem a pfitisknutého na nékolik sekund k explantu kutikuly

Obr. 18: Tkanové explanty kutikuly larvy Galleria mellonella. Jedna se o
explanty na kterych jiz byla indukovana popalenina. Pramér vzniklé rany popalenim

je 3,5 mm.
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e 'V ramci pilotniho experimentu byly testovany dva pfistupy pro ziskani
explantu
o Pristup A: dekapitace, okamzité provedeni ,burn-wound®,
nasledné bocni fez a pfiprava tkanového explantu
o Pristup B: (Obr. 19) dekapitace, oddéleni distalni Casti
larvy, snaha vyjmout ven celou travici trubici v celku, bo¢ni
fez kutikuly, pfFiprava tkanového explantu, nakonec

provedeni ,burn-wound*

Pro snizeni rizika mikrobialni kontaminace explantd a pro Setfeni pfipadné

mikrobialni kontaminace explantl byly vedeny nasledujici kroky:

tkanové fezy se pfenesly do zkumavek s 1 ml fyziologického roztoku

provedl se fadny vortex za ucelem pfeneseni pfipadnych mikrobialnich entit
ulpélych na explantech do fyziologického roztoku/ Soyabean media (pfipadné
mikroorganismy by mély byt timto krokem odplaveny)

provedl se vysev po 25 pul reprezentativnich aliquotl z fyziologického
roztoku/Soyabean media (v triplikatech) na Muller-Hinton(v agar, rozetfeni L-

hokejkou

Den 2, 3
Zhodnoceni narustu mikroorganismu na plotnach s Miller-Hintonovym agarem
a Sabouradovym agarem po 24 a 48 hodinach inkubace

Hodnoceni a vysledky

V prvni fazi toho experimentu bylo cilem ziskat tkanové explanty. Bylo

oCekavano, Ze bude veden plynuly fez kutikulou larvy a nasledné bude opatrné

sejmuta kutikula, aby nedoSlo ke kontaminaci preparatu obsahem travici trubice.

Kutikula larvy byla oproti naSemu o€ekavani pevnéjSi a vedeni plynulého fezu tak

nebylo mozné. OsvédcCilo se nam fez provadét nikoli plynulym tahem skalpelu, ale

kyvavym pohybem skalpelu.

Po 24 a 48 hodinach bylo provedeno hodnoceni vysevu na zZivnych médiich.

Proveden byl vysev pro obé metody ziskavani explanti. Timto krokem bylo ovéreno,
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ktera z metod je vhodnéjsi z pohledu nizsiho rizika pfipadné mikrobialni kontaminace.
Vysledky vysevu potvrdily, Ze metoda A je nevhodna, protoze jiz po 24 hodinach doslo
na Sabouradové i Miuller Hintonové agaru k masivnimu narustu nepocitatelného
mnozstvi kolonii. V pfipadé vzorku ziskaného odbérovou metodou B po 24 hodinach
doS$lo na Miiller Hintonové agaru k narlistu 20 a 12 kolonii a v pfipadé Sabouradova
agaru doslo k narustu deseti kolonii v obou duplikatech. Popis makromorfologickych
znakl jednotlivych kolonii, je uveden v nasledujici Tabulce 4. Ziskavani explantl
metodou B se tedy jevi jako znacné efektivnéjsi. Postup této metody je znazornén na
Obr. 19.

Tabulka 4: Vysledky vysevu metodou B na jednotliva Zzivna média

Kolonie Zivné médium Pramér
[mm]

C.1 Muller Hintonav 4 Plocha NaZloutla, leskla
agar

C.2 Muiller HintonGv 3 Lehce vypoukla Bila, matna
agar

C.3 Muiller Hintonav 1-2 Lehce vypoukla  ZlutoSeda, leskla
agar

C.4 Sabouraduv agar 2-3 Vyrazné Bila, texturovita

vypoukla
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Larva Galleric mellanella e Dekapitujeme larva

-

o Ocletranime distdlnd Est lanvy o Irﬂsledrﬂ! pracujeme jen 5 télam
arvy

‘Wytafenim trdvicl trubice jsme zickali

Opatrné pomoci pinzety wytihneme
kutikulu, z té pFi
e dist&lnim koncem trévici trubici e samactamou butlilu, 268 pAprndma

Obr. 19: Znazornéni postupu, ktery vedl k Zadoucimu odstranéni travici trubice, aniz
by doslo k vyrazné mikrobialni kontaminaci kutikuly a nasledné i pfipravenych explantl. Pro
lepSi rozliSeni jednotlivych télnich kompartmentt larvy Galleria mellonella bylo v ramci

optimalizace pristupu voleno per oralni podani podani kontrastni latky, methylenové modfi.
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4.5 Vyuziti diagnostického barveni dle Grama pro priblizné

zarazeni mikrobialnich kontaminant do taxonu

4.5.1 Pracovni hypotéza

Diagnostické barveni dle Grama a nasledné mikroskopické pozorovani
umoznilo pfibliznou kategorizaci a zafazeni do taxont mikrobialnich agens, rostoucich

na kultivaénich pidach.

4.5.2 Postup

e na podlozni sklicko se odebral pomoci kli€ky vzorek z kolonie, ktery se rozetfel
na skli¢ku

e provedla se fixace plamenem

e preparat se prevrstvil roztokem krystalové violeti, nechal se plsobit 60 sekund

e nasledné se preparat prevrstvil Lugolovym roztokem, nechal se pusobit 60
sekund, poté se barvivo slilo, a preparat se oplachl vodou

e Kk odbarveni se uzil alkohol, po odbarveni se provedlo oplachnuti preparatu
vodou

e preparat se prevrstvil roztokem safraninu, nechal se plsobit 60 sekund a poté
se provedlo oplachnuti vodou

e po vysuSeni preparatu nasledovalo mikroskopické hodnoceni (vyuziti $kolniho

mikroskopu, pozorovani pod imerznim systémem)

4.5.3 Hodnoceni a vysledky

Béhem tohoto Setfeni byly pod mikroskopem pozorovatelné ¢tyfi mikroskopicky
odliSné mikroorganismy. Jednalo se o mikroorganismy jak bakterialniho, tak i

mykotického pavodu.
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Tabulka 5: Vysledné nalezy v jednotlivych preparatech

Kolonie Barveni dle Grama Tvar
C.1 G/G- koky
C.2 G+/G- tyce
C.3 G- koky
C.4 G+ kulovité velké utvary - kvasinky

=
“Obr. 20: Snlmky obrazu porlzeneho pom00| svetelne mikroskopie. Na sn|m0|ch

(a) — (d) jsou zachyceny mikroorganismy popsané v Tabulce €. 5. (a) kolonie €. 1 (b)
kolonie €. 2 (c) kolonie €. 3 (d) kolonie €. 4 Pozorovani probihalo pomoci Skolniho

mikroskopu pfi celkovém zvétSeni 1000x.
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4.6 Infekce indukovanych popaleninovych ran na tkanovych
explantech udrzovanych ve hmyzim fyziologickém roztoku

suplementovanym hemolymfou larev Galleria mellonella

4.6.1 Pracovni hypotéza

Priprava explantd z kutikuly pro zavedeni ex vivo biofilmového modelu,

modelace kvasinkové infekce v popaleninové rané. Pro navozeni kumulace exudatu

v rané pfi tvorbé popaleninového zranéni u zZivych experimentalnich zvifat (zohlednéni

role imunokompetentnich bunék v ramci interakce hostitel-patogen) byl fyziologicky

roztok suplementovan hemolymfou.

4.6.2 Postup

Den ¢. 1

e naockovaly se plotny se Sabouraudovym agarem kmenem kvasinky Candida

albicans ATCC 90028 (CCM 8261)

e 24hodinova inkubace v termostatu pfi teploté 37 °C

Den ¢. 2

e vytvofila se suspenze s O.D. 0.5 McFarland, suspenze se pfevedla do Falcon

tub

e provedla se inkubace kvasinek do exponencialni rustové faze v termostatu za

stdlého michani (idedlni Casové rozmezi je okolo dvou hodin od poc¢atku

inkubace, viz. Kapitola 4.2., Graf €. 1)
e centrifugace kvasinkovych suspenzi pfi 10 000 x g, po dobu 5 minut, pfi
24-26 °C

e vytvofila se kvasinkova suspenze o cilové O.D. 0.1 a 1 McFarland v Soyabean

mediu

e odebrala se hemolymfa z larev

o hemolymfa se ziskala pomoci Hamiltonovy jehly, larva se

opatrné napichla v oblasti za hlavovou ¢asti a pomoci

pipety se proved| Setrny odbér malého mnozZstvi hemolymfy
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o hemolymfa byla drZzena na ledu, aby se predeSlo
melanizaci, nasledné byla fedéna pomoci IPS pufru, tak
aby vznikl 20% roztok hemolymfy

pfiprava explantll a provedeni ,burn wound” dle postupu popsaného v kapitole
4.4.

vytvofené explanty byly vneseny do 24 jamkového panelu — pouze vihéené
jamky, nasledné se provedla infekce popaleninové rany pfenesenim inokula o
objemu 5 ul (nesmi se dostat mimo indukovanou ranu!), nasledovala inkubace
po dobu 1-1.5 hodiny pro adherenci kvasinkovych bunék

po inkubaci se odpipetovalo neadherované inokulum

tkanové explanty byly nasledné obklopeny IPS pufrem suplementovanym
hemolymfou, doSlo k vytvofeni tzv. ,air- liquid interface® v jamkach (obr. 21)
destiCky se prekryly folii, aby nedochazelo k odpafovani kapaliny

kvasinky v rané se inkubovaly po dobu 24/48 hodin pfi teploté 37°C v termostatu

_~| Kryei folie zabrariujici
- wysychdni

Infekéni
inokulum

ledna

zjamekv [
destifce

Tkafovy
- | explant

-| Burn-wound

| IPs roztok s
hemolymfou

Obr. 21: Schématické znazornéni explantu kutikuly ziskaného z Galleria

mellonella umisténého v ,air-liquid” fazi.
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4.6.3 Hodnoceni a vysledky

Vzorky po 24hodinové inkubaci byly makroskopicky bez vyraznych zmén,
ovSem po 48hodinové inkubaci do$lo u vzorku k vyrazné barevné zméné, disledkem

melanizace (tento proces je blize popsan v kapitole 3.1.5.5.).

Vybrané tkanové explanty (Obr. 22) byly nasledné vyuZity k homogenizaci

(popsano v nasledujici kapitole)

Obr. 22: Porovnani explanti po 24hodinové inkubaci (a) a po 48hodinové
inkubaci (b).
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4.7 Hodnoceni tvorby kvasinkového biofilmu v indukované
popaleniné tkanovych explantl tvorenych z komeréné

dostupnych larev

4.7.1 Pracovni hypotéza

Kvasinka Candida albicans je schopna, jak vytvaret biofilmova spolecenstvi, tak
i invadovat do tkani svého hostitele. Prvotnim cilem tedy bylo urcit, v jaké mife dochazi
k tvorbé kvasinkoveého biofilmového spolecenstvi v indukované rané explantu. V ramci
tohoto a predchozich experimentl (popsanych od kapitoly 4.4) byly uzity larvy
z komeréné dostupnych chovd, jelikoz larvy odchované v laboratofi v dobé
experimentl nedosahovaly dostate¢ného vyvojového stadia. Tedy i explanty
hodnocené v tomto kroku experimentu a hemolymfa pro suplementaci byly ziskany ze

zakoupenych larev.

Indukovana popaleninova rana by méla byt vhodnou ,Zivhou pldou“ pro
kvasinku Candida albicans. Kvasinky jsou agens schopné vytvaret biofilmova
spoleCenstvi jak na neZivych, tak i na Zzivych povrSich. Pomoci fluorescenéni
mikroskopie Ize studovat, zda spolecenstvi mikrobl v rané vykazuji vlastnosti, které
jsou typické pro biofilmova spole€enstvi. Pomoci vhodnych barvicich technik Ize
sledovat jak samotné mikrobialni buriky biofilmd, tak i pfitomnost matrice, ktera stoji
za ,pridanou” rezistenci biofilm-formujicich agens. Lze také pozorovat viabilitu bunék

biofilmu.

4.7.2 Postup

e po 24hodinové inkubaci kvasinek, které tvofily infekt v rané, byl z indukovanych
popaleninovych ran proveden seSkrab biofilmi pomoci skalpelu, ¢i ockovaci
klicky

e odebrany material byl pfenesen do mikrozkumavky

e pfipravil se barvici roztok na barveni biofiimu — volené cilové koncentrace
fluorescenénich barviv vychazely z podkladl uvedenych v ramci dokumentu
LIVE/ DEAD BacLight Viability Kit (Invitrogen, USA. Zde jsou uvedeny cilové

koncentrace: ¢cisyto)= 5, 1 uM a cpiy = 30 uM)
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o do mikrozkumavky Eppendorf se pfidala smés fluorescencnich
barviv Syto9/Pl o cca dvojnasobném objemu, nez byl objem
biofilmové biomasy

o barveni probihalo po dobu alespon 25 minut ve tmé za stalého
kyvani

o pfed pfenesenim vzorku na skli¢ko se provedla centrifugace pfi
23 - 25 °C, 7500 x g po dobu 5 minut

o po centrifugaci se ziskala peleta, ktera se pfenesla o objemu 5 pl
na sklicko

o na skli¢ko se pfidalo 2,5 ul barviva kalkofluorové béloby

e preparat byl pozorovan pomoci fluorescenéniho mikroskopu

4.7.3 Hodnoceni a vysledky

Fluorescenéni barvivo Syto9 ma schopnost difundovat pfes bunécné
membrany. Vaze se na DNA jak Zivych, tak i neZivych bunék a barvi je zelené.
Geneticka informace je i soucasti EPS, barveni barvivem Syto 9 tudiz poskytuje
informaci o celkovém mnozstvi zformovaného biofilmu. Pro urCeni zivotaschopnosti
bakterii se barvivo Syto 9 pouziva v kombinaci s propidium jodidem (PI, propidium
iodide). Fluorescenéni barvivo Pl pronika pouze do bunék, jeZz maji posSkozenou
buné€nou membranu, jedna se tedy o bunky nezivé a ty pak barvi Cervené. Jak vyplyva
z predchoziho textu do mrtvych bunék vstupuje jak zelené fluorescenéni barvivo Syto
9 tak i Cervené fluorescencni barvivo Pl. Barvivo Pl ma ale silngj$i afinitu k DNA, proto
jsou nezivé buriky béhem fluorescencni mikroskopie zbarveny Cervené (Stiefel et al.
2015, Stocks 2004). Kalkofluorova béloba je pak modré barvivo, které se, jak na svych
strankach uvadi pfimo vyrobce, nespecificky vaze na polysacharidy, které jsou
soucasti bunélnych stén kvasinek, ale zaroven jsou polysacharidy vyznamnou
slozkou biofilmu. Jedna se tedy o barvivo, které se tedy vaze jak na kvasinky, tak na

komponenty EPS.

V ramci mikroskopického Setfeni bylo vindukované rané infikované
kvasinkovou suspenzi o O.D. 1 McFarland jiz po 24hodinové inkubaci prokazano
biofilmové spolecenstvi mikroorganismu s prevladajicim zastoupenim neznamého
bakterialniho agens, ojedinéle pak s pfitomnou kvasinkou Candida albicans. V pfipadé

infekce kvasinkovou suspenzi o O.D. 0.1 McFarland byla ve vySetfovaném vzorku
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zaznamenana pouze pfitomnost neznamého bakterialniho agens. Svoji roli mohlo

sehrat i malé mnozstvi infekéniho inokula v rané.

Kvasinka C. albicans

/ Biofilmova matrice
~ i

S f* &

p—

Neznamé bakterialni agens

Obr. 23: Mikrobialni spoleCenstvi tvofené v indukované popaleninové rané v explantu
kutikuly larvy Galleria melonella. Velikost infekéniho inokula — 5 pl, opticka densita 1
McFarland. Snimek pofizeny pomoci fluorescencni mikroskopie. Preparat barven pomoci Syto
9/ PI/ kalkofluorova béloba.
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Biofilmova matrice

\

Neznamé bakterialni agens

Obr. 24: Mikrobialni spoleCenstvi tvofené v indukované popaleninové rané v explantu kutikuly
larvy Galleria melonella. Velikost infekéniho inokula — 5 pl, opticka densita 0.1 McFarland. Snimek

pofizeny pomoci fluorescenéni mikroskopie. Preparat barven pomoci Syto 9/ Pl/ kalkofluorova

béloba.

Jak je tedy zjevné z mikroskopickych snimkd, biofilm, ktery se vytvofil v rané
nelze povazovat za monodruhovy kvasinkovy biofilm. Zjevné doSlo ke kontaminaci
explantu jinym mikrobialnim agens. Na zakladé tohoto zjiSténi byl dale studovan

potencialni zdroj této kontaminace.
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4.8 Setieni mikrobialniho zatizeni hemolymfy komeréné

dostupnych larev

4.8.1 Pracovni hypotéza

Larvy ziskané z komeréniho chovu zjevné nevykazovaly znamky optimalni
kondice srovnatelné s larvami odchovanymi v laboratofi. Zakoupené larvy mély
vyrazné nizsi pohyblivost, jejich barva byla oproti laboratornim larvam tmavsi. Lze se
tedy domnivat, Ze imunitni stav larev nebyl optimalni a tento fakt mohl mit vliv i na

vysledky samotného experimentu.

4.8.2 Postup:

e proveden odbér hemolymfy ze tfi komeréné dostupnych larev (po cca 20 pul
hemolymfy na larvu do jedné eppendorf tuby)

e vortex vzorku

e reprezentativni vzorek o objemu 25 ul byl pfenesen na Mdller HintonGv (Obr.
25) a Sabouradlv agar (Obr. 26)

e probéhla inkubace po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C v termostatu

e Po 24hodinové inkubaci byl hodnocen mikrobialni narast na Miller Hinotonoveé

a Sabouraudové agaru

Tabulka 6: Makroskopické znaky kolonii a mikroskopické nalezy v pozorovanych

preparatech

Makroskopicky popis Mikroskopicky popis

kolonie kolonie
C. 1: Miller-Hintontiv Hladka, svétla az kokobacil
agar pruhledna, leskla, mirné
vypoukla

C. 2: Sabouradliv agar = Vypoukla texturovita, bila = kokobacil, G-tyge

barva, matna (dominuiji)
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Obr. 25: Narlst mikroorganismu po 24hodinové kultivaci pfi teploté 37 °C v reprezentativnim
vzorku hemolymfy (25 ul), ziskaného z komeréné dostupnych larev Galleria mellonella na Muller-

Hintonové agaru.

Obr. 26: Narlst mikroorganismu po 24hodinové kultivaci pfi teploté 37 °C v reprezentativnim
vzorku hemolymfy (25 nl), ziskaného z komer¢né dostupnych larev Galleria mellonella na Sabouradové

agaru.
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Obr. 27: Snimek obrazu pofizeného pomoci svételné mikroskopie. Na snimku jsou

L
a
—
-
zachyceny gram-negativni mikroorganismy tyCovitého tvaru. Pozorovani probihalo pomoci

Skolniho mikroskopu pfi celkovém zvétSeni 1000x.

4.8.3 Zavér

Larvy z komeréné dostupného chovu se mély oproti larvam odchovanym
v laboratofi viditelné horsi kondici, jak je jiz zminéno v Uvodu této kapitoly. Lze se tedy
domnivat, Ze imunitni stav larev nebyl optimalni a tento fakt mohl mit vliv i na vysledky
samotného experimentu. Dlvodem Setfeni hemolymfy zakoupenych larev bylo
podezieni, Zze hemolymfa samotna muize byt zdrojem mikrobialni kontaminace.
Mikrobialni zatéz hemolymfy nasledné skuteCné byla kultivacné i mikroskopicky
prokazana. Na mikroskopickém snimku (Obr. 27) jsou patrné gram-negativni

mikroorganismy, které ve vzorku rozhodné nebyly v zanedbatelném mnozstvi.
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4.9 Hodnoceni tvorby biofilmového spole¢enstvi tvoreného
kvasinkou Candida albicans v popaleninové rané explantu

kutikuly larvy Galleria mellonella z vilastniho chovu

S ohledem na pfedchozi vysledky byly v ramci tohoto experimentu vyuzity larvy
z vlastniho chovu. Médium, ve kterém byly explanty po dobu inkubace uchovavany,
nebylo suplementovano hemolymfou. Pro infekci indukovanych ran bylo voleno
inokulum o O.D. 0,5a 0,5/ 10 McFarland.

4.9.1 Postup

e bylo ziskano 6 explantd ze dvou larev odchovanych v laboratornich
podminkach, explanty byly pfipraveny dle postupu viz. Kapitola 4.4. (Obr. 19)

e explanty byly drzeny v ,air— liquid“ fazi tvofené IPS mediem, inkubace probihala
po dobu 24/48 hodin

e po inkubaci byl proveden seskrab vzorku skalpelem do eppendorf tuby

e vzorek byl obarven dle postupu uvedeného v kapitole 4.7.2

e vzorek byl podroben mikroskopickému Setfeni viz. kapitola 4.7.2

4.9.2 Hodnoceni a vysledky

Zatimco v pfedchozim experimentu (formovani biofilmového spoleCenstvi
v indukované rané v tkanovych explantech ziskanych z komeréné dostupnych larev)
doslo k tvorbé pouhym okem pozorovatelné slizovité vrstvy, ktera by mohla vypovidat

o tvorbé biofilmu, v tomto pfipadé nebyla tvorba slizovité vrstvy evidentni.

V ramci mikroskopického Setfeni doSlo pouze k nahodilému zaznamenani
kvasinkovych bunék. Jak je patrné z mikroskopickych snimk(, nedoslo k formovani
kvasinkového biofilmu. Na druhou stranu, pomoci mikroskopie nebyla zaznamenana

mikrobialni kontaminace indukované rany.
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Kvasinka C. albicans

Bunéény debris

Obr. 28: Mikroskopické Setfeni seSkrabu z indukované popaleninové rany v explantu kutikuly
larvy Galleria melonella vlastniho chovu. Velikost infekéniho inokula — 5 pul, opticka densita 0.5/10
McFarland, inkubace po dobu 24 hodin, pfi teploté 37 °C. Snimek pofizeny pomoci fluorescenéni

mikroskopie. Preparat barven pomoci Syto 9/ PI/ kalkofluorova béloba.

75



/ C. albicans

Obr. 29: Mikroskopické Setfeni seSkrabu z indukované popaleninové rany v explantu
kutikuly larvy Galleria melonella vlastniho chovu. Velikost infekéniho inokula — 5 pl, opticka densita
0.5 McFarland, inkubace po dobu 48 hodin, pfi teploté 37 °C. Snimek pofizeny pomoci

fluorescenéni mikroskopie. Preparat barven pomoci Syto 9/ Pl/ kalkofluorova béloba.




4.10Infekce indukovanych ran tkanovych explanti kvasinkou
Candida albicans - udrzovani explanti v médiu

suplementovaném glukézou

4.10.1 Pracovni hypotéza

V predeslém experimentu (kapitola 4.7.) bylo zjisténo, Zze suplementace média
pro udrzovani explantl hemolymfou je nezadouci, protoze hemolymfa neni oproti
puvodnimu pfedpokladu sterilnim biologickym materialem. V navazujicim experimentu
(kapitola 4.9) bylo zjisténo, Ze podminky pro tvorbu kvasinkového biofilmu nejsou
optimalni. Nebyla zaznamenana tvorba biofilmu, proto probéhla v dalSim kroku
pfiprava explantu s naslednou indukci a infekci popaleninovych ran, s drzenim téchto

explantt v IPS médiu suplementovaném glukézou.

K inserci explantll do média s obsahem glukdzy bylo pfistoupeno na zakladé
poznatkl, které ve svém textu zminuji autofi Ende et al. 2019. V textu konkrétné
popisuji dulezitost cukru pro kvasinky. Podle jejich poznatkll ma mit pfitomnost cukru
vliv na fadu atribut( virulence, v€etné adheze, odolnosti vi&i oxidativnimu stresu,

tvorby biofilmu, morfogeneze, invaze a tolerance k antifungalnim lékam.

V tomto experimentu byly uzity larvy odchované v ramci biologické laboratofe,

Katedry biologickych a |ékafskych véd.

Tabulka 3: Hmotnosti jednotlivych larev uzitych v ramci experimentu

Larva. G. mellonella Hmotnost
C.2 0,590 g
C.3 0,600g
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4.10.2 Postup

78

explanty byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.

infekce indukované rany — naneseno infekéni inokulum o objemu 5 pl

inkubace probihala po dobu 96 hodin

explanty byly kultivovany v ,air-liquid“ interface (viz. kapitola 4.6.2) v

médiu suplementovaném glukézou o cilové koncentraci 0, 1 mM a v IPS

mediu bez suplementace

po 24, 48 a 96hodinové inkubaci byl proveden seSkrab a mikroskopické

Setfeni, viz kapitola 4.7.2

po 96hodinové inkubaci byly explanty kutlivované v médiu bez glukozy

(kontrolni explanty) a s gluk6zou homogenizovany:

O

O

homogenizace tkanovym homogenizatorem, za pfidani 1 ml
fyziologického roztoku

nasledné byl proveden fadny vortex a byla provedena
centrifugace pro odstranéni tkariového debrisu, a to pfi 200 x g po
dobu 2 minut, pfi 24°C

pro stanoveni poctu mikrorganisml pfFitomnych ve tkanovém
explantu bylo odebrano po 25 ul supernatantu, ten se doplnil do
objemu 1000 pl fyziologickym roztokem, provedlo se fedéni
pfenesenim 100 pl vzniklé suspenze do 900 ul fyziologického
roztoku

provedl se vysev po 50 ul na pfislusna media (Sabouradiv a
Muller-HintonGv agar) pomoci L-hokejky, vysev se provedl
v duplikatu

nasledovalo mikroskopické pozorovani, viz. Kapitola 4.7.2

dale bylo provedeno Setfeni explantu inkubovaného 96 hodin v IPS

suplementovaném glukdézou svételnou mikroskopii, pro Setfeni byla

volena metoda SSSB (Standardized skin surface biopsy)

O

O

explant byl vysuSen na vzduchu

poté byla do indukované rany aplikovana kapka kyanoakrylatu
(sekundové lepidlo) a na explant se pfilozilo podlozZni sklicko

po jedné minuté se sklicko strhlo a provedlo se mikroskopické

Setreni



4.10.3 Hodnoceni a zavér

Pfi Setfeni pouhym zrakem (pfitomnost slizovité vrstvy) a mikroskopické
Sefeni seSkrabl z indukovanych infikovanych ran ziskanych po inkubaci 24, 48 a 96
hodin v mediu suplementovaném glukézou nebyla zaznamenana tvorba
kvasinkového biofilmu. Ojedinéle byly zaznamenany kvasinkové burky, podobné jak
je popsano v kapitole 4.9. Stejné vysledky byly zaznamenany u kontrolnich explantu

(kultivace v IPS mediu bez suplementace glukézou).

Po Setfeni seSkrabll byla provedena homogenizace tkarfiovych explanti a
homogenat byl pozorovan pomoci mikroskopu (Obr. 30). Pfi tomto Setfeni bylo
odhaleno, Ze zatimco kvasinku lze zaznamenat jen zfidka v indukované rané,
v samotné tkani explantu je robustné zastoupena, a to bez ohledu na to, zda explant
byl inkubovan v mediu bez ¢i s glukbzou Tedy, na zakladé tohoto zjisténi Ize
konstatovat, Ze kvasinka C. albicans vyuzila své schopnosti invadovat do tkané. DoSlo
k rozvoji invazivni kandiddzy (vice viz kapitola 3.3.2.1). Toto zjiSténi bylo podpofeno
také Setfenim infikovaného explantu s indukovanou popaleninou pomoci metody
SSSB (Obr. 31).
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Obr. 30: Mikroskopické Setfeni homogenatu tkariového explantu s indukovanou
popaleninou infikovanou kvasinkou C. albicans. Snimky pofizené fluorescenénim mikroskopem.
Homogenat explantu kultivovaného v médiu bez suplementace glukézou (a), homogenat
explantu kultivovaného v médiu suplementovaném glukdzou (b) — kultivace po dobu 96 hodin

pfi teploté 37°C. Preparat barven Syto 9/ PI/ kalkofluorova béloba.
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Obr. 31: Mikroskopické Setfeni invazivity kvasinky C. albicans do tkanového explantu

kutikuly larvy G. mellonella s indukovanou popaleninou (inkubace po dobu 96 hodin, pfi teploté
37 ° C, v mediu suplementovaném glukézou). Snimek obrazu pofizeny svételnou mikroskopii.

Preparat byl pfipraven SSSB metodou.
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4.11 Uréeni mikrobialni zatéze hemolymfy larev Galleria mellonella
z vlastniho odchovu a urcéeni pritomnosti infekéniho ¢initele, C.
albicans po infekci indukovanych popaleninovych ran

v explantech larev z komeréniho chovu

4.11.1 Pracovni hypotéza

Jak je popsano v kapitole 3.1.6, ve tkanich larev G. mellonella a stejné tak i
v hemolymfé je nutné pocitat s pfitomnosti mikrobioty. Na zakladé pFedchozich
vysledkl bylo zapotfebi zjistit, do jaké miry je zatizena hemolymfa odchovanych larev
mikrobiotou. Dale je zadouci provést Setfeni, zda v pfipadé tkanovych explantu
ziskanych z komer¢niho chovu, infikovanych kvasinkou Candida albicans (velikost
infekéniho inokula O.D. 1 McFarland), je po inkubaci infekéni Cinitel pfitomen

v explantech.

4.11.2 Postup
Setieni hemolymfy:

e probéhl odbér vzorku hemolymfy od tfi zastupct larev G. mellonella
vlastniho odchovu, odebrano po 20 ul na larvu (viz kapitola 4.8.2)

e provedeni vysevu reprezentativnino vzorku hemolymfy (20 pl) na
Sabouraduv a Miller Hintondv agar — rozetfeni pomoci L-hokejky

e 24/48hodinova inkubace v termostatu pfi teploté 37 °C — makroskopické

a mikroskopické hodnoceni kolonii (viz kapitola 4.5.2.)
Setfeni homogenatu tkafiového explantu:

e probéhla infekce a kultivace tkarnového explantu (viz kapitola 4.6.2)

e nasledovala pfiprava homogenatu tkanového explantu s indukovanou a
infikovanou popaleninou (infekce inokulem O.D. 1 McFarland, inkubace
po dobu 24 hodin pfi 37 °C (viz kapitola 4.10.2)

e provedeni vysevu reprezentativniho vzorku homogenatu (20 pl) na
Sabouraduv agar — rozetfeni pomoci L-hokejky

e inkubace vtermostatu pfi teploté 37 °C - makroskopické a

mikroskopické hodnoceni kolonii (viz kapitola 4.5.2)
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4.11.3 Hodnoceni a zavér

V ramci subkultivace se zadafilo vykultivovat a pomnozit mikrobialni agens,
zastoupené vramci primokultivace pouze jednou kolonii. Na zakladé
makromorfologickych znaku (Obr. 32) a stejné tak mikroskopického Setfeni se
s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o eukaryoticky organismus, kvasinku. Zavérem lze
dovodit, Ze mikrobialni zatizeni hemolymfy odchovanych larev je relativné
zanedbatelné. S ohledem na to, Ze byl proveden vysev reprezentativniho vzorku o
objemu 20 pl, coz pfiblizné odpovida cca 22 % celkového objemu hemolymfy larvy, Ize
konstatovat, Ze v celkovém objemu hemolymfy odchované larvy je zastoupeni
mikrobialnich agens maximalné v desitkovych fadech (3 kolonie odpovidaji 22 %
objemu hemolymfy, 100 % objemu odpovida cca 14 kolonii), coZ je neporovnatelné

méne, nez bylo zaznamenano u larev komeréné dostupnych (viz kapitola 4.8.).

Po kultivaci reprezentativniho vzorku ziskaného homogenizaci infikovaného
tkanového explantu na Sabouradové agaru byly na zakladé makromorfologického

Setfeni pozorovany cca tfi rizné typy kolonii (Obr. 33).

Obr. 32: Subkultivace mikrobialniho agens na Sabouradové agaru (inkubace 48
hodin pfi teploté 37 °C).
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Kolonie €. 1:
Okrova kolonie, mirné
texturovita, vypoukla

Kolonie €. 2:
Bodova kolonie, hladka,
leskld, plocha

Kolonie €. 3:

Krémova kolonie
Silné texturovita,
matna, vypoukla

Obr. 33: Kultivace mikrobialnich agens pfitomnych v homogenatu tkanového explantu

kutikuly larvy G. mellonella na Sabouraudové agaru (inkubace po dobu 70 hodin).
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Obr. 34: Snimky obrazu pofizeného pomoci svételné mikroskopie. Na snimku a) je

zachycen nalez v hemolymfé laboratorné odchované larvy. DalSi snimky (b-d) pak zachycuji
mikrobialni agens ziskané zhomogenatu zakoupené larvy a nasledné Kkultivované na
Sabouradové agaru. Snimek b) odpovida kolonii €. 2 na Obr. 33, snimek c¢) odpovida kolonii €. 1
na Obr. 33 a snimek d) odpovida kolonii €. 3 na Obr. 33. Pozorovani probihalo pomoci Skolniho

mikroskopu pfi celkovém zvétSeni 1000x.
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4.12 Biochemické uréeni mikroorganismu nalezenych
v homogenatu infikovanych tkanovych explanta ziskanych

z komeréné dostupnych larev a hemolymfy odchovanych larev

4.12.1 Pracovni hypotéza

Biochemické testy mohou usnadnit blizSi ur€eni neznamého mirkrobialniho
agens, které je zastoupeno v hemolymfé odchovanych larev, €i agens, které bylo

pfitomno v infikovaném explantu ziskaném z komeréné dostupnych larev.

4.12.2 Postup

Katalazovy test

e na podlozni sklicko se nanesla kapka 3% peroxidu vodiku

e pomoci klicky se provedl| stér testované kolonie

e mikrobialni inokulum zachycené na klicce se pfeneslo na skli¢ko vedle peroxidu
vodiku

e provedlo se smiseni

e pozorovalo se, zda unikaji, ¢i neunikaji bubliny
KOH test

e na podlozni sklicko se nanesl 3% hydroxid draselny

e pomoci klicky se provedl| stér testované kolonie

e klicka se ponofila do hydroxidu draselného na podloznim skliCku

e proved| se krouzivy pohyb, byla snaha vytdhnout do vy3ky vlakno tdhnouci se

za klickou
Oxidazovy test

e test se provedl pomoci indikacnich papirka detekujicich tvorbu enzymu
cytotochromoxidazy
e Kk vybrané kolonii se pfilozil diagnosticky prouzek

e sledovala se zména zbarveni papirkl (vyrazné modré zbarveni)
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4.12.3 Hodnoceni a zavér

Pomoci biochemickych testld, kam patfi testovani prdkazu tvorby katalazy,
cytochromoxidazy a také testu KOH, byly testovany kolonie ziskané
vysevem homogenatu explantd (kolonie oznacené Ccisly 1-3 na Obr. 33) a

vysevem hemolymfy.

Katalazovy test poukazuje na pfitomnost a tvorbu enzymu peroxidazy (katalazy)
tvofené bakterialnim agens. V pfipadé, Ze mikroorganismus tvofi enzym peroxidazu
dochazi po jeho kontaktu s peroxidem vodiku k uvolnéni O2, cozZ se projevuje vznikem
bublinek a je to brano jako pozitivni vysledek. Katalaza je enzym, ktery je produkovan
mikroorganismy  Zijicimi v okysliC¢eném prostfedi. Mezi kataldaza pozitivni
mikroorganismy patfi tedy aerobni a fakultativné aerobni bakterie. Pozitivni vysledek
poskytuji napfiklad bakterie rodu Staphylococcus. Negativni vysledek poskytuji

napfiklad bakterie rodu Streptococcus (Chumchalova et al. 2019).

KOH test slouZi k rozlieni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. U
gramnegativnich bakterii dochazi k naruseni tenci peptidoglykanové vrstvy tvofici
bunéfnou sténu. Po narusSeni bunétné stény gramnegativnich bakterii dochazi ke
vzniku lyzatu, projevujici se jako viskézni suspenze, ktera se tahne za kliCkou.
Pozitivni vysledek tedy znaci pfitomnost gramnegativni bakterie (Kopecka et Rotkova
2017)

Oxidazovy test napomaha identifikovat mikroorganismy, které maji schopnost
vytvofit enzym cytochromoxidazu. Tento enzym je soucasti bakterialniho transportniho
fetézce elektronll. Kreakci se vyuziva redoxni Cinidlo tetramethyl-p-
phenylendiamindihydrochlorid (napusténé v indikatorovém papirku), které se pfi
pfechodu oxiduje na indofenoly a timto pfechodem na oxidovanou formu se zbarvi
modrou barvou. Pozitivni reakci davaji nékteré gramnegativni bakterie, napf. bakterie

rodu Pseudomonas nebo Vibrio (Chumchalova et al. 2019).

V nasledujici Tabulce €. 8 jsou shrnuty vysledky jednotlivych testu.
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Tabulka 8: Vysledky zakladnich biochemickych test pro zbézné taxonomické
zarazeni mikrobialnich agens narostlych na Sabouradové agaru po vysevu vzorku

homogenatu tkanového explantu larvy G. mellonella a hemolymfy

Kolonie Katalazovy test KOH test Oxidazovy test
€. 1 (okrova) Negativni Negativni Negativni
€. 2 (bodova) Negativni Negativni Negativni
€. 3 (Krémova) Negativni Negativni Negativni
»,hemolymfa“ Pozitivni Pozitivni Negativni

Na zakladé makromorfologickych znaki a pFedesSlych mikroskopickych
vysledkul vychazel pfedpoklad, Ze kolonie €.1 by mohly byt kvasinkou C. albicans, ktera
do explantu ziskaného z komerc¢nich larev po infekci invadovala. Nicméné, tento
predpoklad se na zakladé biochemického testu nepotvrdil. Kvasinka C. albicans
vykazuje pozitivni vysledek jak z katalazového, tak i oxidazového testu. Svoji roli
ovSem mohla hrat i viabilita kvasinek C. albicans, ktestovani byly vyuzity
mikroorganismy kultivované po dobu 70 hodin (Ize zaznamenat zménu barvy kolonii

Z puvodné bilé na okrovou).

Kolonie €. 2 (bodova, Obr. 33) by mohla byt pravdépodobné bakterie rodu
Enterococcus. Jedna se o acidotoleratni bakterie, které mohou riist na Sabouradové
médiu, jak uvadi vyrobce. Navic, jak uvadi publikace autort Johnston et Rolff 2015,
enterokoky jsou dominantni slozkou mikrobioty larev G. mellonella. Enterokoky patfi
mezi katalaza negativni, oxidaza negativni bakterie, coz bylo detekovano i u mikrobu

tvoricich kolonii €. 2. na Obr. 33.

Kolonie €. 3 (krémova, obr. 3) pak by dle zbéZného hodnoceni mohla byt na
zakladé zbézné podobnosti makromorfologickych znakl kvasinkou Candida

parapsilosis nebo Candida tropicalis.
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4.13BlizSi uréeni neznamého mikrobialniho agens, které tvori
soucast mikrobioty komeréné dostupnych larev Galleria

mellonella

Tento experiment byl proveden bez mé pritomnosti mou Skolitelkou RNDr. K.
Konecnou, Ph.D. a Ing. J. Vackovou. Vysledky vS§ak maiji vyznam pro tuto praci, a tak

je s jejich laskavym svolenim dovoluji zahrnout a dékuiji za jejich poskytnuti.

4.13.1 Pracovni hypotéza

V ramci snahy blize ur€it mikrobialniho agens, u kterého jsme pfedpokladaly,
zejména na zakladé vystupu z mikroskopie, Ze jde o kvasinku (jednalo se o kolonii €.
3, patrnou na Obr. 33) byl do Setfeni zafazen biochemicky test — auxanogram a také
kultivace na chromogenni pidé (CandiSelect). Divodem pozornosti pro toto agens je
skuteCnost, Ze doposud v zadné dostupné publikaci se neobjevuji informace o
fungalnich agens, které by mohly tvofit souc¢ast mikrobiomu larev G. mellonella.
Publikovany jsou pouze informace tykajici se bakterialniho mikrobiomu larev. Je tfeba
ale mit na paméti, ze pfitomnost charakterizovaného fungalniho agens muize byt

sdruzena pouze s larvami odchovanymi v ramci vlastniho chovu.

4.13.2 Postup

Postup pro provedeni auxanogramu:

e pfipravila se suspenze testovaného agens ve sterilni vodé o densité 1,0 dle
McFarlanda

e zasobni roztoky (YNB médium) suplementované riznymi cukry se naredily
sterilni vodou v poméru 1:10 (provedla Ing. J. Vackova)

e 2z kazdého fedéného roztoku bylo odebrano po 0,9 ml a pfidano po 0,1 ml
suspenze testovaného agens

e inkubace probihala 24 a 48 h pfi 37 °C

e vyhodnotilo se, zda doS$lo k asimilaci pfislusného cukru, hledala se shoda

v interpretacnich tabulkach.
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Obr. 35: Vyhodnoceni auxanogramu po 48 hodinach. Zaockovan byl neznamy

mikrobialni kmen pfedpokladaného kvasinkového agens, ziskany vysevem vzorku
homogenatu zinfikovaného explantu na Sabouradiv agar. Hodnocen byl
mikroorganismus, ktery vytvofil kolonie pod oznacenim €. 3 na Obr. 33 Pomoci tohoto
biochemického testu byla sledovana asimilace cukrd, jmenovité zleva: glukdzy,

laktdzy, sachardzy, trehaldzy, rhamnozy, xyldzy, maltézy, galaktézy, arabindzy.

Fotografii poskytla RNDr. Klara Konec¢na, Ph.D.

Tabulka 9: Interpretace vysledku ziskanych z auxanogramu
cas Glu Lak Sach Thrl Rha Xyl Mal Gal Arb

24h + - + - - - - + -

48h + - + + - - - + -

Legenda: Glukéza (Glu), Laktézy (Lak), Sacharéza (Sach), Trehaléza (Thrl),
Rhamnoza (Rha), Xyléza (Xyl), Maltéza (Mal), Galaktéza (Gal), Arabinéza (Arb);

znameénko ,+“ znaci pozitivni nalez, znaménko ,-" znaci negativni nalez

K interpretaci vysledku byla uzita rovnéz v tabulka komeréné dostupného kitu

Api 20C, viz. https://www.biomerieux.cz/produkty/apir
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Postup provedeni kultivace na chromogennim médiu

e preoCkovala se testovana kolonie na chromogenni médium CandiSelect

e pieoCkoval se kmen Candida ftropicalis a Saccharomyces cerevisiae na
chromogenni medium CandiSelect (kontrolni kmeny)

e Kkultivovalo se pfi 37 °C po dobu 24 a 48 h, poté se provedlo pozorovani

makroskopickych znaku a barvy kolonii

Obr. 36: Kultivace kvasinky Saccharomyces cerevisiae, C. tropicalis a
neznamého agens na chromogenni ptidé CandiSelect. Kultivace probihala po dobu 48
hodin pfi teploté 37°C.

Fotografii poskytla RNDr. Klara Konec¢na, Ph.D.
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4.13.3 Hodnoceni a zavér

Na zakladé biochemického testu — auxanogramu, dle interpretani tabulky
asimilacniho testu cukrd (Api C20) by se mohlo jednat o kvasinku Saccharomyces
cerevisiae, Ci o agens Prothotheca wickerhammii. Nicméné&, makromorfologické znaky
kolonii neznamého testovaného agens na Sabouraudové médiu (kvétakovité kolonie)
neodpovidaji makromorfologickym znakim kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(hladké kolonie). Setfenim kultivaci na chromogenni ptidé bylo vylougeno, Ze se jedna
o kvasinku Saccharomyces cerevisiae, Ci kvasinku C. tropicalis, ktera vykazuje
podobné makromorfologické znaky na Sabouradové agaru jako neznamy testovany

kmen.

Dle reSerSe dostupné literatury makromorfologickych znaku, kterych bylo
dosazeno u naSeho neznamého testovaného kmene tj, vyrazné kvétakovitych utvard
(Obr. 33, kolonie €. 3) Ize zaznamenat i pfi kultivaci fasy Prototheca spp. (Obr. 37).
Prototheca spp. je eukaryotni, vSudypfitomny mikroorganismus patfici mezi fasy
Celedi Chlorellaceae. Jedna se o druh Fasy, ktera Zije pfevazné ve vodném prostfedi
a néktefri jeji zastupci jsou spojovani s onemocnénimi vyvolanymi u lidi i zvifat. U
krav mlze tento mikroorganismus vyvolavat mastitidy, pravé s timto onemocnénim
skotu je spojovana Prototheca zopfii. V sou¢asné dobé pro toto onemocnéni neni
stanovena Zadna ucinna strategie 1é€by. Onemocnéni se velmi ¢asto dostava do
chronické formy s periodickym uvolfiovanim infekénich mikroorganismu a jedinym
feSenim je pak utraceni zvifat (Cremonesi et al 2022). U ¢lovéka se infekce
mikroorganismem Prototheca spp. nevyskytuje pfilis asto. Jsou ale zaznamenany
pripady prototekdzy ziskané v nemoci béhem chirurgickych ortopedickych zakroku.
Infekce mlze nastat kontaminovanou vodou pranikem agens skrz poranénou kozni
bariéru. Byly jiZ zaznamenany pfipady, kdy Prototheca spp. kolonizovala lidskou

k@zi, nehty, dychaci cesty a travici systém. Obecné Ize fici, Ze k prototekalnim

fwosros

Pokud v pfipadé neznamého mikrobialniho kmene, izolovaného z tkariovych
explantu larev Galleria mellonella jde skutecné o fasu rodu Prototheca, pak se jedna
o dosud nepublikovany poznatek. Pfitomnost této fasy u larev G. mellonella v zadné

nalezené literatufe neni doposud popsana.
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Obr. 37: Kolonie Prototheca na Sabouraudové agaru (16x). Kolonie po 48-72 hodinach

inkubace o priiméru 1.5-3 mm, svétlé barvy, snadno rozeznatelné od jinych kolonii.

Pfevzato z Sorin et al. 2009 a upraveno
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5 DISKUSE

Larva motyla G. mellonella je modelovy organismus, ktery je stale Castéji
vyuzivan v ramci védecko-vyzkumnych studii. Dvodu pro vyuziti toho modelu je hned
nékolik. Jedna se napfiklad o to, Ze prace s timto modelovy organismem nemusi byt
schvalovana etickou komisi. Odchov larvy G. mellonella je pomérné nenarocny a
ekonomicky neni nijak zatéZujici (Dinh et al. 2021, Perreira et Rossi 2020).
V neposledni fadé je pak také zna¢nou vyhodou podobnost nespecifické bunééné

imunity larvy a sav€ich modell (Pereira et al. 2020).

Je mozné najit fadu védeckych praci, které se vénuji formovani in vivo biofilmu
v ramci modelu larvy G. mellonella. Jeden z takovych pfistupl je popsan napfiklad
v praci autord Mannala et al. 2020. Jedna se o praci, kde je larvé G. mellonella
implantovan do distalni ¢asti téla insert, na ktery byla nanesena bakterialni suspenze
Staphylococcus aureus a nasledné bylo sledovano uspésné formovani biofilmu
(Mannala et al. 2020).

Cilem této diplomové prace bylo formovat kvasinkovy biofilm v popaleninové
rané, v tzv. burn-wound. V ramci reSerSe byly nalezeny dvé prace, které se také
zabyvaly formovanim biofilmu v indukované popaleninové rané u modelového
organismu G. mellonella. Obé tyto prace pracovaly v ramci tohoto modelu v rezimu in
vivo. Autory prvni studie jsou Maslova et al. 2020 a ucelem jejich vyzkumu bylo vyuZiti
bezobratlého modelu G. mellonella namisto mysiho modelu pro studium infekce
popaleninovych zranéni. Pravé pfi této studii byl pro vyzkum popaleninové infekce
poprvé vyuzit bezobratly modelovy organismus, tedy larva G. mellonella. Pro infekci
popaleninové rany autofi této studie zvolili nasledujici bakterialni agens:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, meticilin rezistentni
Staphylococcus aureus a Acinetobacter baumannii. Popaleninové zranéni bylo
provedeno na zivé larvé zhruba ve stfedni Casti jeji dorsalni oblasti, tato indukovana
rana byla nasledné infikovana suspenzi zminénych bakteridlnich agens. Larvy byly
inkubovany pfi teploté 37 °C a monitorovany v ¢ase 72-120 hodin. V pribéhu tohoto
experimentu se v €ase zaznamenavala umrtnost, byla monitorovana melanizace larvy
a ztrata hybnosti. V pribéhu studie byl kladen dlraz i na etické hledisko, larvy

vykazujici stres byly usmrceny chladem pfi teploté -20 °C (Maslova et al. 2020).
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Druha studie, jejimiz autory jsou Figueiredo-Godoi et al. 2022, probihala
obdobné jako pfedchozi zmifovana studie. Opét byla uzita Ziva larva G. mellonella,
které bylo indukovano popaleninové zranéni v dorzalni oblasti, zde ovSem nasledoval
jesté lécebny pfistup v podobé oSetfeni fotosenzitizéry. Opét byl sledovan a

zaznamenavan stav larev v ¢ase (Figueiredo-Godoi et al. 2022).

Obé vysSe zminéné prace se zabyvaly studiem indukovanych popaleninovych
zranéni stejné jako tato prace. Znacny rozdil je ovéem vtom, Ze tyto prace voli
experimentalni rezim in vivo, zatimco v ramci pilotnich experimentd provadénych
v této praci byla snaha o ex vivo zformovani kvasinkoveho biofilmového spolecenstvi.
Pfistup pro zachazeni se zvifecim experimentalnim modelem byl tedy ponékud
odlisny. Larva G. mellonella byla na uplném poc¢atku experimentu usmrcena rychlou
dekapitaci a popaleninova zranéni byla indukovana az na explanty ziskané z kutikuly
usmrcené larvy. Za zminku urcité stoji to, ze z jedné usmrcené larvy Ize ziskat az ffi
explanty. To tedy v podstaté znamena, Ze namisto tfi Zivych larev uzivanych v ramci
in vivo testovani Ize béhem ex vivo experimentl vyuzit pouze jednu larvu. Z tohoto
hlediska by se tedy ex vivo experiment dal vyhodnotit v koneéném dlsledku jako eticky
prijateln&jsi a vice napliujici model 3R. Je ovSem nutné zminit, Ze urcitym uskalim pfi
praci s explanty a ex vivo systémy je jejich omezena viabilita. V pfipadé, Ze se pracuje
s Zivou larvou, v rané se pfirozené tvofi exudat, coz je fyziologicky proces, ktery
nastane ve chvili, kdy dojde ke vzniku popaleniny. Nicméné na druhou stranu je tfeba
si uvédomit, Ze v pfipadé hlubokych a rozsahlych popalenin dochazi rovnéz
k nekrotizaci tkani, které jsou pak idealni zivnou plidou pro mikrobialni agens. Indukce
a nasledna infekce popaleniny na zivé larvy rovnéz zohledruje roli imunitniho systému
zvifete, ktery obecné Casto mulze sehravat zcela kliCovou roli vinterakci mezi
hostitelem a patogenem. To ov8em rezim ex vivo dovoluje jen s velkym omezenim.
Pro reflektovani ulohy sloZek imunitniho systému je tfeba nastavit podminky, které by

dostatec¢né mimikovaly situaci in vivo o coz se pravé tato prace snazila.

Pudvodnim cilem tohoto pilotniho experimentu mélo byt ex vivo formovani
monodruhového biofilmu tvofeného kvasinkou C. albicans v indukované popaleninové
rané. K formovani takovéhoto biofilmu v pribéhu experimentl nedo$lo. Kvasinka
oproti puvodnimu ocekavani volila cestu vyrazného pronikani do tkané v misté
indukovaného popaleninového zranéni. DoSlo tedy k patogenezi, invazivni kandidoze

tkané. Naznaky formovani biofilmu bylo mozné zaznamenat pouze v okamziku
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kontaminace vzorku dalSimi mikroorganismy. V dany okamZzik ale nastavalo formovani
multidruhového biofilmu. Multidruhové biofilmy maji ovSem odliSné chovani nez
monodruhové a jejich vyzkum nebyl pfedmétem této prace. Kontaminace v priibéhu
experimentu nenastala z dlivodu chybného postupu prace. PFiCinou bylo, Ze na
pocatku se vychazelo z premisy, Zze hemolymfu larvy G. mellonella 1ze povazovat za
sterilni prostfedi. Hemolymfa larvy G. mellonella, ale rozhodné sterilnim prostfedim
neni. V prabéhu experimentd bylo zjisténo, Zze larva je osidlena rdznymi
mikroorganismy. To, Ze je vnitini prostfedi larvy osidleno mikrobiotou doklada
napriklad i text autorl Allonius et al. 2019. Autofi tohoto textu popisuji u larvy
pfitomnost nékolika prokaryotnich mikroorganismd s dominujicimi bakteriemi rodu
Enteroccocus. O tom, Ze larva G. mellonella je osidlena prokaryotni mikrobiotou se ve
svém textu zminuji i dalSi autofi, patfi mezi né napfiklad Johnston et Rolff 2015, ktefi
opét zminuji hlavné prokaryotni enterokoky. V podstaté vSechny prace pojednavajici
o mikrobioté larvy G. mellonella, které byly nalezené béhem resersi, se zabyvaji pouze
prokaryotnimi organismy. O to pfekvapivéjsi byl v této praci nalez bunék, které jiz dle
velikosti patfily mezi eukaryotni organismy. Na poc¢atku panovala domnénka, Ze by se
mohlo jednat o kvasinky rodu Saccharomyces, které by mohly pochazet z krmiva larev.
To, bylo ale postupné vylou¢eno a dle zbézného Setfeni bylo zjisténo, Ze se jedna
pravdépodobné o eukaryotni mikroorganismus — konkrétnéji fasu z rodu Prototheca.
Tato fasa je globalné rozSifena a Zije pfevazné ve vod prostfedi. Jsou ale znamé i
pripady, kdy je plvodcem rliznych onemocnéni u zvifat i lidi (Cremonesi et al. 2022).
Jakym zplUsobem se tento eukaryotni mikroorganismus stal soucasti mikrobioty
modelové larvy G. mellonella neni v tuto chvili jasné, jako jedna z moznosti se nabizi,
Ze jim mohlo byt kontaminovano krmivo larev. Nelze ale vyloulit, Zze tento
mikroorganismus neni béznou soucasti mikrobioty larev, ale jde o potencionalné
patogenni organismus, ktery se podilel na neoptimalni kondici komercéné dostupnych

larev.

V podstaté vSechny nalezené odborné prace, tedy i ty vySe zminéné, které se
zabyvaji formovanim monodruhového biofilmu pracujici s larvou G. mellonella, jako by
bylo jeho vnitfni prostfedi sterilni a skute¢nost, Ze tomu tak neni je u vSech téchto praci
naprosto opomijena. Ve svétle aktualnich poznatki se ale modelovy organismus G.
mellonella nejevi v tuto chvili jako optimalni model pro formovani monodruhovych

biofilma, jelikoz v dusledku pfitomnosti pfirozené mikrobioty v celém larvalnim téle, a
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dokonce i v hemolymfé se nemuze s urCitosti pocitat se vznikem zamysSleného
monodruhového biofilmu. Naskytda se samozfejmé moznost, Ze by byly pro
experimenty pfipraveny explanty jez by byly zbaveny veSkeré mikrobioty, ale zde by
bylo nutné jesté otestovat metodiku pfipravy takovych explantl, aby je bylo mozné

s jistotou povazovat za sterilni.
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6 ZAVER

Tato prace méla na pocCatku v podstaté dva hlavni cile. Prvnim z nich byla
optimalizace pfipravy tkanovych explantd. Tyto explanty byly ziskavany z kutikul
modelového organismu G. mellonella a slouzily pro naslednou indukci popaleninovych
ran, na kterych mél byt provadén nasledny vyzkum formovani biofilmu. Druhym cilem

pak bylo nastaveni podminek, pfi kterych nastane formovani monodruhového biofilmu

v indukované popaleninové rané na explantu ziskaném z kutikuly larvy G. mellonella.

Prvni cil této prace je popsan v kapitole 4.4., kde je podrobné popsana metodika
ziskavani tkafiovych explantt (Obr. 19) a nasledna indukce popaleninovych zranéni.
Povedlo se najit i zplUsob, jak ziskany explant a nasledné ho uchovat po ur€itou dobu
viabilni diky ,air-liquid“ fazi (Obr. 21). Za zminku k této fazi experimentu stoji fakt, Zze
larvy motyla G. mellonella odchované v laboratornich podminkach se jevily jako
vhodnéjsi pro pfipravu explantd, nez larvy zakoupené. Larvy odchované v laboratofi
byly v lepS§i zdravotni kondici, a tudiz dorustaly vétSich rozmérd, diky ¢emuz bylo
mozné z jedné larvy pfipravit az tfi tkanové explanty. To znameng, Ze jedna larva

mohla byt vyuzita ke tfem experimentl, coz je v souladu s modelem 3R.

Druhy cil této prace, tedy zformovani monodruhového biofilmu tvofeného
kvasinkou C. albicans na tkanovém explantu, naplnén nebyl. Pfi¢inou nezdaru zde
byla na pocatku chybna premisa, Ze vnitini prostfedi v€etné modelového organismu
G. melonella je sterilni. Ukazalo se, Zze tomu tak neni, larva obsahuje mikrobiotu a ta
znemoznila kvasince C. albicans zformovat monodruhovy biofilm. | pfes to, Ze nebyl
naplnén puvodni cil tohoto pilotniho experimentu, byl zjistén jiny zajimavy poznatek.
Timto poznatkem bylo, Ze kvasinka C. albicans si namisto cesty formovani biofilmu na
povrchu indukované popaleniny zvolila cestu invazivni kandidézy, tedy cestu
prorastani do nitra tkanového explantu (Obr. 31). Tato skuteCnost by mohla byt
v budoucnu zohlednéna pravé pfi hledani latek, které plsobi na kvasinku C. albicans

v pfripadé invazivni kandiézy.
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