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1. ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Optimalizace metody vedouci k hodnoceni citlivosti
biofilm formujicich stafylokokl vic&i kandidatnim antimikrobnim latkam

Cil prace: Cilem prace bylo optimalizovat postup in vitro formace
stafylokokovych biofilmd na koli€cich a v jamkach Sestadevadesati jamkové
mikrotitraéni desticky dle vzoru komercéné dostupného systému The Calgary
Biofilm Device. V Experimentu 1 bylo tfeba optimalizovat podminky inkubace
(vlivu média, mdédu inkubace, optické denzity pocateCni bakterialni suspenze a
vlivu mista formace biofilmu v ramci systému) vedouci k maximalnimu narustu
biofiimové masy dvou stafylokokovych kmend s neznamym biofilmovym
fenotypem a u jednoho kmene definovaného jako silny pruducent biofilmu.
NejvhodnéjSi kombinace podminek byla vyuzZita pfi inkubaci klinickych izolatu
v Experimentu 2. Sbirkové klinické izolaty bylo cilem rozdélit do kategorii dle
schopnosti formace biofilmu. Prace by méla navrhovat postup in vitro formace
maximalné objemnych stafylokokovych biofilmd vhodnych k hodnoceni citlivosti
vuci kandidatnim antimikrobnim latkam.

Metody: Hodnoceni schopnosti formace stafylokokovych biofilm{ probihalo
spektrofotometricky, méfenim intenzity extrahované krystalové violeti v jamkach
mikrotitracni desti¢ky s tepelné a chemicky fixovanou suspenzi stafylokokd.

Vysledky: V Experimentu 1 byla ovéfena schopnost tvorby biofilmu u v8ech ftfi
testovanych kmenu. Jako nejvhodnéjsi inkubacni médium bylo zvoleno
Soyabean médium suplementované prasecCi plazmou. NejlepSi vysledky dale
zajistil mod inkubace se stalym michanim suspenze o pocatec¢ni optické denzité
0,1. Bylo zjisténo, ze koli¢ky vicka mikrotitracni desticky, které ma nase laborator
k dispozici, jsou pro formaci biofiimu nevhodné. Dale tedy probihalo méfeni
pouze v jamickach. V Experimentu 2 bylo kategorizovano 25 stafylokokovych
klinickych izolatll do skupin dle schopnosti produkovat biofilm za podminek
vybranych v Experimentu 1. Deset z nich bylo zafazeno do kategorie ,Stfedné
silny producent” nebo ,Silny producent* biofilmu.

Zavéry: S pouzitim znamych producentd biofilmu je mozné vybrat nejvhodnéjsi
podminky k jeho formaci. Ur€ité klinické izolaty stafylokokl jsou schopny za
téchto podminek formovat detekovatelnou biofilmovou masu, na niz je mozné
testovat ucinnost kandidatnich antimikrobnich latek. Tyto kmeny Ize oznacit za
stfedné silné az silné biofilmové producenty.

Kliéova slova: Model ,Calgary Biofilm Device®, hodnoceni anti-biofilm aktivity,
biofilm formujici mikroorganismy, bakterialni rezistence vs. biofilm



2. ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Study program: Healthcare Bioanalytics

Author: Bc. Adéla Diepoltova

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

Title of thesis: Optimization of the method for sensitivity evaluation of biofilm-
forming staphylococci against candidate antimicrobial compounds

Background: The aim of this thesis was to optimize approach for in vitro
formation of staphylococcal biofilms on the pegs and on the wells of the 96-well
panel as an analogous approach to commercially available Calgary Biofilm
Device system. The aim of the Experiment 1 was to evaluate incubation
conditions (such as impact of a growth medium, incubation mode, optical density
of the starting bacterial inoculum and type of surface) leading to maximal biofilm
formation of two biofilm producer strains with unknown biofilm phenotype and one
staphylococcal strain known as strong biofilm producer. The most advisable
conditions were used in incubation process of Experiment 2. This work should
propose the approach leading to in vitro formation of the most voluminous
staphylococcal biofilms exploitable for candidate drug antimicrobial activity
testing.

Methods: Spectrophotometric measurement of the crystal violet colour extracted
from wells with fixed and stained Staphylococci to evaluate the ability to form
biofilm.

Main findings: The ability of three staphylococcal strains to form biofilm was
affirmed. Soyabean medium supplemented with pig plasma, incubation with
shaking and starting bacterial inoculum with optical density of 0,1 were evaluated
as the most convenient conditions. In Experiment 2 staphylococcal clinical
isolates were categorised according to the ability to form biofilm in conditions
chosen in Experiment 1. 10 out of 25 isolates were recognised to be “Moderate
biofilm producers” or “Strong biofilm producers”.

Conclusions: Using verified biofilm producers, it is possible to find the most
convenient conditions for biofilm formation. Certain staphylococcal clinical
isolates are capable to form biofilm voluminous enough for valid antimicrobial
candidate compounds testing These isolates were categorised as moderate or
strong biofilm producers.

Key words: Calgary Biofilm Device, anti-biofilm activity evaluation, biofilm-
forming microorganisms, bacterial resistance vs. biofilm



3. SEZNAM ZKRATEK

Aap

AHSL

AIDS

ATCC

ATB
ATBs

CCM

CDC

CLSM

CONS

CRBSI

DMMB

E.coli

EPM

EPS

Accumulation associated protein,
protein sdruzeny s akumulaci
N-Acyl-Homoserine Lactone,
N-acyl-homoserin lakton

Acquired Immune Deficiency Syndrome,
syndrom ziskaného selhani imunity

American Type Culture Collection,
Americka sbirka mikroorganismu

Antibiotic, antibiotikum
Antibiotics, antibiotika

Czech Collection of Microorganisms,

Ceska sbirka mikroorganismu

The Center for Disease Control,

centrum pro kontrolu onemocnéni
Confocal Laser Scanning Microscopy,
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Coagulase-Negative Staphylococci,
koagulaza negativni stafylokoky

Catether-Related Bloodstream Infection,
infekce cévniho feCiSté spojend s uzitim

kateru

1,9-dimethylmethylene blue,
1,9-dimethyl methylenova modf
Escherichia coli

Extracellular Polymeric Matrix,
extracelularni polymerni matrice

Exopolysaccharides, exopolysacharidy



FBS
FDA

MIC

MHA

MRSA

MSCRAMMs

oD
P. aeruginosa

PBS

Pl

PIA

PP
SA

SE

TCBD

XTT

Fetal Bovine Serum, fetalni hovézi sérum

Fluorescein Diacetate, fluorescein diacetat

Minimal Inhibitory Concentration,
minimalni inhibi¢ni koncentrace

Mueller-Hinton Agar,
Mueller-Hinton agar

Methicilin-Resistant S. aureus,
methicilin-rezistentni S. aureus

Microbial Surface Components
Recognizing Adhezive Matrix Molecules,

mikrobialni povrchové struktury
rozpoznavajici adhezivni molekuly matrice

Optical Density, opticka denzita
Pseudomonas aeruginosa

Phosphate Buffered Saline,

Pufrovany fyziologicky roztok
Propidium lodide,

propidium jodid

Polysaccharide Intercellular Adhesin,
polysacharidovy mezibunécny adhesin
Pig Plasma, praseci plazma
Staphylococcus aureus, S. aureus

Staphylococcus epidermidis,
S.epidermidis

The Calgary Biofilm Device, desticka a
vi€ko s koli¢ky pro formovani biofilmu

2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)
-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide,

2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium-5-karboxanilid)



4. UVOD

OzZehavym otazkam problematiky biofilm v sou€asnosti €eli znalci mnoha
oboru. Tyto houzevnaté vrstvy mikroorganismu a jejich produktl znesnadnuji
pridmyslovou vyrobu — kontaminuji vyrobni linky, znehodnocuji vybaveni Ci
komplikuji technologické postupy. Lékafum, farmaceutum, mikrobiologim a
dalSim odbornikim lékafského prostfedi znesnadnuji proces IéCby infekéné
nemocného pacienta. Biofilmy se totiz v ramci patogeneze urcCitych infekEnich
onemocnéni formuji na lidskych tkanich, implantatech, katetrech a dalSich
zdravotnickych nastrojich. Hlavni hrozbou biofilma osidlujicich lidsky organismus
je jejich odolnost. Odstranéni téchto biomas je totiz mimofadné narocné.
Mikroorganismy v biofilmech €asto nereaguji na antimikrobialni IéCbu, zdravotnici
se musi obvykle pfiklonit k riskantnimu chirurgickému feSeni. Je tedy zfejmé, ze
se cely proces terapie a rekonvalescence infek&nich onemocnéni sdruzenych

Mezi nejcastéjSi plvodce s biofilmem spojenych infekci fadime
stafylokoky. Jsou bézné izolovany napfiklad ze stéru infikovanych ran, tkani a
kontaminovanych lékafskych pomucek.

Aby bylo mozné navrhnout nové pfistupy vedouci k eliminaci
stafylokokovych biofilmd, je naprosto nezbytné je nejprve detailné poznat.
Studium procesu formace biofilmu, jeho architektury a zejména mechanismu
rezistence je proto zcela stézejnim voditkem.

Jeden z moznych pfistupt, které mohou vést k celkové eliminaci Ci
k potlaceni dalSiho rozrustani biofilm( v Zivych organismech, spociva v terapii
antimikrobnimi latkami. Jak je zminéno vySe, mikrobialni biofilmy jsou také velkou
vyzvou pro fadu pracovist, jejichz naplni je vyvoj novych antiinfektiv. Nové
syntetizované slou€eniny jsou, mimo jiné, podrobovany testum, vedoucim
k odhaleni pfipadné anti-biofilmové aktivity.

Biofilmy Ize nechat fizené vznikat in vitro, coz je pro zkousky citlivosti velmi
vyhodné. Je vSak potfeba dosahnout takovych podminek, aby byl biofilm
schopen narust do rozmérd vhodnych pro prukazné provedeni testu. Pristupu k
testovani citlivosti bakterii v biofilmech bylo jizZ zavedeno nékolik. Na vyzkumu

novych antiinfektiv se rovnéz podili mikrobiologicka sekce Katedry biologickych
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a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

Cilem této prace bylo navrhnout takové kultivaéni podminky pro formovani
stafylokokovych biofilmU in vitro, které vykazuji analogické atributy biofilmu, které
jsou tvofeny in vivo. Soucasti této prace bylo, pomoci zavedené metody, prokazat
biofilmovy fenotyp u klinickych izolatl bakterie rodu Staphylococcus ziskanych
z Ustavu klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice Hradec Kralové. U t&chto
izolatl se pocita s jejich vyuZitim pro pokrocilé studie interakci kandidatni

antiinfektivum vs. bakterie.
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5. ZADANI — CIL PRACE

Teoreticka cast

Bakterialni biofilm a jeho role v rezistenci bakterii vuc¢i antimikrobnim
latkdam. Prehled metod vedoucich k hodnoceni aktivity kandidatnich

antimikrobnich latek na biofilm formujici mikroorganismy.

Experimentalni ¢ast

Optimalizace metodiky vedouci k formaci biofilmu u
bakterie Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. Ur&eni

biofilmového fenotypu sbirkovych kmenu bakterii rodu Staphylococcus.

12



6. TEORETICKA CAST

6.1. BIOFILMY

Biofilmy jsou definovany jako mikrobialni spoleCenstva obklopena
vlastnimi produkty, jenz wvytvafi slizovity obal — polysacharidovou matrici
(=matrix). Buriky biofilmu jsou pfisedlé k sobé& navzajem a/nebo pevné upoutané
k povrchu (Costerton et al., 1995). Biofilmy mohou vytvaret bakterie, kvasinky,
houby, prvoci i drobné mnohobunécné organismy za pfedpokladu, ze jsou
schopny pevné pfilnout k substratu (Rulik et al., 2011).

Sesilni (pfisedlé) mikrobialni buriky se od bunék flotujicich (tzv.
planktonnich) v mnohém [isi, a to jiz na genové urovni. Zmény se potom projevi
odliSnym fenotypem (Berlanga et Guerrero, 2016).

Zivot v biofilmu je pro mikroby velmi vyhodny hned z nékolika hledisek.
Pritomnost velkého pocétu organismid blizko u sebe pfinasi snadnégjsi
mezibunécnou komunikaci. Matrix bunkam pomaha transportovat Ziviny, vytvari
stalé prostiedi a poskytuje ochranu proti toxinGm, zafeni a také proti
antimikrobnim latkam (Lhotsky, 2015).

SloZzeni matrix koresponduje s mistem vyskytu biofilmu a s druhy
pritomnych mikrobl. Kromé polysacharidl, nukleovych kyselin, lipidd, nutrientt
a enzymu (proteazy, B-laktamazy) obsahuje matrice nebunécné materialy napfr.
mineralni krystaly, ¢astice jilu Ci blata, korozni partikule nebo tfeba slozky krve.
Z toho vyplyva, Ze biofilm je schopny pfilnout na velice rozli€né povrchy. Mize
se jednat o potrubni systémy, kanalizace, Zivé tkan€, zdravotnické implantaty a
nastroje (Obrazek 1). Biofilmy vytvofené v organismu jsou pro hostitele velikou
hrozbou. Stoji ¢asto za velmi zavaznymi, chronickymi rezistentnimi infekcemi
(Donlan, 2002).

13



Vodovodni potrubi

Tkané a vnitini organy

Primyslové stavby
Zubni sklovina

Kloubni nahrady,
(zubni plak)

implantaty,
zdravotnické nastroje

Trupy lodi

Obréazek 1: Mista iritovana nezadouci formaci biofilmu (A. Diepoltova, 2018)

6.1.1. Vznik a vyvoj biofilmu

Proces formace biofilmu se zejména na molekularni urovni lisi dle jeho
mikrobialniho sloZeni. Prace nabizi obecny pohled na cely proces vyvoje a

struéné se soustfedi na charakteristiky stafylokokového biofilmu.

6.1.1.1. Adheze

Biofiilm se formuje v nékolika krocich. Prvnim znich je adheze
planktonickych bunék k substratu. Jedna se o zcela stézejni fazi celého procesu.

Kolonizace probiha s vyhodou na hrubSich povrSich z ddvodu pfitomnosti

14



rozsahlejSi tfeci plochy a minimalnich smykovych sil. V fadé studii bylo
prokazano, Zze bakterie snaze pfilnou k povrchim hydrofobnim a nepolarnim
(napf. teflon, plast...). Mezi bunkou a povrchem tedy nejCastéji dochazi
k hydrofobnim interakcim. Naopak méné vhodné jsou substraty hladké a
hydrofilni (napf. kovy, sklo...) (Fletcher et Loeb, 1979). K adhezi také pfispiva
okolni médium proudici kolem povrchu. Latky obsazené v této tekutiné chemicky
modifikuji substrat, ¢imz kolonizaci podporuji (Donlan, 2002).

Dalsi faktory ovlivriujici adhezi jsou pH, obsah Zivin v médiu, jeho iontova
sila a teplota. Dulezita je také schopnost mikroorganismu adaptovat se na vnégjsi
faktory zménou fenotypu. Z flotujici buiky se stava burka sesilni, coz je
podpofeno zménou exprese az 1/3 plavodnich proteind. Kolonizaci substratu
usnadniuje pfitomnost bi¢ika, fimbrii a adhezinl - proteinovych i
polysacharidovych molekul, jez jsou exprimovany na povrchu mikrobu. Dale se
zvySené exprimuji proteiny tvofici matrici, pory, ale také proteiny ucastnici se
pfenosu Zivin slozZitym systémem spolecCenstva (Schindler, 2008).

Stafylokoky nemaji k dispozici pili i fimbrie. Pfi adhezi k pevnému
podkladu se tedy musi spolehnout pfedevsim na interakce vlastnich proteinu
s zivym Ci nezivym povrchem. Exprimuji proto komponenty oznaCované jako
MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing Adhezive Matrix
Molecules), které jsou schopné vazat se na lidské proteiny, jako je fibrinogen Ci
fibronektin. Napfiklad S. aureus exprimuje na svém povrchu tzv. vazanou
koagulazu (clumping factor A a B, CIfA, CIfB), ktera diky interakci s fibrinogenem
srazi lidskou krevni plazmu. Jinym pfikladem stafylokokového proteinu, ktery
sehrava kliCovou ulohu pfi adhesi, je ,collagen adhesion protein®, ktery se, jak uz
jeho nazev napovida, vaze na kolagen ve tkani pacienta a podminuje timto
infekce pojivovych tkani. DalSi skupinou stafylokokovych proteinu, které jsou
schopné zprostfedkovavat adherenci, jsou autolyziny — enzymy katalyzujici
bunéCnou smrt. Tyto proteiny se uc€astni vazby mezi jednotlivymi bakterialnimi
bunfikami a stejné tak pfispivaji k vazbé bakterialnich bunék k Zivym a nezivym
podkladum (Marraffini et al., 2006; Otto, 2008).
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6.1.1.2. Maturace

Proces maturace biofilmu je délen do dvou fazi. V prvni z nich dochazi
k agregaci bakterialnich bunék, jez je umoznéna pfitomnosti adhezivnich
proteini &i exopolysacharidd (EPS). Ve druhé fazi se vytvofena masa
remodeluje, €¢imz vznika charakteristicka houbovita architektura biofilmu (Otto,
2008).
tzv. PIA (polysaccharide intercellular adhesin), po chemické strance N-
acetylglukosamin, ktery spole¢né s kyselinou teichoovou, molekulami
extracelularnich nukleovych kyselin a proteiny vytvaFi matrix biofilmu, obvykle
nazyvanou pojmem sliz (Arciola et al., 2015).

Jednotky PIA jsou CasteCné deacylované. Ve vodném prostiedi tedy
vykazuji pozitivni naboj, coz je stézZejni pro agregaci negativhé nabitych
bunécnych povrchu. PIA funguje jako jejich pojidlo. Geny kddujici substanci PIA
jsou organnizovany v ica operonu (intracellular adhesion operon, operon
mezibunééné adheze). Ica lokus byl pozdéji nalezen u nékolika kmenu bakterie
S. aureus, kde byla mezi nim a schopnosti formovat biofilm prokazana spojitost
(Sadovskaya et al., 2005).

Produkce PIA molekul vSak neni pro formaci biofilmu nezbytna. Jejich roli
mohou zastoupit adhesivni proteiny. Dulezitou substanci v biofilmech
nezavislych na PIA je Aap (Accumulation associated protein, protein sdruzeny
s akumulaci). AAp byl poprvé pozorovan u bakterie Staphylococcus epidermidis
jako adhesin potfebny k agregaci bunék na sklenénych ¢&i polystyrenovych

povrsich (Hussain et al., 1997).

6.1.1.3. Architektura biofilmu

Mikrokolonie bunék a jejich vymésky z EPS vytvafi houbovité struktury,
mezi nimiz se proplétaji kanalky, které na povrchu filmu tvofi pory. Témi jsou do

nitra komplexu pfivadény ziviny a kyslik z okolniho média (Obrazek 2). Vrstva
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biofilmu mizZe v zavislosti na druhovém sloZzeni a prostfedi kolisat od

nékolika jednotek po stovky mikrometrd (Donlan, 2002).

Péry _.
Bunécna disperze

Houbovita struktura

_ o
mikrokolonie e

Kanalky Smeér toku okolni kapaliny

Obréazek 2: Architektura biofilmu (A. Diepoltova, 2019)

6.1.1.4. Disperze

Zraly biofilm je pozmérnovan okolni proudici kapalinou, ktera pfisedlé
bunky ,odlupuje“. Tento proces disperze ma pro biofilm velky klinicky vyznam.
Uvolnéné bunky osidluji nové niky organismu, ¢imz dochazi k rozSifeni infekce
v téle hostitele. Mira a rychlost disperze zavisi na:

o Rychlosti pratoku okolni kapaliny (napf. rychlosti krve proudici
kolonizovanou cévou).

o Dostupnosti nutrientli a stavebniho materialu biofilm (EPS).

o PFitomnosti enzymu rozkladajicich matrix (€asto shodné s proteiny
formace biofilmu) (Otto, 2008).
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Vyvoj biofilmu je shrnut v Obrazku 3.

Plsobeni signalnich molekul

N

Flotujici buriky

Adheze Tvorba mikrokolonii Disperze
Déleni bunék Maturovany biofilm

Obréazek 3: Proces formace a disperze biofilmu (A. Diepoltova, 2018)

6.1.2. ,Quorum sensing*

Vyvoj stafylokokového biofilmu je zavisly na regulaénim komunikacnim
principu oznaCovaném ,quorum sensing“. Podstatnou vlastnosti bunék biofilmu
je schopnost sledovat hustotu vlastni populace a reagovat na jeji rast pomoci
vlastnich chemickych signall. Se zvySujici se denzitou biofilmu signal roste a je
tim snaze detekovatelny pro sousedni bunky. Po dosazeni kritické koncentrace
(bod ,quorum*) bunécna replikace ustane a biofilm tak nemudze byt prehustén.
Systém quorum sensing rovnéz zajisti snizeni produkce adheznich proteinu, a
naopak zvysi expresi mnohych virulentnich faktor(d. ZjednoduSené feceno,
quorum sensing prepina bunky biofilmu z reZimu adheze na stacionarni rezim
(Yarwood et Schliever, 2003).
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6.1.3. Rezistence biofilmu k antimikrobnim latkam

Jak uz bylo zminéno, biofilmy vznikaji v ramci patogeneze infekcniho
onemocnéni na lidskych tkanich a na nejruznéjSich zdravotnickych nahradach a
pomuckach jako jsou katetry, kloubni nahrady nebo tfeba dioptrické Coclky.
Proces terapie téchto infekci vSak vyznamné komplikuje fakt, Ze jsou
mikroorganismy usidlené v biofilmu velice Casto rezistentni k antimikrobnim
latkam. Infekci spojenych s pfitomnosti biofilmu se Ize zpravidla velice téZko
zbavit. Jedinou moznosti IéCby byva chirurgicky zakrok €i vyjmuti kolonizovaného
predmétu z téla pacienta, coz prodluzuje dobu rekonvalescence a zvySuje cenu
léCby (Lebeaux et al., 2014).

Mikrobialni rezistence je definovana jako schopnost mikroorganismu
mnozit se i pfi pusobeni 2zvySené koncentrace antimikrobnich latek.
Zjednodusené feCeno plati, Ze kmeny svysSi MIC (minimum inhibitory
concentration, minimalni inhibi€ni koncentrace) vykazuji vysSi rezistenci. Podle
tohoto konvencniho kritéria by v8ak bunky tvofici biofilm zvySenou rezistenci
nevykazovaly. AZ na vyjimky, burnky v biofilmu nerostou lépe v pfitomnosti
vétSiny antimikrobnich latek nez buriky volné flotujici. Rezistence biofilmového
spoleéenstva spociva predevsim ve schopnosti pdsobeni antimikrobnich latek ve
vysSSich koncentracich prezivat. Lze tedy fici, Ze mikroby, sdruzené do komplexni
struktury biofilmu, vykazuji neporovnatelné vysSi rezistenci vici latkam, které
maji cidni uc€inek (Lewis, 2001). Tuto ,relativni“ rezistenci hodnoti nékteré zdroje
jako sto az tisicinasobné vysSi oproti rezistenci flotujicich bunék (Gilbert et al.,
2002).

6.1.3.1. Mechanismy rezistence

Schopnost antibiotik inhibovat rust biofiimu dokazuje, Ze jsou latky
schopné vrstvou matrice difundovat, i kdyz se postupné nareduji. Jak je tedy
mozné, ze buriky nezemfou (Lewis, 2001; Lhotsky, 2015)?

Predpokladd k tomuto typu rezistence je nékolik. Pfitomnost nabitych
hydratovanych EPS kolem jednotlivych buné&k a mikrokolonii biofilmu omezuje
pristup rozpusténych latek z okolniho meédia podle principu iontovych interakci a

molekularniho sita.
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Alternativni ochranou je chemicka &i enzymaticka aktivita slozek matrice,
diky niz mohou byt aktivni molekuly neutralizovany (Gilbert et al., 2002). Matrix
nékterych bakterii napfiklad obsahuje extracelularni enzymy B-laktamazy. Tyto
enzymy hydrolyzuji amidovou vazbu ve struktufe B-laktdmového kruhu
antibiotika, ¢imz ho inaktivuji. Dale muidze matrice obsahovat proteazy di
sacharazy (Bonnet, 2004; Gilbert et al., 2002).

Bunky biofilmu také oplyvaji rozdilnym fenotypem (Gilbert et al., 2002).
Rezistenci napfiklad podporuji efluxni pumpy — MRPs (,Multidrug resistance
pumps®). Podavani subletalnich davek ATBs (antibiotics, antibiotika) mize vést
k expanzi mutovanych bunék, které tyto pumpy exprimuji. Pumpy tvori system tfi
peptidd, diky némuz jsou z bunky vylouCeny veSkeré neznamé chemické
slou€eniny (Brooun et al., 2000).

Maturaci v biofilmu pfibyva perzistentnich bunék ve stavu dormance (=
,Spanku®). Takové bunky maji zpomaleny metabolismus, nedéli se a jejich
mechanismus programované bunécné smrti je deaktivovany. Dormantni bunky
preCkaji obdobi plsobeni ATBs bez vyrazné uhony, a kdyz nebezpeci pomine,
schopnost déleni se obnovi a je iniciovana tvorba novych kolonii (Lebeaux et al.,
2014).

DalSim faktorem, ktery k rezistenci pfispiva, je skutenost, ze biofilmy,
predevSim na Zivych povrSich, byvaji tzv. vicedruhové, tedy tvofené vicero druhy
mikroorganismu. Napfiklad biofilm tvofici zubni plak obsahuje vice nez 500
bakterialnich druhd (Mah et O'Toole, 2001). Experiment na dvoudruhovém
biofilmu tvofeném bakterii Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis
ukazal, ze Cinnost genu kodujicich faktory rezistence proti ATB erythromycinu,
oxacilinu a tobramycinu byla vyrazné zvySena ve srovnani s jednodruhovym
biofilmem at’ tvofenym S. aureus &i S. epidermidis. (Vandecandelaere, |. et al,
2017).
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Mechanismy rezistence se uplatiuji v riznych kombinacich, ¢imz se jejich
efekt nasobi. Zakladni mechanismy rezistence biofilmu jsou vyobrazeny na
Obrazku 4. Procesy rezistence jsou opét regulovany komunikacnim systémem

quorum sensing (kapitola 6.1.2.).

A
AAp A AA A A A
A A ‘ A ‘ Neutralizace ATB I 0 :::tranéni

. ‘ ‘ AA A efluxnimi
:::i:zrznickél\ / A AA pumpami

Enzymaticka
inaktivace ATB

Gradient nutrientd ich latek
radient nutrientu a exogennich latel odifikace

. metabolicky aktivni buiiky na povrchu . persistujici buriky ‘ 0 bunééného povrchu -

@  mené aktivni buiiky ve spodnéjsich vrstvach A antibiotika blokace vstupu ATB

Obréazek 4: Zakladni mechanismy rezistence bunék biofilmu.
Prevzato z Kirmosaoglu, 2016 a upraveno

6.2. BIOFILMY TVORENE STAFYLOKOKY

Stafylokoky jsou v priméru asi 1um velké Gram pozitivni, nepohyblive,
nesporulujici a vétSinou neopouzdiené sférické bakterie (Obrazek 5). Vyskytuji
se jednotlivé, ve dvojicich €i v nepravidelnych shlucich. Od streptokoku jsou
rozeznatelné pozitivnim katalazovym testem. To znamena, zZe pfi kontaktu
kolonie s peroxidem vodiku Ize pozorovat vznikajici bublinky kysliku. Snadno
kultivovatelné, fakultativné anaerobni stafylokoky rostou na Zivném médiu

v okrouhlych lesklych koloniich o priiméru cca 1-3 mm (Obrazek 6).
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elektronovym mikroskopem (N. Bannert, K. Madela, 2014)

Obrazek 6 VPRAVO: Staphylococcus aureus (nazloutlé kolonie), Staphylococcus
epidermidis (bilé kolonie) na Mueller-Hinton agaru (A. Diepoltova, 2018)

Stafylokoky jsou nejCastéjSimi puvodci infekci, které doprovazi vyskyt
biofilmu v lidském organismu. Toto prvenstvi v8ak souvisi s prostym faktem.
Bézné se totiz vyskytuji jako komenzalové na lidské kizi &i sliznicich. Koagulaza
negativni S. epidermidis je nejCastéji izolovanym nozokomialnim patogenem na
jednotkach intenzivni péce. Extrémné vysoké procento téchto izolatl vykazuje
rezistenci na ATB methicilin. Stafylokoky vykazuji mechanizmy nespecifické
rezistence, ktera se, na rozdil od rezistence specifické, nezaklada na genetické
informaci koédované na chromozomu ¢&i plazmidu. Pro biofilmy je pravé
nespecificka rezistence charakteristicka (Otto, 2008).

Zminény oportunni patogen S. epidermidis zpUsobuje infekce zejména u
osob se snizenou funkci imunity (nedonoSeni novorozenci, osoby trpici
onemocnénim AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom
ziskaného selhani imunity) nebo pacienti podstupujici imunosupresivni [éCbu). U
jinak zdravych pacientl vyvola onemocnéni pouze v pfipadé, ze se mu podafi
proniknout skrze slizniéni €i kozni bariéru narusenou poranénim, chirurgickym
zakrokem, zavedenim |ékafského nastroje apod. Lé¢ba takovych infekci je Casto
naro¢na a zdlouhava. Infekce zplsobené stafylokoky jsou popsany v kapitole
6.3. (Arber et al., 1994).

Koagulaza pozitivni S. aureus kolonizuje doCasné Ci trvale pouze cast

dospélé populace. S biofilmem spojené infekce, které zpusobuje, jsou podobné
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jako v pfipadé plavodce S. epidermidis. Maiji ale ¢asto komplikovanéjsi prubéh,
neodpovidaji na Ié€bu antibiotiky a pacient musi v mnoha pfipadech podstoupit
riskantni chirurgicky zakrok (Otto, 2008).

Nechvalné znamym straSakem nemocnicniho prostfedi je S. aureus
oznacovany jako MRSA, tedy methicilin-rezistentni S. aureus. MRSA vyvolava
tézko lécCitelné nozokomialni infekce vyzadujici specialni opatfeni zajistujici
izolaci pacienta, individualizaci jeho 1é¢Eby a hygieny a podléha hlaseni (Pantosti
et Venditti, 2009).

Evropské stfedisko pro prevenci a kontrolu nemoci (European Centre for
Disease Prevention and Control) udava, ze v roce 2017 bylo v ramci Evropské
unie izolovano priamémé 16,9 % MRSA kmend. Vysledky odpovidaji
vyznamnému poklesu vyskytu rezistentni bakterie. Az tfetina evropskych zemi
tento klesajici trend potvrdila. Stfedisko v§ak i nadale upozorfuje na hrozici riziko
a poklada bakterii S. aureus za stale velmi vyznamného puvodce infekci
vykazujicich vysokou morbiditu a mortalitu. Za dosavadnim uspéchem v boji
s MRSA stoji bezesporu dimysina epidemiologicka opatfeni jednotlivych zemi a
ustavu (ECDC, 2017).

S biofilmem souvisejici infekce zpusobené jinymi stafylokoky maiji mirngjsi
pribéh a nejsou pfili§ asté. VétSinou opét souvisi s porusenim imunitnich bariér
pacienta (Otto, 2008).

6.3. INFEKCE SPOJENE S VYSKYTEM BIOFILMU

Je odhadovano, ze pres 65 % lidskych infekci souvisi s pfitomnosti biofilmu.
Obecné Ize shrnout, Ze pfitomnost biofilmu stav onemocnéni vyrazné komplikuje,
prodluZzuje pacientovu rekonvalescenci a vyrazné zvySuje naklady na lécbu
(Gbejuade, 2015). Priklady infekci spojovanych s vyskytem stafylokokového

biofilmu jsou popsany nize.
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6.3.1. Infekéni endokarditida

Formaci biofilmu na vnitfni strané srdce, endokardu, pfedchazi poni¢eni
této tkané. K deformaci miaze dojit mechanickou cestou (pfimym poranénim,
turbulentnim proudem krve zplUsobenym srde¢nimi abnormalitami atd.) nebo
zanétem. Snadno kolonizovatelné jsou zejména poskozené srdecni chlopné.
Odhalenim subendotelovych vrstev dojde ke stimulaci vyplaveni fibrinu a
krevnich desticek, které podporuji adhezi bakterii (Tong, 2015).

Bakterie k jinak sterilnimu srdci doputuji hematogenni cestou z primarniho
stanovisté. Tim byva typicky ustni dutina po stomatologickém zakroku. Plvodce
infekce byvaji vtomto pFipadé nejCastéji streptokoky (Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans apod.) (Habib et al., 2009).

Autofi recentnich €lankd v8ak upozorfiuji, Zze 16 % az 34 % infekCnich
je spojovan s Castym vyskytem rezistence k antimikrobnim latkam a vysokou
mortalitou (Tong, 2015).

Mezi pfiznaky infekéni endokarditidy se fadi hore€ka nejasného plvodu,
pozitivni mikrobiologické vySetfeni krve, zmény na echokardiogramu a cévni
projevy (krvaciva kozni loziska na dlanich a ploskach, krvaceni do spojivek a
nehtovych lGzek &i nitrolebni krvaceni) (IKEM).

K terapii onemocnéni se vyuziva vysokych davek nitrozilnich antibiotik.
V pfipadé neuspésné antibiotické |éCby, pfi srde€nim selhani Ci pfi vysokém
riziku embolizace se pfistupuje k chirurgické remodelaci ¢i nahradé postizené
chlopné (IKEM).

6.3.2. Osteomyelitida

Osteomyelitida je zanétlivé onemocnéni zasahujici kosti. NejCastéjSim
puvodcem choroby je S. aureus, ktery se k povrchu kosti prfesune pfimo Ci
hematogenni cestou z mista chirurgického zakroku, traumatu Ci jiné nesouvisejici

infekce. Hematogenni typ infekce obvykle postihuje konce dlouhych kosti déti a
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axialni ¢asti kostry dospélych pacientt (Archer et al. 2011, Tong, 2015).

Krvi se patogen pohybuje v planktonické fazi rlstu, pro snadnou adhezi
vsak jiz tehdy exprimuje velké mnozstvi adhezivnich molekul vazajicich molekuly
jako je fibrinogen, fibrin, kolagen i elastin. Po pfisednuti prvnich bunék na povrch
kosti za€ina jejich mnozeni a produkce extracelularni matrix (Obrazek 7), ta tkan
deformuje, ¢imz usnadnuje adhezi dalSim a dalSim bufikam. HouZevnaty biofilm
z kosti dospélych pacientl je Casto nutné odstranit chirurgicky. Juvenilni
osteomyelitidu déti je mozné |écCit vysokymi davkami antibiotik (Archer et al.,
2011).

Obrazek 5: Ftograﬁe z rastrovaciho elektronového mikroskopu. Koky adherované k povrchu
kosti. Sipka sméfuje na polysacharidovy material (biofilmovou matrix). Usecka odpovida 5 um
Prevzato a upraveno z Archer et al., 2011

6.3.3. Infekce oéi

Tvorba biofilmu limituje pouziti a vzhled ocnich Co€ek, zatek slznych
kanalka (tzv. plugl), stentu slznych cest &i o&nich implantatd. Mimo abioticky
material byva biofilm rovnéz pozorovan na kapsuli o&ni Co¢ky a stromatu rohovky.
Takové nalezy odpovidaji rizné zavaznym o¢nim infekcim (Bispo et al., 2015).

Keratitida je infekce rohovky, ktera muize, jako neléCena, vyustit az ve
ztratu zraku. NejvétSim predispoziénim faktorem onemocnéni je v sou¢asnosti
pouzivani kontaktnich CoCek. Incidence onemocnéni je ovlivnéna typem

materialu ¢ocCek, jejich hygienou a také délkou a Cetnosti jejich noSeni. Ukazalo
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se, ze pravidelné noSeni ¢oCek pozménuje epitel rohovky, €¢imz usnadruje
adhezi bakterii, a naopak omezuje pfirozenou omyvaci schopnost oka. Castymi
puvodci keratitidy jsou Gram negativni Pseudomonas aeruginosa a Serratia spp.
a Gram pozitivni S. aureus a jiné stafylokoky. Neobvykly vSak neni ani
mykologicky nalez (Bispo et al., 2015).

Endoftalmitida je vzacny, ale zavazny zanét vnitfnich struktur oka. Puvodci
vétSiny téchto infekci jsou exogenni. Do nitra oCi jsou zavleCeny chirurgickym
zasahem, poranénim nebo jako rozsSifeni rohovkové infekce. Operaci katarakty
komplikuje akutni endoftalmitida ze 70% vyvolana bakterii S. epidermidis. 10%
onemocnéni vyvola S.aureus , 5% jiné Gram pozitivni koky a 6% Gram negativni
ty€ky. K upfesnéni diagnozy se kultivuje aspirat oka nebo se provadi molekularni
metody. Antibioticka IéCba se podava injekéné pfimo do oka hned po odbéru
aspiratu. DalSi moznosti terapie je pomérné riskantni zakrok — vitrektomie, tedy

odstranéni ¢asti sklivcové tkané (Durand, 2013).

6.3.4. Infekce ran

Metody vyuZivajici rastrovaci elektronovou mikroskopii a molekularni
metody potvrdily, Zze zevni rany pacientd mohou byt kolonizovany bakteriemi.
NejCastéji kultivovany S. aureus, jakozto oportunni patogen, musi pro vyvolani
infekce prekonat kozni bariéru pacienta. Cestu stafylokim oteviraji chirurgické
zakroky Ci poranéni. K adhezi na tkané vyuzivaji adhesivnich proteint (napf.
fibronektin-vazajicho proteinu atd.). Bakterialni kolonizace vyrazné komplikuje a
prodluZuje hojeni ran (Neopane et al., 2018).

Skupina védcl pozorovala schopnost formace biofimu u 150
stafylokokovych izolatl ziskanych stérem z rany pacientd. P¥iblizné u 67 %
izolatd byla tato schopnost potvrzena. 86,7 % biofilm formujicich kmen
vykazovala multirezistenci (Neopane et al., 2018).

Stafylokokové biofilmy Casto vznikaji také na chronickych ranach, jako
jsou viedy z duasledku diabetu (diabetickda noha), dekubitd ¢&i vendznich
bércovych viedl (Neopane et al., 2018).

Stav znamy jako diabeticka noha vznika jako dusledek neuropatie

asociované s onemocnénim diabetes mellitus. Pacient si nepovSimne drobné
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ranky na dolni konceting, ktera, nelé€end, hnisa a ulceruje. Kone¢nym stadiem
je nekrotizace tkané, jez je povétSinou feSena amputaci postizené koncetiny
(Peters et al., 2012).

Vyzkumem autord A. Banu et al. bylo v ranach diabetikG prokazano 82
mikrobialnich druhl. Nej¢astéji pozorovanymi byly S. aureus, Escherichia coli,
Pseudomons aeruginosa, Citrobacter spp., Klebsiella oxytoca a Proteus sp. 43
% vzorkl vykazovalo pfitomnost biofilmU, zejména stafylokokovych (Banu et al.,
2015).

6.3.5. Infekce z kontaminace Iékafskych nastroju

6.3.5.1. Kontaminace cévnich katetru

CRBSI (Catheter-Related Bloodstream Infection) neboli infekce cévniho
feCisté spojena s uzitim katetru je definovana jako bakterémie pochazejici
z Zilniho katetru. Pokud je z hemokultury i katetru pacienta kultivovan stejny
bakterialni kmen, hovofime o CRB (Catheter-Related Bacteremia, s katetrem
spojena bakterémie). Pokud je hemokultura na pfitomnost tohoto kmene
negativni nebo se hemokultivace neprovedla, charakterizujeme onemocnéni jako
CRS (Catheter-Related Sepsis, s katetrem spojena sepse) (Kfiklava et Sevéik,
2008).

Pouziti Zzilnich katetrd predstavuje pro pacienta jisté infekeni riziko.
Zejména na jednotkach intenzivni péce je vSak zatim cévni katetrizace naprosto
nevyhnutelna. Zavedeny katetr umozfiuje podavani Iéku, tekutin, krevnich
derivatl apod. Zarover je diky nému mozné monitorovat hemodynamické funkce
krve pacienta (Gahlot et al., 2014).

Infekce periferniho zilniho katetru nejsou Casté, jejich komplikace vSak
mohou byt velmi zavazné. Vétsi nebezpedi pro pacienta vSak skyta kontaminace
centralniho zilniho katetru. V porovnani s uzitim perifernino katetru je riziko
CRBSI az 64x vétsi. Urgentni stavy pacienta mnohdy donuti Iékafe odklonit se
od zdlouhavé aseptické inserce pomucky. Kontaminace zejména nemocni¢nimi
kmeny a rozvoj infekce tak probiha velice rychle a mize byt fatalni (Jirous, 2012).

Nejc¢astéjSi bakterialni druhy pusobici CRBSI jsou S. aureus, P.
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aeruginosa, koagulaza negativni stafylokoky (= CONS, Coagulase-Negative
Staphylococci), E. coli, Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumanii.
Procentualnimu zastoupeni puvodcd onemocnéni odpovida Graf €. 1. V posledni
dobé se vSak mikrobialni spektrum puvodci onemocnéni presouva ke

kvasinkam, konkrétné k non-albicans kmenum (Gahlot et al., 2014).

A. baumanii
5%

K. pneumaoniae
10%:

E.coli
9%
5. aureus
458%
CONS
9%

P. aeruginosa
19%

Graf 1: Procentualni zastoupeni bakterii, jakoZto plvodcl onemocnéni
CRBSI. Prevzato a upraveno z Gahlot et al.,2014.

Kontaminace nejCastéji probiha extraluminalné vlivem migrace patogenu
podél vnéjSiho povrchu katetru. Méné Casty je intraluminarni rozsev infekce
krevni cestou z jiného mista organismu — vétSinou z urinalniho traktu (8,3% —
16,2%), abdominalnich infekci (5,5% — 16%), dolnich cest dychacich (13,4% —
15%) ¢&i z infekce v misté chirurgického vykonu (4,4% —13,4%). DalSi moznosti
je uziti kontaminovanych roztokd, pomucek a pfima kontaminace rukama
zdravotnikd (Jirou$, 2012).

Incidence CRBSI se liSi nemocnice od nemocnice. Zalezi napfiklad na
typu uzivanych katetrl. Teflonové katetry vykazuji nizSi riziko kolonizace nez ty
osidleni patogeny. Dlouhodobé zavedeny katetr je rovnéz kontaminovan spisSe

nez ten, ktery je pouzit kratkodobé. Rozvoj a zavaznost onemocnéni zavisi na

28



celkovém stavu pacienta a na pfitomnosti komorbidit. Rizikovi jsou dialyzovani Ci
hyperglykemicti pacienti. V neposledni fadé je tfeba vybrat vhodné misto
k zavedeni katetru, tedy misto s nejmensi denzitou kozni mikroflory. Z tohoto
hlediska je nejvhodnéjSi inserce katetru do podklickové Zily. Nejméné vhodna
aplikace je do zily femoralni (Gahlot et al., 2014; Jirou§, 2012).

Klinické pfiznaky CRBSI jsou nespecifické. Casto se objevuje zarudnuti a
ztuhlost v misté aplikace katetru, horeCka, chvéni a nauzea. Komplikace jsou
vSak zavazné: endokarditida, septicka artritida ¢i osteomyelitida (Tong et al.,
2015).

Odbéry krve pro mikrobiologické vySetfeni se provadi pfimo z katetru a
z periferniho feCisté mimo katetr jesSté pfed podanim antibiotik. Vhodné je také
provést kultivaci samotného katetru po jeho vyjmuti. Jeho usek se pfimo zaléva

do kultivaéniho média tak, jak je vyfotografovano na Obrazku 8 (Jirous, 2012).

Obréazek 6: Fotografie cévniho katetru zalitého v kultivacnim bujonu. Fotografie
pofizena se svolenim Lenky Syrové — vrchni laborantky Oddéleni infekéni
diagnostiky Litomy$lské nemocnice

Preventivni opatfeni vi¢i CRBSI jsou pomérné jednoducha. Patfi k nim
spravné myti a dezinfekce rukou zdravotnikd, jejich informovanost a spravné

zachazeni pfi aplikaci s katetry. Dulezité je uchovavat katetrizacni techniku
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v aseptickém stavu, stejné tak misto inserce by mélo byt spravné

vydezinfikované. Samozifejmosti by méla byt neustala kontrola stavu pacienta.

6.3.5.2. Kontaminace mocovych katetr(

MocCovy katetr je v souCasnosti nepostradatelnym pomocnikem pfi péci o
pacienty s rozlicnymi diagnézami. Jeho stavba je velice jednoducha. Zatimco
nékteré typy tvofi pouze jedna rovna ¢i mirné zahnuta trubi¢ka, Foleylv katetr
sestava z dvou kanalu — prvni pro odtok moci a druhy slouzici k plnéni balonku
na jeho konci. Funkci balonku je udrzet cely nastroj na svém misté (Feneley et
al., 2015).

Dlvodu vedoucich k pouziti moCového katetru je nékolik:

o Usnadnuje odtok moci u pacientu s dysfunkci mocového
méchyre.

o Resi komplikace spojené s inkontinenci (napf. kozni
infekce) u pacientd se ztratou kognitivnich funkci ¢i pacientd
v terminalnim stadiu onemocnéni.

o Slouzi k podani chemoterapeutik.

o Pomaha s odtokem modi pfi/po operaci mocového traktu Ci
pfi porodu.

o Umoznuje provést urodynamickeé testy.

Spravné zavedeny katetr by mél bez posSkozeni setrvat na misté az 12
tydnd. MocCové katetry jsou vyrobené zlatexu &i Iépe nealergenniho silikonu
potaZeného hydrofilni vrstvou zabrariujici formaci biofilmu (Feneley et al., 2015).

Stafylokoky nejsou Castymi plvodci béznych infekci mocového traktu.
Nové epidemiologické vyzkumy v8ak upozorfiuji na Cetnost vyskytu stafylokoku
podilejicich se na specifickych infekcich mo€ového systému, napf. u t€hotnych
zen, dlouhodobé hospitalizovanych ¢&i diabetickych pacientl, pacientl trpicich
nadorovym onemocnénim, u osob s ledvinovymi kameny nebo pravé u
katetrizovanych pacienta (Walker et al., 2017).

Proces vzniku biofilmu na katetru je podpofen kondicionaci nastroje
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vrstvou organickych molekul pochazejicich z moCového traktu pacienta. Na takto
upraveném povrchu dochazi k adhezi bakterialnich bunék, pro které je katetr,
spojujici jinak sterilni moCovy méchyf s husté osidlenym perineem, jednoduchou
cestou vstupu. Kondicionujici molekuly se objevuji v ramci zanétlivého procesu
jako reakce na zasah do organismu, tedy z divodu zavedeni nastroje. Napfiklad
agregace bunék bakterie MRSA, vyvolana pfitomnosti pacientova fibrinogenu,
pokracuje vznikem celych bakterialnich shlukl a po dosazeni dostatecné hustoty
spoleCenstva dojde k up-regulaci jeho virulenénich faktorl nezbytnych pro preziti
a rozSifovani kolonii (Trautner et al., 2004; Walker et al., 2017).

MnoZzeni bakterii podporuje také staza moci v moCovém méchyrfi €i pfimo
v katetru. To vede ke zvétSovani celého biofilmu, ktery muze kanal nastroje
dokonce ucpat a zpUsobit tim mechanické Ci ischemické poruseni sliznice
mocového méchyre (Trautner et al., 2004).

Pro kultivaci patogenu se vytazeny katetr zaléva do tekutého kultivacniho
meédia (Obrazek 9).

Obrazek 7: Fotografie mocového Kkatetru prfipraveného k inkubaci patogenu
zalitim kultivacnim bujénem. Fotografie pofizena se svolenim Lenky Syrové — vrchni
laborantky Oddéleni infekéni diagnostiky LitomyS$iské nemocnice

Lécba stafylokokovych, s katetrem spojenych infekci, je velice naro¢na.
Velké procento stafylokokovych plvodcla totiz vykazuje rezistenci proti
methicilinu. Komplikace u tohoto typu infekce nejsou ojedinélé a mohou konit i
fatalné (Trautner et al., 2004).
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6.3.5.3. Kontaminace kloubniho implantatu

Materialy uzivané v ortopedickych nahradach (titan, chirurgicka ocel,
kobalt-chrom, polymethylmethakrylat ¢i rozliéné biopolymery) mohou podléhat
kolonizaci bakterialnim biofilmem. Infekéni loziska pozorovana na kloubnich

implantatech byvaji kategorizovana do tfi skupin:

o Casna infekce (rozvoj do 3 mésicl po operaci)

o Infekce s opozdénym nastupem (rozvoj po 3-24 mésicich od operace)
- vyvolana ¢asto méné virulentnimi kmeny
(napf. koagulaza negativnimi stafylokoky).

o Pozdni infekce (rozvoj po 2 letech od operace)
- zpUsobena virulentnimi kmeny S.aureus, streptokoky a

Gram negativnimi ty¢kami (Gbejuade et al., 2015).

Infekce Casné a opozdéné jsou vétSinou dusledkem kontaminace pfi
operaci a provazi je jak lokalni, tak systémoveé symptomy. Diky laboratornim
markeram, jako je C-reaktivni protein nebo pocet bilych krvinek, Ize také prokazat
probihajici zanét v organismu (Gbejuade et al., 2015).

Pozdni infekce jsou povétsinou asymptomatické a rozsev infekce probiha
hematogenné z mista nesouvisejici infekce mékké tkané ¢&i mocového,
dychaciho ¢&i gastrointestinalniho traktu (Ainscow et Denham, 1984).

Mezi ovlivnitelné rizikové faktory infekce vyvolané kolonizaci kloubni
nahrady patfi hyperglykémie, obezita, koufeni nebo tfeba pfitomnost bakterie S.
aureus v nosni mikrofléfe. Neovlivnitelnymi faktory jsou nedostate€¢na cinnost
jater, ledvin nebo imunitniho systému. Odstranéni €i optimalizace zminénych
faktorll pomaha v prevenci proti onemocnéni. Pfedejit hrozbé onemocnéni je
rovnéz mozné dodrzenim antiseptického operaéniho protokolu — zkracenim délky
anestezie, udrzenim pacientovy normotermie &i spravnou dezinfekci klze.
Dulezitou strategii je také podavani profylaxe pfed operaci (Alijanipour et al.,
2014).

Novym pfistupem v pfedoperacni profylaxi jsou vakciny. Ty jsou vsSak
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vétSinou cileny na konkrétni antigeny bunék v planktonické fazi. Komplexnost a
heterogenita biofilma vyvoj efektivnich vakcin komplikuji (Gbejuade et al., 2015).

Zajimavym zpUsobem pfedchazeni vzniku biofilmu na implantatu je
moznost coatingu (=uprava nanesenim urCité vrstvy) jeho plochy. Kloubni
nahrady se potahnou vrstvou hydratovaného polyethylen glykolu Ci polyethylen
oxidu, ktera bakterialni adhezi omezuje. Stejny efekt by méla mit chemicka
modifikace povrchu zinkem. Tzv. aktivni coating spocCiva v povrchové upravé
kloubni nahrady antibiotiky (Gbejuade et al., 2015).

6.4. IN VITRO BIOFILMOVE MODELY

Zjednodusené biofiimové modely formované in vitro jsou uziteCnym
nastrojem, diky nimz je mozné ziskat odpovédi na otazky tykajici se procesu
formace biofilmu, fyziologie a architektury. Modely in vitro nabizi mnohé vyhody.
Patfi k nim niz8i cena, jednoducha manipulace a aplikovatelnost v ramci ,high
throughput’ metod (Lebeaux et al., 2013).

Souhrnnou tabulku v§ech v sou€asnosti pouzivanych in vitro biofilmovych
modelu prfehledné zkompletoval ve své praci Lebeaux et al., 2013. Zjednodusené
se tyto modely daji rozdélit do 3 zakladnich skupin — modely uzaviené, oteviené
a tzv. modely mikrokosmu neboli zjednoduSené modely experimentalniho

mikrobialniho ekosystému (Lebeaux et al., 2013).

6.4.1. Uzaviené in vitro biofilmové modely

Biofilmy v uzavieném neboli statickém modelu jsou limitovany obsahem
nutrientd a vhodnym zavzdus$nénim. K uzavienym modelim se fadi ty
model) nebo model v mikrotitraéni desti¢ce Ci na koli¢cich (The Calgary Biofilm
Device). Biofilmova masa formovana v uzavieném modelu je pomérné jednoduse
kvantifikovatelna s vyuzitim barveni (napf. krystalovou violeti). Ke kvantifikaci

zivych metabolicky aktivnich bunék biomasy slouzi napfiklad metoda zalozena
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na redukci (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilidu (= XTT) (Lebeaux et al., 2013).

NejCastéji vyuzivané uzaviené in vitro modely jsou struéné popsany nize.

6.4.1.1. Model biofilmu kolonie na agaru

Kolonie pozorovaného mikroorganismu jsou kultivovany na agaru. Model
dovoluje studium zakladnich charakteristik biofilmu — struktury, gradientu
chemickych latek v biomase a chovani mikroorganismld. Model vynika svou
jednoduchosti a Ize jej vyuzit k testim citlivosti na antimikrobni latky (Zuroff et
al., 2010).

6.4.1.2. Model biofilmu v mikrotitracni destiéce

Rizena formace biofilmu v jamigkach je jednoduchou, &asto vyuzivanou
metodou. Buriky jsou adherovany na sténach a dnech 96 jamkové destiCky
(Obrazek 10). Usp&ch modelu je zajistén jeho nizkou cenou, vyuzitelnosti v ramci
,high throughput‘ metod a diky Sirokému uplatnéni. Je idealni ke sledovani
chovani mikrobu v ramci biofilmu, ke studiu citlivosti biofilm formujicich

mikroorganismu na antimikrobni latky (Niu et Gilbert, 2004).

Obrazek 8: Fotografie mikrotitracni desticky. V jamkach je pozorovatelny mlécny povlak —

fixovany biofilm pfed obarvenim (A. Diepoltova, 2019)
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6.4.1.3. The Calgary Biofilm Device

The Calgary Biofilm Device (TCBD) je screeningova ,high throughput®
metoda slouzici ke zjisténi ucinnosti antimikrobnich latek pusobicich proti
biofilmu, stanoveni miry rezistence biofilmu, sledovani vyvoje biofilmu v Case
nebo napfiklad k pozorovani synergickych interakci antimikrobnich latek.
Nastrojem pro provedeni metody je plastova 96 jamkova desticka s
polystyrenovym vickem o stejném poctu kolickiu. Do jamek je pipetovana
suspenze mikroorganismu. Mikroby adheruji na povrch koliCkd a jamek a za
pritomnosti kmitavého pohybu vytvafi zraly biofilm. Rdast biofilmu muze byt
omezovan rtiznymi podminkami (Innovatech, Inc, 2019; Ceri et al., 1999).

Systém TCBD nabizi dvé varianty (Obrazek 11). V prvni jsou jamicky
zcela oddélené. Desticku je tedy mozné vyuzit pro formaci biofilma tvofenych
odliSnymi mikrobialnimi druhy tak, aby nedoslo ke kontaminaci. Druha varianta
sestava z propojenych zlabkl. Pipetovani do nich je jednodu$si, muze ale

obsahovat pouze biofilm jediného kmene (Innovatech, Inc, 2019).

Obréazek 9: Dvé varianty modelového systému TCBD. A: Desticka s 96
Jamkami, B: Desti¢ka s kanalky. Prevzato z Innovatech, Inc, 2019
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Spolecnost Innovatech nabizi také systém s upravenymi koli¢ky. Povrchy
kolikli jsou kondiciovany materidly, které usnadnuji adhezi bunék (tzv.
,coating®). Muze se jednat o upravu hydroxyapatitem, poly-L-lysinem, celul6zou
Ci kolagenem. Fotografie takto upravenych koli¢kd k nahlédnuti nize (Obrazek
12) (Innovatech, Inc, 2019).

Obrazek 10: Koli¢ky systému TCBD upravené hydroxyapatitem.
Prevzato z Innovatech, Inc, 2019

6.4.2. Otevfiené in vitro modely

specializované nacini. Nespornou vyhodou téchto metod je moznost ovlivnéni
podminek okolniho prostfedi, napf. smykovych sil. Dynamické systémy umozriuji
kontinualni vymeénu odpadnich latek, metabolickych meziproduktl a odumrelych
bunék za Cerstvé médium (Lebeaux et al., 2013). Vybrané oteviené in vitro

modely jsou kratce popsany nize.
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6.4.2.1. Pratokova komora

Model pratokové komory umozfiuje rlst biofilmu bez pFitomnosti
planktonickych bunék, které jsou odplaveny proudem. S pouzitim fluorescenéni
mikroskopie Ize sledovat rust, strukturu a fyziologii biofilmu v ¢ase (Crusz et al.,
2012).

Cerstvé médium je do systému vhanéno ze zasobniku peristaltickou
pumpou a pokracCuje az do prutokové cely. Do cely jsou zanofeny koliCky se
vsazenymi disky, na jejichz povrchu dochazi k adhezi bunék (Cruzs et al., 2012).

Metoda vyobrazena pomoci Schématu 1.

Peristalticka pumpa

Zasobnik
tekutého
meédia

| Zasobujici kanaly | Koligek s nosnym

/ pm rchem pro :
,/' ! formovini a studium;
,//’ Ilwﬁl.mu

Kolicek se vzorkem e Bt

v srupmpmiﬂﬂﬂﬁi’ﬁm @ﬁﬁm Yystupni port

Pritokovi komora

Odpad

Schéma 1: Schéma pritokové komory. Pfevzato z Bailey, 2011.
Upravila Roubalova, 2018

6.4.2.2. Chemostat

Chemostat (Obrazek 13) je, zjednodusené fe€eno, nadobou s pfistupem
Cerstvého média a odtokem pro odpadni latky, usmrcené buriky atd. Soustava
zajistuje vhodné prostiedi pro bunécné déleni a konstantni hustotu populace
(Dykhuizen et Hartl, 1983).
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Obrazek 11: Princip chemostatu. Pfevzato z Gresham et Hong, 2014, The
functional basis of adaptive evolution in chemostats. Upravila Roubalova, 2018

6.4.2.3. CDC biofilmovy reaktor

CDC (= The Center for Diesease Control) reaktor se sklada z osmi
nosniku. Kazdy z nich drzi 3 disky (tzv. kupény) s adherovanym biofilmem. Cely
systém je ponofen do sklenéné nadoby o objemu 1 I, ve které cirkuluje kultivacni
médium (Obrazek 14). Kupony je poté mozné z reaktoru vyjmout pro ucely test
citlivosti na antimikrobni latky. Biofilm muze byt od kupénu sonicky oddélen a
dale studovan ¢Ci pozorovan mikroskopicky (BioSurface Technologies
Corporation, 2019).

I zasobni sloupky
7
£ dpn

reakéni nadoba

desticky pro formaci biofilmu

Obrazek 12: CDC biofilm reaktor (Pfevzato z BioSurface Technologies
Corporation, 2019 a upraveno)
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6.4.3. Modely experimentalniho mikrokosmu

Modely mikrokosmu (z ang. ,microcosms®“ = mikroskopicky ekosystém)
jsou sofistikované komplexni heterogenni modely blize napodobuijici in vivo
podminky. Systémy cCasto zahrnuji nékolik bakterialnich druhl a vyuzivaji
materiald ziskanych z pozorovaného prostfedi. Napfiklad pfi modelovani
dentalnich biofilml se uziva hydroxyapatit a sliny nebo se za u¢elem mimikovani
situace in vivo abiotické povrchy pokryvaji lidskymi burikami (Lebeaux et al.,
2013).

Stfedni cestou mezi in vitro a in vivo modely jsou tzv. ex vivo. modely
Biofilmy jsou formovany na tkanovych a organovych fezech, nejCastéji prasecich
nebo mySich. Tkanové fezy jsou nasledné umistény a kultivovany v systému in
vitro. Biofilmy je mozné studovat také in vivo na savc€ich €i jinych modelovych

organismech (Lebeaux et al., 2013).

6.5. VIZUALIZACE BIOFILMU

6.5.1. Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Ke studiu architektury a morfologie biofilmu se vyuziva konfokalni laserova
skenovaci mikroskopie (CLSM, confocal laser scanning microscopy). Laser
osvétluje preparat ve zvolené hloubce pfes bodovou konfokalni clonu. Odrazené
svétlo nebo emitované fluorescenéni zareni se poté vraci stejnym objektivem.
Bodova clona detektoru odfiltruje svétlo z nepozadovanych rovin (Chen, 2004).

Slozenim dvojrozmérnych obrazi na sebe navazujicich rovin Ize ziskat
trojrozmérnou vizualizaci. Tento typ mikroskopie je tedy mozné vyuzit mimo jiné
pro neinvazivni zobrazeni déju probihajicich uvnitf zivych bunék (Chen, 2004).

K vizualizaci biofilmi se vyuziva fluoroford. Fluorofor je molekula
absorbujici svétlo, ktera pohlcenou energii vyzafi ve formé fluorescenéniho

zafeni (Ragazzi et al., 2013).
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Jednim z fluoroford, které lze vyuzit pro vizualizaci polysacharidové
struktury je kalkofluorova béloba. Na Obrazku 15 nize zvyraznuje kalkofluorova
béloba matrix pravé se formujiciho stafylokového biofilmu (Guspaniar et al.,
2017).

EPS produkujici kmeny EPS neprodukujici kmeny

S. aureus ATCC 12600 S. aureus 5298

S. epidermidis ATCC 35984 S. epidermidis 252

Obrazek 13: Snimky pofizené prostrednictvim konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu. Bakterialni buriky barvené kitem LIVE/DEAD™. Exopolysacharidy matrice
(EPS) obarvené kalkofluorovou bélobou. Prevzato a upraveno z Gusnaniar et al., 2017
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6.5.2. Kvantifikace biofilmu

Metody kvantifikace biofilmU Ize rozdélit do tfi zakladnich skupin:

o kvantifikace biomasy (objem biofilmu v€etné matrix i bunék),
o kvantifikace pouze Zivych bunék,

o kvantifikace objemu matrix (Peeters et al., 2008).

6.5.2.1. Kvantifikace biomasy

6.5.2.1.1. Barveni krystalovou violeti

Barvivo krystalova violet' se vaze na negativné nabité povrchy buniky i na
polysacharidy matrix, takZze zvyraznuje veSkery obsah jamky pfi pouziti
mikrotitra¢ni destiCky. Barvivo je dale v jamkach extrahovano a jeho intenzita je
stanovovana spektrofotometricky. Krystalova violet' je vhodnym nastrojem pro
potfebu sledovani formace biofilmu — napfiklad pfi sledovani vlivu vnéjSich
podminek (Li et al., 2013).

6.5.2.1.2. Barveni fluoroforem Syto 9

Fluorescenéni barvivo Syto 9 pasivné difunduje skrz cytoplazmatickou
membranu a vaze se na DNA Zivych i nezivych bunék. JelikoZ jsou nukleove
kyseliny pfitomny také v mimobunécné matrix, obarvi barvivo opét celou biomasu
biofilmu (Peeters et al., 2008).
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6.5.2.2. Kvantifikace Zivych bunék

6.5.2.2.1. LIVE/DEAD ™ Baclight™

Kombinaci vySe zminéného barviva Syto 9 s €ervenym barvivem propidium
jodid (PI) Ize dojit k rozliSeni zivych a mrtvych bunék ¢i bunék s kompromitovanou
membranou. Zatimco Syto 9 pronika do vSech bunék pFitomnych v biofilmu, PI
difunduje pouze do bunék s posSkozenou cytoplazmatickou membranou.
Fotografie stafylokokového biofilmu s burikami barvenymi metodou LIVE/DEAD
nize (Obrazek 16 a 17).

Obrézek 14: Snimek z epifluorescenéni mikroskopie. LIVE/ DEAD™ barveni. Zivé buriky bakterie
Staphylococcus epidermidis a extracelularni nukleové kyseliny jsou obarveny do zelena (Syto 9).
Mrtvé buriky, buriky s poSkozenou membranou, jsou barveny do ¢ervena (propidium jodid).
Poskytnuto RNDr. Klarou Konec¢nou, Ph.D., 2018
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Obrazek 15: Snimek z epifluorescenéni mikroskopie. LIVE/ DEAD™ barveni. Zivé buriky bakterie
Staphylococcus epidermidis a extracelularni nukleové kyseliny jsou obarveny do zelena (Syto 9).
Mrtvé buriky, buriky s poSkozenou membranou, jsou barveny do ¢ervena (propidium jodid).
Poskytnuto RNDr. Klarou Konec¢nou, Ph.D., 2018

6.5.2.2.2. XTT esej

Viabilitu bunék urcitého kmene Ize urcit také na zakladé jejich metabolicke
aktivity. Jednou z metod zaloZenych na tomto principu je napfiklad hojné
vyuzivana XTT esej. Metoda spociva v redukci XTT barviva (tetrazoliova sul, 2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) na ve vodé
rozpustny fialovy formazan &innosti metabolicky aktivnich bunék. Nasledné je
méfena absorbance supernatantu, ktera je pfimo umérna poctu metabolicky
aktivnich bunék (Peeters et al., 2008; Riss et al., 2013).
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Metabolickou aktivitu bunék sleduji i dal$i metody. Princip resaruzinové eseje
spociva v redukci modrého resazurinu metabolicky aktivnimi burfikami na rizovy
fluorescencni resofurin. Viabilni buriky jsou rovnéz schopné pfeménit nebarevny
fluorescein diacitat (FDA) na Zluty fluorescein nespecifickymi esterazami

(Peeters et al., 2008).

6.5.2.3. Kvantifikace matrix biofilmu

Kvantifikace matrice, zejména biofilmu stafylokokl, se provadi pomoci
barviva 1,9-dimethyl methylenova modf (DMMB). DMMB tvofi nerozpustitelné
produkty se sulfatovymi skupinami polysacharidi matrix. Pro zjiS§téni mnozstvi
barviva se pfidava ekvivalentni objem dekomplexacniho Cinidla (Peeters et al.,
2008).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1, EXPERIMENT 1
7.1.1. Hypotéza

Studium vlivu média (Soyabean média, Soyabean suplementovaného
fetalnim bovinnim sérem (FBS) a Soyabean suplementovaného praseci plazmou
(PP)), zpusobu inkubace (s michanim a bez michani) a vlivu velikosti pocate¢ni
optické hustoty (OD, Mc Farland) bakterialni suspenze (OD = 0,1; 0,5 a 1 s
fedénim dle doporuceni vzorové metodiky) na formovani biofilmu u dvou
vybranych kmen( bakterie Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 29213, SA)
a methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (ATCC 43300, MRSA) a jednoho
kmene bakterie rodu Staphylococcus epidermidis (ATCC 35983, SE). Sledované
podminky jsou pro pfehlednost shrnuty nize v Schématu 2. V dostupnych
publikacich je uvadéno, Ze pouzité kmeny SA a MRSA jsou biofilm formujici
kmeny. Prace v8ak jednotné nevysvétluji, jaky fenotyp kmeny vykazuiji, tedy zda
jsou tzv. silnymi, stfedné silnymi &i slabymi producenty biofilmu. Pouzity kmen
SE ma fenotyp deklarovany — jedna se o silného producenta biofilmu a pro nas

experiment tedy slouzi jako kmen referencni.

Soyabean
a) Typ media Soyabean + FBS
Soyabean + PP
Mod ,,Shaking®
b) Michani

Mod ,Without shaking*

Suspenze o OD 0,1

c) OD puvodni
suspenze

Suspenze o OD 0,5

Suspenze o OD 1

Schéma 2: Sledované podminky Experimentu 1
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K praci bude vyuzito metodiky analogické TCBD (kapitola 6.4.1.3.). Cilem

je navrhnout postupy, které povedou k formaci maximalné objemného

bakterialniho biofilmu. Tyto in vitro formované robustni biofilmy budou nasledné

vyuzity pro navazujici testovani kandidatnich antimikrobnich latek, jejich anti-

biofilmové aktivity (tento krok neni naplni této prace).

Pomucky a material

a) Pomucky

o

jednorazové oékovaci klicky (Gamedium, Ceska republika)
sterilni OD zkumavky (Gamedium, Ceska republika)
stojany na zkumavky (Gamedium, Ceska republika)

sterilni mikrotitraéni destiky bez viéek (96 jamek, Gamedium, Ceska
republika) — Obrazek 18

vicko s polypropylenovymi kolicky (Hard-Shell’PCR plates, 96 — Well Low-
Profile, Semi-Skirted, Bio-Rad Laboratories, INC., USA)

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

Obrazek 16: Mikrotitracni TCBD destic¢ka s 96 jamkami a vicko s kolicky. V ramci naseho
testovani vyuZzit podobny, financné dostupnéjsi systém. Pfevzato z: Mason et al., 2015
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b) Pristroje a programy

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

vortex M52 Minishaker IKA (P-LAB, Ceska republika)

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

kyvaCka MR-1 Mini Rocker-Shaker (Biosan, Litva)
termostat Binder WTB (Fisher Scientific, Germany)
tfepaci inkubator Heidolph Inkubator 1000 (Heidolph, Germany)

multidetekéni reader Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate reader
(Biotek Instruments, Inc, USA)

software GraphPad Prism 7.0 (USA)

Material

plotny s Mueller-Hinton agarem (MHA, dodavatel: Cadersky — ENVITEK,
s.r.o., Ceska republika, Himedia, India)

fetalni hovézi sérum (FBS; Sigma, USA)

inaktivovana praseci plazma (PP, Sigma, USA)

soyabean médium — Soyabean Casein Digest Medium (Soyabean
medium, dodavatel: Cadersky — ENVITEK, s.r.o., Ceska republika;
Himedia, India)

sterilni fosfatovy pufr (PBS, Sigma, USA)

roztok krystalové violeti (P-LAB, Ceska republika)

extrakéni &inidlo (ethanol + aceton vpoméru 80:20, Penta, Ceska
republika)
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7.1.2. Pouzité bakterialni kmeny

Tabulka 1: PouZzité bakterialni kmeny

Oznaceni Bakterie Identifikacni kod
142-2016 (SA) Staphylococcus aureus ] 32%0422%%1 3,
143-2016 (MRSA) Staphylococcus aureus MRSA D 'é-cl;('\:/lcf%%%oo
205-2018 (SE) Staphylococcus epidermidis || é-é-)(l\:AC??éiZSS

Legenda: ATCC: Americka sbirka mikroorganismu, CCM: Ceské sbirka mikroorganismi

Obrazek 17: Petriho misky na MHA s narostlymi koloniemi bakterii Staphylococcus aureus,
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis (A. Diepoltova, 2018)

7.1.3. Pfiprava médii

7.1.3.1. Soyabean médium

Soyabean bujon je tmavé Zluté tekuté kultivaéni médium s vysokym
obsahem aminokyselin. Jejich zdrojem je papaicky digest séjovych bobl a
hydrolyzat kaseinu. Hydrogenfosfore¢nan draselny a glukdza pUsobi jako pufr a
zaroven zdroj uhliku (HiMedia, 2018).

Pfiprava Soyabean média spociva vrozpusténi 30 g komercné
dostupného prasku v 1 | destilované vody. V Erlemayerové bance je bujon

sterilizovan v autoklavu pfi teploté 120 °C 15 minut.
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7.1.3.2. Suplementace kultivaénich médii

Obohacenim kultivatniho média o organickou slozku predpokladame
faktord, aminokyselin, cukrl a vitamind. Pro tento experiment byly zvoleny dvé
rizné suplementacni slozky — FBS a praseci plazma (PP).

FBS je tekuta frakce srazlivé krve ziskavané z plodu telete. Tekutina je
zbavena bunék, fibrinu a srazlivych faktord. Fetalni sérum je oproti séru
odebranému narozenym nebo dospélym jedincim pro suplementaci média
vyhodnéjsi, jelikoZ obsahuje vyraznéjSi mnozstvi nutrientd, rastovych faktord a
dalSich makromolekularnich latek nezbytnych pro bunécény rist. DalSi nespornou
kultivaéni vyhodou fetalniho séra je nizSi obsah proteini komplementu. Tyto,
v médiu nezadouci, proteiny jsou schopny bunky lyzovat Ci interferovat pfi
vyhodnocovani experimentu. Velkou casti FBS je fetalni albumin. DalSimi
slozkami jsou aminokyseliny, cukry, tuky a hormony (Johnson, 2012).

Druhou suplementacni sloZzkou byla, jako slozenim nejblizSi lidské plazmé,
zvolena plazma praseci. Jedna se o nesrazlivou slozku praseci krve centrifugaci
oprosténou od bunék. Kromé Zivin pro rostouci buriky obsahuje albumin,
prealbumin, glykoproteiny, transferrin, lipoproteiny, bilkoviny koagulaéni
kaskady, ale také proteiny komplementu (Sigma-Aldrich s.r.0.).

Komplement musi byt pro uZiti v mikrobiologickych metodach inaktivovan,
aby nedochazelo k lyze kultivujicich se bakterii. Inaktivace teplem probiha ve
vodni lazni pfi 56 °C po dobu 15-60 minut v zavislosti na druhu plazmy (Montefiori
Laboratory Duke University, 2018).

Pro pfipravu suplementovaného média bylo ze 4 ml séjoveho bujonu
odpipetovano 400 ul a nahrazeno 400 ul FBS, respektive praseci plasmy (10%

suplementace).
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7.1.4. Pracovni postup

Den 0

o Naockovat pouzité kmeny SA (142-2016), MRSA (143-2016) a SE (205-
2018) na MHA.
o Inkubovat po dobu 16—20 hodin pfi 37 °C v termostatu.

o Sterilizovat vicka desti¢ek peroctovou kyselinou pfes noc.
Den 1

o Pripravit 9 OD zkumavek s celkovym objemem kultivacniho Soyabean
meédia 4 ml.

o Pfipravit 9 OD zkumavek s celkovym objemem kultivaniho Soyabean
média 4 ml, suplementace 10% FBS.

o Pripravit 9 OD zkumavek s celkovym objemem kultivacniho Soyabean
meédia 4 ml, suplementace 10% PP.

o Pfipravit bakterialni suspenze vSech tfi kmenu o optickych denzitach (OD)
OD=0,1;0D=0,5a0D=1.

- Kazdy kmen zaocCkovat do tfech riznych médii o tfech riznych
optickych denzitach.

o Naredit bakterialni suspenze o OD = 1 dle instrukci vyrobce MBEC eseje.

- 100 pl suspenze pfidat k 2,9 ml Soyabean média.

o Priprava mikrotitraCnich desti¢ek (6 kusu) dle Schématu 3:

- Do dvou desti¢ek pipetovat po 150 pl bakterialni suspenze 3
testovacich kmenl o OD=0,1 (jedna pro studium vlivu kultivace bez
michani, druha pro studium vlivu michani).

- Do dvou dalSich desti¢ek pipetovat po 150 pl suspenze o OD=0,5.

- Do zbylych dvou destiCek pipetovat po 150 pl suspenze o OD=1
s Fedénim dle metodiky MBEC (dale jen OD =1).
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SA SA SA SA SE SE SE SE

— Soyabean
SA SA SA SA SE SE SE SE y
SA SA SA SA SE SE SE SE_
r Soyabean + FBS
SA SA SA SA SE SE SE SE y
SA SA SA SA SE SE SE SE
—  Soyabean + PP
SA SA SA SA SE SE SE SE‘

CS €S CS CS CF CF CF CF cp CcP CP CP

Schéma 3: Schéma zaockovani mikrotitracnich desticek

Legenda: SA — kmen 142-2016 S. aureus; MRSA — kmen 143-2016 methicilin -rezistentni
S. aureus; SE — kmen 205-2018 S. epidermidis; CS — negativni kontrola Soyabean média;
CF — negativni kontrola Soyabean + FBS média; CP — kontrola Soyabean + PP média

o Proméfit OD pfi vinové délce A = 580 nm a A = 600 nm pomoci
multidetekéniho readeru.

o Prilozit vicka a zaviené destiCky oblepit parafilmem.
o Vlozit do termostatu a inkubovat pfi 37 °C po dobu 24 hod.
- Jednu desticku se vSemi variantami OD inkubovat na kyvacce.
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Obrazek 18: Mikrotitracni desticka s napipetovanymi bakterialnimi suspenzemi pred inkubaci
(A. Diepoltova, 2018)
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Den 2

O

o

2x promyt desticku sterilnim PBS.
- odpipetovat obsah jamek
- do kazdé jamky napipetovat 200 ul sterilniho PBS
- kratce michat
- odpipetovat obsah
- opakovat postup
- fadné odpipetovat promyvaci roztok
2x promyt koli¢ky na vicku sterilnim PBS.
- pouzit Cistou mikrotitracni destiCku s napipetovanymi 200 ul
sterilniho PBS v kazdé jamce
- vicko nasadit na Cistou desticku
- kratce michat
- odpipetovat obsah
- opakovat postup
- fadné odpipetovat promyvaci roztok
Fixovat vytvoreny biofilm teplem pfi 65 °C po dobu 10 minut.
Fixovat vytvoreny biofilm methanolem v lednici po dobu 15 minut.
- po fixaci methanol odpipetovat a desticku vysusit na vzduchu
Pridat 1% roztok Cerstvé filtrované krystalové violeti.
- nechat barvivo navazovat po dobu 10 minut
- poté barvivo odpipetovat
- promyt desticky pod velmi lehkym proudem kohoutkové vody
Provést extrakci barviva.
- do kazdé jamky mikrotitracni desticky napipetovat 160 ul
extrakéniho €inidla (ethanol + aceton v poméru 80:20)
- kolicky se ponofi do Cisté mikrotitraCni desti¢ky s napipetovanymi
160 pl extrakéniho Cinidla v kazdé jamce
- nechat barvivo eluovat pfi michani po dobu 15 minut
Méfit OD desti¢ky s eluovanym barvivem pfi vinové délce 570 nm, 590 nm
a 630 nm.
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7.1.5. Hodnoceni a vysledky

V Experimentu 1 byla provedena kvantifikace celkové biofilmové biomasy
na zakladé meérfeni absorbance navazané a nasledné extrahované barvicky,
krystalové violeti. Nezavisle na sobé byly porovnavany vysledky nartstu biofilmu
na koliCcich vicka mikrotitracni desticky a v samotnych jamickach desticky.
Kultivace probihala ve dvou médech - ,Shaking®, ve kterém se desticky s vicky
inkubovaly v termostatu na kyvacce a ,Without shaking®“- kultivace destiCek
probihala bez michani. Pro lepSi pfehlednost je nize doplnéno Schéma 4

znazorfiujici ¢lenéni experimentu vzdy pro jeden testovaci kmen.

Experiment 1

Biofilm v jamicce Biofilm na koli¢ku
HEE SELTE M6d ,Without shaking* Mod ,Shaking  Méd ,Without shaking*
OD = 0,1
OD =0,1 oD = 1 OD =0,1 oD = 1 OD = 0,1 Oob =
OD =0,5
oD =1 OD=0,5 oD =0,5 oD =0,5

Schéma 4: Clenéni préce na Experimentu 1

7.1.5.1. Kvantifikace celkové biofilmové biomasy pomoci
krystalové violeti

VSechny destiCky s extrahovanou krystalovou violeti byly proméfeny
pomoci multidetekéniho readeru pfi vin délkach 570 nm. 590 nm a 630 nm. Pro

ilustraci jsou v ramci Tabulky 2 uvedeny nezpracované vysledky ziskané v ramci
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méfeni pro desticku kultivovanou v médu ,Shaking“, poCatecni opticka denzita

kment, OD=0,1.

Tabulka 2: Namérené hodnoty absorbance extrahované krystalové violeti pfi tfech volenych vinovych délkach

Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 2 3 4 5 i 7 8 g 10 11 12
0,079 0,136 0,097 0,097 0,076 0,085 0,101 0,114 0,416 0,377 0,414 0,337
Soyabean
0,078 0,134 0,111 0,088 0,111 0,105 0,111 0,108 0,362 0,281 0,341 0,389
Soyabean 0,075 0,155 0,103 0,098 0,05 0,046 0,065 0,045 0,059 0,066 0,081 0,069
+
FBS
0,091 0132 0,076 0,085 0,048 0,049 0,082 0,049 0,077 0,184 0,061 0,103
OVRFLW [ OVRFLW | OVRFLW | OVRFLW | =
Soyabean 0,294 0411 0,178 0264 0,326 0,235 0,349 0,196 1,45 0,599 1177 1,357
+ OWRFLW | OVRFLW | OVRFLW | OVRFLW |5
PP OVRFLW [ OVRFLW | OVRFLW | OVRFLW | &
0,306 0,221 0,19 0,189 0,224 0,241 0,316 0,233 1,019 0,938 1,535 1,112
Kontrola Soyabean Kontrola Soyabean + FBS Kontrola Soyabean + PP
0,059 0,168 0,051 0,072 0,066 0,046 0,046 0,045 0,069 0,079 0,113 0,068
Kontrola

Podminky: Mérfeni v jami¢kach mikrotitracni desticky,; ptvodni denzita: OD=0,1; inkubace probihala
v moédu ,Shaking” FBS — Fetalni bovinni sérum, PP — praseci plazma, OVRFLW — naméreny signal
se nenachazi v mezich detekovatelnosti pfistroje

Na zakladé odbornych publikaci (Chen et al., 2012; Barakat et al., 2014;

Souza, 2016), kde bylo vyuzito stejného metodického pfistupu pro kvantifikaci

formovanych biofilm0 a na zakladé ziskanych dat bylo rozhodnuto, Ze budou dale

hodnoceny pouze vysledky méfeni absorbance pfi vinové délce 630 nm — dale
jako ODeso).
Nize v této praci jsou uvadény tabulky s vyhodnocenymi daty dle postupu

zminéného v Tabulce 2. V ramci jedné destiCky jsou vzdy jednotlivé kmeny

v jednotlivych médiich pipetovany v oktaplikatu. Stejné tak jsou vzdy po osmi

jamkach pipetovany i negativni kontroly, tedy Cista kultivacni média. Hodnoty

ziskané v ramci oktaplikatt (v€etné negativnich kontrol) jsou zprimérovany a je

proveden odecet ,nespecifického pfispévku“ k celkové hodnoté absorbance,
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podminény nespecifickou vazbou krystalové violeti k plastu, ze kterych jsou

destiCky Ci koliCky ve viCku tvoreny.
DalSim krokem vyhodnocovani Experimentu 1 bylo rozdéleni tfi pouzitych

kmenu do kategorii podle schopnosti tvofit biofilm. Kategorizace probihala podle

Tabulky 3 (Usman et al., 2011).

Tabulka 3: Kategorizace kmenu bakterii dle schopnosti tvorit biofilmy

Opticka denzita Mira tvorby biofilmu
OD <ODc Netvofi biofilm
ODc <OD = 20Dc Slaby producent biofilmu
20Dc <OD =4 ODc Strfedné silny producent biofilmu
40DC <OD Silny producent biofilmu

Legenda: OD - zjisténa opticka denzita, ODc — zjiS§téna opticka denzita kontroly pro
konkrétni médium

Podle vySe zminéného kritéria jsou pouzité bakterialni kmeny rozdéleny v
Tabulkach 4-15. Pracovni postup odpovida Schématu €.1. Hodnoty absorbanci

pro jednotlivé kmeny v daném médiu jsou zprimérované.

a) Méreni v jami¢kach mikrotitraéni destiCky — mod ,Shaking*

Tabulka 4: Méreni v jamickach; pavodni OD = 0,1; méd: ,Shaking“; A = 630 nm

Mé&reni v jamickach; pavodni OD = 0,1; mod ,Shaking*
Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 [ 8 | 9 | 10 | 11 [ 12
ODs30) = 0,1025 ODgs30)= 0,10138 ODe30) = 0,36463
ODcss30) = 0,0875 ODcss30)= 0,0875 ODcss30)= 0,0875
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Silny producent
OD30)= 0,1019 ODgs30)= 0,05438 ODs30) = 0,085
Soyabean ODcf(g30)= 0,05075 ODcf(s30) = 0,05075 ODcfie30) = 0,05075
+ FBS
Stredné silny producent Slaby producent Slaby producent
ODs30)= 0,2566 ODg30)= 0,265 ODg30)= 1,14838
Soyabean ODcps3o) = 0,08225 ODcps30) = 0,08225 ODcps30) = 0,08225
+PP
Stredné silny producent | Stredné silny producent Silny producent

Legenda: Zarazeni pouZzitych bakterialnich kmen( do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcss30) — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfes30) — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpsso) — opticka denzita kontroly média

Soyabean + praseci plazma (PP)
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Tabulka 5: Méfeni v jami¢kach; ptvodni OD = 0,5; méd: ,Shaking; A = 630 nm

Méreni v jamickach; pivodni OD = 0,5; mod ,Shaking”

Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 [ 2 ] 3 ] 4 5 | 6 | 7 | 8 9 | 10 | 11 ]| 12 |
ODg30) = 0,096375 ODe30)= 0,12338 ODs30) = 0,29325
ODcss30) = 0,13875 ODcss30) = 0,13875 ODcss30)= 0,13875
Soyabean
Netvofri biofilm Netvofi biofilm Stredné silny producent
OD¢e30) =0,093375 ODe30)= 0,08825 ODs30)= 0,07325
Soyabean ODcfe30) = 0,0855 ODcf(g30) = 0,0855 ODcf(s30) = 0,0855
+ FBS
Slaby producent Slaby producent Netvori biofilm
OD30)= 0,234875 ODg630)= 0,28163 OD630)=0,41388
Soyabean ODcps30)= 0,06375 ODcps30) = 0,06375 ODcpgs30) = 0,06375
+PP
Stredné silny producent Silny producent Silny producent

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 30 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcf30 — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpsso) — opticka denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)

Tabulka 6: Méreni v jamickach; pavodni OD = 1; méd: ,Shaking®; A = 630 nm

Mé&reni v jamickach; puvodni OD = 1; mod ,Shaking®

Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 [ 2 | 3 ] 4 5 | 6 | 7 | 8 9 [ 10 | 11 | 12 |
ODs30)= 0,146375 ODg30)= 0,122125 ODg30)= 0,17125
ODcs(s30)= 0,16475 ODcss30)= 0,16475 ODcss30) = 0,16475
Soyabean
Netvori biofilm Netvori biofilm Slaby producent
OD30)= 0,137625 ODs30)= 108875 OD30)= 0,074375
Soyabean ODcfe30) = 0,35475 ODcf(s30) = 0,35475 ODcf(s30) = 0,35475
+FBS
Netvofi biofilm Netvofi biofilm Netvofi biofim
ODs30)= 0,39 ODs30)= 0,387625 ODe30) = 0,373125
Soyabean ODcpe30)= 0,11725 ODcpe30)= 0,11725 ODcpe30)= 0,11725
+PP
Stredné silny producent Slaby producent Stredné silny producent

Legenda: Zarazeni pouZitych bakterialnich kmenu do kategorii dle schopnosti formovat biofilm; ODcs30) —
opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs30 — opticka denzita negativni kontroly média
Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcp30 — opticka denzita kontroly média Soyabean + praseci
plazma (PP)
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b) Méfeni v jamiCkach mikrotitracni desticky — méd ,Without shaking®

Tabulka 7: Méfeni v jami¢kach; ptvodni OD = 0,1; méd: ,Without shaking®; A = 630 nm

Méreni v jamickach; puvodni OD = 0,1; mod ,Without shaking”

Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10| 11 [ 12|
ODgs30) = 0,10025 ODs30)= 0,098 OD30)= 0,31875
ODcss30) = 0,0645 ODcse30)= 0, 0645 ODcss30)= 0,0645
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Silny producent
OD30)= 0,09513 ODs30) = 0,06425 ODys30) = 0,069
Soyabean ODcf(e30)= 0,05475 ODcf(g30)= 0,05475 ODcfe30)= 0,05475
+FBS
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODg30) = 0,13075 ODgs30) = 0,206125 ODgs30)= 0,97225
Soyabean ODcpe30) = 0,0795 ODcps30)= 0,0795 ODcps30) = 0,0795
+PP
Slaby producent Stredné silny producent Silny producent

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 630 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfis0) — optickéa denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpss0)— optické denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)

Tabulka 8: Méfeni v jami¢kach; ptvodni OD = 0,5; méd: ,Without shaking®; A = 630 nm

Méreni v jamickach; plvodni OD = 0,5; méd ,Without shaking®

Staphylococcus aureus

MRSA

Staphylococcus epidermidis

1 | 2 | 3 | 4

5 | 6 | 7 | 8

9 | 10 | 11 | 12 |

OD30)= 0,10075 ODg30) = 0,10875 ODg30) = 0,41225
ODcss30) = 0,09775 ODcss30) = 0,9775 ODcss30) = 0,9775
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Silny producent
ODge30) = 0,105 ODg30) = 0,06525 ODg30) = 0,07263
Soyabean ODcfe30) = 0,078 ODcfe30) = 0,078 ODcfe30) = 0,078
+FBS
Slaby producent Netvofi biofilm Netvofri biofilm
ODg30) = 0,37838 ODg30) = 0,3195 ODe30) = 0,075
Soyabean ODcpe30) = 0,10575 ODcp3o) =0, 10575 ODcp3o) = 0,10575
+PP
Stredné silny producent | Stredni silny producent Netvofi biofilm

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kmend do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcss30 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs309 — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpss0) — opticka denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)
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Tabulka 9: Méfeni v jami¢kach; pavodni OD = 1; mdéd: ,Without shaking®; A = 630 nm

Mé&reni v jamickach; plvodni OD = 1; mod ,Without shaking*
Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 | 2 | 3] 4 5 | 6 | 7 | 8 | 9 |10 ] 11 [ 12 ]
ODge30) = 0,122 OD30) = 0,10775 ODe30) = 0,2675
ODcss30) = 0,05625 ODcss30) = 0,05625 ODcss30) = 0,05625
Soyabean
Stredné silny producent Slaby producent Silny producent
OD30) = 0,1265 OD30) = 0,08013 OD30) = 0,08263
Soyabean ODcfg30) = 0,0855 ODcfg30) = 0,0855 ODcfg30) = 0,0855
+FBS
Slaby producent Netvofi biofilm Netvofi biofilm
ODge30) = 0,33263 OD30) = 0,20625 OD30) = 0,86763
Soyabean ODcpe30) = 0,07675 ODcpe30) = 0,07675 ODcps3o) = 0,07675
+PP
Silny producent Silny producent Silny producent

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 630 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs30 — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcp30 — opticka denzita kontroly média

Soyabean + praseci plazma (PP)

c) Méreni na koli¢cich vicka — méd ,Shaking*

Tabulka 10: Méfeni na koli¢cich; ptvodni OD = 0,1; mod: ,,Shaking®; A = 630 nm

Mé&reni na koli¢cich; puvodni OD = 0,1; méd ,Shaking*“

Staphylococcus
Staphylococcus aureus MRSA epidermidis
1 | 2 | 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 9 | 10 | 11 | 12
ODg30)= 0,103625 ODg30) = 0,093 ODs30) = 0,079
ODcss30)= 0, 0615 ODcss30) = 0, 0615 ODcss30) = 0, 0615
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODg30) =0, 072 ODge30) = 0, 061875 ODe30) = 0, 0675
Soyabean ODcf30) = 0, 05325 ODcfs30) = 0, 05325 ODcfs30) = 0, 05325
+FBS
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODe30) = 1, 554125 OD30) = 1, 345 OD30) =0, 156125
Soyabean ODcpe30) = = 0,19125 ODcps30) = 0,19125 ODcp3o) =0, 19125
+PP
Silny producent Silny producent Netvofri biofilm

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kmenu do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcss30 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfess0) — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcp30 — opticka denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)
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Tabulka 11: Méfeni na koli¢cich; ptvodni OD = 0,5; moéd: ,,Shaking®; A = 630 nm

Méreni na koli¢cich; puvodni OD = 0,5; mod ,Shaking®

Staphylococcus aureus

MRSA

Staphylococcus epidermidis

1 | 2 | 3| 4 5 | 6 | 7 [ 8 | 9 | 10 ] 11 ] 12 ]
ODe30)= 0, 270125 ODe30)= 0,17375 ODs30) = 0,28925
ODcss30)= 0,0585 ODcss30) = 0,0585 ODcss30) = 0,0585
Soyabean
Silny producent Stredné silny producent Silny producent
ODe30)= 0,0595 OD¢s30)= 0,048375 ODe30)= 0,054125
Soyabean ODcfg30)= 0,05775 ODcfg30)= 0,05775 ODcfg30y= 0,05775
+FBS
Slaby producent Netvofi biofilm Netvori biofilm
ODs30)= 0,289 OD30)= 0,565375 ODs30) = 0,086
Soyabean ODcpe30)= 0,07075 ODcps30) = 0,07075 ODcps30)= 0,07075
+PP
Silny producent Silny producent Slaby producent

Legenda: Zarazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcss30 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfess0) — optické denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpss0)— optické denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)

Tabulka 12: Méfeni na koliécich; ptvodni OD = 1; méd: ,Shaking“; A = 630 nm

Mé&reni na koli¢cich; puvodni OD = 1; méd ,Shaking®

Staphylococcus
Staphylococcus aureus MRSA epidermidis
1 1 2] 3 | 4 5 | 6 | 7 | 8 9 | 10 [ 11 | 12 |
OD¢s30)= 0,103625 ODs30)= 0,093 ODe30)= 0,079
ODcss30) = 0, 0615 ODcss30) = 0, 0615 ODcss30) = 0, 0615
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODe30)= 0, 072 ODg30)= 0, 061875 OD630)= 0, 0675
Soyabean ODcf(@30) = 0, 05325 ODcfg30)= 0, 05325 ODcf@e30) =0, 05325
+FBS
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODg30)= 1, 554125 ODge30)= 1, 345 OD¢30)= 0, 156125
Soyabean ODcpe30) = 0,19125 ODcpe30) = 0,19125 ODcpe30) = 0, 19125
+PP
Silny producent Silny producent Netvofi biofilm

Legenda: Zafazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 630 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs30) — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcpss0)— opticka denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)
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d) Méreni na koli¢cich — méd ,Without shaking*

Tabulka 11: Méfeni na koliccich; ptvodni OD = 0,1; mod: ,Without shaking®; A = 630 nm

Méreni na koli¢cich; puvodni OD = 0,1; méd ,Without shaking*

Staphylococcus aureus

MRSA

Staphylococcus epidermidis

1 | 2 | 3 ] 4

5 | 6 | 7 | 8

9 | 10 | 11 [ 12 |

ODe30)= 0,041875 ODe30)= 0,041875 ODgs30)= 0,043875
ODcsg30)= = 0,038 ODcss30)= = 0,038 ODcss30)= = 0, 038
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODgs30)= 0,037625 ODs30)= 0,038625 ODs30)= 0,039
Soyabean ODcfe30)= = 0,0375 ODcfe30)= = 0,0375 ODcfig30)= = 0,0375
+FBS
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
OD30)= 0,110375 ODg30)= 0,140625 ODs30) = 0,044
Soyabean ODcpe30) = 0,04525 ODcps30) = 0,04525 ODcps3o) = 0,04525
+PP
Stredné silny producent | Stfredné silny producent Netvofi biofilm

Legenda: Zafazeni pouzitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm; ODcss30)
— opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs30) — opticka denzita negativni kontroly média
Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcps30— opticka denzita kontroly média Soyabean + praseci

plazma (PP)

Tabulka 12: Méreni na koliccich; pdvodni OD = 0,5; mdd: ,,Without shaking®; A = 630 nm

Mé&reni na koli¢cich; puvodni OD = 0,5; méd ,Without shaking*

Staphylococcus aureus

MRSA

Staphylococcus epidermidis

1 | 2 ] 3| 4

5 | 6 | 7 | 8

9 | 10 | 11| 12

Soyabean

ODs30) = 0,04425
ODcss30)= 0,037

Slaby producent

OD30)= 0,04475
ODcs(s30)= 0,037

Slaby producent

ODe30) = 0,03963
ODcss30) = 0,037

Slaby producent

Soyabean
+FBS

ODe30) = 0,038125
ODcf(e30)= 0,0375

Slaby producent

ODe30)= 0,037375
ODcfe30)= 0,0375

Netvofi biofilm

ODe30) = 0,03925
ODcf(e30)= 0,0375

Slaby producent

Soyabean
+PP

ODs30) = 0,13125
ODcp(s30) = 0,0515

Stredné silny producent

ODs30) = 0,0555
ODcps30) = 0,0515

Slaby producent

ODs30) = 0,0415
ODcp(s30) = 0,0515

Netvofi biofilm

Legenda: Zarazeni pouZitych bakterialnich kmen( do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 630 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcf 309 — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcp 30 — opticka denzita kontroly média
Soyabean + praseci plazma (PP)

60



Tabulka 13: Méfeni na koli¢cich; ptvodni OD = 1; méd.: ,Without shaking®; A = 630 nm

Méreni na koli¢cich; puvodni OD = 1; méd ,Without shaking*

Staphylococcus aureus MRSA Staphylococcus epidermidis
1 | 2 | 3 | 4 5 | e | 7 | 8 | 9] 10 11] 12
OD30)= 0,056 ODg30)= 0,0555 ODs30) = 0,0455
ODcss30)= 0,038 ODcss30)= 0,038 ODcss30)= 0,038
Soyabean
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
OD30) = 0,03925 ODgs30)= 0,03925 ODs30)= 0,03988
Soyabean ODcfg30)= 0,038 ODcfg30)= 0,038 ODcf(30)= 0,038
+FBS
Slaby producent Slaby producent Slaby producent
ODg30)= 0,09175 ODs30)= 0,06425 ODg30)= 0,04263
Soyabean ODcf(s30)= 0,04075 ODcf(e30)= 0,04075 ODcfs30) = 0,04075
+PP
Stiedné silny producent Slaby producent Slaby producent

Legenda: Zarazeni pouZitych bakterialnich kment do kategorii dle schopnosti formovat biofilm;
ODcs 630 — opticka denzita negativni kontroly média Soyabean, ODcfs309 — opticka denzita negativni
kontroly média Soyabean + fetalni bovinni sérum (FBS), ODcps30 — optické& denzita kontroly média

Soyabean + praseci plazma (PP)

Z vysledku zaznamenanych v Tabulkach 4-15 bylo tfeba vybrat kombinaci

podminek vedoucich k maximalni formaci biofilmu tfi vybranych kmenu bakterie

rodu Staphylococcus. Zajem se tedy presunul pouze na podminky inkubace,
které vedly k tvorbé robustnich biofilmud tvofenych kmeny spadajicimi do kategorii

»oilny producent®, pfipadné alespon ,Stfedné silny producent®.
Nejvhodnéjsi podminky budou dale pouzity v Experimentu 2 pfi inkubaci

klinickych izolatd.
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7.1.5.2. Volba mista formace biofilmu

Dostate¢né robustni biofilm se na koli€cich vicka mikrotitracni destiCky
formoval zejména v médiu Soyabean + PP, a to pouze v mdédu ,Shaking“.
Vysvétleni se zda byt logické — michanim okolniho média se nepohyblivé
stafylokoky na koliCek pfesunou snadnéji.

Vysledky na koli¢cich v8ak nepusobi konzistentnim dojmem. Napfiklad z
Tabulky 10 je zfejmé, ze biofilm kmenud SA a MRSA v médiu Soyabean + PP
vznikal na koli€cich bez problému. Naopak na koli¢ku s kmenem SE, ktery se jiz
v pfedchozich tabulkach projevil nékolikrat jako silny producent, se biofilm vibec
nezformoval. Hypotetickym vysvétlenim by zde mohlo byt, Ze dfive napomocné
michani biofilm z povrchu koli¢ku odtrhlo. DalSim problém by mohlo tvofit
nevhodné slozeni plastu vicka systému. V metodice TCBD se uziva kolic¢kl
polystyrenovych, zatimco v ramci naseho experimentu bylo k dispozici vicko
polypropylenové. Jako moZnost feSeni se nabizi takzvany coating, Cili potazeni
koli¢kl vrstvickou materialu, na ktery bakterie Iépe adheruji. Timto materialem je
napfiklad hydroxyapatit, celuléza atd. (Innovatech,Inc., 2019). Prace
s potazenymi povrchy koli¢ku je podnétem pro nasledujici experimenty.

Jamicky mikrotitracni desticky vykazovaly spolehlivéjsi vysledky, proto
bylo rozhodnuto, Zze v Experimentu 2 jiz bude pozornost soustfedéna pouze na
né.

Vysledek: VhodnéjsSim mistem systému pro formaci biofilmu
bakterialnich kmenti 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) je

jamic¢ka mikrotitracni desticky.
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7.1.5.3. Volba inkubaéniho média

Kmeny SA a MRSA byly dle Tabulky 4 zafazeny mezi spiSe primérné
producenty biofilmu. Kmen 205-2018 bakterie Staphylococcus epidermidis, jehoz
schopnost tvofit biofilm byla znama, se skute€né projevil jako silny biofilmovy
producent v médiich Soyabean a Soyabean+PP.

Médium Soyabean+FBS se ukazalo jako nepfilis vhodné pro formaci
biofilmu u dvou kmenu 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) a ani u kmene 142-
2016 (SA) nenabyl biofilm dostatenych rozmérd (Graf 2). Hypotetickym
divodem by mohlo byt nevhodné proteinové slozeni fetalniho bovinniho séra
nebo nedostatek proteinu, které by iniciovaly adhezi bunék.

Naopak jako nejvhodnéjSi médium se jevi Soyabean+PP. Data byla
hodnocena pomoci statistického programu GraphPad Prism 7.2 za pomoci
jednosmérného ANOVA testu (mira statistické vyznamnosti odpovida poctu
hvézdiCek). Graf 2 jednoznacné demonstruje, Ze doslo ke statisticky vyznamné;jsi

tvorbé biofilmu s vyuzitim Soyabean+PP, a to u v8ech tfi kmenu.

Staphylococcus aureus (142-2016) Methicilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis (205-2018)

Staphvlococcus aureus (143-2016)
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Graf 2: Porovnani nardstu biofilmu kmene 142-2016 (SA) 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) v jamickach, s optickou
denzitou puvodni suspenze = 0,1, mod inkubace ,Shaking“ (Odpovida Tabulce 4) SA SQY-Staphylococcus aureus
inkubovany v Soyabean médiu, SA FBS-Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném fetalnim
bovinnim sérem, SA PP — Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném praseci plazmou. MRSA
SOY-Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu, MRSA FBS-Mehicilin rezistentni
Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, MRSA+PP -Mehicilin
rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném prasec¢i plazmou, SE SOY-
Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean médiu, SE FBS-Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean
meédiu suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, SE PP-Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean médiu
suplementovaném fpraseci plazmou
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V tabulkach se stejnymi podminkami (vazba na jami¢ky, méd ,Shaking®),
ale s vysS8i puvodni optickou denzitou — 0,5; 1 (Tabulka €. 5 a 6), nebyly vysledky
pFilis uspokojivé. Biofilmy vSech tfi kmenu se zde formovaly pomérné slabé. Jako
nejlepSi médium se opét ukazalo Soyabean+PP. Kmen MRSA a SE kultivovany
v plazmou suplementovaném médiu dosahl urovné ,Silny producent® v Tabulce
5 (puvodni OD = 0,5). Pavodni denzita OD = 1 se v moddu ,Shaking“ ukazuje jako
nevhodna. Bakterialni biofilm v pfijatelné mife se zformoval opét pouze v médiu
Soyabean+PP (Graf 3). Vyhodou plazmy, v porovnani se suplementaci sérem,
muUze byt pfitomnost srazecich faktort a dalSich proteinu, které by hypoteticky

fungovaly jako vySe zminény coating a iniciovaly tak adhezi bakterialnich bunék.

Staphylococcus aureus (142-2016) Methicilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis (205-2018)
Staphylococcus aureus (143-2016)
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Graf 3: Porovnani vlivu média pri formaci biofilmu kmene 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) v
jami¢kach s OD plvodni suspenze = 1; méd inkubace ,Shaking“ (Odpovida Tabulce 6) SA SOY — Staphylococcus
aureus inkubovany v Soyabean médiu, SA FBS—Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném
fetalnim bovinnim sérem, SA PP — Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném praseci
plazmou. MRSA SOY-Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu, MRSA FBS—Mehicilin
rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, MRSA+PP-
Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném praseci plazmou, SE SOY-
Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean médiu, SE FBS—Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean
médiu suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, SE PP-Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean médiu
suplementovaném fpraseci plazmou

Zda se, ze inkubaci v médiu Soyabean+PP je velmi napomocny madd
s michanim. Kmeny inkubované v Soyavean+PP modu ,Shaking” (Tabulky 4, 5,
6, 10, 11 a 12) Castéji fadime do skupiny ,Silny producent® nez ty, jenz byly
v tomto médiu inkubovalné bez michani (napf. Tabulka ¢. 8 a Graf 4). Vyjimkou
je Tabulka 9, kde, a¢ inkubace probihala bez michani, nabyl biofilm velké hmoty.
V ostatnich tabulkach popisujich situaci bez michani povaZujeme ojedinély

narUst biofilmu (jako je tomu napfiklad v Grafu 4 — kmen SE v médiu Soyabean)
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spiSe za dilo kontaminace. Médium Soyabean+PP se v3ak i zde zda byt nejlepsi

volbou.
Staphylococcus aureus (142-2016) Methicilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis (205-2018)
Staphvlococcus aureus (143-2016)
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Graf 4: Porovnani vlivu média pri formaci biofilmu kmene 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) v
jamickach s OD puvodni suspenze = 0,5; mod inkubace ,Without shaking” (Odpovidé Tabulce 7) SA SOY -
Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu, SA FBS—Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu
suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, SA PP — Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu
suplementovaném praseci plazmou. MRSA SOY-Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean
médiu, MRSA FBS—Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném fetalnim
bovinnim sérem, MRSA+PP—Mehicilin rezistentni Staphylococcus aureus inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném
praseci plazmou, SE SOY-Staphylococcus epidermidis inkubovany v Soyabean médiu, SE FBS—Staphylococcus epidermidis
inkubovany v Soyabean médiu suplementovaném fetalnim bovinnim sérem, SE PP-Staphylococcus epidermidis inkubovany
v Soyabean médiu suplementovaném fpraseci plazmou

Vysledek: Jako nejvhodnéjSi meédium k formaci biofilmu
bakterialnich kmena 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) bylo
uréeno Soyabean médium suplementované praseci plazmou.
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7.1.5.4. Volba denzity pavodni suspenze

Na zakladé porovnani vysledkd z Tabulek 4-15 byla jako nejvhodné;Si
zvolena pocate¢ni denzita 0,1. Graf 5 zobrazuje situaci s pfedchozimi vybranymi
podminkami, tedy vinkubaénim mddu ,Shaking“, v médiu Soyabean
suplementovaném praseCi plazmou a méfeni v ramci jamiCek mikrotitracni
desti¢ky. Graf 5 - SA ukazuje, Ze biofilm narostly z plivodni suspenze o optické
denzité 0,1 dosahl mocnosti srovnatelné s biofilmem vzniklym ze suspenze o OD
0,5 a dokonce mensi nez biofilm ze suspenze s OD 1. MRSA biofilm ze suspenze
o OD 0,1 byl dokonce nejmensi. Graf s SE ale dokazuje, Ze biofilm formovany z
pocateéni suspenze 0,1 je statisticky vyznamné vétsi oproti biofilmu vzniklému
ze suspenze 0,5 1. Jelikoz je pouzity kmen SE ovéreny silny producent biofilmu

a pro nas experiment slouzi jako kmen referencni, jsou pro nas jeho vysledky

stézZejni.
Staphylococcus aureus (142-2016) Methicilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis (205-2018)
Staphvlococcus aureus (143-2016)
*hk
1.5 | —|
0.5_ * rRER
0.4+ I 1
0.4 | | T
1.0
0.3
0.3 —|_ T 1
0.2 T o2 [
ODqs30j QD630) OD(630%9.54
0.0
00 00 T T 1
0.1 T T T 0,1 0,5 1
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OD puavodni suspenze SA OD plvodni suspenze MRSA OD plvodni suspenze SE

Graf 5: Porovnani vilivu pocatecni optické denzity pri formaci biofilmu kmen( 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a
205-2018 (SE) vruznych optickych denzitach pdvodnich suspenzich, méfeni v Soyabean médiu
suplementovaném praseci plazmou, v jamickach, mod inkubace ,Shaking®. (Odpovida Tabulkam 4, 5, 6). OD —
opticka denzita pocatecni suspenze, SA — Staphylococcus aureus, MRSA — Methicilin rezistentni Staphylococcus
aureus, SE — Staphylococcus epidermidis

Vysledek: Jako nejvhodnéjsi pocateéni OD pro formaci biofilmu
bakterialnich kment 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018 (SE) byla
vybrana opticka denzita 0,1

66



7.1.5.5. Volba mdédu inkubace

Jak jiz bylo naznaceno vySe, zda se, Ze ma shaking na inkubaci pozitivni
efekt. Z Tabulky 4 vyplyva, Zze vSechny pouzité kmeny, které byly do jamky
mikrotitraéni destiCky pipetovany v pavodni suspenzi o OD = 0,1, dokazaly
vytvofit biofilm za pomoci michani pfi inkubaci, coz byl pro nas povzbudivy
vysledek. Bylo oCekavano, ze nepohyblivym bakteriim, kterymi stafylokokové
jsou, pomutze pohyb okolniho média adherovat na vétsi plochu jamky. Zaroven
bylo snahou co nejblize napodobit situaci in vivo. Biofilmy v organismu hostitele
Casto vznikaji na mistech s proudici okolni tekutinou (Zilni a mocové katery, zubni
sklovina, ...) nebo pfimo v misté pohybu tkani (kloubni nahrady). Mod ,Shaking*
tedy tuto situaci pfipomina lépe.

| dalSi tabulky, které shrnuji narusty biofilmu po inkubaci s pomoci michani
(Tabulky 5, 6, 10, 11 a 12) prokazuji jeho vyhodu. Zjednodusené Ize Fict, Ze vice
silnych producentt najdeme v tabulkach popisujicich moéd ,Shaking*.

Vyhodu michani pfi inkubaci v médiu Soyabean+PP pfi formaci biofilmu

z vybrané puvodni OD = 0,1 zobrazuje Graf 6.

Staphylococcus aureus (142-2016) Methicilin-rezistentni Staphylococcus epidermidis (205-2018)
Staphvlococcus aureus (143-2016)
0.3 e . 2.0+
——— ) :

1.5+ —_—
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Graf 6: Porovnani vlivu médu inkubace pfi formaci biofilmu kment 142-2016 (SA), 143-2016 (MRSA) a 205-2018
(SE) po inkubaci ve dvou riznych médech ,Shaking” a ,Without shaking®, méreni v jamickach, médium Soyabean
+ PP, ptivodni opticka denzita = 0,1 (Odpovida Tabulkam 4 a 8). Shake — rezim inkubace s michanim, WO Shake
— reZim inkubace bez michani

wvawv s

tedy méd s michanim pfri inkubaci.
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7.

2. EXPERIMENT 2
7.2.1. Hypotéza

Mapovani biofiimového fenotypu sbirkovych klinickych izolatd rodu

Staphylococcus. Ovérfeni postupu Experimentu 1 vedouciho k formaci

maximalné objemného bakterialniho biofilmu pro dalSi navazujici studie anti-

biofilmové aktivity kandidatnich antimikrobnich latek.

a)
o

o

7.2.2. Pomucky a material

Pomcky

jednorazové oékovaci klicky (Gamedium, Ceska republika)
sterilni OD zkumavky (Gamedium, Ceska republika)
stojany na zkumavky (Gamedium, Ceska republika)

sterilni mikrotitraéni destiky bez viéek (96 jamek, Gamedium, Ceska
republika)

Pfistroje a programy

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

vortex M52 Minishaker IKA (P-LAB, Ceska republika)

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

kyvaCka MR-1 Mini Rocker-Shaker (Biosan, Litva)
termostat Binder WTB (Fisher Scientific, Germany)

multidetekéni reader Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate reader
(Biotek Instruments, Inc. USA)

tfepaci inkubator Heidolph Inkubator 1000 (Heidolph, Germany)
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d) Material

o sterilni plotny s Mueller-Hinton agarem (MHA, dodavatel: Cadersky —
ENVITEK, s.r.o., Ceska republika, Himedia, India)

o inaktivovana praseci plazma (PP, Sigma, USA)

o soyabean Casein Digest Medium (Soyabean medium, dodavatel:
Cadersky — ENVITEK, s.r.0., Ceska republika; Himedia, India)

o sterilni fosfatovy pufr (PBS, Sigma, USA)
o roztok krystalové violeti (P-LAB, Ceska republika)

o extrakéni ¢&inidlo (ethanol + aceton v poméru 80:20, Penta, Ceska
republika)

1.1.1. Pouzité klinicke izolaty

Tabulka 14: Pouzité klinické izolaty s mistem odbéru (pokud bylo uvedeno)

Oznaceni Bakterie Puavod

70-2016 Staphylococcus hominis Hrudni dren
73-2016 Staphylococcus aureus Centralni zilni katetr
74-2016 Staphylococcus capitis Periferni zilni katetr
106-2016 Staphylococcus hominis Centralni zilni katetr
107-2016 Staphylococcus epidermidis Centralni Zilni katetr
108-2016 Staphylococcus epidermidis Centralni Zilni katetr
109-2018 Staphylococcus hominis Centralni Zilni katetr
111-2016 Staphylococcus haemolyticus Mocovy katetr
131-2016 Staphylococcus aureus — MRSA Vytér z krku
134-2016 Staphylococcus aureus — MRSA Stér dekubitu
135-2016 Staphylococcus aureus Sputum CF
136-2016 Staphylococcus aureus Larynx
137-2016 Staphylococcus aureus Popalenina
138-2016 Staphylococcus aureus — MRSA Sputum
139-2016 Staphylococcus aureus Stér z rany sterna
140-2016 Staphylococcus aureus Stér z rany sterna
141-2016 Staphylococcus aureus Vytér z oka
144-2016 Staphylococcus aureus Bez bliZSi specifikace
148-2016 Staphylococcus aureus Bronchoalveolarni lavaz
149-2016 Staphylococcus aureus Stér z rany hrudniku
150-2016 Staphylococcus aureus Bez blizsi specifikace
151-2016 Staphylococcus aureus Vytér z krku
152-2016 Staphylococcus aureus Bronchoalveolarni lavaz
153-2016 Staphylococcus aureus Laryng
154-2016 Staphylococcus aureus Bronchoalveolarni lavaz
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A) Nazloutlé kolonie Staphylococcus aureus Bilé kolonie Staphylococcus epidermidis

Obréazek 19: Snimky bakterialnich koloniii narostlych na Mueller-Hinton agaru. Kmeny uZzité
v Experimentu 2 A) Staphylococcus aureus, B) Staphylococcus epidermidis (A. Diepoltova, 2018)

1.1.2. Pfiprava média Soyabean + PP

Pro pfipravu média Soyabean + PP bylo 10 % objemu zasobniho
Soyabean média suplementovano praseci plazmou. Do OD zkumavky bylo
napipetovano 2,5 ml Soyabean média a 250 ul nahrazeno praseci plazmou.

1.1.3. Pracovni postup

Den 0

o Naockovat kmeny bakterie rodu Staphylococcus na MHA.

o Inkubovat v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu 16-20 hodin.
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Den 1

O

Pfipravit bakterialni suspenze s OD = 0,1.

Napipetovat 150 pl suspenze do jamek miktrotitracni desticky dle
Schématu 5 a 6.

Proméfit OD pfi vinové délce A = 580 nm a A = 600 nm.

Prilozit vicko a oblepit parafilmem.

Vlozit do termostatu a inkubovat pfi 37 °C 48 hodin za mirného michani.

70 73 74 e
107 108 109 111
143 131 134 135

136 — X i

rodu Staphylococcus

Schéma 5: Mikrotitracni desticka 1 — Zptusob zaocCkovani klinickymi izolaty bakterie

138 139 140 141
144 148 149 150
151 152 153 154
Kontrola
205 1S X média

Schéma 6: Mikrotitracni desticka 2 — Zptsob zaockovani klinickymi izolaty bakterie rodu

Staphvlococcus
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Den 3

o 2x promyt destiCku sterilnim PBS.
- odpipetovat obsah jamek
- do kazdé jamky napipetovat 200 ul sterilniho PBS
- kratce michat
- odpipetovat obsah
- opakovat postup
- fadné odpipetovat promyvaci roztok
o Fixovat vytvofeny biofilm teplem pfi 65 °C po dobu 10 minut.
o Fixovat vytvofeny biofilm ledovym methanolem.
- pipetovat 170 pl do kazdé jamky
- nechat fixovat v lednici po dobu 15 minut
- po fixaci methanol odpipetovat a desticku vysusit
o Pridat 1% roztok Cerstvé filtrované krystalove violeti.
- napipetovat 170 pl krystalové violeti do kazdé jamky
- nechat navazovat po dobu 10 minut
- poté barvivo odpipetovat
- promyt desticky pod velmi lehkym proudem kohoutkové vody
o Provést extrakci barviva.
- do kazdé jamky mikrotitracni desticky napipetovat 160 ul
extrakéniho €inidla (ethanol + aceton v poméru 80:20)
- nechat barvivo eluovat pfi michani po dobu 15 minut
o Méfit OD desticky s eluovanou barvivem pfi vinové délce 630 nm, 570 nm,
560 nm a 590 nm.

1.1.4. Hodnoceni a vysledky

Cilem Experimentu 2 bylo urcit biofilmovy fenotyp 25 klinickych izolatu
rodu Staphylococcus. Kmeny zafazené do kategorie ,Stfedné silny producent” a
,Silny producent” budou vyuzity v ramci naslednych studii anti-biofilmové aktivity.
K inkubaci bylo vyuzZito podminek vyhodnocenych v Experimentu 1 jako

nejvhodnéjsi pro maximalni formaci biomasy biofilmu. Naméfené hodnoty
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absorbance pfi vinové délce 570 nm, 590 nm a 630 nm pro jednotlivé klinické

izolaty inkubované pfi michani z plvodni suspenze o OD = 0,1 v médiu

Soyabean + PP jsou zahrnuty v Tabulkach 18 a 20. Pro hodnoceni byla opét

vyuZzita data z méfeni pfi vinové délce 630 nm.

|zolaty jsou rozdéleny do dvou tabulek podle mikrotitracnich destiCek, ve

kterych byly inkubovany. Poslednich 6 jamek obsahuje pouze médium, znaci

tedy kontrolu. lzolaty byly nasledné zafazeny do kategorii dle schopnosti

formovat biofilm v Tabulkach 19 a 21 (podle kategorizace z Tabulky 17).

Tabulka 15: Kategorizace klinickych izolatt bakterii dle schopnosti formovat biofilmy

Opticka denzita
OD <ODc
ODc <0D = 20Dc

20Dc <OD =4 ODc

40DC <OD

Slaby producent biofilmu
Stiredné silny producent biofilmu
Silny producent biofilmu

Mira tvorby biofilmu
Netvofi biofilm

Legenda: OD - zji§téna opticka denzita, ODc — zji§téna opticka denzita kontroly

a) Mikrotitrani desticka 1

Tabulka 16: Hodnoceni schopnosti formace biofilmu klinickych izolatt bakterie Staphylococcus spp;
namérené hodnoty absorbance pro kmen s danym ¢iselnym oznacenim

1 | 2 | 3 4 5 g 7 | 8 [ o i | 41 [ a2
70 73 74 108
A
0085 | 0111 0,05 0,045 | 0046 | 0,052 0219 0.075 01 0,116
B 536 £84
0,07 0059 | 00582 0,05 0,049 | 0,056 0,322 0,344 0083 | 0009 | 0135
107 108 109 111
&
0,005 | 0074 | 0,087 0,068 | 0063 | 0,009 0081 | 0108 | 0075 0104 | 0105 | 0.133
D
0,071 | 0089 | 0092 0138 | 0099 | 0.086 0118 | 0128 | 0.124 0247 | 0116 | 0116
143 134 135
3,466
E [OVRFLW|
0117 | 0271 | 0264 0116 | 0052 0.067 | 0.071
F
0108 | 0,236 | 0.158 0128 | 0116 | 0069 0.078 | 0062
136 Kontrola média
0391 | 0309 | 0159 0083 | 0113 | 0171 0,053 0,157
2,563
H 3,051
0415 | 0366 | 0.068 0092 | 0101 | 0072 0,05

Podminky: méreni v jamiCkach; pavodni OD = 0,1; mod: ,,Shaking“
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Tabulka 17: Zarazeni pouZitych bakterialnich izolatu do kategorii dle schopnosti formovat biofilm

Primérna ODes0) po
Oznaceni Bakterie oD odecteni Kategorie
(650) kontroly média
70-2016  Staphylococcus hominis 0,0712 -0,0155 Netvofi biofilm
73-2016 Staphylococcus aureus 0,0497 -0,0370 Netvofi biofilm
74-2016  Staphylococcus capitis  0,4262 0,3395 | Stredné silny
producent
106-2016  Staphylococcus hominis 0,1013 0,0147 Netvofi biofilm
107-2016 Staphylococcus 0,0847 10,0020 Netvoii biofilm
epidermidis
108-2016 Staphylococcus 0,0922 0,0055  Netvofi biofilm
epidermidis
109-2018  Staphylococcus hominis 0,1057 0,0190 Netvofi biofilm
111-2016 Staphylococcus 0,1368 0,0502  Netvofi biofilm
haemolyticus
Staphylococcus aureus — Stredné silny
131-2016 VRSA 0,2882 0,2015 producent
134-2016 StaPy ’OCA‘/’,%’: aurets = 0,1723 0,0857 NetvoFi biofilm
135-2016  Staphylococcus aureus 0,1192 0,0325 Netvofi biofilm
136-2016  Staphylococcus aureus ~ 0,2847 0,1980 S S
producent
137-2016  Staphylococcus aureus 0,1053 0,0187 Netvofi biofilm

V Tabulce 19 jsou uvedeny hodnoty absorbance namérené u prvni

poloviny klinickych izolatd, tedy vysledky z prvni mikrotitracni desti¢ky. Pouze u
3 kmenu byla prokazana schopnost formovat biofilm. Tfi kmeny (74-2016
Staphylococcus capitis, 131-2016 Staphylococcus aureus — MRSA a 136-2016
Staphylococcus aureus) byly kategorizovany jako stfedné silni producenti.

Vysledky jsou mirnym zklamanim. Bylo oCekavano, ze prave tyto kmeny
odebrané z mist organizmu typickych pro formaci biofilmu pfi infekci (cévni a
mocové katetry, popaleniny atd.) budou in vitro a za maximalné vhodnych
podminek vytvaret velmi objemné biofilmy. Schopnost formace biofilmu je vSak
specifitou jednotlivych kmend, vysledky proto nelze presné predikovat. Vnéjsi
nepfesnosti mohly byt zplUsobeny pouzitim starSi, nékolikrat rozmrazované
plazmy.

Velice zajimavy vysledek byl pozorovan v jamic¢kach, kam byly

pipetovany suspenze kmene 131-2016 Staphylococcus aureus — MRSA.
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Pravdépodobné jiz béhem kryoprezervace zde doslo ke kontaminaci bakterii
Serratia marcescens — pohyblivou Gram negativni ty¢kou zpusobuijici infekce u
imunosuprimovanych jedincu, ¢asto formou nozokomialni nakazy. Kontaminace
byla velice zfejma pouhym pohledem. Kolonie bakterie Serratia oplyvaji vyraznou
oranzovou barvou. S naZloutlou bakterii Staphylococcus aureus je tedy
nezaménitelna. Kapitola 6.1.3.1. Teoretické &asti prace obsahuje informaci
tykajici se rozdélovani biofilmd na jednodruhova a vicedruhova spoleCensva.
Smésné biofilmy byvaji objemnéjsi. Je tedy otazkou, zdali v jamic¢ce nedoslo k
formaci biofilmu dosahujiciho uspokojivé stfedni velikosti pravé diky pritomnosti

kontaminujici bakterie.

Mikrotitracéni desticka 2

Tabulka 18: Hodnoceni schopnosti formace biofilmu klinickych izolatt bakterie Staphylococcus aureus;
namériené hodnoty absorbance pro kmen s danym ¢iselnym oznacenim

570
580
G20
570
580
6320

630

1 [ 2 ] s 4 | 5 | & 7 | 8 | 9 w0 | 11 ] 12
138 139 140 141
9 ] 23818 8
A 06 3,346 ;
0512 | 033 |JEESEN | o398 | 0227 | 0137 || 0261 | 0438 | 0.334 0284 | 0356 | 0561
B . 048
0331 | 0316 | 027 0307 | 0267 | 022 0236 | 0217 | 0232 0397 | 0365 | 042
144 148 149 150
c
0225 | 0255 | 0297 || 0495 | 032 | 0506 || 0094 | 0155 | 0141 0244 | 0123 | 0241
D
0235 | 0186 | 0142 0176 | 0282 | 0211 || 0105 | 0088 | 0117 0151 | 0123 | 018
151 152
E
0161 | 021 | 0128 0174 | 0302 | 014
F
0179 | 0172 | 0237
205
G
029 | 0057 | 0241 0055 | 0087 | 0063
H 3 3.936
0381 | 0159 | 0257 012 | 0052 | 0071

Tabulka 20 zahrnuje méfené absorbance pfi vinové délce 630 nm,
tentokrat pro druhou polovinu klinickych izolati. Kontrola média se nachazi
v jamkach G10-12 a H10-12. Kategorizace izolatli probihala obdobné dle
Tabulky 17.
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Obrazek 20: Snimek mikrotitracni destiCky po obarveni biofilmu krystalovou violeti a po nasledné extrakci
(A. Diepoltova, 2018)

Tabulka 21 kategorizuje druhou polovinu klinickych izolatd do skupin dle

schopnosti tvorby biofilmu. Pfiprava druhé destiCky byla provadéna s novou

Cerstvé rozmrazenou praseci plazmou a jiz na prvni pohled je zfejmy vyrazny
posun (Obrazek 22).

Mezi producenty biofilmu bylo kategorizovano 11 kmena. Jediny kmen

149-2016 Staphylococus aureus biofilm nevytvofil. Do skupiny ,Slaby producent®
byly zafazeny 4 kmeny (144-2016, 150-2016, 151-2016 a 152-2016).

Tabulka 19: Zafazeni pouzitych bakterialnich izolatt do kategorii dle schopnosti formovat biofilm

o x ODs50) po
Oznaceni Bakterie nglrjn erna odecteni Kategorie
(650) kontroly média
1382016 Staphylococcus aureus g 445 0,3673 Silny producent
- MRSA

Stredné silny
139-2016 Staphylococcus aureus 00,2593 0,1847 producent

Stredné silny
140-2016 Staphylococcus aureus 00,2863 0,2117 producent
141-2016 Staphylococcus aureus  0,3972 0,3225 Silny producent
144-2016 Staphylococcus aureus 00,2233 0,1487 Slaby producent

Stiredné silny
148-2016 Staphylococcus aureus  0,3317 0,257 producent
149-2016 Staphylococcus aureus  0,1167 0,042 Netvofi biofilm
150-2016 Staphylococcus aureus 0,177 0,1023 Slaby producent
151-2016 Staphylococcus aureus  0,1812 0,1065 Slaby producent
152-2016 Staphylococcus aureus  0,2092 0,1345 Slaby producent
153-2016 Staphylococcus aureus  0,3267 0,252 Stiedne siiny

producent

154-2016 Staphylococcus aureus  0,5958 0,5212 Silny producent
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Mezi nejsilnéjSi producenty dle Tabulky 21 patfi kmeny (138-2016, 141-
2016 a 154-2016). Jiz na fotografii destiCky (Obrazek 22) &i v Tabulce 20 si lze
povSimnout, Ze je barva extrahované krystalové violeti v jamkach s témito kmeny
nejvyraznéjsi. Ve dvou pfipadech se jedna o bakterii Staphylococcus aureus, dva

dal$i jsou methicilin-rezistentni stafylokoky.

8. DISKUZE

Problematika biofilmG je v souc€asnosti velmi aktualnim tématem
v mikrobiologii, klinice i farmakologii. Obtize, které pfitomnost biofilmu
v organizmu pacienta pfi infekénim onemocnéni pfinasi, stale komplikuji a
prodluzuji jeho 1éEbu a rekonvalescenci. Eradikace biofilmu je slozitym a
nesnadnym ukolem pro nékolik kategorii odbornikd. Z klinického hlediska je
mozné nékteré biofilmy odstranit invazivnimi a jinak riskantnimi chirurgickymi
zakroky, farmakologové musi pocitat s nekonzistentni rezistenci proti riGznym
antibiotikim u biofilm0 rlznych bakterialnich druht, dokonce kmend. Zaroven
cely problém komplikuje sou€asny stav naduzivani antibiotik a jejich nespravna
preskripce.

Pro navrzeni novych postupu k odstranéni biofilmu je tfeba podrobného
zkoumani jeho architektury, sloZeni, vnitinich molekularnich déjd, mechanismu
resistence, procesu bunécné adheze, maturace apod. Pro bliZzSi pozorovani
biofiimu je vyhodné, kdyz jej dokazeme kontrolované ,vypéstovat® v in vitro
podminkach tak, aby se co nejvice podobal in vivo situaci.

Cilem této prace bylo zavést model pro formaci stafylokokovych biofilmu
in vitro, prostfednictvim kterého bude mozné provadét screening anti-biofilmové
aktivity kandidatnich antimikrobnich latek. Jednim z kladenych pozadavk( na
nami voleny model vhodny pro testovani je relativné nizka finan¢ni zatéz.

V ramci metodiky bylo vyuZito analogického metodického pfistupu, ktery
je volen v TCBD, tedy v systému slozeném z 96 jamkové mikrotitracni destiCky a
vicka s inkorporovanymi koliCcky. Trebaze je tento model bézné pouzivan,

z naSeho uhlu pohledu je pro ucely screeningu anti-biofilmové aktivity nevhodny
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z divodu vysoké ceny.

KliCovou Cast naSi experimentalni prace tvofila optimalizace podminek
vedoucich k naristu masivnich stafylokokovych biofilm(. Stafylokoky patfi mezi
znameé producenty biofilmu a diky tomu jsou také vyznamnou klinickou hrozbou.
Infikuji tkané pacienta i zdravotnické pomulcky a nastroje. ZpUsobuji tézko
léCitelna onemocnéni a nozokomialni nakazy, jejichz odstranéni vyZaduje cely
systém opatieni.

V Experimentu 1 byla za rdznych kultivanich podminek sledovana
formace biofilmu u tfi volenych kmenu bakterie rodu Staphylococcus:
Staphylococcus aureus, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus a
Staphylococcus epidermidis. Zvoleny kmen bakterie Staphylococcus epidermidis
poslouZzil v naSi praci jako referencni kmen, jelikoz je v odbornych publikacich
zmifiovan jako ovéreny silny biofilmovy producent (de Oliviera et al., 2016; Post
et al., 2017). Dalsi dva zvolené kmeny jsou schopny biofilm vytvofit, jejich
biofilmovy fenotyp vSak neni jednotné uvadén.

V ramci Experimentu 1 byly optimalizovany tfi zakladni parametry: volba
vhodného kultivaéniho média, volba vhodné denzity pocateCni bakterialni
suspenze a kultivace za stalého tfepani Ci bez tfepani. NejvhodnéjSi kombinace
podminek byla poté pouzita k uréeni biofiimového fenotypu klinickych izolat
bakterie Staphylococcus spp.

Pro optimalizaci byla vyuZzita tfi kultivaéni meédia. Kromé zakladniho
Soyabean bujénu bylo uzito médium suplementované hovézim fetalnim sérem,
respektive praseci plazmou. V soucasnosti je dostupné nepreberné mnozstvi
odbornych publikaci zaméfenych na stafylokokové biofilmy, jez uvadi ruzné
metodické pfistupy vedouci k formaci biofilmu in vitro. Biofilmy jsou formovany
na rozlicné typy povrcha (polystyren, polypropylen, nerezova ocel, silikon,
polykarbonat apod.) (Williams et al., 2018). Podobné je tomu i v pfipadé volby
kultivaCniho meédia. Stafylokokové biofilmy jsou na substraty formovany
v prostfedi médii jako je Mueller-Hinton bujon (Petit et al., 2005), minimalni
ristové médium suplementované glukézou (Ursic et al., 2008), mozko-srdcoveé
infuzi (Sing et al., 2017) atd. Nejvice pouzivanym médiem se ovSem zda byt tzv.
Lryptic soy“ médium, coz je sloZzenim shodné médium s médiem Soyabean, jde
pouze o rozdilné oznaceni (Kwasny et Opperman, 2010; Lee et al., 2014;
Dastgheyb et al., 2015).
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Pro nami volny model jsme vychazeli pfedevSim z publikace Chen et al.,
2012, ve které se autofi rovnéz zabyvaiji vlivem média na formovani biofilmu u
bakterie Staphylococcus aureus. Z jejich studie jednoznacné vyplyva, ze v
tekutych meédiich, v jejich pfipadé v mozko-srdcové infuzi a tryptic soy meédiu
suplementovanych lidskou plazmou, dochazi k tvorbé celkové vétsSi biomasy u
vétsiho poctu biofilm formujicich mikroorganismu (Chen et al., 2012).

V otazce volby suplementace zakladniho média vykazuji publikace
pomérné nekonzistentni vysledky. Fetalni bovinni sérum bylo pouZito
s uspéchem napfiklad v ramci adherenc¢ni eseje autort Valle et al., 2012. Ueno
et al., 2016 vyuzili k inkubaci biofilmu na hydoxyapatitem potazenych titanovych
deskach dokonce 100% inaktivované fetalni bovinni sérum (Ueno et al., 2016).
Naopak, autofi Abraham a Jefferson ve své praci jasné prokazali biofilm-inhibiéni
vlastnosti lidskych nizkomolekularnich sérovych proteint (Abraham et Jefferson,
2010). V ramci nasi studie se FBS dle statické analyzy rovnéz ukazalo jako ne
prilis vhodné, a to nejen v porovnani suplementace plazmou, ale také ve srovnani
s Cistym zakladnim médiem (Graf 3 Experimentu 1).

Za vyhodu u fetalniho bovinniho séra mizeme povazovat nepfitomnost
proteini komplementu, které by mohly bunky lyzovat. V plazmé je ale mozné
nezadouci komplement termicky inaktivovat (kapitola 7.1.3.2. Experimentalni
Casti). Jako pfizniva se vSak ukazuje pfitomnost jinych plazmatickych bilkovin.
Zda se totiz, ze ty iniciaci adheze bakterialnich bunék k povrchu naopak
podporuji (Wagner et al., 2011; Cardile et al., 2017). V Teoretické c¢asti nasi
prace (kapitola 6.3.4.) je zminéno, zZe stafyloky vyuzivaji pfi procesu adheze
nékterée lidské bilkoviny také in vivo, pfi patogenezi s biofilmem spojenych infekci
(Neopane et al., 2018). Pfitomnost plazmatickych bilkovin in vitro je tedy
pravdépodobné velkou vyhodou. | v naSi praci se ukazalo pouziti suplementace
plazmy jako vyhodné v porovnani s uzitim Cdistého zakladniho média i
suplementace FBS.

Zcela neoCekavané vysledky jsme ziskali v ramci studia formace biofilmu
na koliccich, jenz jsou soucCasti vicka destiCky. V nasem pfipadé vysledky
kolidovaly s daty ziskanymi pozorovanim formovani stafylokokovych biofilmu
v jamkach mikrotitrani desticky. Je tfeba si pfiznat, Ze nami volené vicko je
tvofeno z odliSného materialu, nez nabizi systém TCBD. Zatimco v metodice

TCBD se uziva kolickd polystyrenovych, v ramci naSeho experimentu bylo

79



k dispozici vicko polypropylenové. AC se tento material pro studium formace
biofilmu bézné pouziva (da Silva Meira et al., 2012; de Souza et al., 2014), na
zakladé naSich ziskanych dat bohuzel nelze koli¢ku v této podobé (pro formovani
biofilmG v naSem experimentu a nasledné pfi testovani antimikrobnich aktivit
kandidatnich latek) vyuzit. DalSi experimentalni prace vSak pocita s coatingem
koli¢ku Cili potazenim jejich povrchu tak, aby byla usnadnéna adheze stafylokoku
na povrch.

Testované byly také rizné optické denzity poCatecni bakterialni suspenze.
V publikacich najdeme znovu velmi rozlicné pristupy. Manner et al. suspendovali
ve svém experimentu 1 pl bakterialni kolonie ve 3 ml Soyabean média. Opticka
denzita suspenze dale méfena nebyla (Manner et al.,2017). Rodriguez-Lazaro
et al. pfipravili suspenzi z jedné vétSi bakterialni kolonie v Soyabean médiu a
nasledné ji upravili tak, aby odpovidala optické denzité 1 (Rodriguez-Lazaro et
al., 2018). Na zakladé statistické analyzy jsme vSak, jako pro nas model
nejvhodnéjsi suspenzi, zvolili suspenzi o OD 0,1. Metodika vzorového systému
TCBD doporucuje zvlastni fedéni z vychozi suspenze OD = 1. Nicméné, vysledky
narustu biofilmu naSeho referenéniho kmene bakterie Staphylococcus
epidermidis nebyly pfi tomto fedéni uspokojivé (Graf 5). Pfekvapenim zde byl
vSak také velmi pozitivni efekt samotného Soyabean média v porovnani
s vétSinou efektivnéjSim médiem Soyabean+PP. Vzhledem k nekonzistenci
vysledkd bude pravdépodobné nutné toto méreni pro dalSi praci zopakovat.

Formace biofilmu je podporovana pfitomnosti okolniho média a také jeho
pohybem. Pozorovanim vlivu michani pfi inkubaci byla ovéfena nase domnénka,
Ze nepohyblivé stafylokoky snaze doputuji ke dnu a stranam jamky pravé za
pomoci tfepani. Tim byla i podpofena snaha, co nejblize se pfibliZit in vivo
podminkam. Biofilmy totiz ¢asto vznikaji na velmi ,rusnych“ mistech, napfiklad
v blizkosti tekouci kapaliny. S michanim pracovali napfiklad autofi vySe zminéné
prace sledujici faktory prevence vzniku stafylokokovych biofilmi (Manner et al.,
2017). Bez michani se obesli autofi porovnavajici metody detekce biofilmu
formovanych stafylokoky izolovanymi z mléka krav nakazenych mastitidou.
Bakterie inkubovali v Soyabean médiu obohaceném glukézou (de Castro Melo et
al., 2013). Formaci biofilm0 v nasi praci trepani dle statisticky zpracovanych dat

prospivalo (Graf 6).

vrve
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testovanych kmenl(, byla aplikovana pfi inkubaci klinickych izolat(l v druhé ¢asti
experimentu. Tvorba biofilmu je vlastnosti jednotlivych kmend, jejich chovani
tudiz nelze predikovat.

Kmeny byly fazeny do 4 kategorii (,Netvofi biofilm®, ,Slaby producent®,
,otfedné silny producent”, ,Silny producent®). V8echny kmeny se podafilo
kategorizovat. Vhodné ovéfené podminky mohou byt aplikovany v novych
experimentech pfi inkubaci dalSich kmenu bakterii a a¢ nebylo silnych
producentd zafazeno mnoho, mohou byt, pravé tyto konkrétni kmeny, vyuZity
k testovani nové syntetizovanych antimikrobnich latek a tim snad alespon
CasteCné pfispét k rozuzleni komplexniho problému souvisejiciho s tématikou

biofilmu.

9. ZAVER

a) Experiment 1

o Inspiraci pro experiment byla metodika The Calgary Biofilm Device.

o V Experimentu 1 byla testovana schopnost formovat biofilm u tfi
kmenu bakterie rodu Staphylococcus za rliznych podminek.

o Byly voleny komeréné dostupné biofilm formujici kmeny
Staphylococcus aureus (ATCC 29213, 142-2016), methicilin-
rezistentni Staphylococcus aureus (ATCC 43300, 143-2016)
s neznamym biofilmovym fenotypem a kmen Staphylococcus
epidermidis (ATCC 35983, 205-2018) s biofilmovym fenotypem
deklarovanym jako silny biofilmovy producent.

o Pozorované podminky sestavaly z tfi rznych médii, dvou médu
inkubace (,Shaking“/,Without shaking®), tfi optickych denzit
pocatecni suspenze a mista formace biofilmu (jami¢ka mikrotitracni

destiCky/koliCek vicka).
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o Na zakladé statistického hodnoceni bylo jako nejvhodnéjsi médium
k formaci biofiimu zvoleno Soyabean medium suplementované
praseci plazmou.

o Nejpfiznivéjsim mdédem inkubace byl moéd ,Shaking®- tedy michani.

o NejkonzistentnéjSi vysledky vykazovala pocateCni bakterialni
suspenze o OD 0,1.

o Koli¢ky nejsou v ramci naseho modelu pro formaci biofilmu vhodné.
Problém pravdépodobné spociva v nevhodném povrchu.

o Vhodnym mistem ke vzniku biofilmu je jamiCka mikrotitracni
destiCky.

o Bylo prokazano, Ze za urcitych podminek jsou vSechny tfi pouzité
kmeny schopné formace biofilmu in vitro.

o Nejvhodnéjsi kombinace podminek podporujici maximalni narust
biomasy stafylokokového biofilmu byla aplikovana v Experimentu
2.

b) Experiment 2
o Kilinické izolaty bakterie rodu Staphylococcus byly na zakladé
schopnosti tvorby biofilmu fazeny do 4 kategorii.
o Stfedné silni a silni producenti biofilmu budou vyuZzity pro dalsi
experimenty k formaci dostateéné masivniho biofilmu pro testovani

kandidatnich antimikrobnich latek urCenych k jejich eradikaci.
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