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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim tvorby biofilmu u bakterii izolovanych
z chronickych ran. Prace zahrnuje informace o vzniku biofilmu, jeho funkci a vlivu na hojeni
ran. Dale jsou popsany bakterie pfitomné v chronickych ranach a zptisoby odstranéni vzniklého
biofilmu. V neposledni fad¢ je v praci uveden piehled metod pouzivanych k detekci tvorby
biofilmu, se zaméfenim na bakterie vyskytujici se v nehojicich se ranach. V experimentalni
casti byla ke sledovéani tvorby biofilmu pouzita Christensenova metoda v mikrotitracnich
destickach. Tvorba biofilmu u bakterii izolovanych z chronickych ran byla vyhodnocena

a porovnana se sbirkovymi kmeny.
KLiCOVA SLOVA

biofilm, chronické rany, detekce tvorby biofilmu, Christensenova metoda, mikrotitra¢ni

desticky

TITLE

Detection of biofilm formation in bacteria isolated from chronic wounds
ANNOTATION

This thesis deals with monitoring of biofilm formation in bacteria isolated from chronic
wounds. The work includes informations about biofilm formation, its function and influence
on wound healing. The thesis also describes bacteria isolated from chronic wounds and
treatment for the removal and prevention of biofilm. The work provides an overview of methods
used for biofilm detection, mainly focused on bacteria isolated from non-healing wounds.
In the experimental part is used the Christensen‘s method in microtiter plates. Biofilm formation
of bacteria isolated from chronic wounds was evaluated and compared with culture

microorganisms.
KEYWORDS

biofilm, chronic wounds, detection of biofilm formation, Christensen‘s method, microtiter

plates
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UvVOD

Bakterie se vyskytuji ve dvou formach, a to ve form¢ planktonnich bun¢k nebo ve formé
biofilmu. Biofilm je spolecenstvo mikroorganismi, které je vazané k urCitému povrchu
a obklopené polysacharidy, které bakterie v biofilmu vylucuji. Existence v biofilmu je pro
bakterie z mnoha divoda vyhodné&jsi. Biofilm umoziiuje bakteriim odolavat mechanickému
poskozeni, vysuSeni, ultrafialovému zafeni, imunitnimu systému hostitele a oSetfeni

antimikrobidlnimi prosttedky.

Mezi nejcastéji se vyskytujici infekce, které jsou zpuisobené bakteriemi ve formeé biofilmu,
patii chronické plicni infekce, infekce chronickych ran, chronické zanéty stfedniho ucha

a infekce riznych druhti implantata.

Sledovani tvorby biofilmu je velmi dulezité, protoze biofilm tvofi vyznamny faktor
patogenity a znalost pfitomnosti biofilmu v infekcich by méla mit vliv na postup pii 1écbe
pacienta. Zavaznost téchto infekci je dana predevsim zvySenou rezistenci bakterii v biofilmu
vici antimikrobidlnim latkam.

K detekci biofilmu se vyuziva cela fada metod, mezi které patii metody kultivaéni,

mikroskopické a metody zalozené na molekularni biologii. Vzhledem Kk nevyhodam

jednotlivych metod l1ze nejlepSich vysledkli dosahnout jejich vzajemnou kombinaci.

Tato diplomova prace je zamétena na problematiku tvorby a detekce bakterialnich biofilmu
u patogennich mikroorganismt vyskytujicich se v chronickych ranach. Biofilm byl detekovan
Christensenovou metodou v mikrotitraénich desti¢kach. Cilem bylo porovnat tvorbu biofilmu

u bakterii izolovanych z chronickych ran se sbirkovymi kmeny.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Biofilm

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismu, které je Casto pfipevnéné na povrch nebo
navzajem k sob¢ a obalené extracelularnimi polymernimi latkami (EPS) (Percival et al., 2010).
VétSina biofilmu se sklada z EPS (80-85%) a zbyvajici ¢ast ze samotnych mikroorganismu
(Omar et al.,, 2017). Bakterialni biofilmy mohou byt jednodruhové nebo vicedruhové
(Malic et al., 2009). Objevuji se skoro ve vSech prostiedich bohatych na mikroorganismy,

a to jak v ptirodnich, tak humannich (Steele et al., 2014).

EPS hraji vyznamnou tlohu pfi hojeni ran. Skladaji se ze slozité smési polysacharidu,
proteint, glykolipidti a deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Jejich slozeni je dano pfitomnymi
mikroorganismy a vnéj$im prostfedim, které biofilm obklopuje. Z funkcniho hlediska jsou EPS
vyznamna pro zrani biofilmu, krome¢ jinych mechanismt podporuji vlastni rezistenci biofilmu
K antimikrobialnim latkdm a imunitnimu systému hostitelského organismu. EPS pisobi jako
»leseni®, jsou schopny vazat a uchovavat Ziviny, enzymy a ionty kovu (napft. ionty Zeleza).
To vSe podporuje biofilm a udrzuje jeho stabilitu, a tim napomahé pieziti mikroorganismu
(Percival et al., 2010). Toto uspofadani umoznuje bakteriim dlouhodobé ptezivat v prostiedi
a odolavat mechanickému poskozeni, vysuSeni, UV zéifeni a oSetfeni antimikrobidlnimi
prostiedky (Purkrtova a kol., 2009). Biofilm také vytvaii vhodné fyzikaln&-chemické prostiedi,

jako je napiiklad sniZzeny oxida¢né-redukéni potencial (Chandki et al., 2011).

Bylo zjisténo, Ze molekularni mechanismy, které reguluji tvorbu biofilmu, se velmi lisi
nejen mezi riznymi druhy, ale i mezi riznymi kmeny stejného druhu. VSechny biofilmy
obsahuji EPS, které drzi buniky pohromad¢ a jejich slozeni zavisi na rastovych podminkach,
médiu a substratu. Naptiklad druh Pseudomonas aeruginosa tvoii biofilm tim, ze produkuje tfi
odlisné exopolysacharidy - alginat, Pel a Psl polysacharidy. Vyznam a ptinos kazdého

exopolysacharidu se 1i8i v zavislosti na studovany kmen (Lépez et al., 2010).
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1.1.1 Vznik biofilmu

Tvorba biofilmu zahrnuje nasledujici kroky (viz Obrazek 1). Prvnim krokem
(a) je reverzibilni ptichyceni planktonnich bakterii na povrch prostiednictvim pil, flagel nebo
specifickych receptord. Druhym krokem (b) je nevratna adheze pomoci sekrece EPS. Dal§imi
kroky (c) jsou proliferace bunék, rust a diferenciace, které jsou zakonceny zralym biofilmem
S charakteristickymi strukturalnimi rysy, jako jsou mohutné klastry bunék s vodnimi kanalky,
které umoziuji ptisun zivin i do hlubsich vrstev biofilmu. Kone¢nym krokem (d) je uvolnovani

bun¢k biofilmu aktivnim nebo pasivnim odpojenim (Clinton a Carter, 2015; Hol4, 2012).

& * %

N

3 ' g

T

'n._/

Obrazek 1 - Vyvojova stadia tvorby biofilmu (Soumya et al., 2012)

(a) prichyceni planktonnich bakterii, (b) nevratna adheze, (c) proliferace a maturace,
(d) uvoliiovani bunék biofilmu

Koncentrace zivin v pfirod¢ jsou vyssi na povrSich nez koncentrace zivin Vv roztoku.
Proto jsou povrchy pro bakterie velmi vhodnym prostfedim a koncentrace mikroorganismi
na povrchu jsou vzdy vyssi nez v okoli. Biofilmy se tvofi jak na anorganickych povrsich, tak
I na zivych organismech. Vhodné podminky na povrsich zajistuji volné statické naboje, které

usnadiuji adsorpci bakterii (Lhotsky, 2015).
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1.1.2 Quorum sensing

ey

Bakterie zijici v biofilmu produkuji signalni molekuly, tzv. quorum sensing, které jim
umoziuji pusobit jako komplexni mnohobunétné spolecenstvi (Percival et al., 2012;
Clinton a Carter, 2015). Bakterie vyuzivaji quorum sensing ke koordinaci tvorby biofilmu,
virulence a odolnosti vici antibiotiktim. Tyto molekuly se mohou vyskytovat u jednoho druhu
bakterii, ale i mezi riznymi druhy, mtzou regulovat celou fadu riznych procesu a vychazeji
z hustoty bakterialni populace, slouzi tedy jako indikator hustoty populace nebo rychlosti Sifeni
bunék do prostiedi. Mezi tyto signaly patii fada riznych molekul. Nejbéznéjsi tiidy signalnich
molekul jsou oligopeptidy u grampozitivnich bakterii, N-acyl-homoserin laktony
u gramnegativnich bakterii a autoinduktor-2 u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii

(Miller a Bassler, 2001).

Je zndmo, Ze bakterie, které pfechdzeji z planktonniho stavu do stavu, v némz tvofi
biofilmy, prodélavaji fyziologick¢é a morfologické zmény, které jsou dany zvySenym
mnozstvim signala v jejich okoli (Lhotsky, 2015). Dochazi také k vyraznym rozdilim na trovni
genové transkripce. Rozdily v genové expresi bunék zplsobuji i zménu fenotypu bunék
v biofilmu (Kvasni¢kova a kol.,, 2016). Napiiklad bylo prokazano, ze roste-li druh
Pseudomonas aeruginosa Vv biofilmu, tak exprimuje navic dalsich 73 geni, v porovnani s jeho
planktonni formou. Modulace genové exprese bakterii je dilezitd pro udrzeni mikrobt
na povrchu a pomaha pfipravit mikroorganismy na rychlou adaptaci béhem neptiznivych

vnéjsich podminek (Percival et al., 2010).

Biofilmy jsou skoro vZdy tvofeny vice druhy bakterii. V mnoha pifipadech mohou byt
biofilmy extrémné rozmanité. Disledkem existence vicedruhovych biofilmt jsou mezidruhové
interakce, které ovliviiuji nejen strukturu a organizaci spoleCenstvi, ale také jejich funkci

(Tan et al., 2017).

Vicedruhové  biofilmy umoziuji mikroorganismiim s riznym  genetickym
a fyziologickym potencidlem spolu interagovat, coZ ovliviiuje vyvoj a funkci téchto komunit.
Obecné lze mezidruhové interakce rozliSit na mezidruhové kooperativni interakce, které vedou
k vyhodam pro jeden nebo vSechny druhy, nebo kompetitivni, které vedou ke snizeni
produktivity pro n¢které nebo vSechny druhy. Existuji také neutralni interakce, u kterych nebyly
nalezeny vyznamné pusobeni mezi druhy (West et al., 2007). Jako piiklad mezidruhové

kooperativni  interakce lze uvést biofilm tvofeny bakteriemi rodu Pseudomonas
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a Acinetobacter, ktery jim umoziuje vstiebavat nebo odstraniovat uhlovodiky a jiné latky, které
jednodruhové populace nemohou (Christensen et al., 2002).

1.1.3 Funkce biofilmu a jeho nezadouci vliv

Biofilmy zajist'uji dalezitou funkci v ekosytému, véetné stabilizace sedimentu, primarni
produkce a obéhu zivin. Bakterie rodu Pseudomonas asociuji v ptirodé s kotfeny rostlin, u nichz
bakterialni biofilm podporuje rust rostliny (Steele et al., 2014). Z pozitivnich vlivi dale
muzeme jmenovat kolonizaci gastrointestindlniho traktu, kde mikrobidlni biofilm chrani

sliznici pted infekci patogennimi kmeny.

Nezéadouci ptitomnost biofilmu mizeme nalézt v potravinarském primyslu, naptiklad
pii vyrobé mléka, piva nebo zpracovani masa. Nejcastéji jsou potraviny znehodnoceny
biofilmy, které jsou tvoteny druhy Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica nebo
bakteriemi rodu Salmonella. S negativnim vlivem biofilmt se ale setkavame piedevsim
v Iékafstvi, kde infekce tvofené biofilmy jsou problematické hlavné kvuli jejich obtizné
eliminaci. Buiky v biofilmu jsou vysoce rezistentni vi¢i dezinfekénim a antimikrobidlnim
latkam. Uvadi se, ze jsou az 1000Xx vice odolné nez planktonni bunky (Kvasnickova a kol.,
2016). Infekce zptisobené bakteriemi ptitomnymi v biofilmu maji pak velky dopad na selhavani
zdravotnickych prostiedkt (Malic et al., 2009).

wevroe

Mezi nejcastéjsi infekce zpuisobené bakteriemi, které se vyskytuji se v biofilmu, patti
chronické plicni infekce u pacientl trpicich cystickou fibrozou nebo tuberkul6ézou, chronické
zangty stfedniho ucha, vrozené zanéty endokardu chlopni, parodontalni onemocnéni a zubni
kaz, obtizné se hojici rany a infekce riznych druhd implantatd, a to nejcastéji centralnich zilnich
katétrti kK podavani tekutin, vyzivy a 1é¢iv, mocovych katétr, zubnich a kloubnich implantati

(Kvasni¢kova a kol., 2016; Malone et al., 2017).

Biofilm lze také nalézt u bakterialnich vagin6z a kandidovych wvulvovaginitid.
Schopnost tvorit biofilm byla experimentalné prokazana u druhu Gardnerella vaginalis.
Bakterie rodu Gardnerella se v biofilmu 1épe pfizptsobi relativné chudému prostiedi na ziviny
a lépe odolavaji stresovym vliviim, jako je antibioticka 1é¢ba. Bakterie rodu Gardnerella
izolované od pacientek s bakterialni vagindzou maji zieteln¢ lepsi schopnost tvofit biofilm
a také vyssi cytotoxicitu a prilnavost k buitkdm vaginalniho epitelu. Schopnost tvofit biofilm
na vaginalni sliznici maji také kvasinky rodu Candida. Prostfednictvim mySiho modelu bylo

prokazano, ze vaginalni biofilm druhu Candida albicans ma typickou strukturu, véetné
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polysacharidové matrix, a jeho vznik je podminén tvorbou pseudomycelia (Spacek a kol.,
2013).

Nejbéznéjsi puvodci bakteridlnich infekci jsou obecné druhy Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, bakterie rodd Streptococcus a Enterococcus
anaerobni bakterie (napt. Clostridium spp.) a kvasinky (napt. Candida albicans) (Kvasni¢kova
a kol., 2016).
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1.2 Chronické rany a biofilm

Chronické rany predstavuji zavazny a rostouci problém, ktery postihuje celosvétove
miliony lidi (Trestrup et al., 2016). Zdlouhava lécba chronickych ran piedstavuje vysoké
naklady na zdravotni péci. Hojeni chronickych ran je zpomaleno pfitomnosti bakterii, které

tvofi biofilm (Clinton a Carter, 2015).

Mnoho vyzkumi dokazalo, ze bakterie maji schopnost tvofit biofilm Vv akutnich
se zameétovala na akutni infekce, u kterych se predpoklada, ze obsahuji planktonni bakterie,
které jsou obecnd 1é¢itelné antibiotiky. Uspé$nost jejich 1é¢by samoziejmé zavisi
na presné a rychlé diagnostice. Chronické infekce maji pomalejsi pribéh nez infekce akutni,
jejich piiznaky jsou Casto neuréité a velmi Casto jsou tyto infekce zpusobené biofilmy

(Bjarnsholt, 2013; Costerton, 2007).

Odlisnou prognézu akutnich a chronickych ran mize vysvétlit schopnost bakterii tvofit
biofilm. Jako ptiklad 1ze uvést vysledky elektronové mikroskopie, pomoci niz byly
analyzovany bioptické vzorky z akutnich a chronickych ran. Rysy biofilmu vykazovalo
60 % vzorkli z chronickych ran, kdezto u vzorkli z akutnich ran byl biofilm pozorovan

Ve vyrazné mensim zastoupeni (6%) (Percival et al., 2012).

1.2.1 Definice chronickych ran

Rana je definovana jako poruseni celistvosti kiize, kterd tvofi bariéru mezi vnitinim
a vn&j§im prostiedim. Pojmem chronicka rana nebo jinak také nehojici se rana je oznacovana
takova porucha integrity koZniho krytu, ktera i pfes odpovidajici 1écbu po dobu 6-9 tydnl
nevykazuje znamky hojeni. Tyto rany jsou charakterizovany trvalou zanétlivou fazi spojenou
s nadmérnou akumulaci a zvySenou bunéénou aktivitou neutrofili. Nejcastéji se tvoii v troficky
zménénych tkanich v disledku predeslého postizeni cévniho plivodu. Chronické rany zahrnuji
syndrom diabetické nohy, bércové viedy, dekubity, exulcerujici malignity, per secundam
se hojici operacni rdny a kozni viedy v terénu lymfedému (Pokornd a Mréazova, 2012;

Frykberg a Banks, 2015).

Vybrané chronické rany jsou zobrazeny na Obrazku 2.
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Obrazek 2 - Fotografie vybranych chronickych ran (Hojeni ran, 2017)

(1) bércovy vi‘ed, (2) arterialni koZni vi‘ed, (3) dekubitus, (4) koZni vied v terénu lymfedému

Mezi charakteristické znaky infekce chronickych ran patii abnormalni granula¢ni tkan,
krvaceni z granula¢ni tkdné na povrchu rany, rozpad a zvétSovani rany. Vyskytuji se také zmény
Vv barvé lizka rany z ¢ervené na zelenou, zlutou nebo cernou. Rostou zanétlivé ptiznaky, bolest
a zapach. Dalsimi rysy jsou tvorba abscesu, zvySeny exsudat a macerace pokozky a nad

oc¢ekavani opozdéné hojeni rany (Leaper et al., 2015).

Mrwe r

Chronické rany jsou vyznamnou a ¢asto nerozpoznanou pri¢inou nemoci a postizeni
u starSi populace. Tyto rany skryvaji riznorodou mikrofloru, kterd prispiva ptimo i nepfimo
K jejich obtizné 1é€bé. Vlhky povrch chronickych ran s jeho proteinovym podkladem a také
pfisun zivin piedstavuji idedlni prostfedi pro rozvoj biofilmu. Biofilmy jsou pfitomny
ve veétSiné chronickych ran a pravdépodobné se vyskytuji jak na povrchu, tak i v hlubSich

vrstvach a nemusi byt v rané rovnomérné rozmistény (Schultz et al., 2017).

Diagnostické znaky, které byly navrZzeny k rozpoznani ptitomnosti biofilmu

Vv chronickych ranach jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1 - Diagnostické znaky infekce chronickych ran (upraveno dle Leaper et al., 2015)

Diagnostické znaky infekce chronickych ran

Mikrobiologicky dukaz infekce spojené s cizim télesem

Mikroskopicky diikaz mikrobialnich shlukd ze SEM nebo CLSM

Recidivujici infekce bakteriemi, které jsou klondln€ identické

Pretrvavajici infekce navzdory spravné davce a vhodné dobé trvani antimikrobialniho pfipravku

Pritomnost lokalnich nebo systémovych ptiznakt infekce, které odezni po vhodné antimikrobialni terapii,

ale po ukonceni terapie se vrati

Ltzko, které silné vylucuje nebo je pokryté fibroznim nebo nekrotickym materidlem, ktery vyzaduje

opakovany debridement

1.2.2 Bakterie v chronickych ranach

Druh bakterii a jejich mnozstvi se vyznamné lisi u jednotlivych ran (Omar et al., 2017).
Za pouziti klasickych kultivaénich technik je nejCastéji izolovanym mikroorganismem
z bércovych viedt druh Staphylococcus aureus. Mezi dalsi nejcastéji izolované druhy patii
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, koagulaza negativni bakterie rodu
Staphylococcus a bakterie rodu Proteus. Z anaerobnich bakterii jsou nalézany druhy
Enterobacter cloacae, Peptostreptococcus magnus, Corynebacterium striatum a plisné.
Za pouziti molekularnich technik byly v chronickych ranach identifikovany druhy rodd
Staphylococcus, Pseudomonas, Peptoniphilus, Enterobacter, Stenotrophomonas, Finegoldia

a Serratia (Scali a Kunimoto, 2013).

Wolcott et al. (2016) analyzovali pomoci 16S rDNA pyrosekvenovani slozeni
bakteridlnich komunit pfitomnych ve vzorcich ziskanych od pacienti s chronickymi
diabetickymi viedy (910 vzorkl), bércovymi viedy (916 vzorkl), dekubity (767 vzorki)
a nehojicimi se chirurgickymi ranami (370 vzorkll). Vzorky z ran obsahovaly vysoky podil
druht rodu Staphylococcus a Pseudomonas, a to u 63 a 25 % vsech ran. Byla také pozorovan
vysoky vyskyt anaerobnich bakterii a bakterii tradicné povaZovanych za komenzalni

mikroorganismy (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2 - Vyskyt bakterii v chronickych ranach, analyza vzorki od 2963 pacientii pomoci 16S rDNA
pyrosekvenovani (Wolcott et al., 2016)

Nehojici se Syndrom ProleZeniny Bércové viredy
chirurgické diabetické nohy
rany
Druh Pocet % Pocet % Pocet % Pocet %
vzorki vzorki vzorki vzorki
Anaerococcus vaginalis 40 11 120 13 159 21 122 13
Corynebacterium jeikeium 47 6
Corynebacterium striatum 42 11 105 12 120 16 90 10
Corynebacterium 54 15 121 13 85 11 145 16
tuberculostearicum
Delftia acidovorans 20 5 49 5 59 8 52 6
Enterobacter hormaechei 27 3 53 7
Enterococcus faecalis 54 15 159 17 119 16 103 11
Finegoldia magna 74 20 226 25 259 34 194 21
Flavobacterium succinicans 74 8
Fusobacterium nucleatum 18 5 50 7
Prevotella bivia 46 5 57 7 38 4
Propionibacterium acnes 51 14 103 11
Proteus mirabilis 11 3 35 4 67 9
Pseudomonas aeruginosa 54 15 130 14 144 19 186 20
Serratia nematodiphila 16 4 43 5 44 5
Staphylococcus aureus 108 29 297 33 226 29 316 34
Staphylococcus epidermidis 119 32 343 38 218 28 318 35
Staphylococcus haemolyticus 62 17 194 21 88 11 212 23
Staphylococcus lugdunensis 53 14 160 18 111 14 159 17
Staphylococcus pettenkoferi 81 9 35 4
Stenotrophomonas maltophilia 103 28 142 16 139 18 170 19
Streptococcus agalactiae 19 5 90 10 57 7 61 7
Streptococcus salivarius 29 8
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Malone et al. (2017) shrnuli vysledky nékolika studii, které se zabyvaly vyskytem
bakterialnich biofilmii v chronickych randch. Ze 185 vzorkt ziskanych z chronickych ran, které
obsahovaly 33 vzorkl z diabetickych viedl, 67 vzorkt z zilnich viedt, 26 vzorki z dekubiti,
28 vzorkl z nehojicich se chirurgickych ran a 31 vzorkt z nespecifikovanych chronickych ran,

byl vyskyt biofilmu potvrzen u 78 % vzork.

Ve S$patné se hojicich ranach lze prokazat komplexni mikrobialni spolecenstva (Hola,
2012). Néekteré studie uvadéji, ze vicedruhové biofilmy mohou zplisobit mnohem vaznéjsi
infekce, které jsou mnohem odolné&jsi viici terapii nez jednodruhové biofilmy. Smisené biofilmy
kmene Staphylococcus aureus s nizkou denzitou bunék kmene Pseudomonas aeruginosa
vykazovaly vétsi miru infekce na potkanich modelech (Hendricks et al., 2001). Stejné tak
bakterie rodu Prevotella zvysovaly patogenitu biofilma tvofenych kmenem Staphylococcus
aureus (Mikamo et al., 1998). Kromé toho bylo zjisténo, ze metabolity kmene Pseudomonas
aeruginosa chrani kmen Staphylococcus aureus pied usmrcenim zprostfedkovanym

aminoglykosidy (Hoffman et al., 2006).
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1.3 Zabranéni tvorby biofilmu

Prvni strategie v boji s biofilmem je preventivni a spociva v zabranéni adheze bakterii
na dany material, a tim ptedejiti vzniku biofilmu. Druhou strategii je odstranéni jiz vzniklého

biofilmu (Kvasni¢kova a kol., 2016).

Terapie ran infikovanych biofilmem je velmi slozitd a je spojena s problematickym
stanovenim vhodnych 1é¢ebnych postupti. Pro 1é¢bu se doporucuji alternativni postupy
specifické pro biofilmy, které jsou zaloZeny na rozpadu biofilmu, kdy bakterie opousti biofilm
a rozptyluji se do prostiedi, zejména pii vycerpani zdroji a akumulaci metabolitti. Rozpad
biofilmu je ¢asto indukovan enzymy, které ni¢i slozky matrice. Proto by k odstranéni biofilmu
mohlo byt vyuzito enzymatické $tépeni. Podobné také funguji rekombinantni fagy, které

napadaji buriky v biofilmu a produkuji enzymy degradujici matrici (Omar et al., 2017).

Soucasna a potencialni terapie pro 1é¢bu chronickych ran zahrnuje probiotickou terapii,
zeslabeni virulence, utlum exprese biofilmovych fenotypl, potlaceni imunitni odpovédi

a agresivni debridement v kombinaci s antimikrobialnimi obvazy (Omar et al., 2017).

Samoziejm& je mnohem lepsi tvorbé biofilmu predchazet, namisto slozité¢ho
odstrafiovani jiz rozvinutych infekci. Mikroorganismy se v biofilmu stdvaji vysoce tolerantni
vuci standardnim 1é¢ebnym postupiim a odstranéni, jako je mechanicky debridement. Lécba
je tak velmi obtizna (Thebault et al., 2013; Malone et al., 2017). Problémem je, Ze biofilm
v ranach nemusi byt identifikovan, coz vede k nelispéSné 1é€bé a zpomaleni procesu hojeni

(Schultz et al., 2017).

1.3.1 Postup odstranéni biofilmu

V soucasnosti se akutni a chronické rany 1é¢i pomoci tzv. TIME postupu
(z angl. tissue - tkan, inflammation - zanét, moisture - vlhkost, epithelization - epitelizace),
ktery popsali Schultz et al. (2003) , a sklada z n¢kolika krokd. Nejprve se odstrani neziva tkan
zrany a jejiho okoli pomoci debridementu. Poté se minimalizuje rozvoj infekce
a vznik zanétu podavanim antibiotik a protizanétlivych 1éki. Dale se upravuje nerovnovaha
ve vlhkosti, obvykle pomoci vhodné zvolenych obvazt, a nakonec se podporuje epitelizace

a tvorba tkani napft. aplikaci rtistovych faktort.

25



1.3.2 Debridement

Hlavnim postupem pro obnoveni optimalnich podminek hojeni je agresivni debridement
rany. Debridement je rychly, snadny, bezpe¢ny a relativn€ levny zptsob, jak odstranit biofilm

Z chronickych ran (Scali a Kunimoto, 2013).

Debridement podporuje tvorbu zdravé tkané a snizuje zatizeni rany, na kterém se ucastni
buniky odumfielych tkani, bakterie, biofilm a staré bunky v rané. Cilem odstranéni nezivych
casti tkdni je obnazeni zdravé tkdn¢ na spodin€ rany a podpora procesu hojeni
schopen odstranit v§echny bakterie v biofilmu, a proto by se nemél pouzivat samostatné, ale

nejlépe v kombinaci s vhodnymi lokalnimi antiseptiky (Schultz et al., 2017).

Debridement lze provést chirurgicky, enzymaticky a biologicky. Chirurgicky
debridement je mechanické odstranéni nezivé tkané€. K chemickému debridementu se pouzivaji
ptirozené¢ se vyskytujici enzymy degradujici matrici a biologicky debridement vyuziva

napf. larvy (Bertesteanu et al., 2014).

Wolcott et al. (2010) ve své klinické studii zjistili, ze ackoliv chirurgicky debridement
ucinng odstranil biofilm z Iizka chronické rany, tak se mikroorganismy rostouci v biofilmu
znovu objevily po 2 dnech od debridementu a po 3 dnech bylo detekovano vysoké mnozstvi
bakterii Zijicich ve zralych biofilmech. Po provedeni debridementu existuje ¢asové okno,
béhem kterého planktonni bakterie rekolonizuji lozisko rany. Planktonni buiiky jsou nachylné

k 16¢bé, ktera je muze G¢inné odstranit a zabranit tak reformaci biofilmu (Omar et al., 2017).

1.3.3 Antimikrobiilni obvazy

Jednim ze zékladnich zptisobt terapie chronickych ran je vytvoreni vlhkého prostiedi,
které zajisti ptirozené podminky pro 1écbu ran a stimuluje proliferaci fibroblastii, endotelidlnich
bunék a keratinocytli. Vhodny material musime volit podle aktudlni fdze hojeni a individualité
spodiny rany. Idealni kryci material neexistuje. Mezi obvazy urychlujici hojeni patii
napft. hydrokoloidni obvazy, hydrogelova, hydropolymerova a alginatova kryti (PospiSilova,

2010; Mrazova a kol., 2012).
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1.4 Detekce biofilmu

V soucasné dob¢ neni pro detekci biofilmt v randch zaveden rutinni laboratorni test.
K detekci se pouziva skenovaci elektronova mikroskopie a konfokalni laserova skenovaci

mikroskopie, které nejsou bézné dostupné v klinickych laboratotfich (Swanson et al., 2015).

Ke sledovani zakonitosti a podminek tvorby bakteridlnich biofilmi bylo navrzeno

mnozstvi ptimych 1 nepfimych experimentalnich metod (Purkrtova a kol., 2009).

Prvni ptimy dikaz pfitomnosti bakteridlniho biofilmu v chronickych ranéch byl zalozen

na ptimé mikroskopické identifikaci shlukt bakterii (Davis et al., 2008; James et al., 2008).

1.4.1 Christensenova metoda v mikrotitraénich desti¢kach

Pro kvantitativni analyzu vytvotfeného biofilmu lze pouzit metodu, ktera vyuziva
kultivace bakterii v mikrotitra¢nich destickach. Tento postup patii k nepfimym metodam

méfeni mnozstvi bakterialniho biofilmu (Lindsay a von Holy, 1997).

Detekce tvorby biofilmu v mikrotitracnich destickach je bezesporu nejcastéji
pouzivanou metodou. Bakteridlni buniky se kultivuji v jamkach mikrotitracni desticky
z polystyrenu. Po uplynuti doby kultivace se odstrani planktonni buriky a nasleduje barveni

biofilmu, ktery je pfipevnény k povrchu jamek (Azeredo et al., 2017).

Podle intenzity zbarveni pak rozdélujeme bakterie do ¢tyf skupin, na bakterie netvotici
biofilm, na bakterie tvofici biofilm slab¢, stfedné a silné (Darwish a Asfour, 2013). Rozdilnou

schopnost mikroorganismu tvofit biofilm mtizeme vidét na Obrazku 3.
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slaby producent stiedni producent silny producent netvorici
biofilmu biofilmu biofilmu biofilm

Obrazek 3 - Mikrotitra¢ni desti¢ka ukazujici riiznou schopnost mikroorganismu tvorit biofilm
(upraveno dle Darwish a Asfour, 2013)

Prvni tuto metodu zavedli Christensen et al. (1985), ktefi sledovali tvorbu biofilmu
u koagulaza negativnich bakterii rodu Staphylococcus. Testované klinické izolaty rozdélili
na adherentni a neadherentni. U patogennich kment izolovanych z intravaskuldrnich katétri
byla pozorovana vyssi adheze bakterii na povrch desticky nez u saprofytickych kmeni. Naopak
u pacientdl s endokarditidou byla prokazana nizs$i ptilnavost patogennich bakterii v porovnani
se saprofytickymi kmeny. Nicméné nékteti autofi nalezli velmi malou nebo témét Zadnou
souvislost mezi tvorbou biofilmu in vitro a klinickymi projevy infekce

(Perdreau-Remington et al., 1998).

Mulder a Degener (1998) také sledovali tvorbu biofilmu u koagulaza negativnich
bakterii rodu Staphylococcus. Z klinickych vzorkd byly izolovany pifedevsim kmeny
Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus haemolyticus. Z 324 testovanych kment byla

prokazana tvorba biofilmu u 93 kment.

Stepanovi¢ et al. (2000) hodnotili tvorbu biofilmu u 26 klinickych izolatt bakterii rodu
Staphylococcus. Vsechny testované kmeny vcetné kment Staphylococcus aureus
a Staphylococcus haemolyticus prokazaly slabou az silnou schopnost tvorby biofilmu. V této
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studii pouzili autofi upraveny postup vychazejici z Christensenovy metody, kdy se pied

meéfenim krystalova violet’ rozpusti v etanolu, a tak se dosahne piesnéjSich vysledku.

Vyhodou mikrotitra¢nich destic¢ek je, Ze umoznuji rychlou analyzu adheze vice bakterii
za ruznych rustovych podminek v jednom experimentu. Hlavni nevyhodou je neptima indikace
tvorby biofilmu, kdy se jako indikace mnozstvi biofilmu pouziva absorbance krystalové violeti

Vv pouzitém rozpoustédle (Djordjevic et al., 2002).

Jako biofilm se hodnoti veskera biomasa pfipevnéna k povrchu jamek. Cast této
biomasy vSak muze pochdzet z bun¢k usazenych na dn¢ jamek, které se pozd¢ji zacleni mezi
extracelularni polymerni latky. K odstranéni tohoto problému byla vyvinuta Calgaryho
desticka, ve které se tvorba biofilmu testuje na krycim vicku, které se sklada z kolikd
zapadajicich do jamek mikrotitracni desticky. Biomasa na kolicich pak nepochazi ze sedimentu,

ale pouze ze samotného biofilmu (Azeredo et al., 2017).

Krystalova violet’ je barvivo, které se vaZze na negativn¢ nabité povrchové molekuly
a polysacharidy v EPS. Barvi se tak zivé i mrtvé buiky a EPS. K rozliseni zivych a mrtvych
bunck byly navrzeny barvici techniky zalozené na metabolické aktivité zivotaschopnych bunék.
Peeters et al. (2008) ke sledovani tvorby biofilmu kromé krystalové violeti pouzili
i fluorescenc¢ni barviva. Jako nejlepsi ke sledovani tvorby biofilmu byl vyhodnocen fluorescein

diacetat a resazurin.

Bakteriofdgy jsou schopné lyzovat bakterie a mohou proto slouzit jako uc€inna
antibakterialni 1éCba. Problematikou odstranéni biofilmi kmene Pseudomonas aeruginosa
pomoci fagl se zabyvali Knezevic a Petrovic (2008). Ackoliv fagy inhibovaly rist a tvorbu
biofilmu, tak jejich G¢inek na jiz vytvotfeny biofilm byl velmi nizky. Tato metoda zalozena
na barveni biofilmu a méfeni optické hustoty v mikrotitra¢nich desti¢kach byla vyhodnocena

jako vhodna pro méfeni Gc¢innosti bakteriofagli na bakterie ptitomné v biofilmu.

Soucasné laboratorni metody vyvinuté k méfeni citlivosti bakterii vii¢i antibiotikiim
nejsou vhodné pro chronické infekce zpusobené bakteriemi pfitomnymi v biofilmu.
Miisken et al. (2010) testovali tvorbu biofilmu kmene Pseudomonas aeruginosa pomoci
mikrotitra¢nich desticek v kombinaci s automatickou konfokalni laserovou mikroskopii. Tento

eey

postup Ize aplikovat i pro stanoveni G¢innosti antibiotik na bakterie Zijici v biofilmu.

Sanchez et al. (2013) sledovali tvorbu biofilmu u 205 klinickych izolatd, konkrétné

u druhtt Staphylococcus aureus, vcetné methicilin-rezistentniho S. aureus (MRSA),
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Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli.
U 61 % izolatd byla prokézana tvorba biofilmu, pfi¢emz nejvétsi pocet pozitivnich kment
tvorily kmeny Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Vétsina izolati, ktera byla

ziskana od pacienti s recidivujicimi infekcemi, byla silnymi producenty biofilmu.

Sabaeifard et al. (2014) porovnavali rizné zpisoby detekce biofilmu u kmene
Pseudomonas aeruginosa. Pro obarveni biofilmu pouzili krystalovou violet a tetrazoliové sole.
Tetrazoliova sul 2,3,5-trifenyl-tetrazolium chlorid byla vyhodnocena jako nejlepsi diky nizké

cen€ a dobré citlivosti.

Mottola et al. (2016) hodnotili schopnost tvorby biofilmu u klinickych izolatt
od pacienti se syndromem diabetické nohy. VSechny testované izolaty, konkrétné bakterie roda
Staphylococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Pseudomonas a Acinetobacter, tvofily
biofilm jiz po 24 hodinach. Nejsilngjsi tvorba biofilmu byla stanovena u bakterii rodu
Pseudomonas, ktery byl nasledovan rody Corynebacterium, Acinetobacter a Enterococcus.
Také bylo zjiSténo, ze vicedruhova spolecenstvi produkovaly vice biofilmu nez spolecenstvi

jednodruhova.

Vatan et al. (2017) sledovali produkci biofilmu u 339 izolata ziskanych z chronickych
diabetickych viedi. Celkem byla tvorba biofilmu prokazana u 34 % z nich. Produkce biofilmu
byla vyrazné¢ vyS$i u gramnegativnich bakterii nez u grampozitivnich bakterii. Nejvyssi
produkci  biofilmu vykazoval kmeny Acinetobacter baumanii, nasledované kmeny

Pseudomonas aeruginosa a Klebsiela spp.

1.4.2 Kultivace na agaru s kongo ¢erveni

Sledovani schopnosti tvofit biofilm u bakterii rodu Staphylococcus na agaru s kongo
Cerveni poprvé navrhli Freeman et al. (1989). Tato metoda poskytuje prikaz o schopnosti
bakterii tvofit EPS tim, Ze se kongo Cerven specificky vaze na polysacharidy obsazené v EPS
(Oliveira a Cunha, 2010). Naoc¢kované médium se inkubuje po dobu 24 az 48 hodin pti 37 °C.
Jako pozitivni vysledek se hodnoti ¢erné kolonie se suchou krystalickou konzistenci. Bakterie
rodu Staphylococcus, které produkuji malé mnozstvi EPS, rostou obvykle v rizovych koloniich

a mohou mit tmavé zbarveny stfed kolonii — viz Obrazek 4 (Niveditha et al., 2012).
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Obrazek 4 - Rist bakterii na agaru s kongo ¢erveni (upraveno dle Niveditha et al., 2012)

Tato metoda je rychla, citliva, reprodukovatelna a vyhodou je také to, Ze kolonie zistavaji
na médiu zivotaschopné. Nevyhodou je ale subjektivita hodnoceni vysledki a ztrata pigmentu

v Case (Ruzicka et al., 2004).

Pfic¢inou infekci chronickych ran je také MRSA. Mariana et al. (2009) pouzili pro prikaz
tvorby biofilmu modifikovany agar skongo cerveni. Vsechny klinické izolaty, které
obsahovaly bakterie rodu Staphylococcus rezistentni vaéi methicilinu, tvofily na této pudé
intenzivné ¢erné kolonie. Zména sloZeni spocivala v pouziti jiného agaru, sniZzeni koncentrace
kongo Cervené a sachardzy a vynechani glukozy. Tyto modifikace zlepsily stabilitu ¢erného

pigmentu a rovnéz snizily naklady na pfipravu agaru.

Oliveira a Cunha (2010) testovali schopnost tvorby biofilmu u koagulaza negativnich
bakterii rodu Staphylococcus, které byly izolovany z klinickych vzorkt. Kmeny byly rozdéleny
na pozitivni a negativni, podle zabarveni kolonii na agaru s kongo ¢erveni. Kmeny rostouci
Vv lesklych cernych nebo suchych cernych neprtihlednych kolonii byly povaZovany
za producenty biofilmu. Zatimco Cervené, rizové a vinové kolonie byly klasifikovany jako
biofilm-negativni. Ze 100 studovanych kmend rostlo na agaru s kongo ¢erveni 73 kmend
v ¢ernych koloniich. U vSech pozitivnich kmenti byla pak provedena detekce a potvrzena

ptitomnost ica geni pomoci PCR. U deviti kment, které tvofily na agaru vinové kolonie a byly

31



tedy povazovany za negativni, byla béhem PCR detekovana pfitomnost ica genti. Tyto kmeny

byly klasifikovany jako faleSn¢ negativni.

Cilem prace Kaiser et al. (2013) bylo zménit inkubaéni podminky a slozeni agaru s kongo
Cerveni tak, aby se zlepSila ptesnost detekce biofilm-pozitivnich kment Staphylococcus
epidermidis. Optimalizovana puda byla slozena z BHI agaru s 5 % sacharozy, 0,08 % kongo
cerveni, 1,5 % chloridu sodného, 2 % glukozy a 0,5 mg/ml vankomycinu. Z 210 testovanych

kment bylo 83 % pozitivnich na tvorbu biofilmu.

Moghadam et al. (2014) sledovali schopnost tvorby biofilmu u bakterii druhu
Staphylococcus aureus, které byly izolovany od pacienti s popaleninami. Tvorba biofilmu byla

potvrzena u 60 % kmenut Staphylococcus aureus a 96 % kmenit MRSA.

Lee et al. (2016) testovali rizné slozeni agarii obohacenych kongo &erveni. Celkem
testovali 47 kmend rodu Staphylococcus, ze kterych bylo 36 kment druhu Staphylococcus
aureus. Vysledky byly porovnany s analyzou gend icaA a icaD. Geny ica byly nalezeny
u 32 kment Staphylococcus aureus a 5 dalSich druha rodu Staphylococcus a tyto vysledky

se zcela shodovaly s vysledky z trypton-sojového agaru s piidavkem sacharozy.

1.4.3 Mikroskopické metody

Svételna mikroskopie stale zlstava uziteCnou zakladni technikou poskytujici vizuélni
identifikaci tvorby biofilmu. Jako praktické, levné a spolehlivé barvici metody se osvéd¢ily
napf. barveni hematoxylin-eosin a modifikované Grammovo barveni podle Browna a Brenna
(viz Obrazek 5). Na druhou stranu ma svételna mikroskopie pomérné malé zvétSeni v porovnani
s mikroskopii elektronovou. Nejlepsi vysledky poskytuje kombinace svételné mikroskopie
S transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) nebo skenovaci elektronovou mikroskopii

(SEM) (Azeredo et al., 2017).

Mikroskopické techniky jsou vSak narocné na praci, vyzZaduji drahé vybaveni a odborné

znalosti (Arciola et al., 2006).
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Obrazek 5 - Mikroskopické zobrazeni ¢asti vzorku z debridementu od pacienta s diabetickou nohou,
barveno dle Gramma, predpokladané mikrokolonie bakterii a biofilmova matrice jsou oznaceny Sipkami

(Oates et al., 2014)

Klausen et al. (2003) pozorovali pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie
(CLSM) prubéh tvorby biofilmu kmene Pseudomonas aeruginosa v ¢ase. Biofilm byl tvoten
mnohobunéénymi strukturami ve tvaru houby, které se vytvarely v postupném procesu, ktery
zahrnoval dveé odlisné bakterialni populace, a to nepohyblivou a pohyblivou bakterialni
populaci. Nepohyblivé bakterie tvotily houbovité stonky, po kterych byly schopny stoupat
pohyblivé bakterie. Ty tvofily na stoncich houbovité cepicky.

Sun et al. (2008) sledovali strukturu vicedruhového biofilmu, ktery se skladal z kmend
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. Pro hodnoceni
struktury biofilmu pouzili SEM a TEM. Za pouZiti SEM byla pozorovana komplexné propojena
sit EPS 0 rozdilné tloust'ce, a v této biofilmové matrici byly nalezeny vSechny ti1 druhy bakterii
(viz Obrazek 6). Koky a tyCinky se nachazely Vv bezprostifedni blizkosti, coz by mohlo

naznacovat na vzajemnou spolupraci téchto populaci.
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Obrazek 6 - Snimek vicedruhového biofilmu pofizeny SEM (Sun et al., 2008)

cervena Sipka — EPS matrix, bila Sipka — ty¢inky, modra Sipka — koky

James et al. (2008) testovali vzorky ziskané z chronickych a akutnich ran. K analyze
bylo pouzito 50 vzorkl z chronickych ran a 16 vzorkll z ran akutnich, které byly prohliZzeny
svételnou a skenovaci elektronovou mikroskopii. Bylo zjisténo, ze 60 % vzorkl chronickych
ran obsahovalo bakterie pfitomné v biofilmu, zatimco v akutnich ranach byl vyskyt biofilmu

stanoven jen u 6 % vzorkd.

Bridier et al. (2010) sledovali tvorbu biofilmu pomoci CLSM v kombinaci
s mikrotitra¢nimi destickami. U trojrozmérnych struktur biofilmii tvofenych 60 oportunnimi
patogeny, byla pozorovana rozmanita struktura biofilmu. U kmene Pseudomonas aeruginosa
bylo pozorovano specifické prostorové houbovité usporddani. Kombinované pouziti
mikrotitratnich desticek s CLSM bylo vyhodnoceno jako dobra alternativa k ostatnim

pouzivanym metodam, protoze umoziuje piimou, in situ, kvalitativni a kvantitativni
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charakterizaci struktury biofilmua. Tato metoda by mohla vést k jasné&jSimu porozumeéni vztahu

struktury a funkce, které se podileji na vlastnostech biofilmu.

Neut et al. (2011) sledovali tvorbu biofilmu pomoci CLSM u dvou pacienti
s diabetickymi viedy. Ve vzorcich byly kultivaénimi technikami identifikovany kmeny
Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Enterococcus avium, Enterococcus cloacae
a Enterococcus faecalis. U obou pacienti byla pozorovana piitomnost bakterii, ktera

se pohybovala od jednotlivych bakterii az po velké shluky bun¢k obklopenych EPS.

Sanchez et al. (2013) sledovali pomoci SEM strukturu biofilmu u kmend
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae a Escherichia coli, které byly izolovany z klinickych vzorkl. Testované kmeny

byly schopné vytvaiet zralé a silné biofilmy, jejichz struktura byla pro kazdy druh jedine¢na.

Oates et al. (2014) analyzovali vzorky od pacientl s diabetickymi viedy. Strukturu
biofilmu sledovali pomoci né€kolika mikroskopickych technik, a to konkrétné svételné
mikroskopie, fluorescencni mikroskopie a skenovaci elektronové mikroskopie. U v§ech vzorkl

byly nalezeny bakterie pifitomné v biofilmu vSemi tfemi technikami, ackoliv svételna

vvvvvv

SEM.

Johani et al. (2017) se zaméfili na vySetfeni piitomnosti biofilmu u pacientl
s diabetickymi viedy. Vzorky byly hodnoceny pomoci mikroskopickych a molekularnich
technik. Pro vizualizaci struktur biofilmu byla pouZita skenovaci elektronova mikroskopie
a konfokalni laserova skenovaci mikroskopie v kombinaci s PNA-FISH. Ze 65 testovanych
vzorkl, které byly hodnoceny mikroskopicky, byly vSechny vyhodnoceny jako
biofilm-pozitivni. Snimky ze SEM identifikovaly pfevahu koku, které byly Casto potazené
vrstvou EPS.

1.4.4 Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) pouziva fluorescenéné znacené
oligonukleotidové sondy (vétsinou dlouhé 15-25 nukleotidd), které hybridizuji s ribozomalni
ribonukleovou kyselinu (RNA) v bunkach. Modifikaci klasické FISH je vyuziti analog
nukleovych kyselin misto DNA jako rozpoznavaciho prvku. Tyto napodobeniny se od DNA
nebo RNA lisi modifikaci na fosfatové skupiné a cukru. Nejznaméjsi z téchto molekul

je peptidova nukleova kyselina (PNA) (Azeredo et al., 2017). PNA ma vyssi afinitu k DNA
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a RNA nez samotnd DNA. To znamend, Ze sonda mlze byt krat$i. Vyhodou je také snazsi

prunik sondy skrze biofilmovou matrici a bunécnou sténu (Cerqueira et al., 2008).

Jelikoz vétSina biofilmu je vicedruhova, je vyhodou FISH moznost vizualizace velkého
mnozstvi riznych druhl bakterii souc¢asné. Vyhodou FISH je také jeji pouziti v kombinaci
s pokrocilymi mikroskopickymi technikami, jako je CLSM (Wimpenny et al., 2000). Naopak

nevyhodou je poruSeni vzorku (Tan et al., 2017).

Kirketerp-Mgller et al. (2008) hodnotili vzorky z chronickych ran pomoci metod
PNA-FISH a CLSM. Pozorovali bakterialni shluky uzaviené v EPS, které byly slozeny
pfevazné z jednodruhovych bakterii, bud® kmene Pseudomonas aeruginosa nebo kmene
Staphylococcus aureus. Ackoliv bylo diive prokazalo, ze bakterialni komunity v ranach jsou
polymikrobidlni, v této studii byly bakterialni shluky slozené z vice druhti bakterii pozorovany

vzacngé, a to 1 piestoze bylo nékolik druhil bakterii pfitomno v jedné rané.

Malic et al. (2009) pouzili PNA-FISH v kombinaci s CLSM k detekci a charakterizaci
prostorové struktury bakterii tvoficich biofilm, které se Casto vyskytuji v chronickych ranach.
Konkrétné byly testovany kmeny Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp. a Micrococcus sp. a analyza vicedruhovych biofilmti prokazala ptevahu
kmene Pseudomonas aeruginosa. Autofi uvadéji kombinaci PNA-FISH a CLSM jako
spolehlivy néstroj ke studiu tvorby bakteridlnich biofilma tvofenych jednim nebo vice druhy

bakterii.

Fazli et al. (2009) sledovali strukturu biofilmu tvofeného z kment Pseudomonas
aeruginosa a Staphylococcus aureus, které byly izolovany z chronickych ran. Vzorky byly
ziskany od pacientll s chronickymi Zilnimi vfedy na nohou. Bakteridlni biofilmy byly
detekovany pomoci PNA-FISH a CLSM. Autofi studovali vzdéalenost bakteridlnich shlukt
od povrchu rany. Bylo zjisténo, ze kolonie kmene Pseudomonas aeruginosa byly detekovany
vice v lazku rany, zatimco kolonie kmene Staphylococcus aureus se vyskytovaly spise
na povrchu. To naznacuje na to, ze distribuce bakterii v chronickych ranach neni ndhodna.
Techniky stéru ran mohou tak podhodnotit pfitomnost kmene Pseudomonas aeruginosa, ktery

se vyskytuje v hlubsich vrstvach chronickych ran a mize mit vliv na pomalé hojeni ran.

Bjarnholt (2013) ve své studii vySetioval 22 vzorkd ziskanych z chronickych ran
od riznych pacienti za pouziti standardnich kultivaénich metod a PNA-FISH. Pomoci

kultiva¢nich technik byly ve vétSiné ran detekovany kmeny Staphylococcus aureus, zatimco
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kmeny Pseudomonas aeruginosa byly pozorovany méné casto. Naproti tomu PNA-FISH

ukazala, ze velka ¢ast ran skryva biofilmy kmentt Pseudomonas aeruginosa (viz Obrazek 7).

Obrazek 7 - Biofilm kmene Pseudomonas aeruginosa v chronické rané - vizualizace pomoci PNA-FISH
S konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (Bjarnsholt, 2013)

Fazli et al. (2014) popisuji ve své praci postup pouziti PNA-FISH a navrhuji jeji pouziti
pro identifikaci bakterii izolovanych z chronickych ran, od pacienti trpicich cystickou fibrozou
a infekci vyplni mékkych tkani. U vSech téchto piipadi byl pozorovan rist bakterii v biofilmu,
ktery vysvétluje jejich zvySenou odolnost vii¢i antibiotikim. Autofi také zdaraznuji vhodnost
peptidové nukleové kyseliny, kterd diky své chemické struktufe mize snadno prochézet
buné¢nou sténou bakterii a poskytuje tak vysokou specifitu, diky tepelné stabilit¢ komplext
s RNA.

1.4.5 Polymerazova retézova reakce

Detekce biofilmu zalozena na kultivaci je Casoveé naroc¢na a mize vést k podhodnoceni
poc¢tu bun¢k kvili pfitomnosti zivotaschopnych, ale nekultivovatelnych bakterii (Li et al.,
2014). Slibnou alternativou mize byt kvantitativni polymerazova tetézova reakce (QPCR).
Nejvétsi nevyhodou kvantifikace zaloZzené na qPCR je vSak nadhodnoceni poctu bunék
Vv disledku pfitomnosti extracelularni DNA a DNA pochazejici z mrtvych bunék. K vylouceni
detekce extracelularni DNA a DNA z mrtvych bunék byla navrZzena uprava bakteridlnich
vzorkii pomoci ethidium monoazidu (EMA) a propidium monoazidu (PMA)

(Tavernier a Coenye, 2015).

Molekula PMA vstupuje pouze do bunék s poruSenou membranou, tedy do mrtvych
bundk. Zivé mikroorganismy s PMA nereaguji, protoze maji neporusenou buné&nou
membranu. Na DNA z mrtvych bakterii se vaze PMA a tato DNA pak neni béhem gqPCR

amplifikovana (Nocker et al., 2006). Nicmén¢ i tato technika ma své nevyhody. RozliSovani
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mezi mrtvymi a zivymi bunkami je zaloZen0 pouze na integrit¢ membrany, takze nelze sledovat
ucinek antimikrobialnich latek, které ovliviuji integritu membrany (Tavernier a Coeney, 2015).
Dale nejsou zohlednény zivé buiiky s nepatrné poSkozenou membranou a piitomnost velkého
procenta mrtvych bunék mize ovlivnit kvantifikaci bunék Zivotaschopnych (Strauber a Miiller,
2010). Ve vzorku se mohou nachazet slouceniny, které se vazou s molekulou PMA, a mizou
tak zabranit vazb¢ PMA a DNA (Taylor et al., 2014).

Syntéza EPS je zprostiedkovana pomoci ica operonu. Tento operon obsahuje geny icaA,
icaB, icaC, icaD a icaR. Po aktivaci tohoto operonu jsou béhem transkripce ptepsany piislusné
proteiny IcaA, IcaB, IcaC a IcaD, které jsou nezbytné pro syntézu EPS. Gen icaR ma regulacni
funkci (Oliveira a Cunha, 2010). Operon ica je u bakterii rodu Staphylococcus povazovan za

indikator schopnosti tvorby biofilmu (Frebourg et al., 2000).

Oliveira a Cunha (2010) testovali schopnost tvorby biofilmu u koaguldza negativnich
bakterii rodu Staphylococcus. Test byl zaloZen na detekci icaA, icaD a icaC genti pomoci PCR
(viz Obrazek 8). Ze 100 klinickych izolath bylo 82 % pozitivnich na tvorbu biofilmu. Autofi
této studie uvedli, Zze detekce biofilmu pomoci ica operonil je technika jednoducha, rychla

a spolehliva a vyzaduje pouze minimalni mnozstvi DNA.

Thomsen et al. (2010) porovnavali vyskyt bakterii izolovanych od 14 pacientd
s chronickymi Zilnimi vfedy, pomoci kultivac¢nich technik a metod molekularni biologie.
Bakteridlni rozmanitost stanovena kultivaénimi metodami a molekularnimi metodami byla
odli$na. Pomoci kultivacnich technik bylo zjist€no, Ze vSechny rdny obsahovaly kmeny
Staphylococcus aureus, zatimco kmeny Pseudomonas aeruginosa byly identifikovany v Sesti
ranach. Pomoci qPCR byly kmeny Staphylococcus aureus detekovany jen ve Ctyfech ranach
a kmeny Pseudomonas aeruginosa ve tiech. Rozdily mezi vysledky ziskanymi z kultiva¢nich
a molekularnich metod ukazuji, Ze pouziti jen jedné metody pro identifikaci bakterii v ranach

neni vhodné.
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Obrazek 8 - Gelova elektroforéza PCR produkti (Oliveira a Cunha, 2010)

A —icaA (103 bp), 1: negativni kontrola, 2-15: pozitivni vzorky, 16: pozitivni kontrola,
17: molekularni marker

B — icaD (198 bp), 1: pozitivni vzorek, 2: negativni vzorek, 3-6: pozitivni vzorky, 7: pozitivni kontrola,
8: negativni kontrola, 9: molekularni marker

C — icaC (400 bp), 1: negativni vzorek, 2-5: pozitivni vzorky, 6: pozitivni kontrola, 7: negativni vzorek,
8: negativni kontrola, 9: molekuldrni marker

Atshan et al. (2012) sledovali 60 rtiznych klinickych izolati Staphylococcus aureus,
které obsahovaly i kmeny MRSA. Geny icaA, icaD, icaB a icaC byly nalezeny u vsech

testovanych kment.

ElI-Amin et al. (2015) sledovali metodou PCR pfitomnost gent icaA a icaD
u 50 klinickych izolata Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. K detekci
piitomnosti icaA a icaD gend pouzili metodu PCR. Geny icaA a icaD byly detekovany
u 56 % kmend.

Ke sledovani tvorby biofilmu Ize dale z molekularné-biologickych metod vyuzit DNA
fingerprinting, analyzu gent pro 16S rDNA pyrosekvenovani a metagenomické metody

(Thomsen et al., 2010; Wolcott et al., 2016).
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo otestovat tvorbu biofilmu u klinickych izolatt, ziskanych
ze stérii chronickych ran. Pro sledovani tvorby biofilmu byla pouzita Christensenova metoda
a vysledky byly porovnany se sbirkovymi kulturami. Na zaklad¢ ziskanych vysledka byly
kmeny rozd¢leny do ¢tyi skupin a vysledky byly zhodnoceny a porovnany s dostupnou

literaturou.

40



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pristroje, pomiicky a Zivna média

3.1.1 Chemikalie

Chlorid sodny p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
D-glukosa bezvoda p.a. (Lach-Ner, Ceska republika)
Sacharosa p.a. (Lachema, Ceska republika)

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy BBC32 (BOECO, Némecko)
Autoklav Sterilab (BMT, Ceska republika)
Denzitometr DEN-1 McFarland (Biosan, Litva)
Horkovzdus$ny sterilizator Sterimat 5104 (BMT, Ceska republika)
Chladnicka K4220 (Liebherr, Némecko)
Laboratorni vahy KB 1000-2 (KERN & SOHN, Né¢mecko)
Pocitacka bakterii LKB 2002 (POL-EKO, Polsko)
Spektrofotometr PowerWave 340 (Biotek, USA)
Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)
Termostat ST 1/B/40 Basic (POL-EKO, Polsko)
Ttepacka Reax Top Test Tube (Heidolph, Némecko)

3.1.3 Pomiicky

Automaticke pipety (Discovery, Némecko;

Thermo Scientific, Finsko)
Bézné laboratorni sklo
Kahan
Plastové a pryzové pomiicky

Polyethylenové mikrotitracni desticky, 96 jamek  (SPL, Korea)
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3.1.4 Zivna média a pracovni roztoky

BHI bujon (Brain Heart Infusion Broth)

- wrobce: Himedia, Indie
- slozeni: teleci mozkova infuze (susina) 12,5 g/l
hovézi srdcova infuze (susina) 549/l
masovy pepton 10 g/l
dextroza 29/l
NaCl 54/
difosfore¢nan sodny 2,50/l
- prFiprava:. navazka 37 g dehydratovaného média byla rozpusténa v 1000 ml

destilované vody a autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut

BHI bujon s 2 % glukozy a 2 % sachardzy

- slozZeni: dehydratované médium BHI 379
glukéza 0,74 g
sachar6za 0,74 g
destilovana voda 1000 ml

- priprava: navazka 37 g dehydratované média BHI byla smichéana s 0,74 g glukozy
a 0,74 g sachardzy a rozpusténa v 1000 ml destilované vody a autoklavovana pfi

121 °C po dobu 15 minut

Fyziologicky roztok

- sloZeni: NaCl 850
destilovana voda 1000 ml
- priprava:. navazka 8,5 g NaCl byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody

a autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut

Krystalova violet’

- sloZeni: A. krystalova violet’ 59
96 % ethanol 200 ml
B. 1 % oxalatu amonny 80 mi
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- priprava. 20 ml roztoku A bylo smiseno s 80 ml roztoku B a vznikla smés byla

prefiltrovana

McFarlandova zakalové stupnice

- slozeni: 1 % vodny roztok BaCl; (1 g ve 100 ml destilované vody)
1 % vodny roztok H2SO4 (1 ml 96% H2SO4 v 95 ml destilované vody)

- pFiprava: mnozstvi roztokil a stupen ziskaného zakalu jsou uvedeny v Tabulce 3

Tabulka 3 - Mc Farlandova zakalova stupnice

Stupeii zakalu 1 % BaClz [ml] 1 % H2SO4[ml] cfu/mi
0,5 0,05 9,95 1,5.108
1 0,1 9,9 3.108
2 0,2 9,8 6.108
3 0,3 9,7 9.108
4 0,4 9,6 1,2.10°

MPA agar (Nutrient Agar No. 2)

- vrobce: Himedia, Indie
- slozent: masovy pepton 10 g/l
hovézi extrakt 10 g/l
chlorid sodny 5g/
agar 15 g/
- priprava. navazka 40 g dehydratovaného média byla rozpusténa v 1000 ml

destilované vody a autokldvovana pii 121 °C po dobu 15 minut

TSB bujén (Soyabean Casein Digest Medium w/o Dextrose)

- wrobce: Himedia, Indie

- slozeni: enzymovy hydrolyzat kaseinu 17 g/l
pepton ze sdjové moucky 34/l
chlorid sodny 549/l

hydrogenfosfore¢nan draselny 2,50/l
- priprava. navazka 27,5 g dehydratovaného média byla rozpusténa v 1000 ml

destilované vody a autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut
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TSB bujén s 1 % glukdzy

- slozeni: dehydratované médium TSB 27,59
glukéza 0,275¢g
destilovana voda 1000 ml

- priprava: navazka 27,5 g dehydratovaného média TSB byla smichéna s 0,275 ¢
glukdzy a rozpusténa v 1000 ml destilované vody a autoklavovana pti 121 °C po dobu

15 minut

3.2 Pouzité mikrobialni kmeny
K praci byly pouzity nasledujici sbirkové kmeny z Ceské sbirky mikroorganismi

Masarykovy Univerzity v Brné¢ (CCM) a sbirky mikroorganismi Univerzity Pardubice (UPa):

Proteus species CCM 1799
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas putida CCM 3423
Serratia marcescens CCM 303
Staphylococcus aureus CCM 2022
Staphylococcus aureus CCM 4223
Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Staphylococcus intermedius UPa

Streptococcus agalactiae CCM 6187

Dale byly pouzity klinické izolaty ziskané z chronickych ran, které byly ziskané
ve spolupraci s Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Vsechny pouzité kmeny vcetné lokalizace

infekce, data odbéru a aplikovanych ptipravkt jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4 - Pouzité kmeny izolované z chronickych ran

Kmen

Proteus species 56

Proteus species 68
Pseudomonas aeruginosa 52
Pseudomonas aeruginosa 63
Pseudomonas aeruginosa 65
Pseudomonas aeruginosa 66
Pseudomonas aeruginosa 70
Pseudomonas aeruginosa 72
Pseudomonas putida 65
Serratia marcescens 64
Serratia marcescens 67
Staphylococcus aureus 51
Staphylococcus aureus 94
Staphylococcus epidermidis 54
Staphylococcus intermedius 77
Staphylococcus intermedius 71
Streptococcus agalactiae 73

Lokalizace

LDK
PDK
PDK
PDK
PDK
LDK
LDK
PDK
PDK
LDK
PDK
LDK
palec PDK
PDK
PDK
biicho

LDK

Datum odbéru

23.10.2017
15.01.2018
16.10.2017
06.11.2017
06.11.2017
06.11.2017
20.11.2017
20.11.2017
06.11.2017
06.11.2017
13.11.2017
16.10.2017
22.01.2018
16.10.2017
27.11.2017
20.11.2017
20.11.2017

Pozn.: PDK — prava dolni koncetina, LDK — leva dolni koncetina

Lécba

Hcel (kryti)
Protosan gel, Bactigras
Actiwon

Prontosan

Mepilex Ag
Prontosan W. gel
Silvercel

Betadin obklad
Mepilex Ag
Prontosan

Hcel

Wound gel, Hcel HT

Allewyn life
Braunovidon
Bactigras
Betadin obklad

3.3 Uchovavani kmenu a priprava suspenze

Pro ptipravu suspenzi byly pouzity kultury kultivované po dobu 24 hodin pii 37 °C
aerobné na MPA agaru. Z téchto kultur byly pfipraveny suspenze dle 0,5 stupné Mc Farlandovy

zakalové stupnice ve fyziologickém roztoku. Denzita bunék byla proméfena pomoci

denzitometru.

Pro ovéteni vychozi denzity ptipravenych bakteridlnich suspenzi bylo 100 pl pislusného

desitkového fedéni suspenze vyockovano roztérem L-hokejkou na MPA agar. Po aerobni

kultivaci pti 37 °C po dobu 24 hodin byl stanoven pocet kolonii.
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3.4 Detekce biofilmu pomoci Christensenovy metody
v mikrotitra¢nich destickach

Christensenovou metodou byla sledovana tvorba biofilmu u vSech vySe uvedenych
sbirkovy kment a klinickych izolatl. Pro stanoveni byla vybrana nésledujici Zivna média: BHI

bujon, BHI bujon s 2 % glukoézy a 2 % sachardzy, TSB bujon a TSB s 1 % glukozy.

Plastova mikrotitracni desticka o 96 jamkach byla pted pouzitim promyta 96% etanolem
a ponechana na vzduchu volné¢ vyschnout. Ve zvoleném zivném médiu byla z 24 hodinové
kultury pfipravena bakterialni suspenze o denzité 108 cfu/ml (0,5 stupeit Mc Farlanda). Z této
suspenze bylo napipetovano 20 pl do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky a bylo pfidano 180 ul
zivného média. Soucasné byla provedena i negativni kontrola (nezaoCkované Zivné médium).
Pted kultivaci byla desticka prométena na spektrofotometru Tecan pti 595 nm. Soucasné byla
oveérena denzita pouzité bakteridlni suspenze desitkovym fedénim a roztérem L-hokejkou
na MPA. Kultivace probihala pfi 37 °C, aerobné, po dobu 1-2 dny v plastovém sacku, ktery
zabranoval vysychéni. Po uplynuti doby kultivace byla desticka spektrofotometricky
proméiena, jeji obsah vyklepnut a jamky byly 3x promyty sterilni destilovanou vodou.
Po vyschnuti desti¢ky bylo do kazdé jamky napipetovano 150 ul 1% roztoku krystalové violeti
a desticka byla inkubovana 45 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo barvivo vyklepnuto
a desticka byla 5x promyta sterilni destilovanou vodou. Po vyschnuti desticky bylo do kazdé
jamky napipetovano 150 ul 96% etanolu. Po dvacetiminutovém pisobeni bylo z kazdé jamky
odpipetovano 100 ul do nové, 96% etanolem vymyté destiCky. Tato nova desticka byla opét

spektrofotometricky proméfena pii 595 nm.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Christensenova metoda

Christensenovou metodou v mikrotitraénich destickach (96 jamek) byl sledovan rust
a tvorba biofilmu u vybranych sbirkovych kment a kmeni izolovanych z chronickych ran.
Detekce byla provedena po 1 denni a 2 denni kultivaci pii 37 °C ve vybranych médiich. Vznikly
biofilm byl obarven 1% roztokem krystalové violeti a absorbance byla spektrofotometricky

proméiena pii 595 nm.

Postup prace vychazel z modifikované Christensenovy metody, kterou ve své praci popsali
Stepanovié¢ et al. (2007). Kazdy kmen byl méfen v oktetu, ve tfech opakovanich. Odlehlé
hodnoty byly vylouceny. Veskeré vysledky pak byly zpriimérovany a vyhodnoceny.

4.1.1 Optimalizace jednotlivych kroku Christensenovy metody

Christensenova metoda v mikrotitra¢nich desti¢kach je nejéastéji pouzivanou metodou
k detekci tvorby biofilmu. Existuje ale cela fada faktort, které mohou ovliviiovat stanoveni.
K témto faktorti patii kultivaéni teplota, doba kultivace, dostupnost zivin, koncentrace

krystalové violeti, doba barveni, velikost inokula, zpisob promyvani desti¢ky a dalsi.

vvvvvv

je slozeni média. K nejcastéji pouzivanym médiim patii BHI bujon a TSB bujon, casto
s ptidavkem glukézy a sachardzy. Piidavek glukézy a sachardzy do BHI bujonu se v naSich
vysledcich projevil hlavné u kment Staphylococcus intermedius a Staphylococcus aureus.
Ptidavek gluk6ézy do TSB bujonu nemél tak velky vliv na tvorbu biofilmu, nicméné nepatrné

zvyseni tvorby biofilmu bylo pozorovano u kmenti Pseudomonas aeruginosa.

Dal$im faktorem je pouZiti vhodného druhu mikrotitracni desticky. V naSi praci byly
pouzity 96-ti jamkové polystyrenové destiCky s plochym dnem pro tkanovou kultivaci, které
maji specialné oSetfeny povrch, aby umoznily adhezi bunék a jejich proliferaci. Kromé toho
oSetieni zabranuje odlupovani svrchnich vrstev biofilmu béhem procesu promyvani. Nekolik
studii uvedlo, Ze nékteré kmeny produkuji biofilmy pouze na mikrotitra¢nich desti¢kach

pro tkanové kultury (Christensen et al., 1985; Stepanovi¢ et al., 2007)

Hustota biofilmu zavisi na inkubac¢ni dobé a mnozstvi inokula. VétSina studii doporucuje
1 denni kultivaci, protoZe po del§i dobé miize dochazet k odtrhavani svrchnich vrstev biofilmu.

Tato skutecnost byla u nekterych nami testovanych kment po 2 denni kultivaci potvrzena.
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Prodlouzenou 2 denni kultivaci lze z nasich vysledk doporudit jen pro kmeny Pseudomonas
aeruginosa. V této praci jsme vyzkouseli i barveni biofilmu po 3 denni a 7 denni kultivaci.
Prodlouzeni doby kultivace nedoporucujeme, protoze dochéazelo k viditelnému odtrhavani
biofilmu. Mnozstvi biofilmu také vyrazn¢ ovliviiuje velikost pouZzitého inokula. V na$i praci
bylo zvoleno stejné mnozstvi inokula jako ve studii Stepanovié¢ et al. (2007). Autofi pouzili
pocateéni inokulum o denzité 108 cfu/ml. Naslednym fedénim této suspenze vV poméru 1:100

ziskame koneéné inokulum o denzité 108 cfu/ml.

Dulezitym krokem celé metody je promyvani desti¢ek, protoze ma odstranit planktonni
buiky, ale soucasné¢ by nemélo dojit k poruseni integrity biofilmu. Nedostate¢né promyvani
muze vést k faleSné pozitivnim vysledkiim, zatimco nadmérné promyvani miize vést k falesné
negativnim vysledkim. V této préaci je pouzito tfistupniové promyvani, které doporucuji

Stepanovi¢ et al. (2007).

Stepanovi¢ et al. (2007) méfili tvorbu biofilmu pfi 570 nm. Purkrtova a kol. (2009) pouzili
vlnovou délku 620 nm nebo Deighton a Balkau (1990) pouzili 600 nm. V této praci jsme
vyzkouseli méteni pfi tiech vinovych délkach, a to 570 nm, 595 nm a 620 nm. Nakonec jsme
pro vSechna méteni pouzili vinovou délku 595 nm, ktera se nejvice blizi absorpénimu maximu

krystalové violeti. Stejnou vinovou délku pouzili ve své studii i Djordjevic et al. (2002).

4.1.2 Interpretace vysledkii Christensenovy metody

K interpretaci vysledkii jsme pouzili rozdéleni bakterii dle optické denzity negativni
kontroly dle Stepanovi¢ et al. (2007). V nékterych studiich byly pouzity pfeddefinované mezni
hodnoty (Mearetrg et al., 2003) nebo jako ,,cutt-off value* byla pouzita hodnota absorbance
biofilm-pozitivniho kontrolniho kmene (Allignet et al., 1999). Nicméné pouziti
pfeddefinovanych meznich hodnot a pozitivnich kontrolnich kmenli muize vést k méné

presnych vysledkim.
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Khodnoceni vysledkti tvorby biofilmu pro jednotliva média byla stanovena
tzv. ,,cut-off value®, ktera byla vypocitana na zakladé optické denzity negativni kontroly (ODc).
Opticka denzita kazdého kmene (OD) se pak porovnala s ODc a testované kmeny byly

rozfazeny do 4 kategorii, podle jejich schopnosti tvofit biofilm:

OD <0ODc 0 biofilm-negativni

ODc <OD < 2x ODc + slabé biofilm-pozitivni
2x ODc¢ <OD <4x ODc¢ ++ stiedné biofilm-pozitivni
4x ODc < OD +++  siln¢ biofilm-pozitivni

Jak znazoriuje Tabulka 5, tvorba biofilmu bylo zjisténa u vSech testovanych kmend
ve vSech ¢tyfech testovanych médiich kromé klinického izolatu Streptococcus agalactiae 73,
ktery byl po 1 denni kultivaci v BHI bujonu zatazen mezi biofilm-negativni kmeny. V ostatnich
médiich byl tento kmen zafazen mezi kmeny slabé biofilm-pozitivni, ackoliv hodnoty

absorbance byly velmi hrani¢ni.

U vétsiny bakterii byla zjiSténa zména v tvorbé biofilmu vlivem doby kultivace. Naptiklad
klinicky izolat P. aeruginosa 52 byl po 1 denni kultivaci v BHI bujonu zafazen mezi slabé
biofilm-pozitivni kmeny, ale po 2 denni kultivaci byl zafazen mezi kmeny stfedné
biofilm-pozitivni. Naopak klinicky izolat S. aureus 94 byl po 1 denni kultivaci v BHI bujonu
S 2 % glukdzy a 2 % sachardzy zarazen mezi siln€ biofilm-pozitivni kmeny, ale po 2 denni
kultivaci byl zafazen mezi kmeny slabé biofilm-pozitivni. U kment Proteus sp. 56,
Proteus sp. 68, P. aeruginosa CCM 3955, Ps. putida CCM 3423, Ps. putida 65, S. aureus 51
a S. aureus CCM 2022 zistavala tvorba biofilmu ve v§ech médiich, po jednodenni i dvoudenni

kultivaci na stejné trovni.

Porovnanim tvorby biofilmu klinickych izolatd a sbirkovych kmenti, muzeme fici,
ze u veétsiny druht jsou siln€j$imi producenty biofilmu klinické izolaty, kromé bakterii druhu
Staphylococcus aureus a Streptococcus agalactiae, u kterych sbirkové kmeny prokazaly vyssi

schopnost tvofit biofilm.
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Tabulka 5 - Rozdéleni testovanych kmeni do kategorii podle jejich schopnosti tvoFit biofilm

BHI BHI +2 % TSB TSB+1%
glukozy a 2 % glukozy
sacharozy

lden 2dny 1den 2dny 1lden 2dny 1den 2dny

Proteus species CCM 1799 + ++ + + ++ ++ ++ ++
Proteus species 56 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus species 68 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas aeruginosa ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
CCM 3955

Pseudomonas aeruginosa 52 + ++ + ++ ++ ++ + ++
Pseudomonas aeruginosa 63 ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ et
Pseudomonas aeruginosa 65 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +H+ |+t
Pseudomonas aeruginosa 66 4+t +++ +++ ++ ++ +++ ++
Pseudomonas aeruginosa 70 ++ +++ ++ +++ +++ +++ +H+ |+t
Pseudomonas aeruginosa 72 ++ +++ +++ +++ +++ +++ e
Pseudomonas putida CCM 3423 + + ++ ++ ++ ++ ++ ++
Pseudomonas putida 65 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Serratia marcescens CCM 303 + + + + + ++ ++ ++
Serratia marcescens 64 + + + + ++ + ++ ++
Serratia marcescens 67 + ++ + ++ + +++ ++ ++
Staphylococcus aureus CCM 4223 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++
Staphylococcus aureus CCM 2022 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Staphylococcus aureus 51 + + +++ +++ + + + +
Staphylococcus aureus 94 ++ + +++ + + + + +
Staphylococcus epidermidis ++ + ++ ++ + ++ + +
CCM 4418

Staphylococcus epidermidis 54 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
Staphylococcus intermedius UPa + + + + + + + ++
Staphylococcus intermedius 71 + + +++ ++ + + + +
Staphylococcus intermedius 77 ++ ++ +++ ++ + + ++ +
Streptococcus agalactiae + + +++ ++ +++ +++ +++ ++
CCM 6187

Streptococcus agalactiae 73 0 + + + + + + +

Pozn.: 0 biofilm-negativni, + slabé biofilm-pozitivni, ++ stredné biofilm-pozitivni, +++ silné biofilm-pozitivni,
BHI — bujon z mozosrdcové infiize, TSB — trypton-sojovy bujon
Hodnoty negativni kontroly byly naméreny pro kazdy testovany kmen zvlast. Tedy mezni hodnoty pro roziazeni do

kategorii byly pro kazdy kmen jiné.

Piilohy 1 — 8 znazorfuji porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych kmend

na jednotlivych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci.
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Jak ukazuje Priloha 1 a 2, nejvétsi tvorba biofilmu po 1 denni kultivaci v BHI bujonu byla
zaznamenana u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223 (Asgs = 1,6313), naopak nejmensi
tvorba biofilmu byla zjisténa u sbirkovych kmenu Str. agalactiae CCM 6187 (Asgs = 0,1518)
a S. intermedius UPa (Ases = 0,1670). Klinicky izolat Str. agalactiae 73 byl vyhodnocen jako
biofilm-negativni kmen. Po 2 denni kultivaci byla nejvétsi tvorba biofilmu pozorovana
u klinického izolatu S. epidermidis 54 (Asgs = 1,8376), naopak nejniz§i tvorba biofilmu
u sbirkovych kmenua Str. agalactiae CCM 6187 (Asgs = 0,1263) a Ps. putida CCM 3423

(Ases = 0,1313).

Z Prilohy 3 a 4 je patrné, ze nejvétsi tvorba biofilmu po 1 denni kultivaci v BHI bujénu s
2 % glukozy a 2 % sachardzy byla u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223 (Asgs = 2,5522),
zatimco nejmensi tvorba biofilmu byla u kment Ser. marcescens CCM 303 (Asgs = 0,1797),
S. intermedius UPa. (Ases = 0,1842) a Str. agalactiae 73 (Asgs = 0,1951). Po 2 denni kultivaci
byla nejvétsi tvorba biofilmu pozorovana u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223
(Ases = 2,4314) a naopak nejmensi tvorba biofilmu u klinického izolatu Proteus sp. 68
(Asges = 0,1233).

Jak znazornuje PFriloha 5 a 6, nejvétsi tvorba biofilmu po 1 denni kultivaci v TSB bujonu
byla zaznamenana u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223 (Asgs = 1,5071). Naopak nejmensi
tvorba biofilmu byla u klinickych izolatt S. aureus 51 (Ases = 0,1516) a S. aureus 94
(Ases = 0,1529). Po 2 denni kultivaci byla nejvétsi tvorba biofilmu pozorovana u klinickych
izolatt Proteus sp. 56 (Ases = 1,1205) a P. aeruginosa 70 (Ases = 1,0748). Naopak nejmensi
tvorba biofilmu byla zaznamenana u klinickych izolatd S. aureus 51 (Asgs = 0,1434)
a S. aureus 94 (Asgs = 0,1445).

V Prilohach 7 a 8 je zaznamenana tvorba biofilmu po 1 denni a 2 denni kultivaci
v TSB bujonu s1 % glukézy. Stejné¢ jako v TSB bujonu byla nejvetsi tvorba biofilmu
vyhodnocena u kmene S. aureus CCM 4223 (Asgs = 1,4594), naopak nejmensi tvorba biofilmu
byla zaznamenana u klinickych izolati S. aureus 51 (Ases = 0,1480) a S. aureus 94
(Ases = 0,1537). Po 2 denni kultivaci byla nejvétsi tvorba biofilmu pozorovana u klinickych
izolati P. aeruginosa 70 (Ases = 1,1310) a Proteus sp. 56 (Asgs = 1,0739). Naopak nejmensi
tvorba byla zaznamenana u klinickych izolatt S. aureus 51 (Asgs = 0,1560) a S. aureus 94
(Asgs = 0,1548).
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4.1.3 Rust planktonnich bunék v testovanych médiich

Grafy 1 — 8 znazornuji rast testovanych kmenti ve vybranych médiich po 1 denni

a 2 denni kultivaci pii 37 °C.

f LN OF R
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Vychozi suspenze Planktonni buiiky po Planktonni buiiky po
1 denni kultivaci 2 denni kultivaci

® Proteus sp. CCM 1799  m Proteus sp. 56 Proteus sp.68

Graf 1 - Porovnani ristu Proteus species ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci p¥i 37 °C

1 - BHI bujon, 2 - BHI bujon s 2 % glukozy a 2 % sacharézy, 3 - TSB bujon, 4 - TSB bujon s 1 % glukozy

Z Grafu 1 je patrné, Ze vSechny testované kmeny Proteus species jsou schopny rastu
ve vSech testovanych médiich. Intenzita rustu se 1isi v jednotlivych médiich. Po 1 denni
kultivaci, byl u vétSiny testovanych kmentd nejvétsi rust v TSB bujonu, tésné nasledovany
¢istym BHI bujonem a BHI bujoénem s 2 % glukdzy a 2 % sachardzy. Intenzita rastu se lisila
v TSB médiu s1 % glukézy po 1 denni kultivaci, kde kmeny Proteus sp. CCM 1799
a Proteus sp. 68 prokazaly nejnizsi schopnost ristu, naopak klinicky izolat Proteus sp. 56
v tomto médiu rostl nejlépe. Po 2 denni kultivaci byl rist u vSech kment ve vSech médii vyssi,
kromé klinického izolatu Proteus sp. 56, u kterého byl pozorovan nepatrny pokles ristu
v TSB bujonu s1 % glukdézy Vv porovnani s 1 denni kultivaci. Dokonce i rast kment
Proteus sp. CCM 1799 a Proteus sp. 68 v TSB bujonu s 1 % glukézy byl srovnatelny

S ostatnimi médii.
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Graf 2 - Porovnani ristu Pseudomonas aeruginosa ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci
p¥i37°C

1 - BHI bujon, 2 - BHI bujon s 2 % glukdzy a 2 % sacharézy, 3 - TSB bujon, 4 — TSB bujon s 1 % glukozy

Z Grafu 2 vyplyva, Ze vSechny testované kmeny druhu Pseudomonas aeruginosa jsou
schopny rust ve vSech testovanych médiich. Po 1 denni kultivaci byl nejvyssi rist pozorovan
v TSB bujonu s 1 % glukdzy. V ostatnich médiich se rust testovanych kment lisil. Po 2 denni
kultivaci byla pozorovana u nékterych kmenti mensi intenzita ristu. MiZeme se domnivat,

ze tento pokles by mohl byt zpiisoben prechodem nékterych planktonnich bunék do biofilmu.
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Graf 3 - Porovnani riastu Pseudomonas putida ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci p¥i
37°C

1 - BHI bujén, 2 - BHI bujoén s 2 % glukézy a 2 % sacharozy, 3 - TSB bujon, 4 - TSB bujon s 1 % glukozy

Graf 3 zobrazuje rust planktonnich bunék sledovanych kment Pseudomonas putida
ve vSech testovanych médiich. Sbirkovy kmen Ps. putida CCM 3423 roste nejlépe
v TSB bujonu, zatimco v TSB bujonu s 1 % glukézy byl po 1 denni kultivaci pozorovan
4x nizsi rist nez v Cistém TSB bujonu. Po 2 denni kultivaci byl riist nepatrné vyssi ve vSech
médiich a dokonce rist v TSB s 1 % glukdézy byl srovnatelny s ristem v ostatnich médiich.
Po 1 denni kultivaci klinicky izolat Ps. putida 65 rostl nejlépe v TSB bujonu s 1 % glukozy.
Po 2 denni kultivaci byla intenzita nariistu nepatrné¢ niz8§i v TSB bujonu a TSB bujonu
s 1 % glukozy, v BHI bujonu a BHI bujonu s 2 % glukoézy a 2 % sachar6zy byla pozorovana

vys$$i intenzita narustu.
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Graf 4 - Porovnani riastu Serratia marcescens ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci p¥i
37°C

1 - BHI bujén, 2 - BHI bujoén s 2 % glukdzy a 2 % sacharozy, 3 - TSB bujon, 4 - TSB bujon s 1 % glukozy

Rust planktonnich bunék sledovanych kment Serratia marcescens ve vsech
testovanych médiich znazorfiuje Graf 4. Po 1 denni kultivaci vSechny testované kmeny
Ser. marcescens rostly srovnatelné stejn¢€ ve vSech médiich. Po 2 denni kultivaci lze pozorovat
u sbirkového kmene Ser. marcescens CCM 303 nepatrn€ vyssi intenzitu rastu ve v§ech médiich.
U klinického izolatu Ser. marcescens 64 poklesl rist v BHI bujonu po 2 denni kultivaci,
zatimco v ostatnich médiich byl pozorovan vétsi riist. Po 2 denni kultivaci u klinického izolatu
Ser. marcescens 67 byl pozorovan vétsi rast ve vSech médiich kromé TSB bujonu,

kde byl rist nizsi nez po 1 denni kultivaci.
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Graf 5 - Porovnani ristu Staphylococcus aureus ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci p¥i
37°C

1 - BHI bujén, 2 - BHI bujoén s 2 % glukdzy a 2 % sacharozy, 3 - TSB bujon, 4 - TSB bujon s 1 % glukozy

Staphylococcus aureus je schopen rist ve vSech testovanych médiich, jak je patrné
z Grafu 5. Po 1 denni kultivaci byl u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223 pozorovan
nejvetsi rust v BHI médiu. Sbirkovy kmen S. aureus CCM 2022 rostl nejlépe v TSB bujéonu
s1 % glukdézy. Nejmensi rist byl zaznamenan u obou sbirkovych kment v BHI bujonu
S2 % glukézy a 2 % sachar6zy. Kmen S. aureus 51 rostl nejlépe v BHI bujonu a kmen
S. aureus 94 v BHI bujonu s 2 % glukézy a 2 % sacharozy. Nejmensi rist byl pozorovan
u obou klinickych izolati v TSB bujonu. Po 2 denni kultivaci se intenzita rastu u nékterych

kmeni zvysila a u n€kterych snizila.
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Graf 6 - Porovnani ristu Staphylococcus epidermidis ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci
p¥i37°C

1 - BHI bujén, 2 - BHI bujoén s 2 % glukdzy a 2 % sacharozy, 3 - TSB bujon, 4 - TSB bujon s 1 % glukozy

Graf 6 znazoriiuje rast bunék Staphylococcus epidermidis CCM 4418 a klinického
izolatu Staphylococcus epidermidis 54. U sbirkového kmene S. epidermidis CCM 4418 byla
po 1 denni kultivaci pozorovdna nejvétsi intenzita rustu v BHI bujonu s2 % glukozy
a 2 % sachar6zy, naopak klinicky izolat S. epidermidis 54 rostl nejlépe v TSB bujonu
s 1 % glukdzy. Po 2 denni kultivaci je pozorovan pokles intenzity riistu u sbirkového kmene
S. epidermidis CCM 4418 ve vsech médiich, kromé BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sacharézy,
kde byl zaznamenan vetsi narust. Po 2 denni kultivaci klinicky izolat S. epidermidis 54 rostl
v TSB bujonu s 1 % glukozy jesté vice, zatimco u ostatnich médii byl pozorovan pokles

intenzity ristu.
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Graf 7 - Porovnani rastu Staphylococcus intermedius ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci
pr¥i 37 °C

1 - BHI bujon, 2 - BHI bujon s 2 % glukézy a 2 % sacharézy, 3 - TSB bujén, 4 - TSB bujén s 1 % glukézy

Z Grafu 7 lze fici, ze Staphylococcus intermedius je schopen rtst ve viech vybranych
médiich. Po 1 denni kultivaci byla nejvyssi intenzita riistu zaznamenana u sbirkového kmene
S. intermedius UPa a u klinického izolatu S. intermedius 71 v TSB bujonu s 1 % glukdzy,
zatimco u klinického izolatu S. intermedius 77 v BHI bujonu. Po 2 denni kultivaci byla
pozorovana snizena intenzita ristu U klinického izolatu S. intermedius 71 v TSB médiu
a klinického izolatu S. intermedius 77 v BHI bujonu, TSB bujonu a TSB médiu s 1 % glukozy.

To miize byt zptisobeno prechodem nékterych planktonnich bunék do biofilmu.
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Graf 8 - Porovnani ristu Streptococcus agalactiae ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci p¥i
37°C

1 - BHI bujon, 2 - BHI bujon s 2 % glukoézy a 2 % sachar6zy, 3 - TSB bujon, 4 — TSB bujon s 1 % glukozy

Z Grafu 8 vyplyva, Ze v§echny testované kmeny druhu Streptococcus agalactiae rostou
ve vSech testovanych médiich. Po 1 denni kultivaci byl nejvétsi rist pozorovan u sbirkového
kmene Str. agalactiae CCM 6187 v TSB médiu a u klinického izolatu Str. agalactiae 73
VTSB médiu s1 % glukézy. Po 2 denni kultivaci doSlo u sbirkového kmene
Str. agalactie CCM 6187 ke zvyseni intenzity rustu ve vSech médiich, krom¢ BHI bujonu.
U klinického izolatu Str. agalactiae 73 doslo ke snizeni narstu v TSB bujonu a TSB bujonu

s 1 % glukozy.
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4.1.4 Tvorba biofilmu u testovanych mikroorganismu

Grafy 1 — 8 znazornuji tvorbu biofilmu testovanych kmenti na vybranych médiich

po 1 denni a 2 denni kultivaci pti 37 °C
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Graf 9 - Porovnani tvorby biofilmu Proteus species ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci
pri 37 °C

Jak znazoriuje Graf 9, u vSech sledovanych kment Proteus species doslo k tvorbé
biofilmu. U sbirkového kmene Proteus sp. CCM 1799 byla zjisténa nizsi tvorba biofilmu
na rozdil od klinickych izolath. U sbirkového kmene byla nejvyssi hodnota absorbance
naméfena vV TSB bujonu. Nejvyssi tvorbu biofilmu mizeme ve vSech médiich pozorovat
u klinického izolatu Proteus sp. 56, kdy nejvyssi hodnota absorbance byla pozorovana
v BHI bujonu s 2 % glukézy a 2 % sachardzy. Klinicky izolat Proteus sp. 68 nedosahoval
tak vysokych hodnot, nejlépe ale biofilm tvofil v BHI bujonu. Po 2 denni kultivaci miizeme
pozorovat maly pokles v mnozstvi biofilmu, ktery mize byt zplsoben uvoliiovanim

bakteridlnich buné¢k z biofilmu béhem procesu promyvani.

Vatan et al. (2017) sledovali tvorbu biofilmu u bakterii izolovanych od pacientd
se syndromem diabetické nohy. V této studii pouzili k1 denni kultivaci TSB bujon
s 0,25 % glukozy. Tvorba biofilmu byla prokazana u 25 % kment Proteus species.
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Graf 10 - Porovnani tvorby biofilmu Pseudomonas aeruginosa ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni
kultivaci p¥i 37 °C

Tvorba biofilmu u testovanych kmend Pseudomonas aeruginosa je zaznamenana
v Grafu 10. Tvorba biofilmu se u jednotlivych kmend liSila. Nejmensi tvorba biofilmu byla
pozorovana u klinického izolatu P. aeruginosa 52 a sbirkové kultury P. aeruginosa CCM 3955.
Po 1 denni kultivaci se vétSiné kment nejlépe daftilo tvofit biofilm v TSB bujonu s 1 % glukozy,
u klinického izolatu P. aeruginosa 65 byla nejvétsi tvorba biofilmu zaznamenana v BHI bujonu
s 2 % glukozy a 2 % sacharézy a u klinického izolatu P. aeruginosa 66 v ¢istém BHI bujonu.
Po 2 denni kultivaci Ize pozorovat u vétSiny kmenii zvySeni hodnot absorbance. Nejvétsi narist
muzeme vidét u klinického izolatu P. aeruginosa 63 v BHI bujonu s2 % glukozy

a 2 % sacharozy a u kmene P. aeruginosa 65 v BHI médiu.

Sanchez et al. (2013) sledovali tvorbu biofilmu u klinickych izolatd P. aeruginosa.
Po 2 denni kultivaci na TSB bujonu byla tvorba biofilmu zaznamenana u 83 % testovanych

kmend.
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Graf 11 - Porovnani tvorby biofilmu Pseudomonas putida ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni
kultivaci p¥i 37 °C

Z Grafu 11 je zfejmé, ze testované kmeny Pseudomonas putida jsou schopné tvofit
biofilm ve vSech testovanych médiich. U klinického izolatu Ps. putida 65 byla zjisténa vyssi
tvorba biofilmu ve vsech médiich, na rozdil od sbirkového kmene Ps. putida CCM 3423.
Nejvétsi tvorba biofilmu u sbirkového kmene Ps. putida CCM 3423 byla pozorovana
v BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sacharozy, u klinického izolatu Ps. putida 65 v ¢istém BHI
bujonu. Po 2 denni kultivaci nebyl zaznamenan velky nardst hodnot absorbance, naopak

ve vétsing pripadl jejich mirny pokles.
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Graf 12 - Porovnani tvorby biofilmu Serratia marcescens ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni
kultivaci p¥i 37 °C

Graf 12 zobrazuje tvorbu biofilmu u kment Serratia marcescens. Po 1 denni kultivaci
nebyly mezi jednotlivymi kmeny pozorovany velké rozdily v hodnotach absorbance. Klinické
izolaty Serratia marcescens tvotily biofilm ve vétsi mife nez pouzity sbirkovy kmen. Nicméné
nejmensi tvorba biofilmu byla pozorovéna u sbirkového kmene Ser. marcescens CCM 303,
a to ve vSech médiich kromé TSB bujonu s 1 % glukdézy. Nejvetsi hodnota absorbance byla
u tohoto sbirkového kmene a klinického izolatu Ser. marcescens 67 sledovana v TSB bujonu
s1 % glukézy, u klinického izolatu Ser. marcescens 64 v BHI bujonu s2 % glukdzy
a 2 % sachar6zy. Po 2 denni kultivaci byl sledovan nartist mnozstvi biofilmu u klinického

izolatu Ser. marcescens 67 ve vSech médiich kromé& TSB bujonu s 1 % glukézy.

Vatan et al. (2017) sledovali tvorbu biofilmu u 339 bakterii izolovanych od pacientd
se syndromem diabetické nohy. V této studii pouzili k1 denni kultivaci TSB bujon

5 0,25 % glukdzy a tvorbu biofilmu prokazali u 18 % testovanych kmenti Serratia marcescens.
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Graf 13 - Porovnani tvorby biofilmu Staphylococcus aureus ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni
kultivaci p¥i 37 °C

Z Grafu 13 je patrné, Ze vSechny sledované kmeny Staphylococcus aureus jsou schopny
rust v biofilmu ve vsSech testovanych médiich. Lze také dobte vidét rozdily mezi sbirkovymi
kmeny a klinickymi izolaty, a to pfedevsim u sbirkového kmene S. aureus CCM 4223, u kterého
byly hodnoty absorbance nejvyssi po 1 denni kultivaci ve vSech médiich, v porovnani
s ostatnimi kmeny. VSechny testované kmeny prokdzaly nejvetsi schopnost tvorby biofilmu
v BHI bujonu s2 % glukézy a 2 % sachardzy, naopak nejmensi v Cistém TSB bujonu.
Po 2 denni kultivaci doslo u vSech kment ke snizeni hodnot absorbance ve vSech médiich.
To mize byt zpisobeno tim, Ze po 2 dnech mohlo dojit k vy€erpani Zivin a odluCovani

jednotlivych bakterii z biofilmu béhem procesu promyvéani.

Stepanovié¢ et al. (2000) ve své studii testovali tvorbu biofilmu u 24 kmenu S. aureus
v TSB bujénu s 0,25 % glukdézy. Po 1 denni kultivaci byly 2 kmeny urceny jako slabé
biofilm-pozitivni, 8 kment jako stfedn¢ biofilm-pozitivni a 4 kmeny jako silné
biofilm-pozitivni. V na8i praci jsme testovali dva klinické izolaty S. aureus, které byly
v TSB bujonu s 1 % glukdzy slabé biofilm-pozitivni a dva sbirkové kmeny, které byly

vyhodnoceny jako siln€¢ biofilm-pozitivni. Na zékladé téchto vysledkli lze konstatovat,
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ze vSechny testované kmeny jsou schopny tvofit biofilm v TSB bujonu s ptidavkem glukozy

a tvorba biofilmu se 1i8i kmen od kmene.

Knobloch et al. (2002) sledovali tvorbu biofilmu u 128 izolati kmene S. aureus. Produkce
biofilmu byla sledovana v TSB bujonu, TSB bujonu s 1 % glukézy a BHI bujonu s 2 % glukozy
a 2 % sachar6zy. Pro sledovani tvorby biofilmu kmene S. aureus byla vyhodnocena jako lepsi
2 denni kultivace v porovnani s 1 denni kultivaci. Z testovanych kmenti bylo jako
biofilm-pozitivni vyhodnoceny jen 4 kmeny v TSB bujonu, 49 kmeni v TSB bujonu
s 1 % glukézy a 37 kmend v BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sachardzy. V nasi praci byly
vSechny sledované kmeny S. aureus vyhodnoceny jako biofilm-pozitivni ve vSech testovanych

médiich a pro jejich kultivaci byla vyhodnocena jako lepsi 1 denni kultivace.

Atshan et al. (2012) testovali schopnost produkovat biofilmu u kment S. aureus.
Produkci biofilmu sledovali po 2 denni kultivaci v TSB bujonu s 1 % glukdzy. Z 60 testovanych
kment byly vSechny vyhodnoceny jako biofilm-pozitivni, z to 2 kmeny jako slabég, 18 jako
sttedné, 25 jako siln€ a 15 jako velmi siln€ biofilm-pozitivni. Z naSich vysledkl byly 2 kmeny

vyhodnoceny jako slab¢, 1 kmen jako stiedné a 1 kmen jako silné biofilm-pozitivni.

Vatan et al. (2017) sledovali tvorbu biofilmu u 339 bakterii izolovanych od pacientd
se syndromem diabetické nohy. V této studii pouzili k1 denni kultivaci TSB bujon

5 0,25 % glukdzy. Tvorba biofilmu byla prokazana u 16 % kment Staphylococcus aureus.
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Graf 14 - Porovnani tvorby biofilmu Staphylococcus epidermidis ve vybranych médiich po 1 denni
a 2 denni kultivaci p¥i 37 °C
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Jak znazornuje Graf 14, Staphylococcus epidermidis je schopen rust v biofilmu.
U sbirkového kmene S. epidermidis CCM 4418 byla prokéazana niz$i schopnost tvorby biofilmu
v porovnani s klinickym kmenem S. epidermidis 54. Nejvyssi hodnoty absorbance byly
sledovany u sbirkového kmene S. epidermidis CCM 4418 v BHI bujonu a u kmene
S. epidermidis 54 v BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sachardzy. Po 2 denni kultivaci doslo
u klinického izolatu S. epidermidis 54 k nartstu mnozstvi biofilmu v BHI bujonu a BHI bujonu
s 2 % glukozy a 2 % sachar6zy, naopak u sbirkového kmene S. epidermidis CCM 4418 doslo
k poklesu hodnot. V TSB bujonu a TSB bujonu s 1 % glukdzy bylo u obou kment pozorovano

snizeni hodnot absorbance.

Deighton a Balkau (1990) sledovali tvorbu biofilmu u kmeni S. epidermidis v TSB bujonu
a TSB bujonu s ptidavkem glukozy. Ze 100 kmend v TSB bujonu s piidavkem glukozy
(kultivace 18h) bylo 54 kment klasifikovano jako biofilm-negativni, 23 kmeni jako slabé
biofilm-pozitivni a 23 kment jako silné biofilm-pozitivni. V ¢istém TSB bujonu bylo mnohem
vice kmentll klasifikovano jako biofilm-negativni. V této praci jsme testovali dva kmeny
S. epidermidis a u obou byla prokazana tvorba biofilmu. Sbirkovy kmen byl zatazen do slabé

biofilm-pozitivnich kmeni a klinicky izolat do silné biofilm-pozitivnich kment.
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Graf 15 - Porovnani tvorby biofilmu Staphylococcus intermedius ve vybranych médiich po 1 denni
a 2 denni kultivaci pri 37 °C
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Z Grafu 15 je zfejmé, ze Staphylococcus intermedius je schopen tvofit biofilm,
po 1 denni kultivaci byly nejvétsi hodnoty absorbance sledovany u kmene S. intermedius 77,
niz8i pak u kmene S. intermedius 71 a sbirkového kmene S. intermedius UPa. Nejvétsich hodnot
absorbance dosahovaly klinické kmeny v BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sacharézy, sbirkovy
kmen v TSB bujonu s 1 % glukézy. Po 2 denni kultivaci doslo vétsinou k poklesu hodnot
absorbance, dokonce u klinického izolatu S. intermedius 77 v BHI bujonu s 2 % glukozy
a 2 % sacharozy byly hodnoty 4x mensi v porovnani s 1 denni kultivaci. ZvySeni hodnot

po 2 denni kultivaci bylo pozorovano jen u sbirkového kmene v TSB bujonu s 1 % glukézy.
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E
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<
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m Str. agalactiae CCM 6187  m Str. agalactiae 73

Graf 16 - Porovnani tvorby biofilmu Streptococcus agalactiae ve vybranych médiich po 1 denni a 2 denni
kultivaci p¥i 37 °C

Jak bylo uvedeno v Tabulce 5, klinicky izolat Str. agalactiae 73 byl vyhodnocen jako
biofilm-negativni kmen v BHI bujonu. Ac¢koliv hodnoty v ostatnich médiich byly hrani¢ni, byl
v nich vyhodnocen jako biofilm-pozitivni. U sbirkového kmene Str. agalactiae CCM 6187 byly
hodnoty v BHI bujonu také hrani¢ni, nicméné jak mizeme vidét v Grafu 16, v ostatnich
médiich byl schopen vétsi tvorby biofilmu. Po 2 denni kultivaci doslo k mirnému snizeni

hodnot absorbance.

Pozn.: Hodnoty negativni kontroly byly naméreny pro kazdy testovany kmen zviast. Tedy mezni hodnoty pro
rozrazeni do kategorii byly pro kaZdy kmen jiné. TakZe ackoliv v grafu 16 miizeme vidét vyssi hodnotu absorbance
v BHI bujonu u kiinického izolatu nez u sbirkového kmene, tak byl kiinicky izolat vyhodnocen jako

biofilm-negativni a naopak sbirkovy kmen jako biofilm-pozitivni.
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5 ZAVER
Piedkladana diplomova prace shrnuje dosavadni poznatky o tvorbé biofilmu, jeho funkci

a vlivu na hojeni ran. Dale se zabyva detekci biofilmu, a to pfedevsim sledovanim tvorby

biofilmu u bakterii, které se vyskytuji v chronickych ranéch.

V praci byla pomoci Christensenovy metody v mikrotitra¢nich desti¢kach ovéfena tvorba
biofilmu u bakterii izolovanych z chronickych ran, a to konkrétné u kmenti Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, Proteus species,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Serratia marcescens a Streptococcus

agalactiae.

Kromé klinického izolatu Streptococcus agalactiae, byla tvorba biofilmu prokazana u v§ech
sledovanych kmenti ve vSech testovanych médiich. Ke sledovani tvorby biofilmu
doporucujeme barveni desti€Cky po 1 denni kultivaci. Pfi prodlouzeni kultivaéni doby miize
dochazet k odlupovani svrchnich vrstev biofilmu. Po 2 denni kultivaci byla vys$si tvorba
biofilmu pozorovana jen u nékterych kment Pseudomonas aeruginosa. Dale bylo zjisténo,
ze vétsina klinickych izolati jsou lepSimi producenty biofilmu v porovnani se sbirkovymi
kmeny téhoz druhu. Vyjimku tvofily bakterie druhu Staphylococcus aureus
a Streptococcus agalactiae, u kterych byla pozorovana vyssi tvorba biofilmu u sbirkovych
kmentl. Co se tyce slozeni kultiva¢niho média, nelze jednoznacné pro tvorbu biofilmu doporudit

jen jedno médium, jelikoz kazdy kmen se choval odlisné.

Sledovani tvorby biofilmu bakterii je velmi dilezité, protoze rust bakterii v biofilmu
predstavuje vyznamny faktor patogenity bakterii a znalost pfitomnosti biofilmu by méla mit
vliv na postup pii 1é¢bé pacienta. NejlepSich vysledka detekce tvorby biofilmu 1ze dosahnout

vzajemnou kombinaci nékolika metod. Bylo zjisténo, Zze biofilmy bakterii izolovanych

ey ee

v

Zaverem lze konstatovat, ze Christensenova metoda v mikrotitranich destickéach je vhodna
ke sledovani tvorby biofilmu u bakterii izolovanych z chronickych ran. Tato metoda
je soucasné nejCastéji pouzivanou metodou k detekci tvorby biofilmu, nebot’ je rychla,
jednoduché a reprodukovatelnd. Umoziiuje kultivaci bakteridlni suspenze paralelné ve vice
jamkach najednou, coz zpiesiiuje hodnoceni. Déle také umoznuje sledovani n¢kolika druhii
bakterii v n€kolika médiich najednou. Jedinou nevyhodou této metody je nemoznost simulace
realného prostiedi.
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7 PRILOHY

Priloha 1 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v BHI bujonu po 1 denni
kultivaci pti 37 °C

Priloha 2 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v BHI bujoénu po 2 denni
kultivaci pti 37 °C

Priloha 3 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v BHI bujonu s 2 %
glukozy a 2 % sachardzy po 1 denni kultivaci pii 37 °C

Priloha 4 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v BHI bujonu s 2 %
glukozy a 2 % sachar6zy po 2 denni kultivaci pti 37 °C

Priloha S - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii TSB bujonu po 1 denni
kultivaci pti 37 °C

Piiloha 6 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v TSB bujéonu po 2 denni
kultivaci pti 37 °C

Piiloha 7 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v TSB bujénu s1 %
glukozy po 1 denni kultivaci pti 37 °C

Priloha 8 - Porovnani tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii v TSB bujonu s 1 %
glukozy po 2 denni kultivaci pti 37 °C

Piiloha 9 - Polystyrenovéa mikrotitraéni desticka

Piiloha 10 - Desticky s vybranymi kmeny po 2 denni kultivaci v BHI bujonu (nahote) a v BHI
bujonu s 2 % glukozy a 2% sacharozy (dole)

Piiloha 11 - Desticky s obarvenym biofilmem vybranych kmend, které byly kultivovany 2 dny
v BHI bujonu (dole) a v BHI bujonu s 2 % glukozy a 2 % sacharozy (nahote)

Priloha 12 - Biofilm na dn¢ jamek, desticka po promyti a vyschnuti
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Piiloha 9 - Polystyrenova mikrotitra¢ni desticka

Priloha 10 - Desti¢ky s vybranymi kmeny po 2 denni kultivaci v BHI bujonu (nahote) a v BHI bujonu s 2
% glukosy a 2% sacharozy (dole)
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Piiloha 11 - Desticky s obarvenym biofilmem vybranych kmeni, které byly kultivovany 2 dny v BHI
bujénu (dole) a v BHI bujénu s 2 % glukosy a 2 % sacharézy (nahote)

Piiloha 12 - Biofilm na dné jamek, desti¢ka po promyti a vyschnuti
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