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ANOTACE

Cilem diplomové prace byla ptiprava smésnych kultur kvasinky Candida albicans a Candida
guilliermondii s bakterii Pseudomonas aeruginosa, jejich spole¢na inkubace na abiotickém
materialu a kvantifikace vzniklého biofilmu pomoci real-time PCR. Byla sledovana
koncentrace vyizolované DNA a jeji zastoupeni bylo vzdjemné porovnano mezi jednotlivymi
kmeny kvasinek a bakterii. Soucasné byl zhodnocen spole¢ny rist kvasinek a bakterii
na polymerech.

KLIiCOVA SLOVA

Biofilm, Candida albicans, Candida guilliermondii, Pseudomonas aeruginosa, polystyren,

polyethylen, real-time PCR

TITLE

Interaction of the pathogenic yeasts of the genus Candida with bacteria

ANNOTATION

The aim of the thesis was the preparation of mixed cultures of Candida albicans and Candida
guilliermondii with Pseudomonas aeruginosa, their joint incubation on abiotic material and
quantification of the resulting biofilm by real-time PCR. The concentration of the isolated DNA
was monitored and its abundance was compared between yeast and bacterial strains.

At the same time, the mutual growth of yeast and bacteria on polymers was evaluated.

KEYWORDS

Biofilm, Candida albicans, Candida guilliermondii, Pseudomonas aeruginosa, polystyrene,

polyethylene, real-time PCR
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protein sekre¢ni drahy pies cytoplazmatickou membranu
jednonukleotidovy polymorfismus

protein dvojité translokacni drahy argininu

transkrip¢ni aktivator 1

tumor nekrotizujici faze a

tyrosin fosfatdza A

thyamin pyrofosfokinasa 1, 2

peptidoglycan hydrolase effectors (efektory hydrolaz peptidoglykanu )
TX sekrecni systém

unscheduled Meiotic gene Expression 6 (neplanovana meioticka exprese genu 6)

the ubiquitin proteasome pathway (ubikvitin — proteazomova draha)



VGRG soucast sekrecniho systému H2 typu VI
Wit wild type (typ pfirozené se vyskytujici)

Zapl zinc-responsive activator protein 1 (protein aktivatoru reagujici na zinek 1)



UVvOoD

Candida albicans je jednim zhlavnich puvodcti nozokomialnich infekei. Infekce
zpusobené timto patogenem se nazyvaji kandidozy. Vyskyt kandidézy v poslednich desitkach
let vyrazné vzrostl. Tento fakt, mize souviset piedevs§im s tim, Ze se na trhu zacaly objevovat
citlivéjsi diagnostické metody z oblasti molekularni biologie. Dal$im zapii¢inénim je schopnost
diferenciace a zvySena rezistence rodu Candida na antimikrobialni latky. Vznikla infekce
komplikuje jednak pribéh primarniho onemocnéni, ale i celou terapii.

Jako v¢étSina mikroorganismi ma i Candida schopnost tvofit biofilmy. Diky této vlastnosti
se zvySuje jejich odolnost k vnéj§im vlivim. Buiiky jsou schopné tvofit jak biofilmy
jednoduché tvotené, jednim druhem mikroorganismd, tak i komplexni biofilmy tvofené
riznymi rody. Tvorba biofilmu zpisobuje komplikace piedev§im ve zdravotnictvi. Biofilmy
kandid se bézné tvoii na zdravotnickém zatizeni, chirurgickych implantatech a jsou jen tézce
odstranitelné z t€chto materialii.

Jednim z dilezitych krokt vyvoje biofilmu je adheze jednotlivych bunék k matrici neboli
podkladu. Pti nedokonalém piichyceni bun¢k dochazi nasledné K odtrzeni celého biofilmu
anemoznosti dalsiho vyvoje. Matrice muize byt rtizného charakteru. Obecné plati, zZe
pro usp&snou adhezi je vhodny hrubsi povrch. Tvorba biofilmu je ovlivnéna biotickymi
i abiotickymi faktory, pfi¢emz konkrétné na adhezi maji vliv i fyzikalni a chemické prostredi
vyskytu planktonnich bun¢k.

Zastoupeni jednotlivych rodid mikroorganismli v komplexnim biofilmu je rtiznorodé
a odviji se od mnoha faktorti. V této praci je sledovana schopnost rlistu vybranych mutantnich
kment C. albicans a C. guilliermondii s bakterii a schopnost rstu na syntetickém povrchu.
Zastupci C. albicans, jejichz DNA je upravena pomoci rekombinantni techniky, maji odlisnou
schopnost riistu a tvorby polymikrobialniho biofilmu. Pfirozené mutace u C. albicans poskytuji
selekéni vyhody v nepfiznivém prostiedi a zajistuji tak pteziti mikroorganismu. Burky
v polymikrobidlnim biofilmu se vzajemné ovliviwyji prostfednictvim nejrizngjSich interakei.
Tyto interakce maji za nasledek potlaeni jednoho kmene ve prospéch druhého.

K méfeni koncentrace biofilmu byla pouzita analyza DNA mikroorganismi metodou
real- time PCR. Vyuziva kvantitativni polymerazové retézové reakce zaznamenané v redlném
case. Kombinuje princip klasické PCR a amplifikaci zalozené na principu fluorescence. Pomoci
real-time PCR je mozna identifikace, kvantifikace i genotypizace mikroorganismu.

Z namé&tenych koncentraci DNA byla vyhotovena analyza a vyhodnoceni vysledk.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rod Candida
Rod Candida patti do ¢eledi kvasinkovité. Tento rod obsahuje vice nez 150 heterogennich
zastupcll. Z nichZ je znamo pouze 65 % a to predevSim z toho diivodu, ze zbyld mensina
zastupcl neni schopna rustu pii 37 °C a netadi se tak mezi lidské patogeny ¢i komenzaly.
Vybrani druhovi zastupci jsou C. albicans, C. auris, C. tropicalis, C. stellatoidea,
C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. krusei, C. viswanathii,
a C. lusitaniae [1]. Jednoznaéné nejrozsifenéjSim a nejvice prozkoumanym zastupcem je
Candida albicans. 80 % odebranych izolat lidské kandidozy tvoti predevsim C. albicans.
Ze vsech zastupct lidsky organismus kolonizuji pouze druhy C. albicans, C. glabrata,
C. dubliniensis a C. parapsilosis. Za ur¢itych podminek, které jsou dany genetickymi,
biochemickymi a morfologickymi zménami, piisobi nékteti zastupci rodu Candida na svého
hostitele bud’ jako komenzal ¢i jako patogen. V mnoha piipadech koexistuji spolu
s mikroflérou hostitele. Zaroven bunky tvoii biofilm za uc¢elem ochrany pfed vnéj$imi vlivy
[1, 2].
Co se tyce genomu kvasinek rodu Candida, tak hlavni rozdil je pozorovatelny
u C. glabrata, jelikoz ma haploidni sadu chromozomt na rozdil od hlavniho zastupce
C. albicans jejiz sada chromozomd je diploidni. Nejvétsi podobnost genomu s C. albicans
ma C. tropicalis [1]. C. parapsilosis lze na zakladé vysetfeni genomu (napf. nahodné
amplifikace DNA, multilokusové enzymové elektroforézy, ptibuznosti DNA, morfotypizace

atd.) rozd¢lit do tii skupin: C. parapsilosis, C. orthopsilosis a C. metapsilosis [3].

1.1.1 Morfologie C. albicans

Candida albicans je soucasti zdravé mikroflory lidského organismu. Kvasinky kolonizuji
zejména gastrointersticidlni trakt, vaginalni oblast, dutinu ustni a ktizi. U zdravého organismu
kvasinky puasobi jako neskodny komenzal zijici v souladu s ostatnimi mikroby v okoli.
V ptipadé jakékoli zmény dojde k naruseni rovnovahy mezi kmeny mikrobli a nékteré kmeny
zacnou ptfevazovat. To nasledné vede k infekci. Infekce zplsobené kvasinkami l1ze rozdélit
na povrchové slizni¢ni a dermalni, jako jsou afty, vaginalni kvasinkové infekce nebo vaznéjsi
hematogenné diseminované infekce. Zmény prostiedi, ve kterém se mikroorganismy nachazi,
jsou zpusobeny napf. uzivanim antibiotik, zména pH, zména stravovani, infekce,
imunosupresivni 1écba a mnohé dalsi. C. albicans je taktéz jednim z hlavnich pivodca

nemocni¢nich infekci. Dokaze infikovat jedince imunokompetentni, ale i kompromitované
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(pacienty podstupujici chemoterapii ¢i pacienty s HIV). C. albicans tvoifi biofilm
na implantovaném zdravotnickém zatizeni (srdecni chlopné, kardiostimulator, kloubni a zubni
protézy apod.) odkud se §ifi do krevniho fecisté. Infikovany materidl musi byt ndsledné
chirurgicky odstranén z téla pacienta a souc¢asné jsou pacientovi podana antimykotika [4].

C. albicans je schopna morfologicky ménit formu své bunky (hyfové, pseudohyfové
bunky a pucici bunky kvasinek) (viz obr.c.1), v zavislosti na okolnim prostfedi. Diky
rozmanitym faktoriim virulence jsou kvasinky schopné infikovat velké mnoZstvi hostitelskych
bungk. V zavislosti na formé kvasinek a hyf se lisi faktory virulence. Soucasné se lisi i exprese

adhezinii a invazini na bunééném povrchu, fenotypovd vyména a sekrece hydrolytickych

enzymu [5, 6].

Obrazek 1 Buiiky C. albicans pod svételnym mikroskopem, métitko 5 pm, pfevzato a upraveno ze zdroje [6].
V ¢asti A jsou zde patrné chlamydospory (znacené trojihelnikem) a hyfy (znacené Sipkou).
V &asti B se nachazi pseudohyfy (znagené hvézdi¢kou), mnohobunééné hyfy (znacené Sipkou) a chlamydospory

(znacené trojuhelnikem).

Klicovym znakem virulence u kvasinek je morfologicka plasticita. Konkrétné pro
C. albicans jsou vySe zminované morfotypy velice dulezité z hlediska odlisnych roli béhem
infekce. Morfologie je indikovana jako reakce na mnoho relativnich podminek hostitele
a soucasné je regulovana komplexnimi signalnimi mechanismy a bunécnymi procesy. Tyto
cykly jsou regulovany cyklin-dependentni kinazou, proteiny kontrolnich bodu, proteazomem,
proteinem tepelného Soku (Hsp90p) a transkripénimi faktory tepelného Soku (Hsfl). VSechny
regulatory spolu kooperuji a vysledkem je modulace morfogeneze [7].

Filamentozni rist je vyvolan jako odpovéd na podméty souvisejici s prostfedim
a hostitelem, které jsou snimany prostfednictvim propojenych signalnich drah. Jednou

z nejduilezitéjsich morfogenetickych signalnich drah  je cyklicka dréha
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AMP - proteinkinazy K (CAMP-PKA). Tato draha reaguje na vétSinu indukujicich podmétu.
Indukéni podméty aktivuji guanosintrifosfatazu (GTPazu) Rasl a stimuluji adenyl cyklazu
(Cyrl), ¢imz dojde k produkci molekuly cAMP. Po zvySeni hladiny cAMP se aktivuje komplex
PKA slozeny ze dvou katalytickych podjednotek Tpkl a Tpk2 a regulacni podjednotky
CAMP- PAK (Bcyl). PKA fosforyluje transkripéni faktor Efgl, ktery je integralnim
regulatorem filamentace [7, 8].

Pro koordinovany bunécny riist a progresi bunécného cyklu je klicova bunécna
signalizace. Obecné eukaryotické buinky prochazi ¢tyfmi vyvojovymi fazemi: G1
(postmitoticka faze), syntéza (S), G2 (premitoticka faze), mitdoza (M) nasledovana cytokinezi
(viz obr. ¢. 2). Bunky prochazeji nejen strukturdlnimi zménami, ale méni se i postup
v bunécném cyklu. Tvorba pupenu kvasinek je koordinovana piechodem z G1 do S faze
po vytvofeni septinového kruhu. Pies kréek pupenu dochézi k nuklearnimu déleni. Vysledkem
cytokineze jsou dvé plné oddé€lené buriky schopné rozptylu po septaci. Podobné je tomu tak
I U pseudohyfalnich bunék s tim rozdilem, Ze bunky setrvavaji delsi ¢as v G2 fazi a diky tomu
ziskavaji podlouhly tvar. U ristu hyf se béhem piechodu z G1 do S faze vytvoii zarode¢na
trubice, ktera se pozdgji stava mistem jaderného déleni. Jedno dcefiné jadro putuje zpét
do matetské bunky, ale cytokineze nevede k oddéleni bunék ani ke konstrikci. Subapikalni
kompartment zstava v G1 fazi, apikalni kompartment pokracuje v bunééném cyklu
a vysledkem je prodlouzeni hyfy za vzniku tubularnich buné¢k. Jednotlivé faze bunééného cyklu
a jejich progrese je koordinovana mnoha cykliny, véetné cyklin-dependentnich kinaz (CDK)
a kontrolnimi proteiny. Spravna progrese bunééného cyklu je nedilnou soucasti morfogeneze,
na niz navazuje filamentace. Filamentace je podstatnou soucasti homeostazy proteind. Vzniku
proteinli se ucastni 1 molekuldrni chaperony, kde pomahaji skladani proteind. Prostfednictvim
ubikvitin — proteazomové drahy (UPP) dochazi k degradaci proteinti. Molekularni chaperon,
protein Hsp90p a Hsflp reguluji proteostazu a jsou tak kliCovymi regulatory morfogeneze.

Bunéény cyklus spole¢né s proteastazou u C. albicans piipiva k regulaci filamentace [7, 9].
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Obrazek 2 Bunéény cyklus kvasinek, pfevzato a upraveno ze zdroje [1].

U C. albicans normalni progresi bunétného cyklu pierusuji genotoxické stresy
(napf. farmakologickd 1écba) a aktivuji tak kontrolni body cyklu. K tomuto naruseni mize
dochazet v jakékoliv fazi bunééného cyklu. Jako reakce na naruseni bunécného cyklu dochazi
k morfogenni zméné, ktera zplsobuje naruSeni syntézy DNA nebo naruseni mitdzy.
Xenobiotika, ktera poSkozuji DNA, jsou napf. hydroxymocovina, aphidicolin,
methylmethansulfonat,  ktery  naruSuje = S-fazi.  Vysledkem je  prodluzovani
bungk. Nocodazolem je naopak naruiena mitéza. Ustfednim krokem bunééného cyklu
je replikace DNA, z toho divodu je tento krok nejvice pod dohledem kontrolnich proteinti.
Dilezitym kontrolnim proteinem je proteinkinaza Rad53. Fosforylaci proteinkinaza Rad53
pozastavuje replikaci a spousti mechanismy opravy DNA a defosforylaci naopak usnadiuje
prabéh replikace. Obecné je Rad53 nezbytny pro morfogenezi indukovanou genotoxickym

stresem [7, 10].

1.1.2 Patogenni kmeny C. albicans

C. albicans je bézn¢ se vyskytujici patogen zpusobujici rizné infekce od slizni¢nich
po systémové. Radi se mezi oportunni patogeny, jako komenzal kolonizuje vétinu oblasti
lidského t¢la. V kolonizovanych ¢astech lidského organismu je proliferace C. albicans
regulovana imunitnim systémem. V pifipadé¢ dysfunkce imunitniho systému ¢i naruSeni
hostitelského prostiedi dojde ke zmén¢ komenzéla na patogen, ktery zplisobuje t€zké infekce.
Tento patogen je nejcastéji nalezen na sliznicich dychacich cest, hlubokych tkani ¢i organi.
Infekce mize byt zplsobena i zavedenim katetru nebo trvalych implantatd pacientovi [6].

Tvorba biofilmu na slizni¢ni tkani dutiny 0stni spada do oralnich infekci. Objevuje
se u imunokompromitovanych jedinci a projevuje se krémove bilymi lozisky na patie, bukalni
sliznici, jazyku a hltanu. Klinicka kandidoza muze vést k infekcim i dal$ich sliznic, zejména
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vaginalni. Biofilm kandid naruSuje vaginalni mikrobiom, dale produkci estrogenu a stimuluje
akutni zanét [6, 11].
chronickych kandidoz. Biofilm je vytvotfen na povrchu katetru ¢i implantatu, bunky kandid jsou
tak chranény pied piisobenim imunitniho systému. U pacienti se objevuje zanét mocovych cest,
selhani hlasivek, zanét kloubd, nefunkénost nervového systému. Velky problém ptestavuje
tvorba biofilmu na srde¢nich implantatech, vznikaji tak infekce srde¢nich chlopni. Terapie
obnasi podani antimykotik a odstranéni implantatu [11].

Zavaznost téchto infekci je spojena s vlastnosti kandid tvofit biofilm. Soucasti
rezistence biofilmu je B-1,3-glukan, ktery brani difuzi antimykotika. Vyznamné antimykotikum

je ketokonazol, extracelularné se akumuluje v biofilmu a inhibuje tvorbu hyf [6, 12].

1.1.2.1 Pisobeni antimykotik a mechanismy rezistence Candida spp.

V soucasné dob¢ se zvysil pocet infekci zpisobenych kvasinkou Candida. Mechanismus
vétsiny antimykotik je destabilizace plazmatické membrany. Je to z toho divodu, ze jsou
schopné porusit fosfolipidovou dvojvrstvu bunky a zajistit tak unik cytosolu S naslednou
bunéénou smrti. Penetrace do membrany je hlavni funkce hydrofobnich 1é¢iv. Soucasné vnéjsi
iontové naboje fosfolipidii poskytuji elektrostatickou silu vyvéazenou protiionty stabilizujici
bunéénou membranu. DalSim zpisobem poruSeni membrany je odstranénim té€chto iontl
pomoci iontové vymény nebo jejich odtokem. Uginnost penetrace byva &asto nizka z déivodu
velké tloustky vnéj$iho ochranného obalu. Ke zvySeni G€innosti se pouZivaji kotvici linkery.
Dalsim problémem u difuze Ié¢iva jsou husté sité biopolymerl. K zesiténi a sestaveni
biopolymerit dochazi uvnitf bunééné stény. Strukturdlni integritu bunétné stény zajist'uji
glukany a chinin. Opét pti vyuziti tohoto poznatku je mozné dosahnout poruseni bunééné stény
a moznosti pouzit k zaléceni antimykotika s m¢lkym prinikem [13].

Podle chemického charakteru se antimykotika rozdéluji na azoly, echinokandiny
a polyeny. Nejrozsiten¢;si skupinou v minulosti byly azoly. Ty inhibovaly syntézu ergosterolu,
ktery je nezbytnou soucasti plazmatické membrany kvasinek. Inhibice probiha ptisobenim
azoli na enzym zodpovédny za syntézu 14-a-sterol demetylazu. Byly vypozorovany tii
mechanismy vzniku rezistence na azoly: prvni mechanismus spoc¢iva ve schopnosti od¢erpavat
1é¢ivo z buitky pomoci zmény bunééné stény. Jde o vysledek up-regulace geni prostiednictvim
bodovych mutaci a transkripcnich faktorti kddujici efluxni pumpy. Druhy mechanismus neni

tak Casty a jedna se 0 zménu Ci zvySeni regulace genu kodujici cilovy enzym 14-a-sterol
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demetylazy [14, 15]. Tteti mechanismus je vznik metabolické drahy, ktera neni narusena
antimykotikem a zQstdva tak zachovana funkéni bunééna membrana. Naproti tomu
echinokandiny naruSuji syntézu B-d-glukant, které jsou soucasti buné¢né stény kvasinek.
Konkrétné se jedna o nekompetitivni inhibici B-d-glukansynthazy. Byla zjisténa rezistence
I na echinokandiny bodovych mutaci v genech FKS1 a FKS2. Vysledkem je zaména
aminokyselin serinu za prolin a fenylalaninu za tyrosin, coz vede ke zmén¢ cilového mista
pusobeni [12, 14]. Polyeny se podobné jako azoly vazou na steroly, pfedev§im na ergosterol
a podnécuji tak porovitost bunécné stény. Pii vzniku rezistence se piredpoklada uplna absence
ergosterolu ¢i jeho odlisna struktura. 5-flucytosin je podavan soucasné s jinym antimykotikem
a uplatiluje se jako antimetabolit pfi kompetitivni inhibici s uracilem béhem syntézy RNA.
U syntézy DNA interferuje s enzymem thymidylat synthetdzou. 5-flucytosin neni vhodné
pouzivat monoterapeuticky z divodu piitomnosti primarni rezistence a rozvojem sekundarni
rezistence. Podstata primarni rezistence je mutace enzymu permeazy kodovaného genem FCY2
(purin/cytosinova permedza) nebo ztratou aktivity anasledkem je zhorSena schopnost
vychytavani 1é¢iva [14].

Diky tomu, ze druhy rodu Candida jsou nejcastéjsim oportunnim lidskym patogenem,
vede Casté pouzivani antimykotik k rozvoji rezistence na onemocnéni zpasobujici tento rod.
Rezistenci u Candid zajistuji mnohé mechanismy, z nichz nejlépe popsanym je vylucovani
léCiva z buiiky a soucasné naruseni importu 1é¢iv dovnitt buiky. Mezi dal$i mechanismy
rezistence patii chromosomalni duplikace, zména a zmnozeni cilovych mist patogenu. Dilezité
prokézané drahy rezistence jsou stresové odpovédi na oxidacni, osmotické, termické, nutriéni
a nitrosativni stresory. Vyvoj rezistence je multifaktorovy proces zavisejici na hostiteli
i vlastnich bunék kandid [16].

Dlouhodoby monitoring mechanism rezistence je vhodny pro odhad chovani houbové
infekce a rychlou reakci na infekci. V takovémto ptipadé se hovofi o terminu mykologicka
rezistence, coz je schopnost kandid rdst v antimykotickém prostiedi [12]. Béhem testovani
se hodnoti parametr minimalni inhibicni koncentrace (MIC), ktery hodnoti citlivost

antimykotika vii¢i houbam v in vitro prostredi [14].
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1.1.3  Mutantni kmeny

Genom C. albicans ma vysokou schopnost pfizptisobovat se prostfedi napi. selekénim
tlakim ¢i pasobenim antimykotickych latek. S genetickymi zménami lze pozorovat i zmény
v karyotypu. Pifirozené genomové mutace zajist'uji kandidam existen¢ni vyhody a vétsi Sanci

na pomnozeni [17].

1.1.3.1 Genetika tvorby mutantnich kmenu C. albicans

Candida albicans je mikroorganismus, jehoz DNA je podrobné zkoumana a soucasné
upravovana. Kandidy jsou schopné parasexualniho cyklu s absenci meiozy. Vznika tak vysoce
rekombinantni potomstvo obsahujici alely obou rodi¢ovskych bunék. Uginnou metodou, jak
upravovat genom kandid a vytvofit tak nové mutantni kmeny, jsou techniky rekombinantni
DNA. Timto zptisobem bylo pfipraveno ptes 1000 genovych mutantii diploidniho charakteru.
Transkripéni analyza je dalSim pfistupem pouzivanym k profilovani celého genomu. S tim uzce
souvisi 1 proteomické techniky, diky kterym je mozna identifikace proteinli exprimovanych
v biofilmech. Tyto techniky potvrdily rozdilnou exprimaci MRNA mezi biofilmy
a planktonickymi bufikami. Lze rozlisit transkripéni regulatory, které kontroluji a soucasné
reguluji vyvoj biofilmu a neregulac¢ni geny, které se déale déli na zadklad¢ schopnosti zlepsit
prilnavost, zvysit funkénost bunécné stény ¢i filamentace, zvySovat rezistenci vaci 1ékim,
schopnost tidit extracelularni matrix a v neposledni fadé fidit disperzi [18].

C. albicans ma vyraznou genetickou a fenotypovou rozmanitost. V heterozygotnich
burikach je obsazen jaderny diploidni genom o velikosti 14,4 MB, ktery je uspofadan do osmi
chromozomt. V patogenezi hraje vyznamnou roli nestabilita genomu. Genova nestabilita
formuje vlastnosti buiiky jako je rychlost rustu, morfologie, odolnost vici stresorim jako
napf. antimikrobialni peptidy, antimykotika a soucasné ovliviiuje patogenitu béhem infekce
[19]. ,,Standardni klinicky izolat* pouzivany jako laboratorni gen C. albicans SC5314 obsahuje
43 665 heterozygotnich pozic. Tyto heterozygotni pozice jsou nerovnomérné distribuovany
V genomu a mezi izolaty se jejich frekvence 1isi [17].

Genotyp C. albicans lze rozdélit do tii skupin: A (450 bp), B (840 bp), C (450 a 840 bp)
na zaklad¢ ptitomnosti ¢i nepfitomnosti intronil v transkribované oblasti spaceru 1 26s rDNA

[20]. Markery jednotlivych genotypi jsou vidét na obr. ¢. 3.
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Genotyp B
840 bp

Genotyp A ﬁ
450 bp

Genotyp C
450 & 840 bp

Obrazek 3 Piiklady genotypt A, B, C ziskanych pomoci PCR RFLP z izolati C. albicans, ptevzato a upraveno
ze zdroje [20].

1.1.3.2 Vybrané mutantni kmeny

Acdrl

Gen CDR1 koéduje plejotropni ABC efluxni transportér mnoha 1éciv. Soucasné
poskytuje rezistenci navybrané chemické latky vcetné nisomycinu, cykloheximidu,
flukonazolu, mikonazolu, ketokonazolu, itrikonazolu, nystatinu, terbinafinu, amorolfinu,
brefeldinu A, amfotericinu B, flufenazinu a také estrogenu. Ugastni se apoptézy indukované
farnesolem prostfednictvim gluthation efluxni aktivity. Dal§i funkci je translokace
membranovych lipidi, vcetné aminofosfolipidli, ¢imz reguluje asymetrickou distribuci
fosfatidyletanolaminu [21]. Co se tyka vlastnosti C. albicans s absenci genu CDR1, je obecné
snizend rezistence na anisomycin, cykloheximid, flukonazol, itrakonazol, ketokonazol

a mikonazol. Naopak je patrna abnormalni akumulace fosfadylethanolaminu [65].

Arhbl

Gen RHB1je soucasti plazmatické membrany a jeho molekularni funkci je GTPazova
aktivita. Vaze molekuly GDP a GTP. Podili se na vlaknitém rdstu populace regulovaném
dusikem, zaroven je soucasti vzniku jednodruhového biofilmu na nezivém substratu [21].
V neptfitomnosti genu RHB1 v bunikach je velikost bunék véEtsi a maji zvySenou tvorbu
biofilmu. Zaroven je snizeny vlaknity rist a bunky maji niz§i rezistenci na rapamycin

a hygromycin B [65].

25



Ahap5

Gen HAP5 se v buiice nachazi v jadie a soucasné také v komplexu heteromerniho
transkripéniho faktoru CCAAT, kde funguje jako aktivator i represor V zavislosti na jeho
interagujicich kofaktorech. Jeho molekularni funkci je vazba s DNA a transkripénimi faktory.
Co se tyka biologickych procesti, ucastni se bunéné odpoveédi na alkalické ¢i neutralni pH,
teplotu, médnaté kationty, ovliviiuje pozitivng, ale i negativné filamentarni rast [21]. V ptipadé
chybgjiciho genu HAPS v jadre, buiika vykazuje sniZzeny vegetativni rast, snizenou odolnost

vuci alkalickému prostiedi a koviim. Naopak ma zvySenou odolnost na rapamycin [65].

Ahap43

Gen HAP43 se stejn¢ jako gen HAPS nachazi v jadie a v komplexu transkripéniho
faktoru CCAAT. Je také soucasti regulacniho transkripéniho komplexu RNA polymerazy II.
Vazbou DNA transkripéniho aktivatoru dojde ke zvySeni aktivity RNA polymerazy II. Zaroven
reguluje transkripci z promotord RNA polymerazy Il v zavislosti na vlivu pfitomnosti Zeleza,
stresoru (jako je zména teploty ¢i ionizujici zafeni, vihkosti a oxidativniho stresu [21]. U bunék,
které postradaji gen HAP43 byla zaznamenéna mensi velikost buné€k, snizend tvorba biofilmu

a niz8i schopnost virulence. Soucasné tyto buitky maji vyssi odolnost vii¢i fagocytoze [65].

1.1.4 Biofilm C. albicans
Kvasinky stejn¢ jako ostatni mikroorganismy se vyskytuji ve dvou forméch. Prvni
forma planktonni Zije samostatné, druha zije v konformaci zvané biofilm [22]. Tvorba biofilmu
u kandid, ale i u vétSiny mikroorganismtl, pfedstavuje jeden z hlavnich faktord virulence [23].
Biofilm je definovan jako vysoce organizované mikrobidlni spolecenstvi. Predstavuje
jeden z hlavnich virulentnich faktorti pfispivajici ke vzniku kandidézy. Tvorba biofilmi
komplikuje 1é¢bu a vede tak k vysoké mortalité a morbidité [24].

Biofilmy C. albicans jsou slozité struktury tvofené riznymi typy mikrobialnich bunék:
pucici buiiky kvasinek kulatého tvaru, pseudohyty, které maji elipsoidni tvar a jsou uzavieny
ve svych pifepazkach a vyzrala forma zvana hyfy, jejichz stény jsou rovnobézné bez
viditelného z(Zeni. Buiky jsou uloZené do extracelularni polysacharidové matrice majici
ochrannou funkci. Biofilm je spojen s hostitelskou tkani nebo abiotickymi povrchy. Matrice
se uplatnuje jako fyzickd ochrana pred vné&jsim prostiedim a zajistuje integralni celistvost
biofilmu. Pfitomnost matrice je rozhodujici v rezistenci kvasinek proti ptisobeni imunitniho

systému hostitele, antimykotik ¢i mechanickym vlivim [5, 25].
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1.14.1 Vznik a vyvoj biofilmu

Vznik biofilmu kandid l1ze rozd¢lit do Ctyt vyvojovych stadii: adheze, proliferace, zrani
a disperze Jak lze vidét na obr. ¢. 4, tvorba biofilmu je cyklicky proces, ktery je zahajen
po povrchovém kontaktu jednotlivych planktonickych bun¢k. Je mozné rozlisit reverzibilni
(krok I), ireverzibilni piipojeni (krok II) a zrani biofilmu (krok III-IV). Na kazdé vyvojové
stadium lze uplatnit vzorec produkce proteint a genové exprese [22, 24].

Z pocatku adheze se kvasinky ptichyti k podkladu pomoci hyf (krok I) a vytvori bazalni
vrstvu, ta ukotvi vznikajici biofilm k povrchu [24]. Bunky, které pfilnuly k substratu, ztraci
expresi gent hyf a bi¢ikl. Produkuji se slozky biofilmové matrice, indukuji se mechanismy
rezistence na antimykotika (v€etné¢ efluxnich pump) a zvySuje se hladina
determinant virulence (krok 1) [22, 24]. Lze zpozorovat odlisné chovani bun¢k v biofilmu od
planktonickych bun€k s charakteristickymi vlastnostmi pfedev§im vyss$i odolnosti
k imunitnimu systému hostitele, a dale pak zvySujici toleranci ke stresortim, jako je hladovéni,
dehydratace a ptsobeni antimykotik. Tyto vlastnosti jsou vyznamné piedevsim pro klinické
ucely, ale také i pro pramysl [22].

Nasledna prolifera¢ni faze (krok III) je charakteristickd vznikem filament vedouci
k tvorb¢ hyfovych a pseudohyfovych bun¢k. Filamenta se dale prodluzuji béhem celého
vyvoje biofilmu a vytvafi tak slozitou sit’ udrzujici pevnost a robustnost biofilmu [24].
Soucasné v této fazi bunky kvasinek produkuji hydrolytické enzymy: proteinazy, hemolyziny
a fosfolipazy, coz napomaha kvasinkdm proniknout do hostitelské tkané [5].

Nasleduje faze zrani, pii které se hyfy obklopi exopolymernim obalem. Ten drzi celou
strukturu biofilmu pohromadé. U kandid se exopolymerni obal sklada z polysacharida
(o- mannan; B-1,6-glukan a B-1,3-glukan), proteind, lipidd a eDNA (extraceluarni DNA).
Biofilmy dozravaji do maximalni tloustky (krok 1V). Soucasné Casto dochazi k odlupovani
¢asti biofilmu v disledku mechanického nebo smykového napéti [22].

Na rozdil od oddéleni je disperze neboli rozptyl fizenym procesem biofilmu. V tomto
vyvojovém stadiu biofilmu kvasinky uvoliuji sekundarni buiiky za tcelem rozsitit infekci
(krok V). Je tak zajisteén ,,zivotni cyklus biofilmu* [24, 26]. Je dtlezité klinicky podchytit fazi
disperze, a to nejen z toho diivodu, aby se nerozsifovalo ohnisko infekce, ale aby se kvasinky
nesifily do krevniho fec€isté [5]. Prechod biofilmu na planktonické bunky je rizikovy proces
Z hlediska nizsi ochrany pted okolnimi vlivy, a prave na toto stadium se snazi zacilit nékteré
metody 1écby infekcei [22]. Cely vyvojovy proces trvd 24-48 hodin a tloustka biofilmu je

az n€kolik mikrometrt [18, 24].
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Obrazek 4 Tvorba a vyvoj biofilmu, pfevzato a upraveno ze zdroje [22].
Schéma A naznaCuje cyklicky proces tvorby biofilmu. Biofilm vznika pfichycenim planktonnich bunék
k podkladu, pokracuje vrstvenim bunék a kon¢i disperzi bunék do prostoru.

Schéma B ukazuje vzhled jednotlivych stadii tvorby biofilmu vedouci k disperzi bunék.

Kvasinky, které se nachazi v biofilmu, méni své fenotypové znaky, coz je zasadni
pro pteziti bun¢k. Candida albicans jakozto polymorfni houba je schopna Zivota v ruznych
morfologickych formach. Tvorba téchto vlaknitych forem se oznacuje pojmem morfogeneze.
Soucasn¢ tvorba hyf je regulovana faktory souvisejicimi s virulenci. Zména fenotypu
U kvasinek byla vyvinuta za G¢elem ochrany pied vnéjSimi vlivy a usnadnéni souZiti jako
komenzal s ostatnimi builkami, napf. biofilm ve stfevnim traktu. Zaroven ale
mohou podporovat virulenci kvasinek. Samotnou morfogenezi spousti pisobeni okolnich vlivi
na buiiku, jako neutrdlni pH, zvySeni teploty, pfitomnost urcitych zivin, signaly hladovéni,
hladiny CO2 a Oz, hustota bun¢k a kontakt s fyzickymi povrchy. Iniciace hyfy a nasledné
udrZeni hyfy jsou dva obecné kroky, které si morfogeneze vyZzaduje. Na piiklad pro hyfalni
iniciaci je signalem zvySena teplota. Dojde K odstranéni filamenta¢niho represoru Nrgl

(regulator transkripce Nrgl) z oblasti promotoru HAG (hyfa-asociované geny), nasleduje vazba
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Brgl (GATA-transkripéni faktor) na misto chybéjiciho Nrgl. Tato reakce aktivuje histon
deacetylazu Hdal, nasleduje remodelace chromatinu austanoveni filamentdzniho
chromatinového stavu, ktery podporuje udrzeni hyfy a expresi HAG. V této formée se vyskytuje

celou dobu setrvani v biofilmu [25, 27].

1.1.4.2 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu je vysoce organizovana. Biofilm je tvoifen samotnymi buinikami
ulozenymi v extraceluldrni matrici. Pfitomnost extraceluldrni matrice zajistuje ochranu pred
okolnimi vlivy. Chemické sloZzeni matrice je dynamické v zavislosti na prostredi (zmény teplot,
pH, typ ristového média apod.). VZdy se ovSem v matrici vyskytuji makromolekuly jako jsou
proteiny, polysacharidy, lipidy a nukleové kyseliny. Proteiny a glykoproteiny tvofi cca 55 %
hmotnosti matrice, z nichz vétSina je tvofena enzymy zajistujicimi metabolické drahy
v biofilmu (metabolismus sacharidii, aminokyselin, degradace matrice podporujici rozptyl
biofilmu). Druhou nejvétsi skupinou v matrici jsou polysacharidy. Ty jsou tvofeny
monosacharidy arabinosa, manosa, glukosa a xylosa. Jejich vzijemna koncentrace se lisi.
Nejhojnéji zastoupené jsou mannany, konkrétné a-1,2, rozvétvené a a-1,6-mannany spojené
S linearnimi B-1,6-glukany v komplex zvany mannan-glukanovy komplex (MGCx). V hojnosti
zastoupeni jsou na tfetim misté lipidy. Biofilm tak obsahuje z pievazné ¢asti glycerolipidy
a minoritni slozkou jsou sfingolipidy. Na neutralnich glycerolipidech jsou ukotveny mastné
kyseliny, z nichz jsou nejvice zastoupena kyselina olejova a linoleova, s nizsi koncentraci pak
kyselina palmitolejova, palmitova, stearova a myristova. Zastupcem polarnich glycerolipidi je
fosfatidylethanolamin. DalSimi lipidy pfitomnymi v biofilmu je ergosterol, hlavni zéastupce
sterold, a prostaglandin — prekurzor eikosanoidi. Z nukleovych kyselin se zde vyskytuje eDNA
slozena z nahodnych nekodujicich sekvenci. eDNA je do matrice uvoliilovdna bunécnou lyzi,
systémem quorum sensing a vyluc¢ovanim z vezikul [13, 23].

Mezi jednotlivymi exopolymernimi slozkami extracelularni matrice dochazi k interakci
a dava vzniknout celé struktufe matrice. Vysledna struktura ma vzhled soudrzné hydratované
trojrozmérné sité. Hlavnim piispévkem ke struktufe je interakce komplexu MGCx. Interference
se syntézou nebo exportem konkrétni slozky vede ke zméné koncentraci ostatnich
polysacharidi. U smiSenych biofilmid s mutantnimi kmeny je matrice koordinovéana
extracelularné u téch mutantd, kterym chybi dany typ polysacharidu, je doplnéna sousednimi

bunkami. Dalsimi fyzikaln¢ - chemickymi interakcemi, které prispivaji ke stabilité biofilmu,
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je vzajemné ,,propleteni biopolymert.. Vyznamnou roli zde ma i eDNA zajistujici strukturalni

intergritu potfebnou pro udrzeni biofilmu [27, 28].

1.1.4.3 Regulace biofilmu

Tvorba biofilmu je fizena deviti hlavnimi regulaénimi geny (EFG1, BCR1, BRGI,
NDT80, TEC1 a ROB1, FLO8, GAL4, RFX2) [29, 30]. EFG1 a TEC1 reguluji bunétnou
morfologii, NDT80 se podili na tvorb¢ struktury biofilmu a BCR1 propojuje funkci bunék
s hyfami. Geny BGR1 a ROBL1 jsou piitomny pouze u druhu tzce spojenych s C. albicans.
Dalsi regula¢ni geny zajistuji specifictéjsi procesy jako napt. HWP1 rist hyf, GSC1 a MNN1
produkeci extraceluldrni matrice a geny CDR1 a MDR1 se podileji na rezistenci 1é¢iv. U bungk,
které exprimuji vySe zminéné geny, byly zjiStény mirné rozdily fenotypu biofilmu, napf.
snizend tloustka vytvofeného biofilmu, mensi pocet hyfalnich bunék ¢i nedostate¢na
adherence k podkladu. V souladu s témito experimenty je tfeba identifikovat i mnohé dalsi
geny zodpovédné za rist a funkci biofilmu [29, 31].

Proces adherence zahrnuje vice gent kddujicich adheziny. Adheziny obsahuji
glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy. Tvorba adhezini souvisi s typem povrchu
(silikonovy povrch, polystyrén, zde se uplatiiuje piedevsim BCR1) [29].

Na produkci extracelularni matrice se podileji transkripéni modulatory Rlml a Zapl
(transkripéni modulator citlivy na zinek). Extracelularni matrice je smési pfevazné
glykoproteint, sacharidi, dale pak lipidi a nukleovych kyselin. Soucasti jsou také
extracelularni enzymy zajist'ujici nékolik funkci, a to pfedevSim traveni bunécnych slozek,
podporu disperze a ochranu pted imunitnim systémem [18, 29, 30].

Jak jiz bylo feceno, hyfy jsou tvofeny po celou dobu zrani biofilmu. Na tvorbé hyf
se podileji uz zminéné geny EFG1, NDT80, ROB1 a TECL. U nékterych ptibuznych druhti
napt. C. parapsilosis l1ze vidét hyfy krat$i a v menSim poctu vici hyfam u C. albicans.
Vysledny biofilm je tak stabilnéjsi. Vyzraly biofilm je poté schopny disperze. Tento proces je
regulovan transkripcnimi regulatory Ume6, Nrgl a Pesl [29, 30, 31].
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1.1.4.4 Quorum-sensing

Quorum-sensing slouzi nejen kandidam, ale i obecné mikroorganismim ke vzajemné
interakci a fadi se tak mezi univerzalni systém chemické komunikace. Jde tedy o komunikaci
C. albicans sjinymi bunkami v biofilmu. Komunikace je fizena rozpustnymi
quorum - sensing molekulami (QSM) nebo autoinduktory, ty jsou do okoli vyluovany
V zavislosti na bunééné hustoté biofilmu. C. albicans reguluje déleni bunék a tvorbu
polysacharidové matrice [32]. NejvyznamnéjSimi zastupci QSM je farnesol, tyrosol,
homoserin lakton (HSL — QSM P. aeruginosa). Souc¢asn¢ je komunikace umoznéna i diky
pfitomnosti mastnych kyselin, (pfedev§im kyselinou maselnou, kaprinovou, palmitolejovou,
linolovou aarachnoidovou), dale pak pomoci eikosanoidim proteinim a peptidim,
rapamycinu, geldanamycinu a inhibitorim histondeacetylaz. N&které z vyjmenovanych
molekul jsou produkované ptimo kvasinkami za ucelem autoregulace tvorby hyf (napt. QSM,
eikosanoidy) ajiné jsou sekretované buinikami hostitelského organismu ¢i jeho stievni
mikroflory (mastné kyseliny, proteiny, peptidy apod.) [25].

Aktivované signalni drahy stimuluji morfogenezi a expresi HAG. Nasleduje kaskada
aktivacnich a inhibi¢nich reakci, jejichz vysledkem je regulace morfogeneze a koregulace
Siroké Skaly znakd virulence. Vysledkem kaskady reakci je také aktivace nebo inhibice
klicovych transkripénich regulatorti napt. Efgl, Czfl, Cphl, Tecl, Flo8 a Nrgl. Ty fidi

expresi genl potiebnych pro tvorbu hyf a genti asociovanych s hyfami [25].

1.1.45 Klinické dusledky biofilmu

C. albicans spole¢né s C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis a C. parapsilosis spadaji
mezi multirezistentni patogeny zpisobujici invazivni onemocnéni [19].

Invazivni kandidéza je nozokomialni infekce, pfi¢emz hlavni zdroj nakazy je jednotka
intenzivni péce. M4 vysokou morbiditu 1 mortalitu pfedev§im u déti, imunosuprimovanych
a starSich osob. Klinicka diagnodza je obtizna z diivodu nespecifickych systémovych ptiznaki
[19].

Nejvyznamnéjsi rizikové faktory pro vznik infekce jsou: antibioticka 1é¢ba s naslednym
chirurgickym zdkrokem, neutropenie, parenteralni vyZiva, mocovy Kkatetr, nécktera
onemocnéni (napi. hemoragickd malignita, solidni nédor, srde¢ni onemocnéni, trauma,
neurologické onemocnéni, gastrointersticidlni, plicni, cévni onemocnéni, transplantace
organt, genetické onemocnéni ¢i vrozena malformace, onemocnéni ledvin, jater, slinivky

biisni, diabetes mellitus). U  tézce imunokompromitovanych  pacientl
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se z lokalnich povrchovych infekci ust, hrdla nebo reprodukénich organti vyviji systémova
infekce postihujici ob&hovy systém a dalsi hluboké tkané. Chronickd expozice
C. albicans atopické dermatitidy vede k produkci specifického imunoglobulinu E (IgE) vuci
antigentim této kandidy [19, 20].

1.1.5 Morfologie C. guilliermondii

Candida guilliermondii spada mezi vzacné druhy rodu Candida, které ptedstavuji 8 %
vyskytu z celého rodu [33]. Podobné jako C. albicans je C. guilliermondii geneticky
heterogenni komplex [26, 34]. Zahrnuje n¢kolik fenotypové nerozeznatelnych druhu, jako jsou:
C. guilliermondii sensu stricto, Candida fermentati, Candida carpophila a Candida xestobii
[33, 34]. Z nichz jsou C. guilliermondii sensu stricto, Candida fermentati a Candida carpophila
povazované za lidské patogeny [33]. Kandidémie iniciované C. guilliermondii se vyskytuji
Vv omezené mife pouze v 1- 3 % piipadl v zavislosti na geografické poloze [34]. Virulence
celkoveé u komplexu C. guilliermondii je mnohonasobné nizsi, nez u C. albicans. U komplexu
C. guilliermondii je potvrzena niz$i nachylnost k azolim a echinokandinim a infekce
kandidémii byla hlaSena hlavné u pacientli s chronickym onemocnénim, zejména s rakovinou.
Soucasné nizky pocet hlaSenych ptipadi znamena nedostate¢nou identifikaci tohoto komplexu
jako pivodce infekce [33].

Bunky C. guilliermondii jsou drobného a kulatého tvaru, ty se nasledné prodluzuji
do podlouhlého tvaru a vytvaieji pseudohyfy. Rozmnozuji se pu¢enim [26]. Schopnost tvofit
biofilm je vyrazné nizsi nez u C. albicans (wt) kmene SC5314 [34]. V prostiedi antimykotik
(anidulafunginem a mikafunginem) byly zjistény zmény v ristu biofilmu. Komplexni biofilm
byl tvofen pfevazng¢ vrstvou sevienych blastospor bez hyf a pseudohyf [33].

Bunéény obal skladajici se z bunétné stény a cytoplazmatické membrany je obdobny
jako u C. albicans. Obsahuje chitin, jehoz koncentrace se zvySuje pii reakci na expozici

subletalni koncentrace kaspofunginu (antimykotikum ze skupiny echinokandiny) [15].

1.2 Rod Pseudomonas

Zrodu Pseudomonas je nejvyznamnéjsim druhem Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa). P. aeruginosa je gramnegativni, pohybliva tyCinka. Délka tyCinky je 1-5 pum
anasitku 0,5-1,0 um. Radi se mezi fakultativné aerobni bakterie. Soucasné je schopna
i anaerobniho rustu V prostiedi dusi¢nani jako terminalni akceptor elektronti. Béhem ristu
vykazuje omezené fermentacni vlastnosti, diky kterym je snizen nebo zcela pozastaven rist
kolonii. P. aeruginosa je schopna rustu v rozmezi teplot od 4-42 °C, pficemz optimalni teplota

kultivace je 37 °C. Pavodni kmeny P. aeruginosa jsou schopné rozkladat polycyklické
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aromatické uhlovodiky a casto tak jsou detekovany ve vodnich nadrzich odpadnich vod,
ale i v nemocni¢nim prostiedi [35].

Pseudomonas aeruginosa je oportunné patogenni bakterie, zpisobujici akutni i chronické
infekce otevienych ran a mocCového méchyfe. Muze byt i1 komplikaci béhem
chemoterapeutické 1écby nebo jakéhokoli zdravotniho stavu oslabujici imunitni systém
(napf. cysticka fibroza) [36]. P. aeruginosa je také Casty puvodce nozokomialnich infekci,
zaroven je 1 obtizn¢ lécCitelna diky jeji schopnosti obrany vici pfirozené imunitni reakci
hostitele a vysoké odolnosti k Sirokému spektru antibiotickych latek. Ma Siroké spektrum
virulentnich mechanismt, diky kterym snadno dochazi k infekci a kolonizaci. Jednim
ze zasadnich mechanismi je quorum-sensing (viz kapitola 1.1.4.4. Quorum-sensing) a hlavni
sekreéni systémy typu 2, 3, 6 (tedy T2SS, T3SS, T6SS). Jejich vylucované proteiny a toxiny
pusobi jako faktory virulence [37]. Konkrétn¢ T2SS v extracelularnim prostiedi vylucuje
protedzy 1V, elastazy LasA a LasB, fosfolipazy C a enterotoxin, pyoverdin [36, 37]. VSechny
tyto proteiny jsou transportovany pres cytoplazmatickou membranu pomoci Sec a Tat
mechanismim. T3SS v blizkosti cilové bunky ,,vstéikuji* enterotoxiny (ExoS, ExoT, ExoU,
ExoY) piimo do cytoplazmy. Dochazi tak k inaktivaci bunéénych substrati véetné GTPaz.
T6SS je slozen z jadernych gent (TSSA-C, TssE-G, TssJ-M, HCP, VGRG a CLPV) tvotici
klicové struktury. T6SS tedy koduje shluky ozna¢ované jako H1-T6SS, H2-T6SS, H3-T6SS.
H1-T6SS se podili na transportu sedmi antimikrobidlnich toxinid, které se zaméiuji
na bunécnou sténu, nukleové kyseliny a dalsi bunééné kompartmenty. H3-T6SS je schopen
ziskavat zelezo a ovliviiovat antimikrobialni aktivitu [37].

Tvorba biofilmu je ovlivnéna mnoha faktory véetné podminek kultivace a pocatecni
velikosti inokula. Diky tvorbé biofilmu, podobné jako Candida, jsou schopné snadno piezivat
na biotickych i abiotickych povrsich, jako je 1ékaiské vybaveni po dezinfekci. K vétsimu
rozvoji infekce piispiva i vznik perzistentnich bunék neboli subpopulace vykazujici nedélici
se stav, nizkou silu pohybu protonil, sniZzenou translaci a nizsi hladiny ATP. Vyskyt t&chto
bun¢k byva vyvolan naduzivanim konvencnich antibiotik a enviromentadlnim stresem.
Perzistentni bunky se od kmene nejvice se vyskytujiciho v pfirozeném prostiedi (wt) lisi
i ve fenotypu: mensi velikost kolonii, pigmentace. Béhem 1écby napi. antibiotiky tyto
perzistentni buniky ptechédzi do hybridniho stavu, ve kterém jsou schopny tolerovat vysoké
davky léciva a po ukonceni podavani 1éCiva se dostavaji opét do metabolicky aktivniho stavu
[36].

Tvorba biofilmu je komplexni proces, béhem které¢ho buiika piijima signaly z okoli,

na které nasledné reaguji regulacni mechanismy. Zasadni roli hraje tvorba extraceluarni
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polymerni latky (EPS). Jeji regulace tak zahrnuje predevsim bis-(3"-5)-cyklicky dimerni
guanosinmonofosfat (c-di-GMP), dvouslozkové systémy GacA/GacS a quorum sensing.
c- di- GMP je intracelularni druhy posel a jeho ulohou v bakteriich je stimulace biosyntézy
adhezinli a exopolysacharidii vznikem biofilmu. Soucasné inhibuje motilitu bakterii fidici
prechod mezi planktonickou formou a stavem v biofilmu . GacA/GacS reguluji expresi genti
PEL a PSL pro produkci exopolysacharidii. Spfazenym mechanismem jsou dv¢ histidinkinazy
LadS a RetS pusobici opatnym zptusobem. Systém GacA/GacS ftidi transkripci dvou
regula¢nich RNA (sRNA), to vede ke snizeni nebo naopak ke zvyseni translace operonu PEL
nebo PSL. RetS je také nezbytny pro expresi virulentnich gent (jako jsou T3SS, T6SS) a geny
souvisejici se syntézou exopolysacharidi. Exopolysacharidy jsou rovnéz regulovany quorum
sensing prostiednictvim tyrosin fosfatazy. Ta je fizena systémem LasR/I a negativné reguluje
produkci polysacharidu Pel pomoci defosforylace proteinu. Psl a Pel jsou klicové
polysacharidy pro tvorbu biofilmu, a tudiz jejich regulace probiha na né€kolika trovnich [38].

Pavodnimi geny u P. aeruginosa jsou geny PAO1 a PA14. U genomu vsak ¢asto dochazi
k mutacim jako jsou jednonukleotidovy polymorfismus (SNP), kratké inzerce ¢i delece.
Roc¢né jsou v pruméru odhaleny tifi SNP a 0,4-2,7 mens§im indelti za rok. Oproti tomu je

znama i hypermutabilita, ktera u P. aeruginosa vznika opravou DNA. [39].

1.3 Polymikrobialni interakce

Polymikrobialni interakce jsou v piirodé zcela bézné, napf. interakce bakterii a hub
v biotopech. Co se tyce lidského téla, Ize polymikrobialni interakce nalézt
napf. v gastrointersticialnim traktu, v plicich nebo v koznich poranénich [40].

Candida albicans je schopna scelou fadou bakterii (napf. rodu Streptococcus,
Staphylococcus, Pseudomonas) tvofit polymikrobialni biofilm. Polymikrobialni biofilm
ovlivituje jak cely prub&h onemocnéni, tak i jeho 1é¢bu. Zjednodusené l1ze specifické interakce
Vv biofilmu rozd¢lit na synergické a antagonistické. V polymikrobidlnim biofilmu probiha
obousmérna interakce regulovand mezidoménovou signalizaci a molekularnimi mechanismy
[41].

Nejen sloZzenim a povahou mikrobti tvofici biofilm, ale také chemickou komunikaci
mezi nimi je dana zavaznost polymikrobidlni infekce. Univerzalni chemicka komunikace mezi
bunkami v biofilmu je quorum-sensing (viz kapitola 1.1.4.4. Quorum-sensing). Interakce QS
se vyskytuji jak mezi buiikkami stejného druhu, tak 1 mezi bunkami riznych druht. Hlavni

quorum-sensing molekulou (QSM) produkovanou C. albicans je farnesol. Inhibici syntézy
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homoserinu laktonu potlacuje P. aeruginosa. To ma za nasledek redukci pohybu bakterii
asignalizaci pyocyanini a chinolonl. Farnesol soucasné pusobi i na samotnou Candidu
a inhibuje filamentaci prostiednictvim atlumu adenylylcyklazy v draze Rasl-cyklické AMP
proteinkinazy A, ktera za bézného stavu reguluje rist hyf. Farnesol je taktéz spoustéem
bunééného oxida¢niho stresu a apoptozy. QSM vyluCované P. aeruginosa je
N - ( 3 - oxododekanoyl)-L-homoserin lakton. Ma strukturni podobnost a ucinky s farnesolem.
Stejnym mechanismem inhibuje filamentaci u C. albicans [31, 32].

Krom¢ molekul QS maji vinterakci vyznamnou roli 1 fenaziny. Nejlépe
prostudovanymi bakterialnimi fenaziny je pyocyanin neboli methyl-1-hydroxyfenazin. Je
produkovany P. aeruginosa a jeho ulohou je udrzovani stability poméru NADH/NAD”*
Vv buiice. Déle snizuje cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP), coz je problém zejména pro C.
albicans, ktera tuto molekulu potiebuje pro piechod kandid do stadia hyf. Kromé cAMP
inhibuje u kandid ptfechod na hyfy i fenazini-1-karboximid, jehoz mechanismem ucinku
se zvySuje produkce reaktivni formy kysliku (ROS), ktera ma toxicky ucinek. Zasadni vliv
i polymikrobialni interakci maji také metabolity mastnych kyselin. C. albicans i P. aeruginosa
metabolizuje exogenni mastné kyseliny na rizné lipidové metabolity, véetné eikosanoid.
V biofilmu tvofeném P. aeruginosa aC. albicans se snizuje schopnost obou kultur
metabolizovat eikosanoidy. Zvysena koncentrace eikosanoidii podporuje narust P. aeruginosa
[40, 42].

C. albicans nejen, ze ochotné pretrvava v polymikrobidlnim biofilmu
s gram - negativnimi bakteriemi (napt. Aggregatibacter actinomycetemcomitans), ale jeji
zastoupeni se signifikantné zvySuje na ukor bakterii. Rovnéz bylo zjisténo, ze Candida
po 24 hodinach kultivace indikuje vyssi hladiny genové exprese a také hodnoty cytokint IL-8
stanovena koncentrace C. albicans v biofilmu s totoznou gram-negativni bakterii.
A. actinomycetemcomitans vykazovala antagonistické nebo synergické rastové chovani vuci
C. albicans [44].

Prikladem onemocnéni vzniklou mezidruhovou biofilmovou infekei je cysticka fibroza
¢i dalsi chronické plicni infekce, zptisobené metabolicky riznorodymi populacemi. U pacientl
s cystickou fibrézou jsou bézné izolovany patogeny C. albicans a P. aeruginosa. Interakce
téchto dvou mikroorganismi je dobie prostudovana v modelovych koloniich na agaru. Bylo
prokazano, ze béhem statické kultivace se P. aeruginosa piednostné vaze na hyfy C. albicans
a soucasn¢ inhibuje piechod z kvasinky na hyfu. C. albicans ma naopak zvyseny rust v tekutych

kulturach. Produkce ethanolu béhem ristu kvasinek podporuje souc¢asné i tvorbu biofilmu,
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inhibuje motilitu bun¢k a u P. aeruginosa zvysuje produkci antifungalnich fenazint. Mezi
C. albicans aP. aeruginosa probiha vzajemna interakce prostfednictvim vylu¢ovanych
faktorti, vCetné fenazint, siderofors, ethanolu a autoinduktorim quorum-sensing ménici
dostupnost Zeleza a kysliku v prostiedi. Pro statickou kultivaci biofilmu plati, Ze faktory
produkované bunikami kazdého druhu v biofilmu maji riizné G€inky na vzédjemnou nachylnost
K tvorbé biofilmu nebo setrvani v disperznim stavu. Co se tyce biofilmu kultivovaného pii
kontinualnim toku ovliviyjici fyziologii a povrchovou interakci, 1ze pozorovat zvySenou
schopnost filamentace u C. albicans. Souc¢asné dochazi u obou druht ke zvySeni akumulace

biomasy biofilmu doprovazené poklesem bunék opoustéjici substratovy podklad [45].

1.4 Polymery

Béhem tvorby biofilmu je zasadni adheze k cilovému podkladu. V systémech in vitro
jsou pouzivany rizné typy polymernich materiali testujici prilnavost biofilmu. Vaznost na tyto
materialy ovliviuji fyzikalni a chemické vlivy. Pocate¢ni piilnavost planktonickych bungk je
také zprostiedkovdna diky hydrofobnim interakcim a elektrostatickym sildm a van der
Waalsovym silam [46, 47]. Fakt, ze kvasinky jsou schopné kolonizovat nejriznéjsi typy
syntetickych materidlti, ma nepfiznivé disledky nejen v medicin€. V mediciné jsou vSak
kritické predev§im implantaty. Infekce téchto zdravotnickych potieb C. albicans vede
U imunokompromitovanych jedincl k vaznym negativnim nasledklim. Pokrocila infekce
vyZzaduje vyménu implantatu [13].

Tvorba biofilmu je slozity proces a ovliviiyji ji jak biotické, tak abiotické faktory.
Je ziejmé, ze adhezi populace bun¢k vyrazné ovliviji fyzikalné-chemické vlastnosti pouzitych
polymernich materiali. Nejvyznamnéj$im faktorem je povrchova energie polymeru vychazejici
z povrchového napéti. Hydrofilni povrchy s vysokou povrchovou energii jsou ptiznivéjsi pro
adhezi oproti hydrofobnim materialiim s nizsi povrchovou energii. Povrch polymeru mtize byt
oSetfen chemii, kterd méni vlastnosti povrchu. Nejlepsi adhezi tak poskytuji v tomto potadi:
hydrofilni substraty s kladnym nabojem, hydrofobni substraty s negativnim povrchovym
nabojem a hydrofilni substraty s negativnim povrchovym nabojem. Dalsi povrchovy fyzikalni
faktor ovliviiujici adhezi je drsnost, textura, porovitost a vlaknitost povrchu. Obecné Ize fici, ze
¢im hrubsi povrch, tim lepsi pfilnavost planktonickych bunék [47].

Veskeré vlastnosti polymerti vychdzi zjejich struktury. Tyto struktury lze rozdélit
na struktury chemické, molekulové a nadmolekularni. Chemické struktura urCuje veSkeré

zakladni vlastnosti polymeru. Spojenim monomernich jednotek vznikd makromolekula, jejimz
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zakladem jsou atomy uhliku, vodiku apod. Tvar makromolekul miiZze byt linearni, rozvétveny
nebo sitovany. Linedrni tvar obsahuje pouze zakladni patet fetézce bez postrannich fetézct.
Rozvétveny tvar uz obsahuje 1 postranni fetézce. Sitové makromolekuly vznikaji z linearnich
spojenim sousednich fetézcii na vice mistech. Dal§im parametrem jsou mezimolekularni sily.
V makromolekuldch mezi atomy se uplatituji velmi silné priméarni chemické vazby (kovalentni
vazby). Molekuly v makromolekule spojuji slabsi sekundarni sily (pfirozené a indukované
elektrické dipoly). O velikosti sil v polymeru tak rozhoduje polarita. V siln¢ polarnich
polymerech se uplatiiuji 1 vodikové mitstky. Nadmolekularni struktury jsou dvojiho typu:
amorfni a krystalické, mezistupen je pak semikrystalické struktury [48].

Schopnost bun¢k vazat se na plastové polymery tak zdvisi na struktufe polymeru.
Vyskyt hydrofilnich funkénich skupin ve struktuie polymeru a drsnost povrchu usnadiiuje jak
pfilnavost buiiky, tak zvySeni sekrece extraceluldrnich enzymii buniky. Konkrétné tvorba
biofilmu bakterii Pseudomonas na povrchu polyethylenu (PE), vykazujici hydrofobni vlastnosti
a velkou molekulovou hmotnost, vyzaduje upraveni polymeru bud’ oxidaci, nebo oSetfenim
chemikaliemi tak, aby zvysily povrchové interakce s bakteriemi. Soucasné exopolysacharidy
vylucované biofilmem napomahaji kotveni biofilmu k povrchu [49].

Vsudypiitomné druhy rodu Pseudomonas jsou schopny degradovat i polyaromatické
uhlovodiky v¢etné polyethylenu a polystyrenu. Buriky zakotvené v biofilmu jsou schopné 1épe
rozkladat polymer nez buiiky planktonni. Této schopnosti se vyuZziva v bioremediaci polymert.
Polymery jsou rozkladané nejprve na oligomery ¢i monomery. Vzniklé monomery jsou
schopné pirechdzet pfes bunéCnou membranu, nasleduje asimilace a intracelularni
metabolismus. Polystyren je rozloZen na styren, toluen a benzen, které jsou metabolizovany
Pseudomonas sp. U PE a jeho piibuznych materiald (napt. polyvinylalkohol, polyethylen
glykol, polyester) zavisi rozklad jednak na strukturnim uspotfddéani polymeru, tak na typu
kmenu Pseudomonas [49].

Zilni a mocové katetry &i endotrachealni kanyly je mozné navrhnout a vyrobit
z takovych polymernich materiali, kter¢ budou upraveny, aby zabranily pfichyceni
bakteridlnich bun¢k. Jednad se tak o aplikaci antimikrobidlniho ¢inidla (napf. lysozymem)

na polymerni povrch [50].

1.4.1 Polyethylen
Polyethylen je jednim z nejrozsifené;Sich syntetickych plasti. Je soucasti nejriznéjSich
predmétii, jako naptiklad plastové obalové materidly, lahve, hracky ale 1 zdravotnické pomiicky

a implantaty. Jak znazoriiuje rovnice na obr.¢. 5 polyethylen vznika polymeraci ethylenu.
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Vysoce hydrofobni polyethylen obsahuje ve své struktufe fetézec nasycené ethylové vazby
a ma tvar linearni struktury (viz obr. ¢. 6). V ptipad¢ rozvétvencho fetézce neni mozny vznik
krystalické struktury, jako tomu je u linearni struktury. Hovofi se tak o PE s nizkou hustotou.
Naopak PE o vysoké hustoté je definovano jako linearni fetézce polymeru, které jsou schopné

se seskladat do krystalické struktury a tvofit tak silné mezimolekularni sily [51].

CHy=CH, —> —{CH,-CH}

Obrazek 5 Polymerace ethylenu, pfevzato a upraveno ze zdroje [51].

M

lin=drni strul-tura PE, nsboli
HDPE

1ozvetvena strukchma PE. neboli
LDPE

Obrazek 6 Prostorové uspofadani molekul PE, pfevzato a upraveno ze zdroje [51].

1.4.2 Polystyren
Polystyren spadd do skupiny polymer spole¢né s polyethylenem, polykarbonatem
¢i polyesterem. Polystyren je vyroben polymeraci styrenu. Stabilizovany styrenovy monomer
polymeraci snadno podléha. Styren je primarné synteticka chemikalie nesouci vinylovou
skupinu. Chemicky vzorec styrenu je CeHsCH=CH,. Strukturu styrenu a polystyrenu lze vidét
na obr. ¢. 7 [52].
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Obrazek 7 Polymerace styrenu, pfevzato a upraveno ze zdroje [64].

Polystyren je znamy také jako vinylbenzen nebo ethenylbenzen. Je nerozpustny ve vodé,
ale naopak snadno se rozpousti Vv organickych chemikaliich (napt. ethanol, aceton, ether).
Polystyren je bézn¢ pouzivanym materialem, ktery je soucasti elektroniky, hracek, syntetickych
vlaken, laboratorniho vybaveni a mnoha dalSich pfedmétech pouzivanych v bézném Zzivoté
[52].

Polystyrenové desky, které se nasledné pouzivaji ke kultivaci, lze upravit tak, aby
se zlepsily vlastnosti povrchu pro lepsi uchyceni a stability biofilmu. Tyto Gpravy soucasné
meéni hydrofobicitu bunééného povrchu a méni se vzorce adherence. Bézné se desky sterilizuji
chemicky nebo UV zéfenim. Za u¢elem vzniku hydrofilnich povrchti je pouZita optomechanika
nebo oSetteni povrchu plazmou.

Hydrofobni adheze je k hydrofilnimu povrchu slaba. U¢inné ukotveni astice na povrchu

I na delsi vzdalenost 1ze zvysit pouzitim mistkového polymeru [46].

1.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) spada mezi zakladni techniky v molekularni
biologii. Slouzi k amplifikovani kratkych segmenti DNA nebo RNA. Tuto techniku poprvé
popsal v roce 1985 Kary Mullis, za niz spole¢né s Michaelem Smithem dostal v roce 1993
Nobelovu cenu [53]. Metoda byla pouzita k zesileni amplifikaci genu B-globinu za ucelem
diagnostiky srpkovité anémie. V roce 1988 Saiki et.al. nahradil polymerazu izolovanou
z Escherichie coli za termostabilni polymerazu (Taq polymeraza) purifikovanou z bakterie
Thermus aquaticus. Tato inovace vedla k praktickému vyuziti PCR [54].

Proces PCR vyuziva n¢kolika krok, které se opakuji v 20 az 40 cyklech, dle pozadavki
na mnozstvi amplifikovaného produktu. Amplifikovany produkt je po kazdém cyklu pouzit
jako vychozi material pro dalsi PCR cyklus. Jedna se o proces exponencialniho ristu vytézku.

K PCR reakci je tteba vychozich latek: izolovana nukleova kyselina ze vzorku, piedni tzv.
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»forward primer* (F-primer) a zadni tzv.“reverse primer* (R-primer) jak znazornuje obr. ¢. 8,
reak¢ni pufr, hotfe¢naty kationt, smes deoxynukleotid trifosfat (ANTP), a termostabilni DNA
polymerazu. Jako vzorek k PCR je mozné pouzit genomovou nebo plazmidovou DNA, RNA
pfevedenou reverzni transkriptazou na cDNA (komplementarni DNA) [4]. F a R-primery jsou
kratké oligonukleotidy (0 velikosti 20-25 nukleotidii) komplementarni ke koncovym sekvencim
cilové DNA. Tak je zajisténo, ze po denaturaci dSDNA oba primery nasednou na konce
amplifikované oblasti (viz obr. ¢. 8) [55, 56].

Forward primer 5
3

Reverse primer

sCLCAl>

L

Nasedani primert a smér syntézy

e=mirantiy Ty ) 10 5
5»@: Smér syntézy >

Obrazek 8 Design primert a elongace vlakna, pfevzato a upraveno ze zdroje [56].

Nejpouzivangj$i termostabilni polymerdzou je Taq DNA polymeraza. Je vhodna
pro rutinni pouZiti a zrovei zlepSuje ucinky jinych polymeraz. Koncentrace hofe¢natych ionti
je do PCR smési pfidavana ve formé MgCl, za ucelem ovlivnéni aktivity enzymd, konkrétné
zajistuje procesivitu a presnost Taq polymerazy. Obvykla koncentrace MgClz je 1,5 mM.
Odviji se vsak od koncentrace dNTP, pti¢emz koncentrace ANTP musi pifevazovat. Smés ANTP
obsahuje smés volnych oligonukletidi dATP, dTTP, dGTP, dCTP a v reakci slouzi jako
stavebni material pro vznik nového vlakna. Standartni koncentrace kazdého oligonukleotidu je
0,2 mM. Soucasti PCR roztoku je i reakéni pufr o obvyklém slozeni 50 mM KCI a 10 mM
Tris - HCI, pH 8,3. Reak¢ni pufr doda reakci pottebné pH a koncentraci soli. Koncentrace
zminénych soli ovliviiuje primarné ¢innost DNA-polymerazy a soucasn¢ specifitu reakce.
Posledni komponentou je voda tvotici vysledny objem PCR roztoku. Voda musi byt sterilni
a purifikovana [56].

Jednotlivé reakéni kroky se nazyvaji denaturace (separace cilové DNA), navazani
primerd na DNA a vytvoreni kopie neboli elongace DNA. Béhem denaturace dochazi
k naruseni vodikovych mustk v molekule DNA zvysenim teploty na 94-98 °C. Tato teplota je

udrzovana po dobu 20-30 sekund. Dvouvlaknova DNA se rozvolni na dvé samostatna vlakna.
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Nasleduje nasedani primert na rozvolnéné vldkna a soucasné se navaze i DNA polymeraza.
Tento krok je umoznén sniZzenim teploty na 50-65 °C. Syntéza DNA vyzaduje opétovné zvySeni
teploty na 7280 °C. V tomto kroku se syntetizuji ob¢ vlakna DNA souéasné. Syntéza probiha
ve sméru od 5’konce ke 3’konci. VSechny tfi kroky se n¢kolikanasobné opakuji. Cely pribéh

PCR je znazornén na obrazku ¢. 9 [55, 56].

5AGTCTATGTGTGAGTGTATGTGTGH
#-TCAGATACACACTCAGATACACACS:

Denaturace

5'- -3¢
3 .5¢
Vznik jednofetézcovych
molekul DNA

5-AGTCTATGTGTGAGTCTATGTGTG3

3-TCAGATACACACTCAGATACACAC.s

Prisedani primerd

Syntéza DNA
5 AGTCTATGTGTGAGTGTATGTGTG-3

50 ntéza DN,

3¢ _ ‘ ) 7 .5

Vznik dvouviaknove
molekuly DNA

5-AGTCTATGTGTGAGTCTATGTGTG-3
i ANERD | If | 3

Obrazek 9 Reakéni schéma PCR, pievzato a upraveno ze zdroje [56].

1.5.1 Princip real-time PCR

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce (QPCR) Vv realném case (jinak oznacovana
jako real-time PCR) kombinuje princip klasické PCR a amplifikaci zalozené na principu
fluorescence. Kvantitativni PCR je bézné aplikovana pro zjistovani, identifikaci, kvantifikaci
a genotypizaci mikroorganismi v diagnostice. Kvantitativni testy qPCR jsou §iroce vyuZzivané
diky relativni a absolutni kvantifikaci umoznujici genovou kvantifikaci a analyzu exprese gent.
Metodou relativni kvantifikace se genova exprese jednoho vzorku porovnéava s referenénim
genem. Relativni kvantifikace je v praxi vyuzivana astéji. V piipadé absolutni kvantifikace se
hodnoty koncentrace vzorku odecitaji z kalibraéni kiivky o znamych koncentracich. Soucasti

piistroje je i software pro snadnéjsi analyzu dat [57, 60].
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Hlavni vyhodou této techniky je vysoka citlivost, specifita Siroky rozsah dynamické
kvantifikace a vznik cilového genového multiplexu. DalSimi vyhodami je dostupnost vybaveni,
nizka technicka obtiznost a jednoduché vyhodnoceni. Sou¢asné ma real-time PCR vysoky limit
detekce (LoD = minimalni detekovatelna koncentrace nukleové kyseliny) a mez kvantifikace
[57].

Real-time PCR se lisi od klasické PCR piedevsim V kontinualnim zaznamenavani
mnozstvi DNA v pribéhu kazdého cyklu. Detekce mnozstvi DNA je moznd diky
fluorescenénim sondam, které jsou pridavany do PCR smési. Fluorescen¢ni sondy se vazou
na DNA. Vznikla fluorescence je pfimo imérna koncentraci amplikonu ve vzorku. Na trhu
existuje nékolik forem fluorescenénich sond [58].

Nespecifickou metodou detekce vznikajictho PCR produktu je vyuziti SYBRGreen
barviva (SGI). Jedna se o monomerni cyaninové barvivo. Pouziva se K testovani nukleovych
kyselin diky jeho vysoké afinité k dSDNA. Pokud je SYBRGreen voln¢ v roztoku, tak i presto
dochazi k fluorescenci. V piipadé navazani sondy na dvoufetézcovou molekulu DNA dojde
ke zvySeni fluorescenéniho zafeni. Piesnost vysledkl tak mize byt v nékterych ptipadech
zavadgjici [58]. Béhem reakce tak dochazi k opakujicimu poklesu a narustu fluorescence jako
dasledek aktuadln¢ probihajici faze. Cely mechanismus fungovani SYBRGreenu je znazornén
na obrazku ¢. 10.

Dalsi fluorescencni sondy jsou Molecular Beacon sondy, TagMan sondy, Scorpion
sondy a FRET [54, 56]. Tyto typy sond zvysuji specifitu reakce, nebot’ specificky nasedaji
na cilovy PCR produkt. Diky vyuziti nékolika fluorescen¢nich znacek v jedné reakci umoznuji
multiplexni detekci az 5 cilovych sekvenci v jedné reakci. CoZz je dalsi vyhoda oproti detekci

pomoci SYBRGreen [59].
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Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvouretézcovou
DNA, tak vydavaji fluorescenci

DENATURACE DNA
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA:
@ @ fluorescence klesa
@ reverse
NASEDANI PRIMERU primer
@ @ Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici
@ dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvySuje
forward @

primer J,

SYNTEZA DNA

Mira fluorescence je dvounasobna oproti puvodnimu templatu

Obrazek 10 Princip fluorescen¢niho znaceni pomoci SYBRGreenu, ptevzato a upraveno ze zdroje [56].

Kinetika PCR reakce (viz obr. ¢. 11) se rozdéluje do étyt fazi. V 1. fazi je nizka koncentrace
templatové DNA, a tudiz i1 nizk4 mira fluorescence, 2. faze je exponencialni a mnozstvi DNA

2" Dochéazi

se v idealnim piipadé zvySuje dle vzorce 2" (n je pofadi cyklu), 3 faze je linearni
ke strmému narustu fluorescence v zavislosti na zvySené koncentraci templatové DNA.
Posledni faze je také nazyvana jako ,,plateau” faze. Kinetika reakce zpomaluje, detektor
zaznamenava vysokou miru fluorescence, ta v§ak nemusi odrazet redlné mnoZzstvi templatové
DNA dodané¢ do reakce. Proto neni vhodné tuto fazi vyuZzivat ke kvantifikaci DNA.
Na obr. ¢. 11 je znazornéna také hodnota Ct (Cycle of treshold), ktera reflektuje cyklus, béhem
kterého fluorescence nariista nad prah pozadi. Cim nizsi je hodnota Ci, tim vice do reakce

templatové DNA vstoupilo [56, 60].

JPlateau” faze

(0]

(8]

=

(0]

@

o Linearni faze

(]

=)

Tt

Exponencialni faze
oo Pozadi fluorescence
0 5 10 [ 15 20 25 30

Ct Pocet cykll

Obrazek 11 Kinetika PCR reakce, pfevzato a upraveno ze zdroje [56].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni
Inkubator Environmental Shaker — Incubator ES-20/60 (Biosan)
Spektrofotometr Nano — MD PDA UV-VIS Bio Spectrophotometer (Scinco)
Nano kyvety Nano Stick-D (Scinco)
Autoklav UV Clave (Benchmark)
Vortex IKA Vortex 1 (Thermofisher)
Vortex Heidolph (Thermofisher)
Multi-Rotator PTR-35 Grant-bio (Biosan)
Inkubator Roto-Therm Mini (Benchmark)
Odstiedivka MiniSpin (Eppendorf)
Inkubétor INCU-line (VWR)
Real-Time PCR Cycler Rotor-Gene 3000 (Corbett Research)
Mikrovinna trouba LG
Notebook Hp ProBook 590
Stolni pocita¢ Dell OptiPlex 780

2.2 Pouzité chemikalie

2.2.1 Chemikalie poti‘ebné k izolaci DNA

Ethanol 96% P.a. (Lach-ner)

Ethanol 75% P.a.

PCI (trichlormethan-fenol-isomaylalkohol 50 : 50 : 1 Hm %), od firmy Carl Roth
Octan sodny 3 M, pH 5,2

Sterilni voda

Extrakcni roztok: smés A+B 1:1

Roztok A: 0,2 M NaCl, 20 mM EDTA, 10% SDS

Roztok B: 100 mM TRIS-HCI, pH 7,5

2.2.2 Chemikalie potiebné k pripravé PP sklic¢ek
Savo
Ethanol 96%
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2.2.3 Agary a tekuté pidy
LB médium — Luria-Bertani (Duchefa Biochemie) — trypton, chlorid sodny, kvasni¢ny
extrakt, pH 7,2
Kultiva¢ni puda YPD — (Yeast Extract-Peptone-Dextrose medium, Serva) — kvasni¢ny
extrakt, pepton, dextroza, agar, pH 6,5- 7,5
YNB médium - (Yeast Nitrogen Base without amino acids, Sigma Aldrich a US Biological)

—0,7% Yeast Nitrogen Base, 2% glukdza, 20 mM citronan sodny, pH 5

2.2.4 Pouzivané kmeny
Kmeny Candida albicans
SC5314 — kontrolni kmen
Acdrl, Ahap5, 4hap43, Arhbl— poskytl profesor Chung-Yu Lan z National Tsing
Hua z Univerzity na Tchaj-wanu
Kmen Pseudomonas aeruginosa — CCM1960 — poskytla Ceska sbirka mikroorganismi
pfi Masarykové€ univerzité v Brné
Kmen Candida guilliermondii — poskytla Ceské sbirka mikroorganismt pfi Masarykové

univerzité v Brné

2.2.5 PCR komponenty
Elizyme gPCR mix (Elisabeth Pharmacon)
PCR voda
Primery pro P.aeruginosa
OPR1 5 uM, sekvence 5'-GCTCTGGCTCTGGCTGCT-3"
OPR2 5 uM, sekvence 5'- AGGGCACGCTCGTTAGCC-3"
Primery pro C.albicans
CA3F 5 uM, sekvence 5'-TGGCTTAGGGGTTGAATGTC-3"
CA3R 5 uM, sekvence 5'- CCATCGATTTGAATGGCTCT-3’
Primery pro C.guillermondii
CGR 5 uM, sekvence 5'-TACACGCGGATTACATTGGA-3’
CGF 5 uM, sekvence 5'-CGGCTTCCAAAGAGTAGTCG-3’
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2.3 Ostatni materialy
Polystyrénova sklicka
Automatické pipety o objemu 10, 20, 100, 1000 ul (Eppendorf)
Kahan
Parafin
Sklenéné koralky 425-600 um (Sigma-Aldrich)
Stojanek na mikrozkumavky
Paratka, bakteriologicka klicka
Plastovy material na jedno pouziti: pipetovaci Spic¢ky, mikrozkumavky, mikrotitracni

desticky, rukavice, PCR zkumavky, konické zkumavky PP s vickem (25 a 50 ml)

2.4 Pracovni postup

Pracovni postup ptipravy a analyza vzorki byl nasledujici:

2.4.1 Priprava kultiva¢nich médii
Pro ptipravu médii bylo pouZzito pfedem vypoctené a navazené mnozstvi média
v prasku. Nasledné bylo médium rozpusténo v destilované vodé o objemu 100 ml.
Médium LB odpovida koncentraci 20 g/l.
Médium YPD odpovida koncentraci 50 g/l.
Médium YNB odpovida koncentraci 20 g/l.

2.4.2 Priprava polymernich materiali

Polystyrénové desticky byly ptipraveny nasledujicim zptiisobem:

Z polystyrénové folie byly ptipraveny jednotlivé obdélniky o velikosti 5x10 mm. Destic¢ky
poté byly omyty Savem a ethanolem, nasledn¢ byly vysuseny ve flowboxu pod UV svétlem
po dobu 30 minut. Takto pfipravené desticky byly vlozeny do zkumavky se Sroubovacim
uzavérem a uchovany k dalSimu pouZiti.

Polyethylenové mikrozkumavky, pouzivané jako material k ristu biofilmu, byly jiz
od vyrobce sterilizovany. Pfed samotnym pouziti byly Savem znovu sterilizovany ve flowboxu

pod UV svétlem po dobu 30 minut a uchovany v uzaviratelné nadobe¢.
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2.4.3 Kultivace mikroorganismii

Ze zasobnich vzorkd sledovanych mikroorganismt byly na Petriho misky s pevnym
médiem YPD (Yeast Extract Peptide Dextrose) naockovany kmeny C. albicans s druhovymi
zastupci SC5314, Acdri, Ahap5, Ahap43, Arhbl a C. guilliermondii metodou roztéru. Na pevné
médium LB (Lauria-Bertani) byl naockovan vzorek P. aeruginosa s ozna¢enim CCM metodou
roztéru.

Takto ptipravené plotny se vzorky byly inkubovany 24 hodin pti 37 °C. Po uplynuti
inkubace byly vzorky mikroorganismu C. albicans a C. parapsilosis pfeneseny do tekutého
média YNB-Glu (Yeast Nitrogen Base, pH 5) a P. aeruginosa do tekut¢ého média LB.
Nasledovala inkubace pii 37 °C po dobu 24 h za neustalého tiepani 110 RPM. Po ukonceni
inkubace byly vzorky zhomogenizovany a z divodu reprodukovatelnosti experimentu byla
u vSech vzorkd zméfena opticka denzita pti vinové délce 600 nm (ODsoo). Inokulum C. albicans
by mélo mit hodnotu ODego= 1,5 a P. aeruginosa 0,5. Takto byly vzorky pfipraveny k dal§imu

pouziti.
2.4.3.1 Priprava smésnych kokultur

Po piepocitani hodnot ODeoo bylo do jednorazovych zkumavek odméteno 25 ml média
YNB-Glu pH 5. Nasledné byly ptidany jednotlivé vzorky o vypocitaném mnozstvi jednoho
kmene C. albicans a jednoho kmene P. aeruginosa. Tato pfipravena smésna kultura

se ponechala inkubovat pti 37 “C po dobu 24 hodin v rota¢ni tfepacce.

2.4.4 Inkubace polymernich materiali se smésnymi kulturami

Po inkubaci na spektrometru bylo postupné zméieno OD vsech kokultur pii vinové délce
600 nm. Do ptipravenych a oznacenych eppendorfek byly vlozeny 3 ks sterilnich PS folii. Poté
byl k foliim ptidan 1 ml kokultury. Naockované eppendorfky se kultivovaly 24 h pti 37 °C
Vv rotacni tfepacce s otacecim mdédem 15 RPM.

Po kultivaci bylo zapotiebi odstranit planktonni buiiky tak, aby byla vyizolovana DNA
pouze z ptisedlych bunék v biofilmu. Postup promyti byl tedy nasledujici: PS folie byly 3x
promyty ponofenim do sterilni vody a vlozeny do novych mikrozkumavek, coz umoznovalo
soubézné izolovat DNA i z vnitiniho povrchu pivodnich mikrozkumavek. Mikrozkumavky,
ve kterych probehla inkubace, byly 3x promyty 1 ml sterilni vody. Takto pfipraveny material
byl vyuzit k nasledné izolaci DNA bunék.
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2.4.5 lzolace DNA

Prvnim krokem samotné izolace DNA biofilmu byla fenol-chloroformova extrakce.
Vsechny mikrozkumavky byly oznaceny a bylo do nich pfidano 500 ul pufru pro extrakci DNA
a 2 1zi¢ky sklenénych kuli¢ek. Déle se na 5 minut v§echny mikrozkumavky vlozily do vortexu.
Nasledovalo odstranéni PS fo6lii z mikrozkumavek a bylo ptidano 600 ul PCI a opét prob&hlo
vortexovani dal§i 1 minutu. Po uplynulém case doslo k odstfedéni na 5 minut pti RPM 3000.
Diky tomu vznikly dvé faze: spodni organicka s bunéénymi kompartmenty a horni vodni faze
s uvolnénou DNA. Mezi témito dvéma fazemi se nachazela i mezifaze s proteiny. Pro tuto
analyzu byla dilezita zejména vodné faze s DNA. Nasledovalo tak pfeneseni této vodné faze
do nové mikrozkumavky. Opét bylo pfidano 600 pl PCI, nasledovalo vortexovani 1 minutu,
odstiedéni 5 minut pti RPM 3000 a pifeneseni horni vodné faze do ¢isté mikrozkumavky.
K vodné fazi byl ptidan 0,1 dil (30 pl) 3 M CH3COONa pH 5,2 a 2,5 dilu 95% EtOH (1 ml).
Roztoky v mikrozkumavkach byly promichany a ponechany 1 hodinu v mrazaku se srazet.
Po srazeni byly mikrozkumavky opét sto¢eny pii RPM 3000 na 5 minut. Diky tomuto kroku
Cista DNA pevné piilnula ke sténé mikrozkumavky a vznikly suppernatant tak mohl byt
vyhozen. Pfilnuta DNA neboli peleta byla oplachnuta pomoci 400 pnl 75% EtOH. Nasledné byly
mikrozkumavky vlozeny do termostatu cca na 5 minut dnem vzhiru, dokud nedoslo k vysuseni
stén mikrozkumavek. Peleta byla rozpusténa ve sterilni vodé v objemu 10-30 ul, podle velikosti
pelety. Pro ovéfeni byla zméfena koncentrace DNA na spektrofotometru pii vinové délce
260/280 nm. Takto piipraveny roztok DNA byl pouzit ke stanoveni koncentrace na real-time
PCR.

2.4.6 Kvantifikace vyizolované DNA pomoci real-time PCR

2.4.6.1 Kaultivace mikroorganismu

Kultivace mikroorganismu, pouzitych jako standardy pro vytvoteni kalibraéni kiivky,
byla zpracovana stejnym postupem jako kultivace mikroorganismti vedenych jako vzorky.
Jako standardy byly pouzité ¢isté kmeny C. albicans SC5314, C. guilliermondii a P. aeruginosa
CCM.

2.4.6.2 lzolace DNA

K izolaci byla opét pouzita fenol-chloroformova exktrakce pro uvolnéni DNA z bunék.
Tekutd kultura daného mikroorganismu byla centrifugovdna 2 minuty pii 3000 RPM,
supernatant se odstranil a k peleté se pridalo 500 pl vody. Peleta se ve vodé rozpustila a prenesla

se do mikrozkumavky. Poté se opét centrifugovala 2 minuty pii 3000 RPM, supernatant
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se odstranil a peleta byla pfipravena k izolaci. Dalsi postup izolace DNA je popsan v kapitole
2.4.5. 1zolace DNA. Vyizolovana DNA byla nafedéna tak, aby se pokryla méfitelna oblast
vzorkl a byla pfipravena pro stanoveni kalibra¢ni kiivky pomoci real-time PCR. Real-time PCR
vyizolované DNA

Nejprve byl piipraven mastermix. Byl pouzit kit EliZzyme™ Green MIX AddROX od firmy
Elisabeth Pharmacon Na jednu PCR reakci bylo potieba 20 pl mastermixu. Mastermix
obsahoval 10 ul 2xElizyme™ gPCR Mix, 0,8 pl forward primer (10 uM), 0,8 ul reverse primer
(10 uM), 1 ul templatové DNA a PCR a vodu tak, aby vysledny objem byl 20 pl.

Tabulka 1 Profil real-time PCR pro C. albicans.

Krok Teplota Cas  Cykly
Iniciace denaturace 95°C 3 min 1
Denaturace 95°C  5sec 40
Anneling/Extenze 60 °C  30sec 40
70-
Melt curve analysis 90 °C
Chlazeni 45°C  1min

Tabulka 2 Profil real-time PCR pro P. aeruginosa.

Krok Teplota Cas  Cykly
Iniciace denaturace 95°C 3 min 1
Denaturace 95°C  5sec 40
Anneling/Extenze 61°C 30 sec 40
70-90
Melt curve analysis °C
Chlazeni 45 °C 1 min
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

V této kapitole budou postupné prezentovany a diskutovany vysledky naméfenych

koncentraci DNA vzorkd. Clenéni odpovida chronologickému postupu prace.

3.1 Kalibra¢ni rady DNA pro jednotlivé sledované mikroorganismy

Pied samotnym stanovenim byla vytvofena kalibra¢ni kiivka pro jednotlivé druhy
mikroorganismi. K tomuto kroku byla vyizolovana pouzita DNA z ¢istych kultur
P. aeruginosa, C. albicans a C. guilliermondii. Vzorky ¢istych kultur byly kultivovany
aizolovany za identickych podminek jako vzorky vlastniho métfeni. Bylo provedeno fedéni
jednotlivych vzorka tak, aby linearni rozsah pokryl métitelnou oblast vzorkd.

Kalibrace je vyjadienim zavislosti signalu na koncentraci, zde se jedna o hodnotu Ct (Cycle
of treshold). Hodnoty uvedené v jednotlivych tabulkach jsou prevzaty spole¢né s grafy
z vyhodnocovaciho programu qPCR (Rotor-Gene Q Series).

Tabulka 3 Hodnoty kalibra¢ni fady pro C. albicans.

fedéni Cthodnota c(ng/ul)
1x 1434  247,6030
10x 17,31 24,7600
100x 20,90 2,4760
1000x 24,02 0,2476

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99914

R"2=0,99828

M=-3,270

B=22,169
Efficiency=1,02

10 10 10
Concentration
Obrazek 12 Kalibrac¢ni kiivka ¢isté kultury C. albicans. Na ose x je hodnota koncentrace vynesena v logaritmické

skale, na ose y se nachazi hodnoty Ct. Modré body vyznacuji jednotlivé body kalibrace a jsou propojeny kiivkou
linearni regrese.
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Tabulka 4 Hodnoty kalibra¢ni fady pro P. aeruginosa.

fedéni Cthodnota c(ng/ul)
100x 7,54 29,3300
1000x 9,30 2,9330
10000x 14,85 0,2930
100000x 17,00 0,0293

16 F ' ' Cycling A.Green (Page 1):
R=0,97804
14 R"2=0,95657
— M=-3,393
o 12 B=12,520
10 Efﬁcllency=0.9?
8 J

4
10 10 10
Concentration
Obrazek 13 Kalibra¢éni kiivka ¢isté kultury P. aeruginosa. Na ose x je hodnota koncentrace vynesena

Vv logaritmické skale, na ose y se nachazi hodnoty Ct. Modré body vyznacduji jednotlivé body kalibrace a jsou

propojeny kiivkou linearni regrese.

Tabulka 5 Hodnoty kalibra¢ni fady pro C. guilliermondii.
fedéni ~ Cthodnota  c(ng/ul)
0,001x 9,64 277,9900

0,1x 13,32 27,7990
1x 16,99 2,7990
10x 19,87 0,2799
100x 22,68 0,0279
2f Cycling A.Green (Page 1):
20 T L R=0,99671
] R R"2=0,99343
N P , | M=-3,198
o 18 : : ; B=17,456
14 Efficiency=1,05
- NRA— R — R — CR S :
'T'E S A
A0 10 10

Concentration
Obrazek 14 Kalibra¢ni ktivka &isté kultury C. guilliermondii. Na ose x je hodnota koncentrace vynesena
V logaritmické Skale, na ose y se nachdzi hodnoty Ct. Modré body vyznacuji jednotlivé body kalibrace a jsou

propojeny kiivkou linearni regrese.
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3.2 Opticka hustota Cistych a smésnych kultur

Kur€eni poctu bunék v suspenzi byla stanovena optickd hustota (OD) pomoci
spektrofotometrického méfeni. Byla méfena absorbance jednotlivych mikroorganismii
Vv tekutém kultivacnim médiu. Jako blank bylo pouzito ¢isté kultivaéni médium. VSechny

vzorky byly méteny pii vinové délce 600 nm.

1
0D = logy, (?)

Obrazek 15 Vypocet optické hustoty (OD) pomoci dekadického logaritmu v zavislosti na transmitaci (T), pfevzato
a upraveno z [61].

Tabulka 6 Tabulka prezentuje namétené hodnoty optické hustoty pro ¢isté a smésné kultury. Bylo provedeno 5-6
méfeni. VSechny vzorky byly méfeny pii vinové délce 600 nm. Zkratka NEG v tabulce znamena negativni vzorek

a zkratka CCM je pracovni zkratkou pro P. aeruginosa.

Nazev Opticka hustota (600 nm)
Acdrl 2,93 2,65 2,98 3,10 2,95 3,12
Arhbl 2,52 2,56 2,62 2,75 2,74 3,07
Ahap5 2,36 2,66 3,01 2,94 2,86 2,67
sista kultura Ahap43 2,60 2,58 2,66 2,95 2,85 3,13
SCh314 2,56 2,67 2,96 2,94 3,15 3,39
CCM 1,34 1,98 1,86 1,99 2,54 NEG
C.guilliermondii.(C.g). 2,08 2,70 2,61
CCM 0,18 2,40 2,50
Acdr1+CCM 3,44 2,38 1,47 2,09 1,84
Arhb1+CCM 2,57 2,38 2,51 3,18 1,95
smésna Ahap5+CCM 2,37 1,40 0,68 1,80 111
kultura | 4hap43+CCM 2,89 3,21 1,79 2,98 1,86
SC5314+CCM 2,75 2,80 2,64 2,97 2,02
C.g.+CCM 1,27 1,28 1,79 0,94 NEG

Z hodnot uvedenych tabulce byly vytvofeny nasledujici grafy. Z naméfenych hodnot je
patrné, ze vSechny mutantni kmeny C. albicans a C. guilliermondii vykazovaly ptiblizné
stejnou optickou hustotu v ¢Cistych kulturach. OD cisté kultury P. aeruginosa je snizena.
Ve smésnych kulturach se OD kokultur od ¢istych kultur zasadné liSila. Vyskytuji se zde pouze
mensi odchylky, které pokazuji na nizsi OD kokultur, napt. OD kokultury C. guilliermondii

a P. aeruginosa je nizsi ve vSech métenich.
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Obrazek 16 Namétena opticka hustota ¢istych kultur. Graf pro pfehlednost obsahuje pouze hodnoty C. albicans
a P. aeruginosa. Na ose X se nachazi ¢islo méteni a na ose y opticka hustota (OD). U obou mikroorganismii bylo
provedeno Sest méfeni, pticemz posledni méfeni P. aeruginosa vyslo negativni. Kultury byly inkubované po dobu
24 h,
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Obrazek 17 Naméfena opticka hustota smésnych kultur. Graf pro ptehlednost obsahuje pouze hodnoty C. albicans
a P. aeruginosa. Na ose x se nachazi ¢islo méfeni a na ose y opticka hustota (OD). Pro smésné kultury bylo

provedeno pét mé&feni. Kultury byly inkubované po dobu 24 h.

Z grafu obr. 16 je patrné, Ze OD C¢istych kultur se nikterak zasadné neli§i, mimo
P. aeruginosa, jejiz OD je nizsi. Obr. 17 vykazuje jiz niz§i hodnoty OD pro smésné kultury.
Nejniz$i OD ma kokultura 4hap5+CCM (vyznadena $ed¢). I kdyZz vSechny inkubace probihaly
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za stejnych podminek, je na grafu vidét rozdilny narast kolonii v jednotlivych méfeni. V méteni

1 je vysoky narust vSech kokultur oproti méfeni 5, ve kterém je narust vsech kokultur nejnizsi.
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Obrazek 18 Graf vyjadiuje optickou hustoty ¢istych kultur C. guilliermondii, P. aeruginosa (CCM) a soucasné
optickou hustotu smé&sné kultury (C. g. +CCM). Na ose x se nachazi ¢islo méfeni a na ose y opticka hustota (OD).

Pro Cisté 1 smésné kultury byly provedeny tii méteni.

Méfeni 1 vykazuje nizs$i hodnoty vuci dal§im dvéma méfenim, soucasné ale kokultura
C.g.+ CCM ma ve vSech tfech méfenich piiblizné stejné OD. Co se tyce Cistych kultur,

tak v méteni 2 a 3 se jejich OD pohybuje okolo hodnoty 2,50.

3.3 Koncentrace DNA kokultur méiena na spektrofotometru

Po izolaci DNA vzorkll byla orientatné¢ zméfena koncentrace vyizolované dsDNA
u jednotlivych mikroorganismli. Koncentrace byla namétena na spektrofotometru pii vlnové
délce 260 nm. V tabulce €. 7 jsou zaznamenany koncentrace smésnych biofilmi kultivovanych
na polyethylenu. V tabulce ¢. 8 jsou sepsany koncentrace smésného biofilmu rostoucim
na polystyrenu. Z naméfenych koncentraci jsou vyneseny grafy. Hodnoty dat se podstatné 1isi
jednak vzdjemné mezi jednotlivymi kokulturami, tak ale i mezi jednotlivymi méfenimi.
Vyizolované mnozstvi DNA zésadné ovlivnila kultivace vzorkd. Z graf je patrné, ze vyssi
koncentrace vSech kokultur je na polyethylenu oproti polystyrenu. Soucasné ze vSech kmeni

C. albicans nejstabilnéjsi rust na PE i PS ma Acdrl (vyznacena tmaveé modie). Relativng stabilni

koncentraci vykazuje i C. guilliermondii. Zaroven o néco vyssi koncentrace kokultury byla
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naméfena na polystyrenu. Naopak nejnizsi koncentraci na PE vykazuje kokultura 4hap5+CCM

a zéaroven jeji koncentrace na PS je proménliva.

Tabulka 7 Naméfena koncentrace izolatu DNA z biofilmu kokultur na péstovanych materialu z polyethylenu.

Namérena koncentrace (ng/pl)
CDR1+CCM Hap43+CCM Hap5+CCM SC5314+CCM

Rhb1+CCM C.g.+CCM

170,62 416,43 136,53 80,81 172,58 116,30
200,44 91,19 26,82 38,72 80,39 175,02
70,96 39,07 47,29 28,42 SoNES 183,60
8,00 108,74 78,28 12,44 30,88 65,01
306,96 52,47 81,55 137,25 270,61 79,19
206,74 91,51 66,75 81,89 327,78 94,65
600,00
500,00
400,00
=
ES) 300,00
200,00 { {
0,00

B CDR1+CCM ® Hap43+CCM ® Hap5+CCM = SC5314+CCM ® Rhb1+CCM 1 C.g.+CCM

Obrazek 19 Graf znazorhujici naméfené hodnoty koncentrace jednotlivych kokultur kultivovanych
na polyethylenu (PE). Na ose x jsou vyneseny kokultury v jednotlivych méteni a na ose y je vynesena koncentrace
kokultur kultivovanych PE.

Tabulka 8 Naméfena koncentrace izolatu DNA z biofilmt kokultur na péstovanych materialu z polystyrenu.

Naméiena koncentrace (ng/pl)

CDR1+CCM Hap43+CCM Hap5+CCM SC5314+CCM Rhb1+CCM C.g.+CCM
407,63 141,74 334,61 39,41 16,41 455,35
143,36 4,93 259,73 41,74 26,17 125,81
17,59 92,66 47,05 66,94 26,48 166,35
131,64 10,86 9,65 18,31 6,84 139,18
196,12 217,26 190,09 143,52 80,29 111,01
19,75 80,51 32,72 116,84 46,01 193,9
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Obrazek 20 Graf znazoriujici naméfené hodnoty koncentrace jednotlivych kokultur kultivovanych na polystyrenu
(PS). Na ose x jsou vyneseny kokultury v jednotlivych méfeni a na ose y je vynesena koncentrace kokultur

kultivovanych na PS.

3.4 Prezentace dat z real-time PCR

Pomoci real-time PCR byla zméfena koncentrace vyizolované dsDNA vsech vzorku.
Vsechny vzorky byly kultivovéany za stejnych podminek v polymikrobidlnim biofilmu na dvou
typech polymeru (polyethylen a polystyren). Koncentrace DNA byla méfena postupné
pro jednotlivé mikroorganismy. Vzorky byly pfipraveny a méfeny v parech za ticelem lepSiho
porovnani vysledki mezi sebou. Koncentrace DNA byla métfena postupné pro jednotlivé
mikroorganismy. Uvedené hodnoty koncentraci v tabulkach (viz nize) jsou pro kokultury
kultivované na dvou typech polymeru. V piiloze na obrazku P7 je jako ptiklad vlozena real-
time PCR kiivka zobrazujici analyzu kokultury C. albicans.

Vsechna data byla vyhodnocena jsou a prezentovana v nasledujicich tabulkach.
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Tabulka 9 Naméfené hodnoty koncentrace izolatu DNA C. albicans v biofilmu kultivovaném na polyethylenu (PE) a polystyrenu (PS). Jednotlivé mutantni kmeny C. albicans

byly kultivovany spole¢né s P. aeruginosa. Bylo provedeno pét méfeni a nasledné byl spoéitan median.

Hodnoty koncentrace ¢ (ng/pl) v péti méfenich

Nazev Median
Méfeni 1 M¢éieni 2 M¢feni 3 M¢ieni 4 M¢ieni 5

CDR1 5,699 0,268 0,056 14,770 9,761 5,699

Rhbl - 6,407 5,548 7,258 2,525 5,978

PE Hap5 - 1,540 0,074 1,404 1,242 1,323
Hap43 - 4,581 0,161 3,654 9,637 4,118

SC5H314 7,868 3,722 0,908 1,000 8,995 3,722

CDR1 - 0,806 0,075 5,595 0,401 0,604

Rhbl 18,300 8,320 0,451 28,852 2,536 8,320

PS Hap5 51,367 0,595 0,047 4,643 0,246 0,595
Hap43 21,023 15,984 1,649 2,213 1,204 2,213

SC5314 9,453 1,306 1,048 9,182 9,044 9,044
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Tabulka 10 Naméiené hodnoty koncentrace DNA P. aeruginosa v biofilmu kultivovaném na polyethylenu (PE) a polystyrenu (PS). Jednotlivé mutantni kmeny P. aeruginosa

byly kultivovany spole¢né s C. albicans. Bylo provedeno pét méfeni a nasledné byl spo¢itan median.

Nazev Hodnoty koncentrace ¢ (ng/ul) v parech Medin
M¢ieni 1 Meg¢ieni 2 M¢ieni 3 Me¢ieni 4 Me¢fieni 5

CDR1 0,0188 0,0098 0,0569 0,0872 0,0847 | 0,0569

Rhbl 0,0191 0,0060 0,0306 0,0321 0,719 | 0,0306

PE Hap5 0,0236 0,0170 0,0756 0,0658 0,7973 | 0,0658
Hap43 0,0249 0,0027 0,0537 0,0260 0,0702 | 0,0260

SC5H314 0,0198 0,0061 0,0206 0,0520 0,1735 [ 0,0206

CDR1 0,0166 0,0009 0,0381 0,0221 0,1616 | 0,0221

Rhbl 0,1153 0,0017 0,0266 0,0264 0,0785 | 0,0266

PS Hap5 0,0205 0,0011 0,0575 0,0456 0,0861 | 0,0456
Hap43 0,0169 0,0008 0,0272 0,0416 0,2033 | 0,0272

SC5H314 0,0103 0,0004 0,0223 0,0220 0,0933 [ 0,0220
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Tabulka 11 Naméfené hodnoty koncentrace DNA C. guilliermondii v biofilmu kultivovaném na polyethylenu (PE) a polystyrenu (PS). Jednotlivé mutantni kmeny C.

guilliermondii byly kultivovany spole¢né s P. aeruginosa. Bylo provedeno pét méfeni a nasledné byl spo¢itan median.

Nazev Hodnoty koncentrace ¢ (ng/ul) v parech Medidn
M¢feni 1 Méteni 2 M¢éfeni 3 Méfeni 4 Méfeni 5
PS 80,545 216,124 758,603 163,254 0,044| 163,254
7,781 1,109 2,128 4,405 0,041 2,128
PE 255,401 300,743 461,802 417,181 428,251 | 417,181
32,892 33,104 46,837 59,155 10,550| 33,104

Tabulka 12 Naméfené hodnoty koncentrace DNA P. aeruginosa v biofilmu kultivovaném na polyethylenu (PE) a polystyrenu (PS). Jednotlivé mutantni kmeny P. aeruginosa

byly kultivovany spole¢né s C. guilliermondii. Bylo provedeno pét méfeni a nasledné byl spocitan median.

Nazev Hodnoty koncentrace ¢ (ng/ul) v parech Medin
Mefeni 1 Meéteni 2 Meéfeni 3 Me¢feni 4 Meéteni 5
PS 0,000 0,000 0,000 0,753 0,679 0,000
0,568 0,571 0,530 0,542 0,453 0,542
PE 0,000 0,000 0,000 93,583 31,970 0,000
0,532 0,293 0,272 0,548 15,270 0,532
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3.4.1 Vyhodnoceni stanoveni DNA pomoci -PCR
Z vychozich dat (uvedené v tabulkach 9-12) byly vytvoteny grafy pro jednotlivé vzorky
kultivované v polymikrobialnim biofilmu. Krabicové grafy jsou jednoduchym zobrazenim dat
dle toho, jak jsou rozlozeny a v jakém rozsahu se pohybovaly namétené hodnoty. Vztah mezi
hodnotami a krabicovym boxem nejlépe demonstruje obrazek 21. VSechna data v této

podkapitole jsou prezentovana stejnym zptisobem.

25,000 25,000

21543 023

21,649
20,000 20,000

15,984

17,244
15,000
15,000

9,635

¢ (ng(pul)

10,000

I 3
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c

10,000

*7933
- 5,000 3,433

2,213
5,000 1,649 482 1,058,204

0823

— % 1,413

0,000
Obrazek 21 Tato dvojice grafi zobrazuje vysledky méfeni na A/hap43+CCM na PS. Pro zjednodus$eni zobrazeni
mych dat jsem pouzila krabicové grafy, které zobrazuji rozlozeni hodnot a smérodatnou odchylku. Pro upfesnéni
je uveden i bodovy graf ve stejném méritku, ktery slouzi jako ilustrace pro to, jak dané krabicové grafy

interpretovat.

C. albicans ma celkové vyssi narust vaéi P. aeruginosa. Median koncentraci
pro C. albicans se pohybuje v sirokém rozpéti 0,50-8,52 ng/ul v zavislosti na kultufe a typu
adhezniho materialu. Zatimco rozmezi medianu koncentraci P. aeruginosa je vyrazné mensi,
ato 0,02-0,05 ng/pl. Obecné se da fici, Ze biofilm jako takovy vice rostl na polyethylenu nez
na polystyrenu. Toto tvrzeni neni vSak jednozna¢né pro vSechny typy kokultur. Z ptilozenych
grafii pro C. albicans je patrné, ze na polyethylenu i polystyrenu nejméné rostl mutantni kmen
Ahap5. Zatimco kmeny Acdrl a SC5314 mély vyssi narast na polyethylenu a kmeny Ahap43
a Arhbl podstatné vice rostly na polystyrenu. Na grafech s P. aeruginosa byl zaznamenan vétsi
rast Adcdrl, Ahap5, Ahap43 a SC5314 na polyethylenu, naopak 4rhbljako jedind méla zvysenou
koncentraci na polystyrenu. Polymery PS a PE se vyskytovaly soucasn¢ v jednom roztoku
se smésnym inokulem a z tohoto dtivodu volné buriky mély moznost zvolit si pro adhezi jeden
nebo druhy typ polymeru. Na grafu je tak vidét, Ze pokud vice bunék vytvoftilo biofilm na PE,
koncentrace na PS je snizena a naopak. Stejny jev je pozorovatelny i v piipadé C. guilliermondii

a P. aeruginosa.
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Obrazek 22 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA vSech mutantnich kmend C. albicans
a kontrolniho kmene (SC5314) kultivovanych v biofilmu s P. aeruginosa (CCM) na polyethylenu. Barevné

vyznacené vysece predstavuji zastoupeni koncentraci jednotlivych polymikrobialnich biofilmd.
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Obrazek 23 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA vSech mutantnich kmend a kontrolniho
kmene (SC5314) C. albicans kultivovanych v biofilmu s P. aeruginosa (CCM) na polystyrenu. Barevné

vyznacené vysece predstavuji zastoupeni koncentraci jednotlivych polymikrobialnich biofilmt.
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Obrazek 24 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA P. aeruginosa kultivovanych v biofilmu
mutantnimi kmeny C. albicans a kontrolnim kmenem (SC5314) na polyethylenu. Barevné vyznaéené vysece
predstavuji zastoupeni koncentraci jednotlivych polymikrobialnich biofilmi. Méritko osy x je zde vyrazné vétsi

neZ u obrazku 25.
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Obrazek 25 Krabicovy graf s pfiblizenym méfitkem pro lepsi zndzornéni koncentraci jednotlivych kokultur.

Méritko osy x je zde vyrazné mensi nezZ u obrazku 24.
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Obrazek 26 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA P. aeruginosa kultivovanych v biofilmu
mutantnimi kmeny C. albicans a kontrolnim kmenem (SC5314) na polystyrenu. Barevné vyznaéené vysee
predstavuji zastoupeni koncentraci jednotlivych polymikrobialnich biofilmt. MéFitko osy x je zde vyrazné vétsi

neZ u obrazku 27.
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Obrazek 27 Krabicovy graf s pfiblizenym méfitkem pro lepsi znazornéni koncentraci jednotlivych kokultur.

Méritko osy x je zde vyrazné mensi nez u obrazku 26.

Co se ty¢e koncentrace C. guilliermondii, tak jeji narast byl jednozna¢né vyssi oproti
P. aeruginosa. Soucasn¢ C. guilliermondii vice rostla na polyethylenu. Median koncentrace
C. guilliermondii na PE pro jednu sadu méteni se pohyboval v okolo hodnoty 280,18 ng/ul

a pro druhou sadu méteni okolo hodnoty 33,00 ng/ul. Median koncentrace C. guilliermondii
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na PS mél taktéz rozdilné vysledky a to 162,07 ng/ul a 1,69 ng/ul. Nicméné je patrné, ze
koncentrace na PE jsou vyssi.

P. aeruginosa méla zvyseny narast na polystyrenu. Rovnéz u C. guilliermondii byl
zaznamenam mnohonasobné vys§i narust oproti C. albicans. P. aeruginosa v biofilmu
s C. guilliermondii mé¢la ptiblizné¢ shodny nartst jako P. aeruginosa kultivovana spolecné

s C. albicans.
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Obrazek 28 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA C. guilliermondii kultivovanych
v biofilmu s P. aeruginosa na polystyrenu i polyethylenu. Barevné vyznaené vyseGe predstavuji zastoupeni

koncentraci jednotlivych polymikrobialnich biofilmi. MéFitko osy x je zde vyrazné vétsi neZ u obrazku 29.
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Obrazek 29 Krabicovy graf reprezentujici naméfenou koncentraci DNA P. aeruginosa kultivovanych v biofilmu
s C. guilliermondii na polystyrenu i polyethylenu. Barevné vyznacené vysece predstavuji zastoupeni koncentraci

jednotlivych polymikrobialnich biofilmd. MéFitko osy x je zde vyrazné mensi neZ u obriazku 28.
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3.4.2 Logaritmus poméru koncentraci sledovanych kokultur
Znaméefenych  dat byl  vypocitan  logaritmus ~ poméru  koncentraci
C. albicans /P. aeruginosa a C. guilliermondii /P. aeruginosa. Jedna se o souhrnné vyjadieni
rastu jednotlivych kokultur na polymerech. Z grafu je snadné vyvodit, na kterém polymeru byl
veétsi narast biofilmu. Co se tyce polyethylenu, tak zde se koncentrace biofilmu jednotlivych
kokultur pohybovala okolo 2,0 ng/ul mimo kokulturu 4hap5+CCM, u niz byla koncentrace
niz8$i. Koncentrace biofilmt na polystyrenu u tiech vzorki dosahovala hodnot vys§i nez
2,0 ng/pl. Avsak u dalSich tfech vzorki byla nizs§i nez 2 ng/ul. Z grafu je taktéZz patrné, Ze
nejvetsi nardst na polyethylenu byl zaznamenan u C. g.+ CCM a nejvétsi nartst na polystyrenu
m¢l biofilm Arhb1+CCM. Tento fakt, je dobfe pozorovatelny i v grafech obr.22 az 29.
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Obrazek 30 Sloupcovy graf znazoriujici logaritmus poméru koncentraci kokultur C. albicans / P. aeruginosa
a C. guilliermondii / P. aeruginosa. Na o0se y je vypocitana koncentrace a na ose X jednotlivé kokultury.
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3.4.3 Korela¢ni koeficient
Z naméfenych hodnot koncentrace vyizolované DNA ze vzorkli byl vypocitany
korela¢ni koeficient pro jednotlivé druhy mikroorganismu. Korelace je linearni zavislost mezi
dvéma hodnotami a mira korelace je vyjadiena korela¢nim koeficientem. Tento koeficient
nabyva hodnot od -1 (jedna se o siln¢ negativni korelaci) do 1 (jedna se o silné¢ pozitivni
korelaci). Do vypoctu byly vlozeny hodnoty koncentraci jednotlivych mikroorganisma prosti
sob¢ PS a PE [62, 63]. Grafy reprezentujici korelaéni koeficient pro jednotlivé mikroorganismy

maji odlisné métitko, z diivodu fadové odlisnych koncentraci vzorki.

S -Dy—F) T ny—nTg
r= -

VI (@ =T Ty (yi — 7)? (n —1)s.s,

——=

Obrazek 31 Vypocet vyb&rového Pearsonova korelaéniho koeficientu r, kde x a'y jsou vybérové priméry, s; a sy

jsou vybérové praméry smérodatné odchylky a nahodny vektor o rozsahu n. Pfevzato a upraveno ze zdroje [62].

Vysledky Pearsonovy korelace ukazaly pro koncentraci C. albicans, ze mezi osou x a y

existuje jista korelace vyjadiena hodnotou Pearsonova korelaéniho koeficientu r = 0,5591.
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Obrazek 32 Bodovy graf reprezentujici korelaéni koeficient C. albicans. Na ose x se nachazi koncentrace naméfena

na polystyrenu a na ose y pak koncentrace z polyethylenu
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Vysledky Pearsonovy korelace ukazaly pro koncentraci P. aeruginosa (v biofilmu

s C. albicans), Ze mezi osou X a y existuje vyznamna korelace vyjadiena hodnotou Pearsonova
korelaéniho koeficientu r = 0,4498.
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Obrazek 33 Bodovy graf reprezentujici korela¢ni koeficient P. aeruginosa (v biofilmu s C. albicans). Na ose x

se nachazi koncentrace naméfena na polystyrenu a na ose y pak koncentrace z polyethylenu.
Vysledky Pearsonovy korelace ukazaly pro koncentraci C. guilliermondii, ze mezi osou

X a y existuje vyznamna korelace vyjadiend hodnotou Pearsonova korela¢niho koeficientu
r=0,7354.
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Obrazek 34 Bodovy graf reprezentujici korelacni koeficient C. guilliermondii. Na ose x se nachazi koncentrace

naméfend na polystyrenu a na ose y pak koncentrace z polyethylenu.
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Vysledky Pearsonovy korelace ukazaly pro koncentraci P. aeruginosa (v biofilmu
s C. guilliermondii), Ze mezi osou x a y existuje vyznamna korelace vyjadiena hodnotou

Pearsonova korela¢niho koeficientu r = 0,9590.
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0,70 R = 0,8885 °
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Obrazek_35 Bodovy graf reprezentujici korelaéni koeficient P. aeruginosa (v biofilmu s C. guilliermondii.).

Na ose x se nachazi koncentrace naméfena na polystyrenu a na ose y pak koncentrace z polyethylenu.

Diky korelaci naméfenych hodnot vime, Ze se x a y chovaji velmi podobné. Znamena
to tedy, ze narust jednotlivych sledovanych mikroorganismi na polystyrenu a polyethylenu je
obdobny. Korela¢ni hodnoty C. albicans jsou na sobé nejméné zavislé a maji $iroky rozsah
koncentraci na obou polymerech, v porovnani s P. aeruginosa (v biofilmu s C. albicans), jejiz
hodnoty se ve vétsing nachazi v oblasti nizsi koncentrace. Vétsina hodnot C. guilliermondii lezi
Vv blizkosti sttedové linie a hodnoty koncentrace jsou zde vyssi nez u P. aeruginosa.

Rozlozeni hodnot P. aeruginosa (v biofilmu s C. guilliermondii) je piesné&jsi. Koncentrace je
nizsi, ale body se nachézi v blizkosti stiedové osy a Vv blizkosti sobé samych.

Jelikoz se jedna o zivy mikroorganismus, vysledky nejsou prikazné totozné, 1 kdyz
vSechna méteni probéhla za identickych podminek. Co se ty¢e manualniho provedeni kultivace,
domnivam se, ze za rozdilnosti vysledki stoji nestejné mnozstvi odebraného inokula kultury
ke kultivaci. Analyza DNA byla jisté zatizena i chybou zptsobenou odliSnym mnoZzstvim

vyizolované¢ DNA.
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3.5 Popis prilohy

V piiloze jsou ptilozeny snimky zkoumanych kultur. Snimky byly pofizeny pomoci
dudlniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN
ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole, davkovanim plynii,
STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku. Nejveétsi nartst
Arhb1+CCM na polyesteru potvrzuje i snimek v pfiloze na obrazku P1, na kterém je zachycen
biofilm Rhb1 na polystyrenu v hojném poctu. Soucasné v piiloze na obrazku P4 je zachycen

biofilm Acdrl, jehoz nardst na polystyrenu neni nikterak velky.

69



ZAVER

Naplni této prace bylo stanovit interakci patogennich kvasinek Candida albicans
s bakterii Pseudomonas aeruginosa a Candida guilliermondii s bakterii Pseudomonas
aeruginosa. Interakce byla stanovena v ramci polymikrobialniho biofilmu na dvou typech
polymerd, a to polyethylenu a polystyrenu. V ramci stanoveni byly pfipraveny smésné kultury
Candida albicans s Pseudomonas aeruginosa a Candida guilliermondii s Pseudomonas
aeruginosa. Piipravené kokultury byly inkubovany na abiotickém materialu a vznikly biofilm
byl kvantifikovan pomoci real-time PCR.

Prvni ¢ast diplomové prace byla zaméiena na kalibraci metody, méfeni optické hustoty
Cistych a smésnych kultur a na méfeni koncentrace DNA na spektrofotometru. Nejprve byly
vytvofeny kalibra¢ni fady pro jednotlivé vzorky. Hodnoty kalibrace byly zméfeny pomoci
real- time PCR a byly vytvoteny kalibra¢ni kiivky. Méfeni optické hustoty Cistych a smésnych
kultur bylo provedeno vzdy pted izolaci DNA. Namétené hodnoty OD &istych kultur se vyrazné
nelisily, avSsak hodnoty OD smésnych kultur byly vici Cistym kulturam nizsi. Mezi
jednotlivymi méfenimi se objevovaly vétsi odchylky zpuisobené inkubaci vzorki. Hodnoty
koncentraci smésnych biofilmii namétenych na spektrofotometru se vzajemné 1isi jednak mezi
jednotlivymi kokulturami, tak ale i mezi jednotlivymi mé&fenimi. Z vysledkd je ale patrné, ze
vy$si narast biofilmu je na polyethylenu a soucasné ze vSech vzorki nejlépe roste C. albicans
Acdrl v biofilmu s Pseudomonas aeruginosa.

Druhé ¢ast diplomové prace byla zamétfena na stanoveni biofilmi smésnych kultur
pomoci real-time PCR. Kazdy vzorek byl méfen v dubletu a celkem u kazdého vzorku bylo
provedeno pét az Sest méfeni. Z naméfenych dat se prokazalo nasledujici: rast biofilmu
jednoznaéné nepievazoval na jednom typu polymeru, ale ponékud mirné vyssi nariast biofilmu
byl zaznamenan na polyethylenu. Diky tomu, Ze vice bun€k kokultury adherovalo
na polyethylenu a vytvofilo tak vétsi vrstvu biofilmu, koncentrace na polystyrenu byla snizena.
Kokultura C. albicans 4rhb1 kultivovana s P. aeruginosa ve vSech méfenich tvofila vétsi vrstvu
biofilmu na polystyrenu. Dle mého nazoru tento fakt mtize souviset s vlastnostmi C. albicans
Arhbl. Tento mutantni gen koduje tzv. G protein, ktery se aktivné zapojuje do filamentdzniho
rustu pfi hladovéni buniky. Diky tomu ma zvySenou tvorbu biofilmu V nepfiznivych
konkuren¢nich podminkach. Dale bylo zjisténo, ze Candida albicans a Candida guilliermondii
maji vicenasobné vyssi rist v biofilmu vic¢i Pseudomonas aeruginosa. To by mohlo souviset

wewvr

s faktem, Ze bakterie jsou obecné naro¢néjsi na kultivaci a v prostiedi s kandidami jsou snadno

70



potlaceny. Soucasn¢ C. guilliermondii vykazuje vyssi narust nez C. albicans. Zrodu
C. albicans se nejvice datilo kultufe 4cdrl kultivované spole¢né s P. aeruginosa.

Veskeré hodnoty koncentraci vzorkii naméfenych na (PCR byly porovnany
s kalibracnimi kiivkami pouzitych mikroorganismi. Hodnoty koncentraci jednotlivych méteni
jsou relativné rozdilné. Mezi hodnotami vSak existuje vyznamna korelace vyjadiujici zavislost
kokultur na sob& samych. Narust biofilmu jednotlivych kokultur byl obdobny jak
na polyethylenu, tak na polystyrenu. Avsak jak potvrdily vysledky z qPCR, vice kokultur
tvotilo vétsi mnozstvi biofilmu na polyethylenu. Mnozstvi vytvofeného biofilmu jednotlivych
kokultur, dle mého nazoru, zavisi na schopnosti mikroorganismu adaptovat se na kultiva¢ni
podminky a dale pak na kompetici obou kultur v polymikrobialnim biofilmu. Velkou roli zde
ma i struktura polymeru, ptedev$im povrchové vrypy, které usnadnuji bunikam adhezi. Dalsi
roli zde hraje i hydrofilita povrchu. K polystyrenu, jakozto hydrofilnimu povrchu je nutna
hydrofobni interakce bunky, ktera je v tomto piipad¢ slaba.

Tato analyza polymikrobialniho biofilmu Vv in vitro prostiedi by mohla v klinické praxi
ptispét k pochopeni adheze bunék na abiotické materidly a néaslednému zabranéni této
kontaminace. Zaroven tato diplomova prace muze piispét K vhledu do interakci mezi
mikroorganismy Vv polymikrobialnim biofilmu. V §irS§im kontextu a po dal§im vyzkumu by
mohl byt pifedlozen navrh k ptedapravé klinickych matrialti pomoci ¢inidel, které by inhibovali

adherované bunky.
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PRILOHY

Obrazky
A B

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.96 mm LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 6.95 mm LYRA3 TESCAN

View field: 5.00 pm Det: SE View field; 20.0 ym Det; SE
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

| SEMHV: 100 kV WD: 6.95 mm LYRA3 TESCAN|
View field: 200 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek P1 Arhbl kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 um, na B je 20 um
a na C je 200 um. Fotografie byly potfizeny pomoci dudlniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym
svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole,

davkovanim plynti, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku.
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L s
. e : AN
SEMHV: 10.0 kV 7 WD: 7.04 mm LYRA3 TESCAN| SEMHV: 10.0 kY WD: 7.04 mm : LYRA3 TESCAN|
View field: 5.00 um Det: SE View field: 20.0 pm ' Det: SE
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

~ SEMHV:10.0kv = WD:7.04 mm LYRA3 TESCAN
View field: 200 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek P2 Ahap43 kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 pm, na B je 20 um
a na C je 200 um. Fotografie byly pofizeny pomoci dualniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym
svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole,

davkovanim plynti, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku.
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o
LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

{

(4

LYRA3 TESCAN|

SEN MAG: 1.72 kx CEMNAT
Obrazek P3 Ahap5 kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 pm, na B je 20 um
a na C je 200 um. Fotografie byly pofizeny pomoci dualniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym
svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole,

davkovanim plynti, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku.
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Q

SEMHY: 100KV | WD:7.02mm LYRA3 TESCANl SEMHV: 100KV WD:7.06mm LYRA3 TESCAN

View field: 5.00 pm Det: SE 1 pm View field: 20.0 pm Det: SE
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

-

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.02 mm | LYRA3 TESCAN
View field: 200 pm Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek P4 Acdrl kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 um, na B je 20 um
a na C je 200 um. Fotografie byly pofizeny pomoci dualniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym
svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole,

davkovanim plynti, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku.
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o) A 4

SEMHV: 10.0 kV WD:7.19mm LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kv WD: 7.20 mm_ LYRA3 TESCAN
View field: 5.00 pm Det: SE View field: 20.0 pm Det: SE
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

SEMH k¥ | WD:7.20 mm LYRAS3 TESCAN|
View field: 200 pm Det: SE
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek P5 SC5314 kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 um, na B je 20 um
a na C je 200 um. Fotografie byly pofizeny pomoci dualniho skenovaciho systému s fokusovanym iontovym
svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.), vybavenym stinénim elektromagnetického pole,

davkovanim plynti, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového svazku.
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_ SEMHV: 10.0kV LYRA3 TESCANY|  SEM HV: .o 1 LYRA3 TESCAN

View field: 5.00 pm E  View field: 20.0 ym
SEM MAG: 69.2 kx CEMNAT SEM MAG: 17.3 kx CEMNAT

SEMHV: 10.0 kv WD: 7.04 mm / LYRAS3 TESCAN|
View field: 200 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.73 kx CEMNAT

Obrazek P6 C. guilliermondii kultivovana v biofilmu s CCM na polystyrenu, zobrazovaci pole na A je 5 um, na B
je 20 um a na C je 200 um. Fotografie byly potfizeny pomoci dualniho skenovaciho systému s fokusovanym
iontovym svazkem (LYRA3 GMH, TESCAN ORSAY HOLDING, as.), vybavenym stinénim
elektromagnetického pole, davkovanim plynt, STEM a EDX detektorem a litografii pomoci elektronového

svazku.
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Obrazek P7 Graf demonstruje ptiklad vysledné real-time PCR kiivky. Graf je zobrazenim analyzy kokultur C. albicans. Na ose x se nachazi pocet cyklii a osa y odpovida hodnotam
relativni fluorescence. Kazda barevna linie zobrazuje jeden testovany vzorek. V blizkosti cyklu 20 se nachéazi Ct hodnota.
Zdroj: Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE.
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