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Anotace:

Tato bakalarské prace se zabyva vyuzitim metody FISH pro detekci biofilml. V tvodni ¢asti
jsou popséany zékladni postupy a modifikace metody. Dale jsou uvedeny moznosti vyuZiti
metody Vv raznych odvétvich. Hlavni ¢ast prace popisuje konkrétni piipady detekce biofilmi
metodou FISH.

Klic¢ova slova: FISH, biofilm, hybridizace, bakterie
Title: Fluorescence “in situ“ hybridization for the detection of biofilm
Annotation:

This thesis deals with the use of the FISH method for the detection of biofilms. The first part
describes basic procedures and modifications of method. The possibilities of using the method
in different sectors are listed below. The main part describes specific cases of biofilm detection
using FISH method.
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Uvod

Biofilmy se vyskytuji ve vSech odvétvich lidské Cinnosti, ale mnohdy je jejich pfitomnost
nezadouci. Mohou zpusobovat technické problémy ve vyrobnich procesech, kontaminovat
vyrobky potravinaistvi, ¢i dokonce zpiusobovat onemocnéni, pokud se vyskytnou v lidském

organismu. Bakterie tyto biofilmy vytvaii pro posileni své odolnosti.

FISH je perspektivni metoda, kterd vyuziva znacenych sond k hybridizaci cilové genetické
informace. Pokud se tento postup vyuzije pii detekcich biofilmu, tak dojde k navazéani sondy
na rRNA a tim k vizualizaci buniky. Navazani na rRNA se vyuziva z davody vétsiho poc¢tu
ribozomu v buiice, diky ¢emuz je vétsi pravdépodobnost specifického navazani a také vyssiho
signalu. Tento proces probiha rychle, v fadu hodin, na rozdil od klasickych kultiva¢nich metod,

které mohou probihat i nékolik dni a mnohdy je nemozZné nékteré bakterie kultivovat.
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1 Historie Fluorescenéni in situ hybridizace

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je diagnosticka metoda ktera vyuziva zna¢enou sondu
pro vizualizaci sekvenci DNA ¢i celé bunky. Poc¢atek metody FISH se datuje k roku 1970, kdy
zaCaly byt vyuzivany sondy s radioizotopovym zna¢enim. Tyto sondy se vazaly na repetitivni
sekvence na centrometfe chromozomu. Vysledny zaznam byl odecitan z autoradiogramti, Coz

bylo nevyhodou pro slabsi signaly, které byly malo patrné (Kocarek, 2007).

Se znacenim radioaktivnimi izotopy se ovSem vyskytovalo hned nékolik problémt. Jednim
z téchto problému bylo Ze pfi tomto znaceni izotop podléha rozpadu, coz zpisobuje Ze samotna
sonda se stava nestabilni. DalSim uskalim pfi radioizotopové detekci je dlouha doba expozice,
kterd zpomaluje samotné ziskani vysledku. V neposledni fadé je problémem sama radioaktivita
izotopl, ktera je nebezpetna a je proto potieba aby s izotopy bylo zachdzeno v souladu

S ptisnymi ptedpisy (Levsky a Singer, 2003).

Tyto problémy byly vyieSeny pfichodem fluoroforem znacené sondy. Sonda byla vytvoiena
navazanim fluoroforu na RNA z 3" konce. Dtive byly sondy zna¢eny enzymem po celé délce.
Pozdgji byly vyuzity amino-alyl modifikované baze, které byly dulezité pro vyvoj in situ
technologii. Takto vytvarené sondy totiz mohly byt pozdé&ji spojeny s fluoroforem. To pfineslo

moznost vytvaiet sondy jednoduse chemickou cestou (Levsky a Singer, 2003).

Dalsim krokem ve vyvoji byla vyména nepifimé detekce za pfimou. Nepfima detekce
probihala, tak Ze se vystupni signal zvySoval. Piima detekce byla pouzita ptiblizn¢ kolem roku
1990. Zakladala se na tom, ze na jednovlaknovou DNA sondu bylo mozné navazat vice
fluorofori a to posléze poskytlo vétsi odezvu, a tedy i moznost piimé detekce (Levsky a Singer,
2003).

Problematikou pfedeslych sond byla jejich délka. Pokud se totiz navazala dlouha sonda
nespecificky na vzorek, tak poskytovala falesny signal. Diky zkraceni sond se zlepSilo

ovlivitovani signalu Sumem (Levsky a Singer, 2003).
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2 Princip metody FISH

Metoda FISH je diagnosticka metoda pro lokalizaci ¢i identifikaci specifickych tseki DNA ¢i
RNA a jejich naslednou vizualizaci pomoci znacenych oligonukleotidovych sond (Ktizkova et
al., 2003).

Tato metoda je velice dilezita pro 1ékaiské ucely, a to predev§im v genetice, dale pak
v mikrobiologii. Vyhodou této metody je predevs$im jeji rychlost a moznost identifikovat

bakterie, které je naro¢né nebo nemozné kultivovat. (Schweickert et al., 2004).

Dtlezitym krokem pifi metodé¢ FISH je provedeni denaturace. Pfi denaturaci se totiz
dvousroubovice DNA rozvolni a vznikne jednovlaknovd DNA. Takto se denaturuje vzorek i

sonda. Denaturace se provani bud’ teplem, nebo alkdliemi, v prostiedi malého objemu pufru.

Podminky pti denaturaci (teplota, ¢as, koncentrace soli apod.) se lisi podle typu sondy i
podle typu vzorku ktery detekujeme. Diulezité je prizptsobit vnéjsi podminky tak, aby pii
nasledné hybridizaci doslo k maximalnimu navazani a také aby se neporusila pospolitost bunck,
¢i tkané. Hybridizaci se rozumi samotné navazani znacené sondy na templatovou DNA/RNA
(Price, 1993).

2.1 Sondy

Sondou se rozumi usek genetické informace, nej€astéji usek DNA, ktery je uméle ptipraven.
Tento usek je klonovadn pomoci vektoru. Jako vektor se pouzivaji plazmidy, kosmidy,

bakteriofagy, fasmidy atd.

D¢lka sond se pohybuje mezi n¢kolika kb (kilobdze) az Mb (megabaze) ty jsou ovSem
nasledné nastépeny na kratsi useky (15-30 bazi). Je samoziejmé ze pro uspéSnou hybridizaci je
potfebné mit vyS$i koncentraci sondy nez cilové DNA-zvySuje se tim pravdépodobnost
hybridizovani. K jejich znaceni se vyuziva velkého mnozstvi barviv (Schweickert et al., 2004;
Kocarek, 2007).

2.1.1 Rozdéleni sond
Sondy muzeme délit do tii zakladnich skupin podle mista na chromozomu, na které se navazuji.

D¢li se na satelitni, lokus-specifické a celochromozomové (viz. obrazek 1).
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Mezi satelitni sondy patii centromerické a telomerické sondy, které se vazi na repetitivni
useky DNA na centromerach, nebo telomerech. Tyto repetitivni useky mohou obsahovat az
tisice opakovani, diky ¢emuz poskytuji §irokou oblast pro navazani sondy. Cast&ji pouzivanym
sondami jsou centromerické , protoze telomerické neposkytuji dostatecnou specificitu (Price,

1993; Kocarek, 2007).

Lokus-specifické sondy hybridizuji na specifickou sekvenci genu, ktera neni repetitivni.

Jsou schopny hybridizovat i s celym genem ¢i skupinou (Kocarek, 2007).

Celochromozomové (malovaci) sondy hybridizuji na specifickém misté chromozomu. To
zpusobi, ze pii pozorovani, na chromozomu nezaii pouze jedno misto, ale cely chromozom

(Kocarek, 2007).

satelitni lokus celo-
(centromerické) specificke chromozomové
sondy sondy {malovaci) sondy

Obréazek 1 Grafické znazornéni umisténi jednotlivych typt sond (Koc¢arek, 2007)

2.1.2 Znaceni sond

Sondy lze rozd¢lit podle jejich znaceni na piimo ¢i nepiimo znacené.

Pii pfimém znafeni muze byt pouzito fluorescenéni barvivo (fluoresceinisothiokyanat,
tetramethylrhodamin, texaska ¢erveii, cyamin), radioaktivni izotop (*2P, *H, 14C) nebo enzym
(katalyzuje vznik barevného nebo fluoreskujiciho produktu). Pti znaceni fluorescenénim
barvivem je béznym postupem pouziti dvou barviv na jednu sondu. Tim vznikne smiSeny
signél. Ovsem jednim problém pfi pouziti dvou barev miZe byt jejich vzajemna kompetice, kdy
bude sonda s jednim druhem barviva spiSe navazana, nez sonda bez tohoto barviva (piikladem
mize byt zna¢eni Cy3 popiipadé Cy5 a Fluosem, kdy se sondy znacené barvy Cy navazuji
Iépe). Piikladem enzymového znaceni je vyuziti kienové peroxidazy (HRP) na kterou je poté

navazana fluorescenéné oznacend molekula tyraminu.
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Dals8imi zpisoby, jak znacit enzym je pomoci fluorochromu, biotinu ¢i digoxigeninu. Nékdy
je signal po znaceni stale maly. V tom piipadé je mozné oznacit sondu nejen na 5 konci, ale i
na 3’konci (Ktizkova et al., 2003; Kocarek, 2007; Pernthaler, 2002; Behnam, et al. 2012;
Hougaard et al. 1997; Schweickert et al., 2004).

Nepiimé znaceni probiha haptenem nebo biotinem, kdy je poté vzorek inkubovéan
s protildtkou znacenou fluoroforem. I pfi této metodé je mozné navazat vice fluoroforii na
protilatku. Vyhodou neptimé detekce je jeji vyssi citlivost (cca 10-15%), ale naopak nevyhodou
je delsi doba inkubace pro navézani protilatky. Signal lze jesté zvySit navazanim druhé
protilatky (viz obrézek 2). Dalsim problémem muze byt vétsi fluorescence pozadi, ktera je
zpusobena nespecifickym navazovanim protilatek na ostatni ¢asti bunky (Ktizkova et al., 2003;

Kocarek, 2007; Ried, 1992; Morison, 2003).

cilova

1. znaCend 2. znacena
protilatka protilatka
(vaZe se na (vaZe se na

hapten) 1. protilatku)

Obrazek 2 Nepiimé znaceni pomoci dvou protilatek (Kocarek, 2007)
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3 Zakladni postup pri FISH

Nejcastéjsim cilem pro navani sondy je 16S rRNA. Jedna se o sekvenci nukleotidti v malé
podjednotce ribozomu, ktera se vyskytuje u vSech prokaryotickych organismu. Toto misto vsak
nemusi poskytovat dostatecny prostor pro druhové specifické sondy. Dalsimi cilova mista, kterd
se vyuzivaji jsou: 23S rRNA, 16S-23S rRNA, 18S rRNA, 26S rRNA, tmRNA a mRNA.
Metoda FISH je vyhodna jak pro kvalitativni analyzu vzorkd, tak i pro kvantitativni
vyhodnoceni po¢tu jednotlivych mikroorganism, aniz by doslo k naruseni biofilmu (Azevedo,
et al., 2015; Schweickert et al., 2004).

Zakladnimi kroky pti FISH je fixace a denaturace vzorku, poté hybridizace sondy na cilovou
genetickou informaci. Po hybridizaci je provedeno promyvani pro odstranéni

nehybridizovanych sond a poté odecitani signalu. Tyto kroky jsou podrobnéji popsany nize.

3.1 Fixace a denaturace vzorku

Tento krok je dtlezity pro pfichyceni vzorku a nasledny prinik sondy do buiiky. Prinik sondy
do buiikky musi byt dostate¢ny, pii malém priniku totiz v buiice nedojde k dostate¢nému
fluorescenénimu signalu. Nej€astéji pouzivané roztoky pro fixaci jsou bud’ srazeci (ethanol
nebo methanol) nebo ze situjici (formaldehyd). Pfi fixaci mikroorganismu, které obsahuji
Vv bunééné stén¢ vice peptidoglykanti, dochazi ke Spatnému pronikani téchto roztokl pies
buné¢nou sténu (jedna se predev§im o grampozitivni mikroorganismy). Jednim zptsobem, jak
prekonat tento problém je vyuziti PNA sond (peptidovych nukleovych kyselin). Po fixaci musi
byt roztok vymyt, aby mohla byt provedena hybridizace (Schweickert et al., 2004).

Cilem denaturace je rozvolnéni dvoufetézcové DNA na jednofetézcovou, coz umozni

navazani sondy pro hybridizaci (Price, 1993).

3.2 Hybridizace sondy a cilové DNA

Hybridizace se provadi v malém objemu pufru v tmave vlhké komurce. Pii hybridizaci dochazi
k navazani sondy na DNA ¢i RNA cilové buriky. Pti detekcich bakterii se vyuziva predevsim
hybridizace na rRNA. To z divodu Ze rRNA je v buiice obsazena ve vyS$i mite a diky tomu
poskytuji vice vazebnych mist. Vysledna sila signalu je tedy zavisla na obsahu ribozomi

V bunice a ten je ovlivnén stafim bunky, dale naptiklad pouzitym barvivem ¢i typem sondy.
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Optimalni velikost sondy pro hybridizaci je 10-25 kb Cas hybridizace se pohybuje od hodiny
az po cely den a zavisi na typu sondy (Kocarek, 2007; Price, 1993; Saha et al., 2012).

3.3 Odstranéni nespecifickych signala
Pfi tomto kroku provedeme vymyti nehybridizovanych sond a sond navazanych na nespecificka

mista. Tyto nehybridizované sondy by rusili stanoveni, poskytovanim falesného signalu.

Miuzeme pouzit napt. TBS a triton (Kocarek E., 2007; Kiizkova et al., 2003).

3.4 Vyhodnoceni hybridiza¢niho signalu

Signél se vyhodnocuje nejcastéji pomoci epifluorescencniho mikroskopu. Zdrojem svétla je
vybojka, kterd je opatfena filtry pro vybrani ur€ité vinové délky. Riizné filtry jsou urceny pro
riznd barviva. Tento zplsob je nejcastéji pouzivanym, protoze vyzaduje minimalni technické
zazemi (epifluorescencni mikroskop a sadu filtri odpovidajicich pouzivanym fluorochromtim).
Dalsim zpasobem, jak Ize detekovat hybridizované bakterie, je pomoci prutokové cytometrie
¢i konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM) (Azevedo et al. 2015; Kocarek, 2007;
Lopes et al., 2015; Andorra et al., 2011; Neuenschwander et al., 2015; Pernthaler et al., 2001).
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4 Modifikace a vyuziti FISH

4.1 Modifikace

Klasickd metoda FISH neposkytuje dostatecnou citlivost. Z tohoto divodu byly vyvinuty
modifikace, které zlepSuji vizualizaci a snizuji Sum okoli. Zakladni z téchto modifikaci jsou

popsany nize (Kocarek, 2002).

4.1.1 CARD-FISH (TSA)

Jednd se o FISH, ktera vyuziva sondu znac¢enou enzymem kienovou peroxidazou (Catalized
Reported Deposition-Fluorescence In Situ Hybridization). Kienova peroxidaza (HRP) je
navazana na sondu a poté je na HRP navazana fluorescen¢né znac¢ena tyraminova molekula (viz
obréazek 3). Takto znacenych sond je navazano na cilovou molekulu velké mnozstvi. Navazani
téchto molekul ve vysoké koncentraci mize zptsobit dimeraci, ale pokud se pouziji pouze pro
zvyseni signalu, tak k tomuto jevu dojde pouze v mal¢ mife. Proto se tyramin vyuziva
v kombinaci s nukleotidovymi sondami. Dalsi moznou kombinaci CARD-FISH mize byt
spojeni s mikroautoradiografii, mikroelektrickym métenim, Ramanovou mikrospektroskopii a
NanoSIMS. Takto kombinovand metoda je nejvice vyuzivana pro detekci mikroorganismd.
Jednou znovégjsich, a ne pfili§ prozkoumanych moznosti pro studia spoleCenstev
mikrorganismu je kombinace CARD-FISH s transmisni elektronovou mikroskopii (klasickou
nebo kryogenni). Pro svou citlivost se vyuziva k mapovani genomu a genové exprese,
prenatalni diagnostice a pii studiu mikrobialnich infekci (Pernthaler et al., 2002; Pernthaler et
al., 2004; Wagner a Haider, 2012; Raap, 1998; Neuenschwander et al., 2015).
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Obrazek 3 Schéma CARD-FISH (upraveno podle Amman, 2008)

4.1.2 CLASI-FISH

Fluorescen¢ni in situ hybridizace s kombinatorickym znacenim se spektralnim zobrazenim
(CLASI-FISH) vyuziva navazani dvou ¢i vice sond. Kazda je zna¢ena jinym barvivem a obé
sondy spolu soutézi o vazebné misto. Cilovy organismus mé poté rtizné kombinace oznaceni.
Vysledny signal se odecita s pomoci mikroskopu a spektralnich technik. Podobné sondy jsou
ovSem schopny mit jinou afinitu k cilovému mistu v zavislosti na pouzitém barvivu, coz
zpiisobuje potize pii identifikaci mikroorganismi. Jejich spole¢na kompetice zplisobi, Ze se
vysledny signél snizi o 50 %. Jednim ze zpUsobu, jak této situaci piedejit, je vyuziti kombinace
s DOPE-FISH metodou (Wagner a Haider, 2012; Behnam et al., 2012).

4.1.3 DOPE-FISH
Fluorescen¢ni in situ hybridizace s dvojité znacenou sondou (DOPE-FISH) zachovava
jednoduchost klasické metody, ale poskytuje dvojnasobnou citlivost a zvySuje dostupnost

sondy na cilové misto. V tomto piipadé jsou na jednu oligonikleotidovou sondu navazana dva
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fluorochromy. Timto zplisobem se vytvaii smiSeny signal. Intenzita signalu je vyraznéjsi nez

pfi pouziti jinych metod (Wagner a Haider, 2012; Behnam et al., 2012).

4.1.4 RING-FISH

Fluorescencni n situ hybridizace S vyuzitim mnohonéasobné znacenych
polyribonukleotidovych sond (RING-FISH) nazyvana také poly-FISH pouziva mnohonasobné
znacené sondy nékolika signaliza¢nimi molekulami. Tyto RNA sondy se seskupi a zesiti okolo
bunky. To ma za nasledek vytvoieni halo-efektu okolo bun¢k. Halo-efekt je mozno pozorovat
na obrazku 4. Cast A zobrazuje kulturu zobrazenou pomoci RING-FISH a &ast B kulturu
zobrazenou pomoci fazového kontrastu. Tato metoda pomohla k identifikaci a kvantifikaci
bakterii v planktonu. Vysledny signal a citlivost byl az padesatinasobn¢ vyssi nez konvenéni

FISH. Diky vlastnostem RING-FISH bylo mozné detekovat geny, ¢i fragmenty gend s nizkou

koncentraci v bunce (Pratscher et al., 2009).

Obréazek 4 Halo-efekt RING-FISH (upraveno podle Pratscher et al., 2009)

4.1.5 Fiber-FISH

FISH provedena na vlakné (Fiber-FISH) neni klasicka metoda FISH, nebot’ se hybridizace
neprovadi v pfitomnosti buriky, ale pouze na holém vlakné DNA. DNA se z buriky vyizoluje a
nasledné se na ni navazou fluorescenéné¢ znacené sondy. Je dilezité, aby bylo vldkno co mozna
nejrovnéjsi, bez zloma a prekryvi s jinym vldknem, nebot’ to muze vést ke Spatné interpretaci
vysledku. Tato metoda je vysoce citliva a vyuziva se pii mapovani genomu, kdy se vyuzivaji

rizné znacené lokus specifické sondy. Dale je také mozné ji vyuzit pii testovani samotnych
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naklonovanych sond. VVyhodou Fiber-FISH napfiklad oproti PCR je moznost studovat velkou
genetickou oblast v jednom experimentu (Kocarek, 2007; Raap, 1998).

4.1.6 LNA aPNA FISH

FISH s vyuzitim peptidovych nukleovych kyselin jako sond (PNA-FISH) a FISH s derivaty
uzavienych nukleovych kyselin (LNA-FISH) jsou metody které maji lepsi afinitu k cilové
DNA/RNA nez klasické DNA sondy. Déle jsou vice biostabilni (odolné proti nukledzové
degradaci), jejich vysledky maji niz§i Sum a celkové jsou citlivéjsi a specificte)si

(Azevedo et al., 2015).

LNA je analogem RNA, ktery obsahuje ribosovy kruh, ktery je uzaméen 02°-C4’-
methylenem. Tento typ sond mulze byt pouzit pro terapeutické a diagnostické ucely. Jejich

vyuZiti pro rozbor biofilmu byl prvné pouzit v praci Azevedo et al. (2015).

PNA sondy jsou uméle vytvafeny v laboratofich. Jedna se pseudopeptidy s nenasycenym
polyamidovym fetézcem. Misto zaporné nabitého cukr-fosfatového skeletu maji neutrélni
skupinu. Diky tomu jsou afinitn&j$i k cilovému mistu a tvofi pevnéjsi vazbu nez bézné DNA

sondy (Perry-O”Keefe et al., 2001; Almeida el al., 2013).

4.2 Vyuziti FISH
Metoda FISH muze byt vyuzita v riznych odvétvich lidské cinnosti, pii identifikaci
genetickych onemocnéni, detekci bakterii a podobné. Nékterd z téchto vyuziti jsou pospéana

nize.

4.2.1 Medicina

Pravdépodobné nejbéznéji se FISH vyuziva v mediciné. FISH je schopna vizualizovat zmény
genetické informace napt. duplikace, zesileni, translokace atd. Diky tomu se stava velice
dilezitou diagnostickou metodou. Vyuziti pii diagnostice genetickych onemocnéni ma jiné
podminky nez pti detekci bakterii. Bunky se musi nachazet v metafazi, aby bylo po navazani
sondy mozné lokalizovat poruchu (Kocarek, 2007; Halling a Kipp, 2007; Perkar-Zlotin et al.,
2015).
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Vyuziva se pii detekcich chromozomalnich zmén v nadorovych buiikach. Metoda FISH je
citlivéjsi nez bézné pouzivané metody pro detekci karcinomui. Nekteti pacienti, kteti méli
negativni cytologii, mélo pozitivni test pomoci FISH. I pfes fakt, ze u nich nebyl nalezen
karcinom se az u 65 % z nich objevila recidiva do 29 mésicu. Tento fakt prokazuje vyznam
vysledku, kterych Ize FISH dosahnout. Vyuziva se naptiklad u rakoviny plic ¢i prsu (Halling a
Kipp, 2007; Perkar-Zlotin et al., 2015).

Dalsim medicinskym vyuzitim FISH je detekce bakterii. Lze je vyuzit k detekci patogennich
bakterii vyskytujicich se v zazivacim traktu, dychacim Ustroji, mocovych cestach atd. Zde je
zasadni vyhodou rychlost ziskani vysledkt, kterd je pfi ur€ovani patogent u pacientli stézejni

(Azevedo et al., 2015; Machado et al., 2013; Lopes et al., 2017; Bertl el al., 2015).

4.2.2 Potravinarstvi

Potravinafské vyrobky jsou casto kontaminovany patogeny, které kazdoro¢né zpiisobuji
miliony onemocnéni a mnohdy i smrt. Jak jiz bylo zminéno vySe klasické kultivacni metody
jsou Casoveé naro¢né, v fadu dni nékdy i tydnl. Nejcastéji zkoumanymi patogeny v potravindch
jsou predevsim Salmonella enterica, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes ¢i E. coli.
Pfi zkoumani zadoucich bakterii pak byly detekovany rody Lactobacillus spp., Lactococcus
spp. nebo Leuconostoc spp.. I ptes své nesporné vyhody neni metoda FISH bézné rozsitenou
metodou. Nejcastéji se pouzivaji kultivaéni metody, =zalozené na legislativnich

standardizovanych protokolech (Rohde et al., 2015).

Dalsi mozZnosti, kde 1ze FISH pouZit je pfi detekci kvasinek. Ptikladem je studie Andorra et
al., (2011), kde se tym zabyva detekci kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Hanseniaspora
guilliermondi. Vyuzivaji FISH pro ur€eni vlivu alkoholu na rast kvasinek (Andorra et al.,
2011).

4.2.3 Prumysl

Mnoho bakterii ¢i biofilmt se vyskytuje i v riznych odvétvich technického primyslu, kde
mohou zpusobovat technické zdvady ¢i degradaci produktd. Z toho divodu je potieba
analyzovat vzorky z riznych ¢asti vyroby v pomérné kratkém case. Piikladem vyuziti FISH je

detekce mikroorganismi v kovoobrabécich roztocich (Saha et al., 2012).
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4.2.4 Zivotni prostiedi

V zivotnim prostredi se vyskytuje velké mnozstvi bakterii. Védecké tymy se zabyvaji vyskytem
a ¢innosti téchto bakterii. K tomuto tcelu je vhodné vyuzit FISH. Ptikladem je analyza bakterii
obsazenych v moiské vode. Nekteré z téchto bakterii nejsou schopny kultivace, proto je vhodné
pouzit této molekularné biochemické metody, pro jejich rozliSeni. FISH lze také vyuzit pfi
identifikaci bakterii v aktivovaném kalu v ¢istickach odpadnich vod. Bakterie aktivovaného
kalu tvoii komplexni systém, ve kterém jsou bakterie provadé&jici denitrifikaci, deaminaci,
oxidaci a podobné. I zde je vhodné pouzit FISH pro rozliSeni jednotlivych kment a optimalizaci
¢isticiho procesu naptiklad pro snizeni pénéni ¢i zlepSeni odbourani fosforu (Eilers et al., 2000;

Pernthaler a Amann, 2004; Wagner et al., 2002)
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5 Prakticka méreni

5.1 DOPE-FISH pro detekci Sesti mikrobialnich populaci

V tomto experimentu se kolektiv Behman et al. (2012) rozhodli vyzit DOPE-FISH jako
ndhradu za CLASI-FISH, kterd neposkytuje takovou citlivost. Pro demonstraci se rozhodli
vyuzit Sesti taxonu které analyzovali v jednom kroku. V této praci jej uvadim jako ptiklad, kdy

1ze identifikovat i komplikovangjsi biofilm.

5.1.1 Kultury
Jako modelovy organismus byla pouzita Escherichia coli a experimentalni biofilm byl ziskan
ztii jedinci Ancorina alata. Jedna se o rody Poribacteria, Nitrospira, Chloroflexi,

Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria a Archea.

V prvni fadé¢ byla vypéstovana ¢ista kultura Escherichia coli v bujonu Luria-Bertani.
Kultura byla inkubovana az do stacionarni faze a poté byla zafixovana paraformaldehydem
(PFA). Bujon Luria-Bertani je tekuté médium bohaté na Zziviny, které se Casto vyuziva
mikrobiology, protoze urychluje a podporuje rust bakterii. Sklada se z tryptonu, kvasni¢ného
extraktu a chloridu sodného. Nakonec se upravuje pH pomoci hydroxidu sodného na hodnotu 7
(Sezonov, 2003).

Tkanové vzorky, ze kterych mé&l byt ziskan biofilm pro analyzu, byly nakrajeny na ¢asti o
plose 2 mm? a poté také zafixovany v PFA po dobu 4 hodin. Po fixaci byly uloZeny do

fyziologického roztoku pufrovaného alkoholfosfatem a ulozeny v -20°C.

5.1.2 Sondy

Pro Escherichia coli byla zvolena sonda EUB338 zaméfené na 16S rRNA, tato sonda je vhodna
pro vétSinu bakterii, a sonda Gam42a zamétend na 23S rRNA mnoha clend
Gammaproteobacteria. Pouzité sondy a barviva jsou uvedeny v tabulce 1 spolecné

s prislusnym rodem baterii.
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Tabulka 1 Znaceni sond pro jednotlivé rody pii DOPE-FISH (upraveno podle Behnam et al.,
2012)

Rod Nazev sondy Barvivo 1 Barvivo 2
Escherichia coli ~ EUB338 Fluos/Cy3/Cy5
Gam42a Cy3 Cy3
Poribacteria ~ Porl130 Fluos Cy3
Chloroflexi GNSB-941 Fluos Cy5
Nitrospira  Ntspa662 Cy5 Cy3
Deltaproteobacteria Delta495a Fluos Fluos
Gammaproteobacteria ~ Gamd42a Cy3 Cy3
Archaea Arch915 Cy5 Cy5

5.1.3 Hybridizace

Hybridizace vSech vzorkl byla provadéna po dobu 4 hodin a poté byl vzorek promyvan 10
minut, aby byly odstranény nezadouci signaly. Koncentrace pouzitych sond byla 5 pmol. Pro
hybridizaci A. alata byla vyuzita ekvimolarni smés sond s pfimési neznacenych soutéznich
sond pro Ntspa662 a Gam42a. Hybridizace byla provedena v 35 % roztoku formaldehydu
Vv hybridiza¢nim pufru. Signal byl nasledné kvantifikovan pomoci konfokalniho laserového

skenovaciho mikroskopu (CLSM).

V prvni fadé se provedla normalizace signalu na bakterii Echerichia coli. Normalizace se
provani abychom ziskali udaj o odezvé Cistych barviv, které poté ve smiSenim signalu poskytuji
rozdilnou odezvu. Ta byla provedena na mono-znacené sondé pomoci Cy3, Cy5 a Fluosem.
Nasledné se napodobil ptistup CLASI-FISH a bylo provedeno méteni s dvojité znaenymi
sondami v kombinaci Cy3-Fluos, Cy3-Cy5 a Cy5-Fluos. Z tohoto pokusu vysly pfedpokladané
vysledky. Prvnim ptfedpokladem bylo Ze podobna barviva poskytnou 50% snizeni intenzity
signalu. To nastalo pfi pouziti barviv Cy3 a Cy5 ktera jsou si podobna jak chemickymi
vlastnostmi, tak molekularni hmotnosti. Dalsim vysledkem bylo Ze pii pouziti dvojité
znacenych sond (Cy3-Fluos a Cy5-Fluos) se na cilové misto piednostné navazaly sondy

znac¢ené Cy3 a Cy5 barvivem.

5.1.4 Vysledky experimentu
Pii detekei biofilmu z A. alata doslo k uspésnému rozliseni jednotlivych taxont bez zasadnich
technickych problému, za pouziti dvojitého znaceni. Pfi nahravani snimkd se vyskytoval

problém s rodem Nitrospira, ktery byl znac¢en sondou s podobnymi fluorochromy. Tento rod
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mél nizkou intenzitu signélu, a proto bylo nutné zvysit detekéni citlivost na Cy3 a Cy5 barviva.
Toto zvySeni ovSem vedlo k nadmérné expozici sond nesoucich Cy3 a Cy5 barviv. Vysledny
obraz pozorovany po hybridizaci je mozné vidét na obrazcich 5 a 6, kde je vidét rozdilné

zabarveni jednotlivych kolonii.

Zavérem tohoto experimentu autofi tedy uvadi uspéch v detekci Sesti taxont v jednom
pozorovani pomoci DOPE-FISH a také se shoduji Ze CLASI-FISH je perspektivni metoda ktera
V sobé skryva dost potencialu pro rozvoj FISH metod (Behnam et al., 2012).

Obréazek 5 Zadznam z CLSM smisené kultury 1 (Behnam et al., 2012)
Poribacteria (zluta), Gammaproteobacteria (¢ervena) a Archaea (modra); velké zelené plochy
jsou autofuorescence.
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Obrazek 6 Zaznam z CLSM smiSené kultury 2 (Behnam et al., 2012)
Nitrospira (razova); Chloroflexi (tyrkysova) a Deltaproteobacteria (zelena); vétsi zelené

plochy jsou autofluorescence.

5.2 Detekce biofilmu pomoci LNA-FISH

Ve studii Azevedo et al., (2015) se tym zamé&fil na pouziti, popsani a validovani metody LNA-
FISH. Pro demonstraci si tym vybral kultury bakterii, které jsou hlavnimi pfi¢inami pii zanétu

mocovych cest.

5.2.1 Kultury

Pro tento experiment byly vybrany kultury Escherichia coli, Delftia tsuruhatensis,
Achromobacter xylosoxidans a Burkholderia fungorum. Tyto kultury byly vykultivovany na
tripton-sojovem agaru (TSA) a inkubovany pii 37°C. Izolované kolonie byly poté pfipraveny
pro méfeni, prenesenim na podlozni sklo. Na téchto skli¢kach byly ponechany maximalné po
dobu 20-24 hodin (Escherichia coli, Achromobacter xylosoxidans, Delftia tsuruhatensis) nebo

48 hodin (Burkholderia fungorum) a poté analyzovany.

Kultivace byla provedena do n¢kolika fazi rustu (lag faze, exponencialni faze, ranna
stacionarni faze a pozdni stacionarni faze). Pro stanoveni jednotlivych ristovych fazi byl
proveden test resazurinem. Resazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) je modre

barvivo které je rozkladano pomoci metabolicky aktivnich bun¢k na rizové. Tudiz je mnozstvi
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pfeménéného barviva z modré na rtizovou rovno poctu zivych bunék (Azevedo et al., 2015;

Zalata et al., 1998).

5.2.2 Sondy

V experimentu byly také navrZzeny oligonukleotidové sondy o velikosti 13bp a 16 bp. Dvé riizné
velikosti byly zvoleny, protoze se tim zvysi pravdépodobnost nalezeni sond pracujicich pii
stejné teploté. Pti syntéze LNA/2"Me oligonukleotidovych sond byly vyuzity poznatky z praci
Fontenete et al., (2013) a Soe et al., (2011) sondy byly syntetizovany pomoci automatizovaného

syntetizatoru nukleovych kyselin (PerSpective Biosystems Expedite 8909 instrument).

LNA/2"Me sondy zvolené pro Escherichia coli hybridizuji v oblasti 23S rRNA v poloze
1505 a 1520. Sondy zvolené pro ostatni tii kultury (Achromobacter xylosoxidans, Delftia
tsuruhatensis a Burkholderia fungorum) hybridizuji v oblasti 16S rRNA. Cilové sekvence jsou
pro Delftia tsuruhatensis mezi 404 az 419, 411-426 pro Burkholderia fungorum a 590-605 pro

Achromobacter xylosoxidans.

5.2.3 Hybridizace

Pro stanoveni optimalnich podminek hybridizace byly provedeny experimenty na sklickach.
Pro urceni specificity byla pouzita smés dvou kultur a k nim byla pfiddna smés dvou
odpovidajicich sond. Dale byla provedena hybridizace v suspenzi, pro uréeni po¢tu kolonii

pomoci pritokové cytometrie.

Optimalni teplota byla hledana mezi 51-59 °C. Test kazdé oligonukleotidové sondy byl
provadén na sklicku, pro zjiSténi optimalni teploty, pfi které by byl signal FISH nejvétsi.
Nejintenzivnéjsiho signalu bylo dosazeno pti 55 °C, vyjimku tvotila sonda pro Achromobacter

xylosoxidans, ktera méla optimalni teplotu piti 53 °C.

Pokud byla provedena hybridizace smési dvou kultur, tak se zacal vyskytovat problém v podobé
kiizové hybridizace. Jedna se o navazani sondy na jinou kulturu, nez je ptivodni zamér. To vede k
poklesu specifi¢nosti oligonukleotidovych sond. Jednalo se piedevsim o kombinace E. coli/ Delftia
tsuruhatensis a E. coli / Achromobacter xylosoxidans. Tento problém se povedlo vyfesit zvySenim
hybridizac¢nich teplot o 2 °C. Pii zvyseni teploty na 57 °C nedochézelo k chybné hybridizaci a, i

pomér signalu k Sumu byl optimalni. Teplota hybridizace byla stanovena na 57°C. Kone¢na
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specificita a senzitivita kazdé sondy je uvedena v tabulce 2. Jak je z této tabulky patrné je specificita

jednotlivych sond témét stoprocentni.

Tabulka 2 Teoretickd specificita a citlivost LNA/2"Me oligonukleotidovych sond

vypocitanych programem TestProbe (upraveno podle Azevedo et al., 2015)

Bakterie Sonda Senzitivita (%0) Specificita (%)
Escherichia coli ' Ec1505_LNA/2'OMe_13 70,6 97,2

Ec1505 LNA/2’OMe_16 | 70,6 97,2
Delftia Dt404_LNA/2°OMe_13 97,8 99,9
tsuruhatensis

Dt404 LNA/2’OMe_16 97,8 99,9
Burkholderia Bf411 LNA/2°OMe_13 90,5 99,9
fungorum

Bf411 LNA/2’OMe_16 | 90,5 99,9
Achromobacter Ax590 LNA/2’OMe_13 97,8 99,9
xylosoxidans

Ax590 LNA/2’'OMe_16 | 97,8 99,9

5.2.4 Validace metody LNA-FISH

LNA-FISH neni béZn¢€ pouzivanou metodou pro stanoveni biofilmu. Proto bylo nejprve potieba

stanovit rozsah a limity této metody.

Déle bylo stanoveno, jak je metoda LNA-FISH schopna detekovat bakterie, které jsou
v riznych fyziologickych stavech. Pro tuto upravu byly odebrany bunky v lag fazi,
exponenciélni fazi, ranné stacionarni fazi a pozdni stacionarni fazi. Po¢et bunék v jednotlivych
fazich byl nejdiive stanoven v suspenzi pomoci LNA-FISH. Tento vysledek byl poté ovéien

kultiva¢ni metodou a pocitanim kolonie tvoticich jednotek (CFU).

Druhym ovétenim bylo vyuziti barveni pomoci propidium jodidu (Pl). Buiky, které byly
kultivovany v tekutém médiu, byly zafixovany a z této fixované suspenze bylo odebrano
100 pl. Tento objem byl odstfedén a peleta byla prevedena do 100 pl Pl. Tato suspenze byla
ponechéna 10 minut v temnu. Poté byla opét odstfedéna a peleta bunék byla prevedena do
fyziologického roztoku. Pocitani bylo provedeno pomoci priatokové cytometrie. Tento postup
byl proveden pro kazdy druh bakterii. Vysledky byly vyuZity pro stanoveni Pearsonova

korela¢niho koeficientu.
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Pearsontiv korelacni koeficient méfi silu linearniho vztahu mezi dvémi proménnymi. Jedna
se 0 bezrozmérnou jednotku, ktera mize nabyvat hodnot od 1 pies 0 po -1. Pokud nabyde
hodnot 1 ¢i -1 jedna se o korelaci a je zde linearni spojeni hodnot, jestlize ma hodnotu 0 nejedna
se 0 korelaci, a tudiz o zadné linearni spojeni. KdyZ jsou hodnoty stoupajici koeficient nabyva

kladnych hodnot, pokud klesajici koeficient je zaporny (Sedgwick, 2012).

5.2.5 Vysledky experimentu

Zamérem této prace bylo vytvorit a validovat metodu vyuzivajici LNA sondy ve FISH pro
detekci biofilmu. DNA a PNA sondy byly dfive hojné vyuzivany pii detekci biofilmu, a proto
se tym zam¢éfil na vyuziti potencidlu LNA sond. Pii experimentech byla ispé$né detekovana a
rozlisena dvojice kultur tvofena Escherichia coli a dalsich bakterii (Delftia tsuruhatensis,
Achromobacter xylosoxidans nebo Burkholderia fungorum). P#i detekci se podatilo vytesit i

nastaly problém s k#iZzovou hybridizaci pomoci zvyseni teploty pii hybridizaci.

Dalsim krokem pfi validaci metody bylo 1 stanoveni po¢tu mikroorganismi. Nejprve se
provedlo stanoveni v suspenzi pomoci LNA/2"Me oligonukleotidovych sond a nasledné se
vysledek zkontroloval pomoci Pl testu a CFU. Z vysledku téchto metod se pro kazdou dvojici
(LNA-FISH vs. CFU a LNA-FISH vs. PI) stanovil korela¢ni koeficient. Tyto hodnoty jsou
k nahlednuti v tabulce 3.

Dle ocekavani vySly korelaéni koeficienty v kladnych hodnotach pro kombinace
Escherichia coli / Delftia tsuruhatensis a Escherichia coli / Achromobacter xylosoxidans. Pro
Burkholderia fungorum vysla korelace v zaporné hodnoté (-0,92) LNA-FISH vs. CFU. Tento
jev byl vysvétlen rozdilnymi riistovymi potiebami. Pokud nejsou podminky pro rist bakterie
optimalni, tak bakterie ptejde do dormance, to zpusobi neschopnost vyhodnotit pocet

mikroorganismii pomoci CFU.
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Tabulka 3 Rovnice linearni regrese a Pearsonova korelace mezi LNA-FISH a Pl nebo CFU

(upraveno podle Azevedo et al., 2015)

Kultura CFU vs. LNA-FISH PI vs. LNA-FISH
Escherichia coli Rovnice regrese y=0,63x+3,61 y=0,7x+2,67

R? 0,9 0,86

Pearsonova korelace 0,95 0,93
Delftia tsuruhatensis | Rovnice regrese y=0,73x+3,18 y=0,5846x+3,79

R? 0,78 0,71

Pearsonova korelace | 0,88 0,84
Burkholderia Rovnice regrese y=1,05x+0,32 y=0,87x+1,556
fungorum

R? 0,69 0,98

Pearsonova korelace 0,83 0,99
Achromobacter Rovnice regrese y=-0,35x+11,25 y=0,71x+2,09
xylosoxidans

R? 0,85 0,69

Pearsonova korelace  -0,92 0,83

5.3 Detekce rodu Pseudomonas v roztocich pro obrabéni kovi

Kapaliny vyuzivané pii obrabéni kovi (MWF) jsou roztoky hojné vyuzivané v mnoha
technickych odvétvich, kde se vyuzivaji pro snizovani teplot a tfeni, pfi zpracovani vyrobku.
Mohou se skladat z raznych slozek napft. oleje a vody. MWF jsou vytvafeny, aby pomohly
odolavat korozi, ale bohuZel to je ¢ini nachylngj$imi na mikrobialni, chemickou a fyzikalni

kontaminaci, coz zhorsuje jejich vlastnosti coby maziva.

Proto se védecka skupina Saha et al., (2012) rozhodli vyuzit FISH pro detekci biofilmi které
se vytvareji v MWF. Zaméfili se predev§im na bakterie rodu Pseudomonas, které jsou
kolonizatory MWF az v 80 % pfipadll. Vzorky vyuZité pfi tomto méfeni byly ziskany ze tfi

ruznych technickych odvétvi z firem nachazejicich se ve staté¢ Michigan.

5.3.1 Kultury

V tomto experimentu byly vyuzity kultury Pseudomonas oleovorans subsp. oleovorans,
Pseudomonas oleovorans subsp. pseudoalcaligenes, Pseudomonas alcaliphila, Pseudomonas
mendocina spolu s Pseudomonas oleovorans subsp. lubricantis a Pseudomonas fluorescens.

Dale byla vyuzita kultura E. coli pro negativni kontrolu. VSechny zkoumané kultury byly
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péstovany na TSA a v TSB. Inkubace probihala po dobu 24-48 hodin pti 37 °C, vyjimku tvofil
Pseudomonas fluorescens, ktery byl inkubovan pii 30 °C.

Pii piipravé biofilmu byly kultury Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas oleovorans
subsp. lubricantis kultivovany dle svych idealnich podminek v TSB, aby byla ziskana
koncentrace bungk 108 CFU/mI. Kultury byly pipetovany do novych zkumavek, aby byla
vysledna koncentrace 10* nebo 10° CFU/mI. Poté bylo pfidiano mikrosklicko a kultivace

probihala za idealnich podminek, tak aby se na sklicku vytvofil biofilm.

Pro studium struktury biofilmu byla po inkubaci sklicka oplachnuta destilovanou vodou, pro
odstranéni nepfichycenych bun¢k a obarvena methylenovou modii. Sklicka vyuzivana pro
FISH byla oplachnuta PBS (pH 7,2), také pro odstranéni nepfichycenych bun¢k, a okamzité
fixovana 4 % PFA po dobu tii hodin pfi 4 °C. Po fixaci byla sklicka oplachnuta PBS a uloZena
do smési PBS a 100 % EtOH (1:1) pti4 °C. Takto pfipravené biofilmy byly pozorovany nejvyse

do tfi dn od své ptipravy.

5.3.2 Sondy

Pii experimentu byly vyuzity sondy cilené na 16S rRNA. Genova sekvence byla ziskana
z projektu Ribosomal Database Project a GeneBank a ta byla posléze vyuzita pro navrh sondy
ve tiech jinych programech napt. ProbeMatch RDP. Navrzené sondy mély praimérnou délku
23 bp. Specificka sonda Pseudo120 byla znacena Cy3 na 5konci. Univerzalni sonda EUB338
byla znacena FAM na 3’konci. Pfi vyuziti sondy znatené FAM se vyskytl problém
s koncentraci formamidu. Sonda totiz ztracela signal pti koncentraci formamidu 40%, proto byl

nakonec pfi hybridizaci vyuZit roztok o koncentraci 30 %.

Pro zji§téni citlivosti sond bylo provedeno méfeni pii réiznych koncentracich bunék 10%-
10* CFU/mI. Citlivost sond byla stanovena na 10! CFU/ml. To lze pfi¢ist tomu, Ze buiiky byly
vymyty, protoZe nebyly dostatecné pfichyceny ke sklicku.

5.3.3 Hybridizace

Pro analyzu vzorku MWF bylo odebrano 10 ml. Tento objem byl fixovan 30 ml 4 % PFA po
dobu 12 hodin za teploty 4 °C. Po fixaci byl vzorek odstiedén po dobu 20-ti minut a peleta byla
promyta smési PBF a ethanolu (1:1). Takto pfipravené bunky byly skladovany pii -20 °C.
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Idealni hybridizaéni podminky byly stanoveny na 46 °C a koncentraci formamidu 30 %. Cas
hybridizace byl 2 hodiny. Pouzita koncentrace sondy byla 0,5ng/pll. Pro kontrolu byla pouzita
kultura Escherichia coli, ktera pti pouziti ve smési neposkytla zadny fluorescen¢ni signal, coz

potvrdilo specifi¢nost sondy na zkoumanou bakterii.

Po provedeni hybridizace byly vysledky vizualizovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
obrazek 7, je ukazka smisené kultury Escherichia coli a Pseudomonas fluorescens. Jak je vidét
specificita sond byla splnéna rozliSenim Escherichia coli zelenym zbarvenim a

Pseudomonas fluorescens zlutou, poptipadé oranZzovou barvou.

Obrazek 7 Epifluorescenéni ~ zdznam  smisené  kultury = Escherichiacoli a
Pseudomonas fluorescens vytvoieny pomoci sondy Pseudo120 a EUB338 (Saha et al., 2012)
(Escherichia coli sonda EUB338- zelend; Pseudomonas fluorescens sondy Pseudol20 a
EUB338- Zlut4d/oranzova)

5.3.4 Vysledky experimentu
Cilem této studie bylo nalezeni sondy k detekci rodu Pseudomonas, ktera by byla vhodna pro
rychlou detekei, pii zkoumani vzorkit MWE. Sonda spliujici tyto vlastnosti byla Pseudo 120.

Bylo také potvrzeno jeji pouziti pro rychlou detekci pii ovéfovani ve vyrobé.

Dilezitym krokem, také bylo usp€sné vytvoreni biofilmi z Cistych kultur 1 jejich smési. Tyto
cile byly tspésné splnény jak pro modelové Cisté kultury, tak pro samotné vzorky MWF
z riiznych vyrobnich odvétvi. Veskeré biofilmy bylo mozné pozorovat jiz po 72 hodinach. Pti
porovnani citlivosti sond na rizné koncentrace, bylo zjiSténo, Ze pfi nizs§i koncentraci bunck

dochazi k tvorbé biofilmu pfiblizné o 24 hodin pozdéji. Z téchto vysledki autofi usoudili Ze pfi
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dezinfekci systémt pro MWF lze docilit sniZeni rychlosti nartistu biofilmu. Pfi riizné pocatecni

koncentraci buné¢k, byla také pozorovana riizna tloustka vytvotrenych biofilmu.

5.4 PNA-FISH pro detekci Lactobacillus a Gardnerella spp.

Bakterialni vaginozy jsou ¢asty problém vétsiny Zen v reprodukénim véku. Tyto nerovnovahy
jsou zpusobeny snizenim poétu bakterii Lactobacillus a naopak pfemnozenim anaerobnich
bakterii pfedevsim rodu Gardnerella (v nejvétsi mife Gardnerella vaginalis). Z tohoto davodu
se skupina Machado et al. (2013) rozhodla vyuzit metody PNA-FISH pro analyzu

mikrobialniho biofilmu, ktery se pfi této infekci tvoii na vaginalni sténé.

Pro ovéfeni uc¢innosti této metody, pro multiplexni systémy, bylo vyuzito Siroké skupiny
bakterii jak rodu Lactobacillus (36 zastupcu), tak i rodu Gardnerella (22 zastupcti) a dalSich

taxonomicky piibuznych kment (27 zastupcti).

5.4.1 Kultury

Zastupci rodu Lactobacillus byly péstovany na Man, Rogosa a Sharpe agaru (MRS) vyjma
bakterie Lactobacillus iners, ktera byla kultivovana na Brucella krevnim agaru (BBA) stejné
jako Atopobium vaginae a Gardnerella vaginalis. Ostatni kultury byly kultivovany na TSA ¢i
v mozkosrdcovy bujon (BHI). Inkubace probihala pti 30 °C nebo pti 37 °C za anaerobnich

podminek podobu 24-48 hodin. Poté nasledovalo mé&feni pomoci FISH.

MRS agar je agar, ktery je navrzen tak aby poskytoval idealni podminky pro riist bakterii
Lactobacillus a potlacoval rist vétSiny konkurenénich bakterii. Toto médium muize byt dale
modifikovano pfidanim dal$ich slozek a tim se da docilit vyssi selektivity. BBA je medium
vhodné pro kultivaci striktnich anaerobnich bakterii. Obsahuje vitamin Ky, hemin a ovéi krev,
diky které lze dobfe pozorovat zony hemolyzy. BHI médium je vysoce vyzivné médium
vytvofené z vafenych srdci a mozku. Vyuziva se pro Sirokou $kalu mikroorganismi (Vinderola
a Reinheimer, 1999; Reinhard et al., 2005; BD Brain Heart Infusion, 2013).

5.4.2 Sondy

Pro navrzeni oligonukleotidové sondy pro rod Gardnerella byl vyuzit program Primrose. Pti

navrhu PNA sondy byla snaha o to dosdhnout co nejvyssi komplementarity a malého mnozstvi
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nekomplementarnich sekvenci. Nakonec byla navrzena sonda Gard162 hybridizujici mezi 162

a 176 na 16S rRNA. Jako fluorofor pro tuto sondu byl vybran Alexa Fluor 594.

Pro rod Lactobacillus byla vybrana jiz diive navrzena sonda Lac663. Tato sonda byla

znacena pomoci Alexa Fluor 488.

5.4.3 Hybridizace

Pii hybridizaci ¢istych kultur, byly kolonie homogenizovany ve sterilni vod¢ a z takto vzniklé
suspenze bylo odebréno 20l a pfeneseno na mikrosklic¢ko. Tato skli¢ka byla susena na vzduchu
a poté ponofena do roztoku 4 % PFA a 50% ethanolu, po dobu 10 minut. Po fixaci nasledovalo

pfevrstveni hybridizacnim roztokem, ktery mél koncentraci PNA sondy 200 nM.

Postup pti hybridizaci smésnych kultur byl zcela totozny, kromé objemu odebrané suspenze
bakterii, ktery ¢inil 10 pl. Pro potvrzeni byl také pouzit slepy pokus, kdy hybridizace probihala

stejn€, az na absenci sond v hybridiza¢nim roztoku.

Inkubace probihala ve vlhkych komitirkéch pfti teploté 60 °C a v ¢ase 90 minut. Navazujici

promyvaci krok byl proveden ponotfenim skli¢ka do roztoku po dobu 30 minut.

Pti vizualizaci bylo vyuzito epifluorescenéniho mikroskopu, ktery byl schopen detekovat

dvé rizné PNA sondy.

5.4.4 Vysledky experimentu
Optimalni podminky pro hybridizaci byly stanoveny na 60 °C po dobu 90 minut. Tyto

podminky poskytovaly idedlni pomér signalu a Sumu.

Sonda Lac663 byla schopna hybridizovat se v§emi zastupci rodu Lactobacillus, ale vyskytla
se i jeji nezadouci hybridizace s druhem Streptococcus thermophilus B. Sonda Gard162
uspésné hybridizovala se vSemi zastupci Gardnerella vaginalis. Schopnost hybridizace a
selektivita sond Lac663 a Gard162 ukazuje obrazek 8. Sonda Lac663 poskytuje zelenou
fluorescenci a sonda Gard162 Cervenou. Déle je z obrazku patrné, ze tyto sondy naopak
nehybridizuji s ostatnimi zvolenymi kmeny, které nevykazuji zadnou fluorescenci (Machado et
al., 2013).
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Obrazek 8 Epifluorescenéni zaznam vybranych kultur (upraveno z Machado et al., 2013)
(LO1- Lactobacillus paracasei; L02- Lactobacillus delbrueckii; L03- Lactobacillus murinus;
GVO01- Gardnerella vaginalis; GV02- Gardnerella vaginalis; GV03-belgicky izolat Gardnerella
vaginalis 17; EO1- Streptococcus thermophilus A; EO2- Leuconostoc mesenteroides; EO03-

Enterococcus faecium)

5.5 Detekce rodii Pseudomonas aeruginosa a Inquilinus limosus

Ve své praci se Lopes et al. (2017) zabyva identifikaci bakterii, které zptisobuji onemocnéni u
osob trpicich cystickou fibrozou (CF). U tohoto genetického onemocnéni se v plicich tvoii
hlenovity sekret, ktery je idealnim prostifedim pro rust biofilmi. Tyto mikroorganismy nasledné
zpusobuji rozsahla infekéni onemocnéni. Nejéastéji vyskytujici se bakterii je Pseudomonas
aeruginosa. Dalsimi druhy jsou napt. Inquilinus limosus, Stenotrophomonas maltophilia,

Dolosigranulum pigrum a dalsi.

Problémem pii urCovani téchto bakterii je jejich dlouha kultivaéni doba, specifické

kultiva¢ni metody, nebo rist cizich bakterii na specifickych médiich.
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5.5.1 Kultury
Jednotlivé ¢isté kultury byly inkubovany na TSA pii 37 °C po dobu 18-20 hodin ¢i 48 hodin.
Poté byly vzdy po 2-3 dnech pifeockovany na novou piuidu.

Pfi pokusu byly vyuzivany ¢isté kultury Pseudomonas aeruginosa a Inquilinus limosus. Déle
bylo potieba vyuzit i dalSich bakterii k potvrzeni selektivity pouzivanych sond. Seznam téchto

kultur je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4 Seznam kultur pro potvrzeni selektivity sond

Achromobacter xylosoxidans Burkholderia cenocepacia
Acinetobacter baumannii Stenotrophomonas maltophilia
Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
Dolosignarulum pigrum Klebsiella oxytoca
Burkholderia sp. Pseudomonas fluorescencens
Burkholderia stabilis Pseudomonas putida
Burkholderia multivorans Pseudomonas fragi
Burkholderia dolosa Staphylococus aureus

Tyto kultury byly ziskany jak pfimo ze slin pacient s CF, tak byly pouzity sbirkové kultury.
Dale byly vyuzity izolaty i z jinych medicinskych odvétvi (napft. bakterie z mocového traktu).

5.5.2 Sondy
Tento experiment mél za tikol nalézt sondy pro kultury Pseudomonas aeruginosa, Inquilinus

limosus. Sondy mély byt specifické v multiplexnim systému, pfi vyskytu i dalSich bakterii.

Sondy byly navrzeny pomoci programu PrimRose ve spojeni s databazi Ribosomal Database
Project 1l (RDP I1I). Vysledné byly vybrany sondy Paer565 pro Pseudomonas aeruginosa a
Ilim569 pro Inquilinus limosus. Znaceni sond bylo provedeno pomoci fluorochromti Alexa.

Alexa594 bylo pouZito pro sondu Paer565 a Alexa 488 pro sondu [1im569.

5.5.3 Hybridizace

Navrh hybridizace byl nejprve proveden na cistych kulturach Pseudomonas aeruginosa a
Inquilinus limosus. Dalsim krokem bylo stanoveni hybridiza¢ni teploty ve smési. Vysledna

teplota, kdy sondy poskytovali nejvyssi fluorescenci byla stanovena na 65 °C.
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Pii hybridizaci smisené kultury byla suspenze slozena ze tifi bakterii Pseudomonas
aeruginosa, Inquilinus limosus a dalsi kmen spojeny s CF (typicky, nebo atypicky) v poméru
1:1:1, které byly rozptyleny ve fosfatovém pufru (PBS). Z této suspenze bylo odebrano 20 ul a
aplikovano na skli¢ko. Suspenze byla ponechana k uschnuti na vzduchu. Nasledovala fixace,
ktera méla za tikol zlepsit permeabilitu bunék. Tento krok byl proveden roztokem PFA, ktery
piasobil 10 minut a poté byl odstranén. Nasledné byl pouzit 50% roztok ethanolu, ktery ptisobil

také 10 minut a poté byl odstranén.

Pro hybridizaci byla pouzita koncentrace sond 200 nmol/l. Po aplikaci hybridiza¢niho
roztoku bylo skli¢ko inkubovano vtemnu 1 hodinu pii 65 °C. Na hybridizaci navazoval

promyvaci krok, ktery probihal 30 minut v promyvacim roztoku.

Vysledny signal byl sniman pomoci fluorescencniho mikroskopu.

5.5.4 Vysledky experimentu

Pii hybridizaci sondou Paer565 byl signal vyrazné ¢ervené barvy. Sonda se véazala specificky
na Pseudomonas aeruginosa a nedoslo ke ktizové hybridizaci se zadnym piibuznym druhem.
Sonda I1im569 poskytovala jasny zeleny signal. I zde doslo ke specifickému navazani pouze na

Inquilinus limosus. Tyto signaly je mozné vidét na obrazku 9.

Pti ovéfovani ucinnosti metody PNA-FISH byl pocet sledovanych bunék stanoven pomoci
FISH a dale pocitanim CFU. Pii srovnani téchto vysledki, bylo zjisténo Ze pocitani pomoci
CFU udéava mensi pocet bun€k. Pfiinou je pravdépodobné fakt, Ze ne vSechny bakterie
obsazené ve vzorku jsou schopny kultivace. Lze tedy pfedpokladat, Ze vysledek pomoci PNA-

FISH je spravny.

Na zavér se autofi zminuji o vyhodach PNA-FISH v analyze biofilmi v medicing. Jeji
vyhodou je hlavné rychlost ziskani vysledku. Cas prodlevy je maximalné 3 hodiny, kdezto

kultivacni metody trvaji minimalné 24 hodin.
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Paer565 Ilim569

P. aeruginosa

I. limosus

Obrazek 9 Specificka fluorescence sond Paer565 a 11im569 (upraveno podle Lopes et al., 2017)

5.6 Detekce anaerobnich patogenii na hlasovych protézach

Hlasové protézy jsou pomocna zatizeni pro pacienty, kteti podstoupili laryngektomii. Po tomto
zékroku, by pacienti nebyli schopni mluvit, proto jsou jim doporucovany hlasoveé protézy. Tyto
protézy byvaji vyrobeny z lékaiskych polymert. Kvuli jejich umisténi jsou vhodnym
prostfedim pro tvorbu biofilm, a to sniZuje jejich Zivotnost. V dusledkii toho musi byt pfiblizné
kazdé tfi mésice vyménovany. Pii vzniku biofilmu na hlasové protéze, dochéazi k rozsifeni
mikroorganismu do dutiny Gstni, kde v dasledku jejich aktivity, dochazi k rozvoji paradontitidy

(paradentdzy).

Cilem skupiny Bertl el al. (2015) bylo analyzovat slozeni biofilmu, ktery se tvofi na
hlasovych protézach a na zaklade téchto vysledka prodlouzit Zivotnost zatizeni. Byla pouzita

metoda FISH, kdy bylo pro analyzo vybrano 5 nejcastéji se vyskytujicich patogent.

5.6.1 Kultury
Vzorky pro tento experiment byly ziskany z hlasovych protéz pacientd. Pacienti byli vybrani

na otorhinolaryngologieckém oddéleni fakultni nemocnice ve Vidni. Po vyjmuti protéz
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pacienti byly tyto protézy uchovany v PBS a poté pro FISH detekci fixovany 24 hodin v
roztoku slozeného z 4 % PFA v PBS. Po fixaci byly vzorky uloZeny do roztoku ethanol/PBS
(1:2).

Z takto ptipravenych protéz byly poté piipraveny jednotlivé vzorky. Pro lepsi pfedstavu
struktury biofilmu, byly protézy rozdéleny na Ctyfi ¢asti, ze kterych byl posléze oskraban
biofilm. Ten byl poté rozpustén v roztoku EtOH/PBS. Z této suspenze bylo odebrano 10 ul a ty
byly naneseny na podlozni sklo. Po uschnuti na vzduchu bylo sklicko dehydratovano v 96 %

EtOH po dobu 10 minut.

5.6.2 Sondy

Nejprve byla zvolena sonda pro pozitivni kontrolu. Zvolenou sondou byla EUB338, ktera je
univerzalni pro vétSinu bakterii. Byla oznaena rhodaminem. Dale byly vybrany sondy
specifické pro jednotlivé bakterie, tyto sondy byly oznageny fluorescein-isothiokyanatem
(FITC). Ptehled téchto sond je uveden v tabulce 5. Pouzité sondy byly ziskany z firmy Euro-

Gentec, Maastricht, Nizozemi.

Tabulka 5 Bakterie a komplementarni sondy

Kultura Sonda

Porphyromonas gingivalis Pg477
Tannerella forsythia Tf127
Treponema denticola Td469
Fusobacterium nucleatum Fnucl33c
Parvimonas micra Mmicros1435

5.6.3 Hybridizace

Hybridiza¢ni sondy i podminky, byly piejaty z diivéjSich studii zabyvajicich se analyzou
bakterii zubniho plaku. Ptipravené vzorky biofilmu byly pielity 50 ml hybridiza¢niho pufru o
teploté 60 °C. Hybridizace probéhla ve vlhké komurce pii 50 °C po dobu 16-18 hodin. Poté
bylo provedeno vymyvani nehybridizovanych sond pomoci promyvaciho roztoku. Promyvani

probihalo 15 minut pii 50 °C.

Hybridizac¢ni signél byl pozorovan ptes fluorescenéni mikroskop.
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5.6.4 Vysledky experimentu
Autofi se zabyvaji sloZzenim biofilmu na jednotlivych hlasovych protézach. Jedna se o
kvalitativni a o kvantitativni vyskyt jednotlivych bakterii na zvolenych ¢astech hlasovych

protéz.

Bylo zjisténo, ze Fusobacterium nucleatum je jediny mikroorganismus, ktery je schopen
vyskytovat se v mikrokoloniich a ze se vyskytuje na celém povrchu protézy. Tyto kolonie zde
pozorovat na obrazku 10 A. Ostatni kultury se vyskytovaly pouze jako samostatné buriky,

krom¢& Treponema denticola, ktery se nevyskytoval na zadné ¢asti hlasové protézy.

Obrazek 10 Vysledky méteni pomoci FISH (Bertl el al., 2015)
(EUB338 znacené rhodaminem- ¢ervené zabarveni; specifické sondy znacené FITC- zeleny
signal ov§em z dtivodu dvojitého znaceni jsou viditelné jako Zluto-zelené). A) Fusobacterium

nucleatum; (burky jsou oznaéené Sipkou) B) Porphyromonas gingivalis; C) Parvimonas micra
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6 Zavér
Prvnim zaméfenim bakalaiské prace bylo teoretické rozpracovani podminek metody FISH.
Dale pak né¢které jeji zakladni modifikace. V téchto modifikacich se vyuziva riznych zpisobt

navazani sond, znadeni ¢i detekce.

Vseobecné se da usuzovat, ze FISH je metodou vhodnou pro detekci biofilma. Jedna se o
rychlou metodu, kdy je vysledek dostupny v fadu nékolika hodin, zatimco kultiva¢ni metody
potfebuji 1 nékolik dni. Diky své vysoké specificnosti sond se jednd o pfesnou metodu. Neni
potieba extrahovat genetickou informaci ¢i narusovat biofilm. Diky mnohym modifikacim, Ize
citlivost jeste zvysit a potlacit Sum okoli. Pro laboratofe se jedna o levnou a dostupnou metodu.
Jedna se predevsim o epifluorescenéni mikroskop s filtry, které odpovidaji zvolenym

fluorochromiim. Pfi odecitani vysledki Ize vyuzit i pritokovou cytometrii.

Jako kazdd metoda ma i1 sva uskali, které jsou ovSem feSitelné. NejcastéjSim je
pravdépodobné obtizné nalezeni optimalnich hybridiza¢nich podminek. Samostatné sondy maji
jiné hybridiza¢ni potfeby nez smés vice druhi sond. Pii vybéru sond je dilezité vybrat takové
sondy, které maji podobné fyzikalni vlastnosti napf. bod tani. Pii velkém rozdilu téchto
vlastnosti je obtizné dosdhnout dostate¢né hybridizace. Dalsi nevyhodou FISH je potfeba
nékolika riaznych sond. Pokud chceme urcit presny druh bakterie je zapotiebi specifické sondy,
kterd se bude vazat na dany druh, ¢i rod. Stimto souvisi fakt, Ze pottebujete znat alespon
pfiblizné bakterialni sloZeni biofilmu, pro zvoleni spravnych sond. Pro vybrani vhodnych sond
existuji databdze a programy, kde miiZete najit vhodnou sondu a pokud neni uvedena lze pouzit

program ktery vam pomiZe tuto sondu navrhnout.

Da se usuzovat, ze FISH bude dale nahrazovat jiné molekularn¢ biochemické metody a bude
se dale rozvijet. Diky své vysoké citlivosti a univerzalnosti mize byt pouzita v Siroké Skale

obort, jak je vidét z uvedenych experiment.
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