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ANOTACE

Tato prace se zabyva studiem biofilmi patogennich kvasinek na hydrogelovych
kontaktnich ¢ockach. Konkrétné tu jsou popsané zakladni druhy rodu Candida, a to Candida
albicans a Candida parapsilosis a jejich schopnost vytvofit biofilm na plastovych
mikrotitracnich destickach. K témto kvasinkam pak byla zvolena jesté bakterie Pseudomonas
aeruginosa.

Hlavni soucasti prace pak je kontaminace hydrogelovych kontaktnich ¢ocek témito
kvasinkami a studium kontaminovanych ¢ocek. Cilem préace bylo zjistit, zda se hydrogelové

¢ocky dokazi kontaminovat, kontaminaci dal §ifit, a jaky vliv to na né pak bude mit.

KLICOVA SLOVA
Candida albicans, Candida parapsilosis, Pseudomonas aeruginosa, kontaktni ¢ocky,

biofilm, hilafilcon B.

ANNOTATION

This thesis deals with the study of biofilms of pathogenic yeasts on hydrogel contact
lenses. Specifically, the basic types of Candida, Candida albicans and Candida parapsilosis
and their ability to form biofilms on plastic microtiter plates are described here. Pseudomonas
aeruginosa was also selected in addition to these yeasts.

The main part of the thesis is the hydrogel contact lenses contamination with the yeasts
and subsequent study of contaminated lenses. The aim of the work was to find out whether
hydrogel lenses can be contaminated, to further spread the contamination, and what impact the

contamination will have on them.

KEYWORDS
Candida albicans, Candida parapsilosis, Pseudomonas aeruginosa, contact lenses,

biofilm, hilafilcon B.
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UVvOoD

Tato prace se zabyva tématem biofilmy patogennich kvasinek na hydrogelovych
kontaktnich ¢ockach. Kontaktni ¢ocky jsou v dnesni dobé velice vyuzivanou néhradou za
klasické dioptrické bryle. Pfedevsim pro jejich praktické pouzivani a odpadnuti nevyhod, které
jsou s brylemi spojeny. V dnesni dob¢ se kontaktni cocky vyrabé&ji pfedevsim z hydrogelovych,
nebo silikon-hydrogelovych polymernich materialt, které zarucuji propustnost kysliku, a proto
by tak pfii jejich noSeni v pfimém kontaktu s lidskym okem nemélo dochézet k poSkozeni.
Nevyhodou téchto kontaktnich Cocek je ale to, Ze pii nedodrzovani spravné hygieny
a spravného zachazeni s nimi muze dojit ke kontaminaci at’ uz bakteriemi, nebo kvasinkami.
Pti takové kontaminaci, praveé z diivodu ptimého kontaktu coc¢ky s okem, muze pii lehké infekci
dojit k zanétu spojivek, a ten pfi neléceni, nebo pii dlouhodobé infekci vede az ke ztraté oka.
V této praci jsme se zabyvali kontaminaci hydrogelovych kontaktnich ¢ocek kvasinkami
Candida albicans a Candida parapsilosis. Kvasinky rodu Candida jsou totiz Castym
mikroorganismem, ktery se bézn¢ vyskytuje na kizi lidi, zvitat, ale i napf. v pfirodé na povrchu
nékterych rostlin. Pro béZného ¢loveka tyto kvasinky nejsou ohroZujici, ale vyrazné ohrozuji
pacienty, ktefi maji snizenou imunitni schopnost. Casto jsou infekce, které jsou zptisobeny
témito kvasinkami, nazyvany jako nozokomialni infekce, a to proto, ze se jimi lidé nakazi
V nemocnici vétSinou po kontaktu s plastovymi pomtckami napf. nitrozilnimi katétry. DalSim
mikroorganismem, se kterym jsme pracovali byla Pseudomonas aeruginosa, coz je gram-
negativni bakterie, ktera stejné jako C. albicans zptsobuje infekce u lidi s oslabenou imunitni
schopnosti. Tato bakterie se ¢asto vyskytuje v plicich pacienti, ktefi maji cystickou fibrozu.
Produkuje pigment pyocyanin, ktery zhorSuje infekce zplisobené touto bakterii, protoze
poskozuje fasinkovy epitel v plicich. V experimentalni ¢asti jsme se nejdiive zabyvali produkci
biofilmu u kvasinek C. albicans, C. parapsilosis a bakterie P. aeruginosa na polystyrenovych
mikrotitracnich desti¢kach a v druhé casti kontaminaci hydrogelovych kontaktnich cocek
kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis a jejich dal§imi zkouskami. Cilem prace bylo zjistit,
zda tyto kvasinky a bakterie produkuji biofilm, v jaké mife a pak zda dokazi tyto kvasinky

biofilm tvofit 1 na kontaktnich ¢oc¢kach.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Candida

Houby jsou v ptirod¢ vSudypfitomné a existuji jako volné Zzijici organismy, z nichz
nékteré mohou parazitovat na zviratech a lidech, nebo mohou mit s lidmi a s jejich ptirozenou
mikroflérou komenzalni vztah [1]. Mezi tyto mikroorganismy patii také n¢kolik zastupci rodu
Candida. Tento rod je velice riznorody a zahrnuje okolo 150 druht kvasinek. Zhruba
15 z téchto druhti je znamo svou schopnosti zptisobit onemocnéni. Nejdilezitéjsi je bezesporu
Candida albicans, zodpovédna za vétSinu kvasinkovych infekci zaznamenanych
Vv celosvétovém métitku [2]. K dalsim klinicky vyznamnym druhim rodu Candida patii jesté
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis a Candida krusei [3].

Patogenni kvasinky rodu Candida ziji jako komenzalové u zdravych lidi v dutin€ 0stni,
V gastrointestinalnim traktu a u Zzen ve vaginalnim kanalu. Candida albicans se kromé¢ lidi
vyskytuje i u jinych primati, domacich zvitat a ptaka [4]. C. albicans mize zpusobit infekci
ato, pokud je naruSena rovnovaha pfirozené mikrofléry naptiklad pii dlouhodobém uzivéani
antibiotik, pfi oslabeni imunitniho systému hostitele, nebo pii poskozeni epitelidlnich bariér
organismu napf. intravendznimi katétry, operacemi [5]. Tyto infekce se d€li na povrchové
infekce kuze a sliznic a invazivni kandidozy, kdy se houba muze §ifit v celém krevnim ob&hu
a infikovat prakticky jakykoliv organ [6].

Infekce, které mize C. albicans zptisobovat, jsou podminény vstupem do té€lnich dutin
a naslednym rozSifenim v téle. Infekce muze byt bud potlaéena, nebo muize vést
k onemocnénim, které jsou zpusobeny poskozenim bunék konkuren¢nim metabolismem,
produkci toxickych metabolitti kvasinkou, replikaci houby, nebo imunitni odpovédi. I kdyz je
k dispozici mnoho informaci o molekularni bazi bakterialni patogeneze, je méné znamo
0 mechanismech patogenity houby [1].

U C. albicans mizeme nalézt schopnost tvofeni pseudohyf a hyf, coz je vlaknita forma
kvasinky a jedna se tedy o morfologickou pieménu (Obr. 1) z klasické kulaté formy [3]. Tato
schopnost je povazovana za jeden z faktorti virulence, ktery u kvasinky pozorujeme [5].
Schopnost tvorby hyf neni spojena jenom s virulenci, ale hyfy se také za¢nou tvofit, pokud ma

bunka omezeny piistup k Zivinam a takto si je 1épe muze ziskat z okoli [3].
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Blastospora Zarodeny klicek Pseudohyfa Hyfa

Obrazek 1 Morfologické premény C. albicans.

Mezi dalsi faktory virulence a Cinnosti, které prispivaji k patogenité, mizeme zaradit
tvorbu adhezinli (molekuly, které zprosttedkovavaji adhezi a invazi kvasinky do hostitelského
organismu), sekreci hydrolytickych enzymi (proteazy, lipazy, hemolyziny), tvorbu biofilmu
atadu dalSich atributa [2,7]. Pravé schopnost tvorby biofilmu je jednim piedmétem

experimentalni ¢asti diplomové prace.

1.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa (Obr. 2) je aerobni, nefermentujici bakterie, s jasnou morfologickou,
biochemickou a antigenni charakteristikou, ktera se fadi mezi gram-negativni bakterie, a ktera
stejné jako C. albicans patii mezi oportunni patogeny. Osidluje sliznice, hlavné dychacich cest
a mocovych cest, u hostiteli se sniZzenou imunitou. Zpusobuje nozokomidlni infekce
a upacientli s cystickou fibrozou muze zpusobovat chronické plicni infekce. Ve velkém
mnozstvi se tedy miize vyskytovat v prostfedi nemocnic, kde jsou touto bakterii kontaminovany
dychaci pfistroje, katétry atd. Pi infekci se ze strany bakterie uplatiiuji faktory, které jsou ptimo
vazané na bunku Dbakterie (slizova vrstva, extracelularni polysacharid, sténovy
lipopolysacharid) a extracelularni produkty, cozZ jsou toxiny, enzymy, pigmenty. Dochazi tedy
k vytvofeni neprostupného biofilmu a k uvoliovani velkého mnozstvi arzenalu faktord
virulence, coz zpusobuje zvySeni odolnosti vii¢i velkému rozmezi antibiotik a zté¢Zuje se tak jeji
odstranovani z organismu [8,9]. Odolnost vici antibiotikiim je do urcité miry zptisobena i tim,
Ze membrana bakterie mé nizkou propustnost a tim padem se zpomaluje rychlost pronikani

molekul antibiotika do buné¢k [10].
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Obrazek 2 Bakterie Pseudomonas aeruginosa.

Mezi pigmenty které P. aeruginosa muze vytvafet patfi pyomelanin, pyocyanin,
pyoverdin a pyorubin. Modrozeleny pyocyanin (5-N-methyl-1-hydroxyfenazin) se fadi jako
jeden z faktord virulence, protoze pti jeho vytvoreni bakterii v dychacich cestach zptisobuje
poskozeni fasinkového epitelu, coz u pacientd s oslabenou imunitou pii dlouhodobé kolonizaci
muze zpusobit az smrt [11]. Pigmenty, které P. aeruginosa produkuje funguji jako agresivni
¢inidla. Toxicita pyocyaninu je pfi¢itdna jeho schopnosti vytvaret reaktivni druhy kysliku
v disledku redoxniho cyklu. Pyocyanin podléhd neenzymatické redukci NAD(P)H
a redukovany pigment rychle reaguje s produkovanym molekuldrnim kyslikem na superoxid,
Ktery dismutuje na peroxid vodiku. Pfitomnost té€chto oxidantti mize indukovat oxidaéni stres
v citlivych bunikach [12]. Pfi terapii je nutné rozliSovat kratsi kolonizaci bakterii a vzniklou
infekci, ktera je nutna 1é¢it ihned. Mezi pouzivana antibiotika nazyvana protipseudomonadové
peniciliny patii tikarcilin, piperacilin, azlocilin, popiipadé¢ v kombinaci s inhibitory

fB-laktamazy gantamicin, kolistin, polymyxin B, ciprofloxacin, ceftazidin a ofloxacin, [9,13,14].

GHs
N

~

N
O

Obrazek 3 Strukturni vzorec pigmentu pyocyanin (pievzato z [15]).
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1.3 Biofilm

Biofilm je mnohobunéény shluk, ktery roste na povrchu tkani, nebo na abiotickych
povrsich, napt. na zdravotnickych prostfedcich, jako jsou katétry, zubni protézy a také na
raznych povrSich v piirodé. Bunky v biofilmech vykazuji vyssi 1ékovou rezistenci ve srovnani
s geneticky identickymi planktonickymi buiikami (nepiichycené bunky, které rostou v kapalné
kultufe), coz je zpusobeno rliznorodosti morfologie (kvasinky, pseudohyfy, hyty)
a metabolického stavu (aktivni a pasivni rust) v populaci. Kromé toho material extracelularni
matrix, ktery je charakteristicky pro biofilmy, muze zabranovat antifungalnim 1ékim
v pronikani k burikam, a snizovat tak jejich u¢innou koncentraci. A také ma schopnost udrzovat
Ziviny uvnitt biofilmovych bun¢k [2]. Spolec¢enstva bun¢k v biofilmech se rovnéz zapojuji do
signaliza¢nich procest, véetné quorum sensing, odpovédi na hustotu bungk, ktera ovliviiuje
jejich rist a morfogenezi, ktera pravdépodobné podporuje pieziti v hostiteli [3]. Je dulezité si
také uvédomit skutecnost, Ze biofilmy maji proménlivou strukturu a slozeni matrix, liSici se

mezi druhy a kmeny [2].

1.3.1 Biofilm u C. albicans

Piedpoklada se, ze jednim z hlavnich divodd, které prispivaji k virulenci rodu Candida
je jeho vsestrannost, schopnost piizpisobit se riznorodym prostiedim a vytvaiet povrchové
spojené mikrobialni shluky, znamé jako biofilmy. Vyvoj biofilmu u rodu Candida je slozity
proces zahrnujici jemné zmény exprese gend, které vyzaduji komplexni a dobte koordinované
regulace. C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. glabrata jsou dobrymi producenty
biofilmu, a pravé ptitomnost biofilmu béhem infekce souvisi s vy$si imrtnosti a morbiditou, ve
srovnani s izolaty neschopnymi tvofit biofilm [2].

Chandra a kol. [16] analyzoval ¢asové prub&hy vyvoje biofilmu u C. albicans a dosel
k nazoru, ze vyvoj biofilmu probiha ve fazich. Pouzil inokulum kvasinkovych bungk, protoze
jejich vyskyt vtéto formé je Castéjsi nez vyskyt dlouhych vlaknitych bunék, které maji
schopnost se $ifit dale do novych lokalit. V pocatecnim stadiu se K substratu adherovaly
jednotlivé kvasinkové bunky. Poté proliferovaly a vytvofily mikrokolonie a koalescenci
(shlukovanim) mikrokolonii se vytvofila bazalni vrstva biofilmu. Vyvoj biofilmu pak vstoupil
do prostfedni faze vysoké metabolické aktivity charakteristické vznikem hyf a produkci
extracelularni matrix. V kone¢ném stupni dozravani doSlo k rozsédhlé akumulaci materidlu
extracelularni matrix. Zjistil také, ze v dobé prechodu do meziproduktu bylo dosazeno
vyrazného sniZeni citlivosti na flukonazol, amfotericin B, nystatin a chlorhexidin soucasné se

zvySenim metabolické aktivity a akumulace matrixového materialu. Toto zjisténi je v souladu
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s nov¢jSimi studiemi, které odhaluji, ze vazba 1€kl extracelularni matrix je hlavnim zdrojem
rezistence k biofilmim [17].

Za konecny krok pii tvorbé biofilmu lze povazovat uvoliiovani bunék, coz umoziuje
osidlovani novych mist a s tim spojené rozsifovani infekce. Uppuluri a kol. [18] zjistili, Ze
bunécna disperze (buiiky které se volné pohybuji a nemnozi se) se vyskytuje pii celém procesu
vyvoje biofilmu a nepiedstavuje Casové odliSnou fazi. Bunky uvolnéné z biofilmi byly
prevazné kvasinkové buiiky, nikoliv hyfalni. Prekvapivé byly uvolnéné buiiky fenotypicky
odlisné od bunck péstovanych v planktonické kultufe po stejné casové obdobi ve stejném
médiu. Tyto bunky déle vykazovaly vys$si uroven adheze k plastim, nebo endotelidlnim
bunkam, pravdépodobné kvuli jejich zvysené tvorbé hyf v prosttedni fazi vyvoje biofilmu.
Navic uvolnéné buiiky byly virulentngjsi nez planktonické bunky. Tedy biofilmova disperze
(shluky bungk, které vytvotily biofilm a dale se z néj uvoliiujici nové bunky) poskytuje
jedine¢né kvasinkové bunky, se zvySenou schopnosti vyvaiet nové biofilmy a zpisobovat

infekci [17,19].

1.3.2 Biofilm u jinych druhi rodu Candida

U C. albicans struktura biofilmu obvykle sestava ze dvou vrstev: vrstva bazalnich
blastospor pokryta hustym matrixovym filmem s hyfalnimi formami bun¢k [20]. Ve srovnani
s C. albicans jsou biofilmy C. parapsilosis mnohem méné tlusté, tvofené agregovanymi
kvasinkovymi bunkami a pseudohyfami [21]. V piipadé C. tropicalis jsou zralé¢ biofilmy
obvykle charakterizovany hustou siti kvasinkovych bunék se zfetelnymi filament6znimi
morfologiemi. Na rozdil od tohoto druhu jsou biofilmy C. glabrata charakterizovany
kompaktni mono, nebo vicevrstvou pouze s blastosporami, protoze tento druh neni schopen
tvofit vlaknité formy [22].

Sacharidy, proteiny, fosfor a hexosaminy jsou hlavnimi slozkami biofilmové matrix
C. albicans. V pripadé C. parapsilosis, Silva a kol. [21] uvadi, ze extracelularni matrix obsahuji
velké mnozstvi sacharidii, mnozstvi bilkovin je vSak niz8§i nez u jinych druhii. Matrix
C. glabrata a C. tropicalis jsou také sloZzeny z proteinti a sacharidi, ale C. glabrata ma vyssi

hladiny ve srovnani s C. tropicalis [2].

1.3.3 Geny regulacnich siti pro rizné faze biofilmu kvasinek rodu Candida
Slizni¢ni infekce mohou souviset s biofilmy v tom, ze patogen pfilne k povrchu
a produkuje extracelularni matrix [23]. Tento vztah dal impulz k testovani hypotézy, ze geny

potiebné pro tvorbu biofilmu in vitro mohou byt také nutné pro slizni¢ni infekci. Zavéry z téchto
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studii potvrdily uzite¢nost tohoto zkoumani tim, Ze existuje né¢kolik béznych genetickych
pozadavku na tvorbu a vyvoj biofilmi na abiotickych (nezivych) a muko6znich povrsich [24].

Samostatné vyvojové faze biofilmu (adheze, kolonizace, zrani a rozptyleni) jsou fizeny
komplexnimi molekularnimi dé&ji. Tvorba biofilmu je silné¢ zavisla na podminkéch prostredi,
coz neumoznuje srovnani regulacnich genetickych zmén mezi druhy Candida [2]. Je tieba také
poznamenat, ze cely genom je znam u C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. dubliniensis, C. guilliermondii a C. lusitaniae [25].

Ptilnavost bunék Candida na slizni¢ni povrchy a/nebo synteticky material je poc¢ate¢ni
krok vedouci k proliferaci a nasledné k tvorb¢ biofilmu a infekci [21]. Adhezni mechanismus
je zaloZen na interakci mezi bunéénou sténou mikroorganismu a bunéénymi povrchy hostitele.
Timto zptisobem se na adhezi podileji hostitelské buiky, houbové buiky a také podminky
prostiedi [26].

Zmeéna fizeni tvorby biofilmu konkrétn¢ adhezniho procesu mize byt dosazena
mikrobidlnimi adheziny, receptory hostitelskych bun€k, nebo fyzikdlnimi a chemickymi
manipulacemi [27]. Piitomnost specifickych proteinti bunééné stény, oznacovanych normalné
jako adheziny, je spoustécim faktorem v modulaci adhezniho procesu [22].

U C. albicans je adheze zprostfedkovana proteiny Als (agglutinine-like sequence),
konkrétné Alsl-7 a 9, a vSechny proteiny maji podobnou strukturu obsahujici N-termindlni
sekre¢ni signalni sekvenci [7]. Alsl a Als3 proteiny se podileji na pfipeviiovani povrchu
biofilmu, jejich exprese se vSak lisi v zavislosti na morfologii bun¢k C. albicans [28]. V ptipadé
ALS1 je exprese detekovatelna jak v morfologii kvasinek, tak v hyfalni bunce, ale ALS3 je
nalezena pouze u hyfalni bunky. Z osmi ALS genid se uvadi, ze ALS1, ALS3 a ALS5 jsou
zapojeny do adheze C. albicans k riznym biotickym substratim [2]. Rodiny adhezind jsou
U patogennich kvasinek rozsahlejsi nez u S. cerevisiae, jak se ukazalo diky sekvenovani
genomi [29].

Eapl je protein bunétné stény, jenz je s povrchem buiiky spojen tzv. GPI-kotvou
(glykosylfosfatidylinositol-dependentni) a ktery se podili na adhezi burika-burika u C. albicans
[30]. Tento protein zprostiedkovava povrchovou vazbu a jeho syntéza je regulovana
transkripcnim faktorem EFG1 [31].

Hwpl, hyfalni protein bunéné stény, je mannoprotein houbovych bunéénych stén,
ktery podporuje pfipojeni bun¢k Candida na hostitelsky povrch [32]. Byl to prvni bunéény
povrchovy protein popsany jako in vivo pro tvorbu biofilmu C. albicans [33].

Buné¢ény povrchovy protein PgalO a sekretovany protein Pbrl jsou také popsany jako

dilezité pro plnou adhezi biofilmi C. albicans [34].
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U C. parapsilosis byla adheze k epitelidlnim a akrylovym povrchiim spojena
s hydrofobii na povrchu bun€k, navic C. parapsilosis ma vétsi schopnost adherovat
k epitelialnim bunikam nez C. albicans [35].

U C. tropicalis bylo identifikovano 16 ¢lent rodiny ALS v genomu, je vSak nutny
dodate¢ny vyzkum o jejich zapojeni do vyvoje biofilmu [29].

Podobn¢ jako u C. albicans je adherence C. glabrata zprostfedkovana epitelialnimi

adheziny (Epa), které maji podobnou strukturu jako proteiny Als [22]. Rodina genu EPA se

adheziny [36].

1.4 Polymerni materialy

1.4.1 Uvod a rozliSeni

Polymery jsou z chemického hlediska piedevsim organické latky pfirodniho, nebo
syntetického ptvodu. Jejich hlavnim znakem je to, ze obsahuji makromolekuly, v nichz se
opakuje zakladni konstitu¢ni jednotka mer. Délku daného polymeru (jeho makromolekuly)
muzeme vyjadfit molekulovou hmotnosti. Neexistuje zddna hranice, kterd by byla stanovena
pii rozdélovani latek na nizkomolekuldrni a makromolekularni, bere se vSak, Ze pokud ma latka
molekulovou hmotnost vyssi jak 10 g/mol, fadi se mezi makromolekularni [37].

Nékteré makromolekularni latky obsahuji ve svém fetézci mery jednoho druhu a nékteré
riznych druhd (Obr. 4). Makromolekularni latky, které obsahuji mery jednoho druhu se
nazyvaji homopolymery, k nimz patii napf. polystyren, polybutadien, polyethylen a dalsi. Ty,
co obsahuji ve svém makromolekularnim fetézci mery rizného druhu se nazyvaji kopolymery,
jenz dale muzeme d€lit na statistické, blokové, alternujici a roubované. Statistické fetézce jsou
tvofeny nepravidelné, nahodile, blokové jsou tvofeny bloky, a to dvéma nebo vice bloky meru
stejného druhu, alternujici obsahuji dva monomery, které se stfidaji v potfadi a roubované maji
v zékladnim fetézci merd stejného druhu naroubovany fetézec merd jiného druhu. Statistické
se 1181 od roubovanych a blokovych, protoze kopolymerni bloky jsou velké na to, aby vysledny
roubovany, nebo blokovy kopolymer neztratil vlastnosti, které odpovidaji danym
homopolymertim, ale aby sc¢ital jejich klady a zdroveil mél vlastnosti, které nemd zadny

Z homopolymeri [38,39].
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Obrazek 4 Moznosti usporadani monomerti v makromolekularnim fetézci (ptevzato
a upraveno z [40].

1.4.2 Stereoizomerie

Stereoizomerie (Obr. 5) se nachazi u polymert, které vznikaji z monomerd, u kterych
je dvojna vazba a které¢ maji tzv. asymetricky uhlik (atom ze kterého nevychazeji ani dvé
rovnocenn¢ vazby). Pokud vznikne polymer, kde se nahodné pospojuji molekuly monomeru,
vznikne struktura, kterd neni symetrickd a nazyva se atakticky polymer. Kdyz se spoji molekuly
monomeru a je tam urcita pravidelnost, vznikne takticky polymer, ktery se pak dale dé¢li na
1zotakticky a syndiotakticky. Izotakticky ma substituenty na fetézci usporadané v jedné roving,
syndiotakticky ma substituenty fazeny sttidavé do jedné a druhé roviny, tedy se pii pozorovani

jevi zrcadloveé obracené [38].
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Obrazek 5 Schématické znazornéni stereoizomerie u polypropylenu (pfevzato a upraveno
z [41)).

1.4.3 Struktura polymeri

Makromolekuly mohou mit tvar linearni, rozvétveny nebo zesitény (Obr. 6). Linearni
polymery vznikaji reakci monomerti, které maji dveé funkéni skupiny. Jsou tedy bez postrannich
fetézcl a vétveni. U rozvétvenych polymertli nalezneme na hlavnim makromolekularnim fetézci
bo¢ni kratké substituenty. U takového polymeru dochédzi k zeslabovani sil mezi
makromolekulami a tim ke sniZeni pevnosti takového polymeru. Zesiténé polymery vznikaji
Z linearnich, kdy se fetézce mezi sebou spojuji pricnymi vazbami. Takové polymery maji vyssi

tvrdost, tepelnou odolnost a je snizena jejich rozpustnost a tavitelnost [37].

\V

_—

linedrni rozvétveny zesitény

Obrazek 6 Struktura polymert.
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1.4.4 Fazovy stav

Tim Ze polymery maji vysokou molekulovou hmotnost je déno, ze jejich bod varu se
nachazi nad teplotou jejich rozkladu, tedy plynny stav u nich neexistuje. Mohou byt ve stavu
kapalném, nebo tuhém. Podle toho, jaké maji geometrické usporadani fetézcti v pevné fazi
mame bud’ stav vysoce usporddany, tedy krystalicky a vice méné neuspotadany stav, tedy
amorfni. Na rozdil od nizkomolekularnich latek se u polymernich latek vyskytuje prechodny
stav mezi sklovitym a kapalnym a to kauc¢ukovity. Takovy polymer jde malou silou deformovat,
a proto jej nelze specifikovat jako tuhou latku, ale zaroven ani jako kapalnou, protoze pii
deformaci nedochazi k nevratnému toku. Stavy si tedy mizeme rozdélit na amorfni (sklovity),
kam patii kauCukovity a plasticky a na stav krystalicky [38]. U amorfniho stavu jsou
makromolekuly jen jako ndhodna klubka, kterd mohou byt spletena. (Semi)krystalicky stav je,
kdy makromolekuly jsou uspofdddny a kolem nich makromolekuly v amorfnim, tedy
neusporadaném stavu (Obr. 7). Kolik je v polymeru krystalického obsahu vyjadiime stupném
krystalinity, ktery je zavisly na strukturnich podminkach makromolekuly, ale také na zptisobu

a podminkach zpracovani [37].

krystalicka oblast

a) amorfni oblast b)
Obrazek 7 Schéma struktury polymert a) polymer amorfni, b) polymer semikrystalicky.

Diilezita je také schopnost krystalizace polymerti a o t€ rozhoduji hlavné tyto faktory:
geometrickd pravidelnost makromolekularniho fetézce, polarita skupin fetézce, ohebnost

fetézce a velikost substituentd, které jsou na ném navazany.
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Polymery se snahou k samovolné krystalizaci jsou vétSinou filmotvorné, vlaknotvorné
a termoplastické, maji vysokou houzevnatost a pevnost. Rychle ptechazeji z pevné faze do
taveniny, a proto se prevazné moc nehodi ke zpracovavani vytlaCovanim, valcovanim atd., ale
naopak se pouzivaji postupy, které potiebuji rychlé roztaveni, coz je zvlaknovani, vstiikovani
atd. Do této skupiny spadaji napft. polyethylen, polypropylen, polyamid.

Polymery nekrystalizujici samovolng, ale az zménou teploty, nebo pod napétim maji
vétsSinou za normdlnich podminek kaucukovitou povahu, jsou elastické, termoplastické.
Charakteristicky se zpracovavaji vytlacovanim, lisovanim a valcovanim. Do této skupiny patii
napf. izoprenovy kaucuk, ptirodni kaucuk, butylkaucuk.

Polymery nekrystalizujici viilbec jsou vétSinou transparentni, kiehké, najdeme tady
reaktoplasty i termoplasty. Zpracovavat se daji skoro v§emi dostupnymi technologiemi kromé
zvlaknovani (amorfni povaha nedodava ptfipravenym vlakniim dostate¢nou pevnost pti pouziti).

Do této skupiny naleZi napt. polyvinylchlorid, polystyren, polymethylmethakrylat [38].

1.45 Molekulova hmotnost

Diilezitou vlastnosti, kterou se prezentuji polymery je jejich vysokd molekulova
hmotnost. Znalost této veli¢iny je dileZzita k Giplné charakterizaci danych makromolekuldrnich
latek. Jeji hodnota urcuje chovani polymeri za riznych podminek. Od nizkomolekularnich
latek se polymery odlisuji taky tim, ze délka fetézct jedné a té samé makromolekularni latky
neni stejna. Proto u polymernich materidli nemtzeme molekulovou hmotnost povazovat za
stejnou, jako u latek nizkomolekularnich, ale stanovuje se statisticky distribuce molekulovych
hmotnosti a ztoho se pak vypoc€itd stfedni molekulova hmotnost. Pro popis se pouziva
distribu¢ni kfivka, tj. zavislost hmotnosti polymeru o urcité velikosti makromolekuly na
velikosti makromolekuldrniho fetézce. Mizeme rozliSovat tii nejdilezitéjsi zplsoby vyjadieni

wewvr

hmotnosti (Mn):
> MM

Mp=to (1)
2.

Kde: Mi je relativni molekulova hmotnost, Ni pocet molekul o této molekulové
hmotnosti.
Ciselnou molarni hmotnost nam poskytuji experimentalni metody, u kterych je méfena

veli¢ina zavisld na poc¢tu danych molekul. Druhou dilezitou molekulovou hmotnosti je
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hmotnostné stfedni primér molekulové hmotnosti (Mw), ktery ndm poskytuji experimentélni

metody, u kterych je méfena veli¢ina zavisla na hmotnosti danych molekul.

. Z‘M'Miz

Me =" )
SN,
:

Jako tieti diilezitd molekulova hmotnost je Mz, tedy z-primér molekulové hmotnosti

S v
:

7 A 3)
>N,
:

Polydisperzita (D) neboli mira neuniformity velkosti ¢astic je definovana jako pomér
Mw/Mn. Monodisperzni systtm ma hodnotu D=1, polydisperzni D>1. Kazda
vyjadfena molekulova hmotnost je citliva k jinym velikostem frakci, tedy Mz > Mw > Mn.
Hodnoty Mz a Mw nam vyjadfuji vétsi molekuly, zatimco hodnota Mn nam vyjadiuje mensi
molekuly [38,42,43].

1.4.6 Priprava syntetickych polymeru
Syntetické polymery se pripravuji polyreakcemi (Obr. 8) z nizkomolekularnich latek
ato nasledujicimi: polymerace, polykondenzace a polyadice. Jsou to reakce, pii kterych

vychozi latka monomer ptechazi ve vysokomolekularni produkt polymer.

® & Polyreakce
CwmC —
@ 0
Monomer Polymer

Obrazek 8 Ukazka vzniku polymeru polyreakci z monomeru (pfevzato a upraveno z [44]).

Polymerace (Obr. 9) je reakce, kdy spolu reaguji molekuly monomeru, vznika aktivni
monomerni jednotka a spojuje se do velkého polymeru. Témito reakcemi vznika napf.
polyethylen (PE), polypropylen (PP), polystyren (PS) atd. Polymerace je zahajena rozStépenim
nasobné vazby v monomeru pomoci radikalu, nebo iontu, ktery vznika ptisobenim iniciatoru
(iniciace). Podle aktivniho centra nazyvame polymeraci bud’ radikalovou, nebo iontovou.

Radikal (iont) nese neparovy elektron a je velmi reaktivni, tudiZ reaguje s nasobnou vazbou
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monomeru a s§tépi ji, tim vznika dalsi vétsi radikal (iont) a takto to pokracuje dale, tento krok
se nazyva propagace. K ukonceni reakce dochazi tim, ze se napt. spoji dva radikaly a tento d¢j
nazyvame terminace. U iontovych polymeraci je reakce ukonCena deaktivaci iontu. Pfi

polymeraci nevznika vedlejsi produkt.

HC=CH, s GH oy ~CH—CH y—— CH—CH yeveww
o - [ [
e T e

Obrazek 9 Priprava polystyrenu emulzni radikalovou polymeraci styrenu (pfevzato z [45]).

Polykondenzace (Obr. 10) je stupniovita reakce, pii které se spojuji molekuly
monomerd, ale pfi kazdém spojeni se odstépuje vedlejsi nizkomolekularni produkt. Jelikoz je
polykondenzace rovnovazna, je nutné nizkomolekularni produkt odstranovat. Vznikly polymer
se tedy lisi slozenim od vychozich latek. Rychlost polykondenzace je vyrazné¢ mensi nez
rychlost polymerace a je mozné ji kdykoliv pferusit a pak v ni zase pokracovat. Vznikaji tak

napf. polyamidy (PA), polyimidy (PI), polyformaldehydy, polyestery (PE) atd.

OH OH H| oH
_~~. nCH,=0 N4 ¢l
2 | — H| +nH,0
e e
fenol - —n

Obrazek 10 Ptiprava fenolformaldehydové pryskytice polykondenzaci fenolu
a formaldehydu v zasaditém prostiedi (pfevzato z [46]).

Polyadice (Obr. 11) je stupiiovita reakce, pii které reaguji dva rizné monomery, které
v molekule obsahuji reagujici funk¢ni skupiny. Nevznikd vedlej$i produkt, ale dochézi
k pfesunu vodiku na druhou reaktivni skupinu a probiha adice. Vznikaji tak napf. epoxidové

pryskyftice (EP), polyurethany (PUR) [37].
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n
1,4-butandiol hexamethylendiisokyanat polvuretan

Obriazek 11 Vznik polyuretanu polyadici 1,4-butandiolu a hexamethylendiisokyanatu.
1.5 Pouzivané polymerni materialy

1.5.1 Polystyren (PS)

Polystyren (Obr. 12) je ¢isty, amorfni, nepolarni termoplast, ktery se snadno zpracovava
a ktery Ize snadno pfeménit na velké mnozstvi polotovard, jako jsou pény, filmy, desky. Jedna
se 0 jeden z nejvétsich objemovych komoditnich plastt, ktery zahrnuje ptiblizné sedm procent
celkového trhu s termoplasty. Je velmi dobry elektricky izolator, ma vynikajici optickou Cistotu
diky nizké krystalinit¢ a ma dobrou chemickou odolnost vii¢i zfedénym kyselindm a zasadam.
Snadno se tvaruje, protoze nad teplotou skelného piechodu (Tg = 100 °C) to je viskozni
kapalina. PS ma vsak také n¢kolik omezeni. M4 Spatnou odolnost viuci uhlovodikovym
rozpoustédlim, kysliku a UV zafeni a je pomérné kiehky, coz znamend, Ze ma nizkou razovou
houZevnatost v diisledku tuhosti polymerniho fetézce. Jeho horni teplotni limit pro kontinuélni
pouziti je spiSe nizky kvili nedostatecné krystalinité a nizké teploté skelného ptrechodu. Pod
jeho Tg ma stfedni az vysokou pevnost v tahu (35-55 MPa), ale nizkou razovou pevnost
(15-20 J/m). Navzdory vSem ale t€émto nedostatkiim jsou styrenové polymery velmi atraktivni
plasty a pouzivaji se v mnoha odvétvich a pro mnoho vyrobkt napi. v 1ékafstvi, potravinarstvi

pro baleni, optice, na vyrobu hracek, krytti, automobilovych dilt atd. [47].

—CH,—CH-};

Obrazek 12 Strukturni vzorec polystyrenu (pievzato z [48]).

Vyrébi se polymeraci styrenu, ktery snadno polymeruje jiz za bézné teploty, proto se do

néj pridava inhibitor, kterého se pfed polymeraci zbavuje. Vétsinou se pouziva radikalovy
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zpusob polymerace (Obr. 13). Jako nejpouzivanéjsi vyrobni technologie se pouziva suspenzni

a blokova polymerace.
H H
H\‘ F radilcalova polvmerace |
o= s
H H
styren polystyren

Obriazek 13 Vyroba polystyrenu radikdlovou polymeraci ze styrenu (pfevzato a upraveno

z [48]).

Suspenzni polymerace se provadi v polymerac¢nich reaktorech ndsadovym zpusobem.
Do reaktoru se nacerpa styren, demineralizovana voda a plastifikator, ktery se pfidava pro lepsi
zpracovatelnost PS. Pak se pfida pfedem pfipravena smes stabilizatoru (fosfore¢nan vapenaty,
polyvinylalkohol), ten je diilezity pro dosaZeni nizkého obsahu zbytkového monomeru, motidlo
a smés organickych peroxidl. Obsah se vyhieje na 90 °C a udrzuje se 6-7 hodin. Teplota se pak
zvysina 125 °C audrzuje se dalsi 2 hodiny. Po skonceni se ochladi na 60 °C a obsah se ptetlaci
do neutralizatoru, kde se fosforeCnan vapenaty ptrevede do roztoku pusobenim kyseliny
chlorovodikové. Poté se vznikly PS vycisti vodou a vysusi.

Kontinualni blokova polymerace se provadi ve vertikalnich, nebo horizontalnich
reaktorech s pistovym tokem materialu, nebo reaktory, kde se material promichava. Monomer
se smisi S 5-10% ethylbenzenem a ptes ohfivak se vede do reaktoru, kde je polymerace
iniciovana termicky. Viskozni roztok PS se vede do filmové odparky, kde se za snizeného tlaku
oddestiluje nezreagovany styren a ethylbenzen. Roztaveny PS se vede do granula¢niho zatizeni
[42].

Setkavame se s dal$imi druhy polystyrenovych plastti, napt. zpénovatelny PS (EPS),
ktery se vyradbi polymeraci v pfitomnosti alifatickych uhlovodikli (pentanu), které jsou
rozpustné v monomeru, nikoliv v polymeru. EPS ma velmi dobré izolacni vlastnosti a odolava
vibracim, nevyhodou je jeho vysoka hoflavost. Velmi ¢asto styren kopolymeruje s mnoha
jinymi monomery Pro vyrobu polymerd se zlepSenymi vlastnostmi. Kopolymeraci styrenu
s akrylonitrilem (SAN) vznika polymer, ktery ma mnohem lepsi chemickou odolnost, tepelnou
stabilitu a mechanické vlastnosti. Nevyhodou oproti PS je vys$i nasdkavost, horsi

elektroizola¢ni vlastnosti a Zloutnuti. Pouziva se hlavné v technickych oblastech. Kopolymeraci

vvvvv
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stabilitu. Smichanim styrenu s kau¢uky nam vznikne houzevnaty PS (HIPS), ktery ma lepsi
vlastnosti nez klasicky PS a ty zavisi na tom, kolik obsahuje gelové faze a jakym zptisobem byl
pripraven. S vyssim obsahem kaucuku se zlepSuje razova houzevnatost, klesa tvrdost a bod
méknuti. Pouziva se pro obalovou techniku, hracky, elektrotechniku. Dulezitou kopolymeraci
je reakce styrenu s butadienem, za vzniku styren-butadienové kaucuku (SBR) a styrenu
s butadienem a akrylonitrilem za vzniku akrylonitril-butadien-styrenu (ABS). Oba kopolymery
maji vysokou odolnost proti namahani a raziim, ABS ma vyssi pevnost v tahu nez PS. Pouzivaji
se pro technické aplikace, kde je kladen narok na vysokou houzZevnatost a chemickou odolnost

[42,47].

1.5.2 Polymery a kopolymery kyseliny akrylové a methakrylové

Kyselina akrylova (Obr. 14) a jeji estery jsou vSestranné monomery, pouzivané jako
stavebni kameny pro tisice polymernich uskupeni. Jsou to hotlavé, reaktivni, t€kavé kapaliny
na bdzi alfa a beta nenasycené karboxylové struktury. Zanesenim rGzného procenta
akrylatovych monomerti umoziuje vyrobu mnoha latek pro latexové a roztokové kopolymery,
kopolymerni plasty a zesitovatelné polymery. Jejich vlastnosti, které maji riznou lepivost,
trvanlivost, tvrdost a teplotu skelného pfechodu nam umoziuji aplikaci v mnoha odvétvich.
Estery nachdzi uplatnéni jako povrchové natéry, textilie, lepidla a plasty. Kyselina akrylova

ajeji kopolymery nalézaji uplatnéni jako superabsorbenty, detergenty, dispergacni ¢inidla

H,C—
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a zahust'ovadla [49].

Obrazek 14 Strukturni vzorec kyseliny akrylové (pievzato z [50]).

Polymery a kopolymery kyseliny akrylové a methakrylové a jejich estery obecné byvaji
oznacovany jako polyakrylaty. Vyrabéji se jako homopolymery 1 kopolymery. Maji vynikajici
odolnost na povétrnosti a stalost na svétle. Jejich vlastnosti zaviseji na druhu monomeru,
komonomeru, na zpusobu piipravy, molekulové hmotnosti. Podle typu hlavniho monomeru
rozdélujeme tyto polymery na dvé hlavni skupiny, a to polyakrylaty a polymethakrylaty, mezi
kterymi jsou zékladni rozdily. Polymethakrylaty jsou pii stejné délce fetézce alkoholové slozky
tvrdsi nez polyakrylaty. Tvrdost a bod méknuti klesaji se stoupajicim poctem uhlikovych atoma
alkoholu pouzitého k esterifikaci az k minimu, coz u alkylmethakrylati pii Ci2 a alkylakrylata

pti Cs. Polyakrylaty tvoii mékké filmy, zatimco polymethakrylaty tvrdsi. Polymethakrylaty

26



maji vyss$i odolnost vici tepelnému rozkladu nez polyakrylaty. Pouziti je velmi Siroké od
natérovych hmot po rizné prumyslové latky, vlakna, plasty [42].

Polyakrylaty jsou dtlezitou skupinou polymerd, jsou mekké, pevné a pruzné. Jejich
teplota skelného piechodu je vyrazné pod pokojovou teplotou. Jsou znamé diky své vysoké
prihlednosti, dobré houzevnatosti a maji pomérn¢€ dobrou tepelnou odolnost az do asi 177 °C
v suchém prostiedi. Maji také dobrou odolnost proti povétrnostnim vliviim a odolnost viici
a polyethylakrylat (Obr. 15). Oba to jsou tvrdé kaucukové materialy, polyethylakrylat je vSak
podstatné mekéi a roztazitelngjsi neZ polymethylakrylat. Casto jsou kopolymerovéany, aby se
dosahlo pozadované tvrdosti, pruznosti a pevnosti. Hlavnimi aplikacemi jsou natéry, barvy,
automobilové vyrobky, pouZzivaji se také jako komonomery pro zvySeni plasticity tuhych

a kiehkych plastt [47].

H,C=
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Obrazek 15 Strukturni vzorec polymethylakrylatu (a) a polyethylakrylatu (b) (pfevzato
a upraveno z [51,52]).

Polymethakrylaty jsou amorfni termoplasty s vysokou prihlednosti, které 1ze snadno
prevést a zpracovat na mnoho polotovard, jako jsou filmy, trubky, desky atd. NejznaméjSim
methakryldtovym polymerem je polymethylmethakrylat (PMMA), rovnéz znamy jako
plexisklo (Obr. 16). Jedna se o vysoce objemny amorfni termoplast s vysokou teplotou skelného
pfechodu (105 °C), sdobrymi mechanickymi vlastnostmi a vynikajici odolnosti vuci
povétrnostnim vliviim. Je odolny proti olejim, alkanim a ziedénym kyselinam, naopak
rozpustny v mnoha polarnich rozpoustédlech (alkoholech, organickych kyselinach). Diky své
vysoké odolnosti a lehkosti se ¢asto pouziva jako nahrada za bézné sklo. VétSina komerénich
produkti je polymerizovéna inicidtory volnych radikalt (peroxidy, azo slouceniny), za vzniku
ataktickych polymerii. PMMA miize byt rovnéz polymerizovan aniontove, ¢imz se miize ziskat
syndiotakticky a izotakticky polymer. PMMA se pouzivd jako ekonomicka alternativa
k polykarbonatu (PC), pokud se nevyzaduje vysoka houzevnatost. Dal$im dulezitym
methakryldtovym polymerem je 2-hydroxyethylmethakrylat (HEMA), ktery se pouziva
v kontaktnich ¢oc¢kach a dalsich biomedicinskych aplikacich [47].
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Obrazek 16 Strukturni vzorec polymethylmethakrylatu (pfevzato z [53]).

1.5.3 Hilafilcon B

Kontaktni ¢oc¢ky SoftLens 59 od firmy Bausch & Lomb, které byly v experimentalni
Casti pouzity, byly vyrobeny =z polymeru snazvem hilafilcon B. Je to kopolymer
2-hydroxyethylmethakrylat s 1-vinyl-2-pyrrolidinonem, allylmethakrylatem a ethylen-
dimethakrylatem. Jeho sumarni vzorec je C29H43NO1o, stfedni molekulova hmotnost 566 g/mol
ajako vychozi monomery na syntézu byly pouzity latky 1-ethenylpyrrolidin-2-on,
2-hydroxyethyl 2-methylprop-2-enoat, 2-(2-methylprop-2-enyloxy)ethyl 2-methylprop-2-
eonat a prop-2-enyl 2-methylprop-2-enoat. Jejich struktury jsou znazornény na obrazku 17 [54].
Podle americké klasifikace kontaktnich ¢o¢ek FDA (Food and Drug Administration) je tento
material fazen do skupiny dvé, coz znamena, Ze mé velky obsah vody a je to neiontovy polymer.
Hilafilcon B obsahuje 59 % vody a jeho propustnost kysliku je 22 Dk/t. Neiontovy polymer
obsahuje alkohol a amidy coz zpusobuje, ze je povrchové napéti minimalizovano, nebo povrch
nenese elektricky ndboj. Proto se na dany material bude chytat méné proteintl, nez u iontovych

materialid a mél by byt z dlouhodobéjsiho hlediska lepsi [55].

28



prop-2-enyl 2-methvlprop-2-enoat

/ \ Jl
/ |1
{ e
~ P
\\H/ 0 H _’/"“'“-H_H_ ’_,.O.H_H )
~0~ n_h/ 7[,
s D

1-ethenylpyrrolidin-2-on 2-hydroxyethyl-2-methvlprop-2-enoat

0
I
l 0

2-(2-methylprop-2-enyloxy)ethyl 2-methylprop-2-enoat

-,
"o
o
-
",

.
"
"o
"
-

Obriazek 17 Strukturni vzorce monomerti, ze kterych je vyroben hilafilcon B (pfevzato
a upraveno z [56]).

1.6 Kontaktni ¢ocky

VétSina lidi potfebuje korekci zraku at’ uz se jednd o Spatné vidéni na blizko
(dalekozrakost), nebo do dalky (kratkozrakost). Tyto poruchy se dlouhou dobu feSily noSenim
bryli, nez byly vynalezeny kontaktni ¢ocky. Prvni pokusy o konstrukci ,,kontaktni CoCky* se
ptipisuji Leonardu da Vincimu, ktery ve svém dile popsal metodu pfimé zmény optické
mohutnosti rohovky ponofenim oka do nadoby s vodou. Zékladni myslenku kontaktni ¢ocky
pak pfinesl Anglican Thomas Young, ktery vyrobil cocku z foukaného skla. Ta vSak ale
nepropoustéla kyslik, a tudiz nebyla v oku dlouhodobé snesitelna. Pievrat v této védeé pak
piinesl v roce 1953 Otto Wichterle, ktery vyrobil prvni mékkou kontaktni ¢ocku z hydrofilniho
materidlu, tzv. HEMA hydrogel (poly-hydroxyethylmethakryltovy gel), ktery pohlcoval asi
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40 % vody, mél dobré mechanické vlastnosti a byl prihledny. Nejdiive se lil do forem, ale
potfeba Upravy Cocky a jejich riznad kvalita vedla Wichterleho k napadu odlévéani Cocek
Vv rotujicich otevienych formach. V roce 1960 uvedl Wichterle a Lim [57] ¢lanek v Casopisu
Nature, ktery vedl ke svétovému rozsiteni vyroby mékkych kontaktnich c¢ocek odsttedivym
odlévanim. I v dneSni dob¢ zlstava hydrogel jako jejich zakladni latka a vyrobci se snazi upravit
material tak, aby byl co nejvice propustny pro kyslik a aby mél co nejmensi dopad na lidské
oko. Proto doslo k vyvoji novych kontaktnich ¢oc¢ek silikon-hydrogelovych, kdy je hydrogel

obohacen o silikon a kontaktni ¢o¢ky je mozné nosit i ptes noc [58].

1.6.1 Kontaminace kontaktnich ¢ocek

Oc¢ni infekce, které mohou nastat pii noSeni kontaktnich cofek vétSinou souviseji
s opotfebenim Cocky. Opotiebend, nebo kontaminovana ¢ocka, nebo jeji pfislusenstvi byvaji
spojeny s mikrobialni keratitidou (zanét o¢ni rohovky). Kontaminovana kontaktni ¢ocka mtize
vyvolat také ulcerativni keratitidu (zanét ocni rohovky s pfitomnosti viedu), kterd mize mit za
nasledek trvalou ztratu zraku. Pfilnavost mikroorganismt na povrch ¢ocky a tvorba biofilmu
na ¢occe jsou faktory, které se podileji na vyvoji mikrobidlni keratitidy. Diky interakci rohovky
s kontaktni ¢ockou mize byt ochranny mechanismus rohovky piekonan a mikroorganismus ma
volny piistup ke zplsobeni infekce. Jednim z nejcastéjSich patogent rohovky u nositelli
kontaktnich Co¢ek je Pseudomonas aeruginosa, dale se mizeme také setkat s houbami
a kvasinkami napt. Candida, Aspergilus, Cryptococcus. Infekce se stavaji vaznéjsi, pokud dany
mikroorganismus kolonizuje povrch nitroo€nich Cocek kontaktnich Cocek a vytvari na nich
biofilm. Ten je definovan, jak je jiz popsano Vv kapitole 1.3, jako strukturovana komunita
bakteridlnich buné€k uzavienych ve vlastni produkované polymerni matrix a pfilepena
K inertnimu, nebo Zivému povrchu. Je také znamo, ze mikroorganismy v biofilmech jsou
odolng&jsi vici antibiotikiim a hostitelské ochrané [59]. Tvorba biofilmu zavisi na nutri¢nim
obsahu, teploté, osmolarité¢, pH, na dostupnosti zeleza a kysliku a mize vykazovat rizné
vlastnosti mezi druhy tvoficimi biofilm [60]. Vyvoj biofilmu u C. albicans byl popsan
v samostatné kapitole 1.3.1. Pti adherenci mikroorganismil na kontaktni ¢ocku také hraje roli,
z jakého materialu je CoCka vyrobena. Bylo zjisténo, ze pii adhezi C. albicans na hydrofilni
polymery byly enzymy kvasinky schopny polymer degradovat a umoznily tak infiltraci do
matrix ¢ocky [61].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie a pristroje
2.1.1 Chemikalie a roztoky potiebné pro praci s mikrotitra¢nimi destickami
Ethanol 96% (Penta s.r.o.)
Fyziologicky roztok — 0,9% NaCl (Lach-Ner)
Sterilni voda
Krystalova violet’ (0,1 M roztok v ethanolu)
PBS (Phosphate Buffered Saline)
— 8¢/ NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,42 g/l NaoHPO4, 0,24 g KH2PO4

2.1.2 Chemikalie a roztoky potiebné pro izolaci DNA a naslednou PCR
Agardza (Top-Bio)
EmeraldAmp PCR Master Mix (Clontech)
Ethanol 95% a 70%
Ethidium bromid (Top-Bio)
Extrak¢ni roztok (roztok A + roztok B 1:1)
Marker 155-970 (Top-Bio)
NaOAc (octan sodny) 3 M, pH 5,2 (Penta s.r.o0.)
PCI (fenol-chloroform-izoamylalkohol) 50:50:1 (Sigma-Aldrich)
PCR Ultra H20 (Top-Bio)
Primery ALBI-NCE-F a R, PARA-NCE-F aR
Roztok A
— 0,2 M NaCl, 20 mM EDTA, 10% SDS (sodium dodecylsulphate)
Roztok B
— 100 mM TRIS-HCI, pH 5,7
TBE pufr (Tris-borat-EDTA) 1x

2.1.3 Roztok pouzivany pro omyvani ¢ocek
Zero-Seven (Polytouch Chemical Co.) - polyhexamethylenbiguanid (PHMB),
ethylendiaminotetraacetat sodny, hypromeldza, D-sorbitol, poloxamer, kyselina borita,

chlorid sodny, borax (tetraboritan sodny)

2.1.4 Latky pouZzivané pro rozpousténi kontaktnich ¢ocek

aceton (Lach-Ner)
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2.15

2.1.6

2.1.7

cyklohexanon (Penta s.r.o.)
chloroform (Penta s.r.o.)

ethanol (Penta s.r.o.)

methanol (Penta s.r.0.)
N,N-dimethylformamid (Penta s.r.0.)
technicky benzin (Penta s.r.o.)

THF (Penta s.r.0.)

Pouzivané kmeny
Kmeny C. albicans
— hap5, hap43, rhbl — profesor Chung-Yu Lan z National Tsing Hua University
na Tchaj-wanu
— SC5314 — kontrolni kmen
Kmen C. parapsilosis
P69 — mykologicka sbirka Lékaiské fakulty Univerzity Palackého, Olomouc
Kmeny P. aeruginosa
— CCM1960 — Ceska sbirka mikroorganismi pii Masarykové univerzité v Brng
— Kmeny s kédovym oznaenim 502 a 39 — Fakultni nemocnice Univerzity
Palackého v Olomouci — pacient s cystickou fibrozou, poskytl MUDr. Vladislav
Raclavsky

Agary a tekuté pudy

Cetrimidovy agar (HiMedia Laboratories)

LB médium — Luria-Bertani (Duchefa Biochemie)

Sabourauduv agar (HiMedia Laboratories)

YNB médium (Yeast Nitrogen Base without amino acids, Sigma Aldrich a US

Biological) — 0,7% Yeast Nitrogen Base, 2% glukoza, 20 mM citronan sodny, pH 5

Pristroje

centrifuga Mikro 20 (Hettich)

centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

centrifuga Sorvall Lynx 6000 (Thermo Scientific)

elektricky vari¢

FTIR spektrometr Nicolet 6700 s ATR nastavcem Pike MIRacle™ osazeny krystalem
ZnSe
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inkubator Incu-Line VWR (Biotech)

mikroskop Laboval 4 (Nicon)

mikroskop Nicon Eclipse 80i, Ex 480/80, 505/515 nm
mikrovinna trouba (LG)

notebook HP ProBook 590

PCR termocyklér (Biometra)

pH metr Mettler Toledo FE20/EL20

spektrofotometr Biotek reader PowerWave 340
spektrofotometr Nano-MD PDA UV-Vis Bio (Scinco)
suSarna UFC 400 (Memmert)

tiepacka Enviromental Shaker — Incubator ES-20/60 (BioSan)
trepacka Heidolph Vibra max 100

UV prohlizecka gelt (Vilber Lourmat)

vahy PK-601 (Denver Instrument)

vahy SAC 63 (Sualtek)

vortex Heidolph Reax Top Test Tub (BioTech)

zdroj pro elektroforézu MP-300N (Major Science)

2.1.8 Ostatni materialy
kontaktni Coc¢ky SoftLens 59 (Bausch & Lomb)
plastovy materidl na jednorazové pouZiti (bakteriologické misky, pipetovaci Spicky,
rukavice, mikrozkumavky, zkumavky, mikrotitra¢ni desticky)

sklenéné koralky — acid washed, 425-600 um (Sigma-Aldrich)

2.2 Metodika

2.2.1 Kaultivace mikroorganismi

Ze zamrazenych zasobnich vzorki mikroorganismt jsme naockovali kmeny C. albicans
s oznacenim SC5314, hap5, rhbl a kmen C. parapsilosis s oznacenim P69 na Petriho misky
s pevnym médiem (Sabourauduv agar). Kmeny Pseudomonas aeruginosa s ozna¢enim CCM,
502 a 39 byly naockovany na cetrimidovy agar. Poté se dané misky daly na 24 hodin pti 37 °C
do inkubatoru. Po probéhnuti doby inkubace se narostlé mikroorganismy C. albicans
a C. parapsilosis pievedly do tekutého média YNB-glu, pH 5,1 a P. aeruginosa do LB média.
Poté se daly do laboratorni tfepacky na 24 hodin pti 37 °C. Po této inkubaci se u vzorkli zméftila

optickd hustota (ODsoo) a byly pfipraveny k dalsi praci.
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2.2.2 Christensenova metoda stanoveni biofilmu v mikrotitra¢nich desti¢ckach

Touto metodou jsme stanovovali mnozstvi biofilmu vytvofeného u vzorkl
P. aeruginosa s oznacenim CCM, 502 a 39 a vzorky C. albicans s oznac¢enim SC5314, hap5
arhbl. Z tekutych kultur, jejichz piiprava byla popsana v kapitole 2.2.1, se vytvofila buné¢na
suspenze tim, zZe se ve fyziologickém roztoku vytvoril McFahrlandiv zakal €. 2. Ze suspenze
0 tomto zakalu se pak vzalo 400 pl a napipetovalo se do 6 ml média YNB-glu. Mikrotitra¢ni
desticka se omyla 96% ethanolem a nechala se vysusit. Do vysusené desti¢ky se napipetovalo
200 pl bun&né suspenze kazdého analyzovaného vzorku a jako negativni kontrola se pouZilo
¢isté médium. Takto ptipravena desticka se proméfila na spektrofotometru pii 600 nm a dala se
inkubovat na 24 hodin do termostatu pti 37 °C. Druha desti¢ka byla piipravena stejnym
zpusobem a dala se inkubovat na 48 hodin a tfeti desticka, opé€t pfipravena stejnym zplisobem
se dala inkubovat na 72 hodin. Kazd4 desticka se po inkubaci barvila a byla u ni zmétena
produkce biofilmu, coz bude popsano dale.

Desticka po inkubaci se 3x promyla sterilni vodou, aby se odstranily volné bunky
a nechala se 20 minut oschnout v termostatu pii 37 °C. Poté se biofilm, ktery se vytvofil na
sténach jamek desti¢ky obarvil 100 pl krystalové violeti (10x nafedéné v ethanolu) a desticka
se nechala stat 30 minut pifi laboratorni teploté. Po obarveni se desti¢ka promyvala sterilni
vodou do té doby, nez se prestala uvoliiovat violet’ a nechala se oschnout 20 minut v termostatu
pti 37 °C. Po oschnuti se do kazdé jamky piidalo 200 pl 96% ethanolu a desticka se nechala
5 minut tfepat v laboratorni tfepacce pfi 130 rpm. Po tfepani se pak z kazdé jamky odebralo
100 pl a napipetovalo do nové, ehtanolem omyté desticky. Poté se zméfilo ODegoo, coZ nam
ukéazalo po odecteni hodnoty slepého vzorku, kolik se ndm vytvofilo biofilmu. Jako slepy
vzorek bylo pouzito ¢isté médium, ve kterém byly buiky narostlé a které¢ proslo stejnym

procesem inkubace a obarveni, jako analyzované vzorky.

2.2.3 Ruzickova metoda stanoveni biofilmu v mikrotitra¢nich destickach

Tato metoda spocivala hlavné v jiné pfipravé vzorku pied inkubaci v mikrotitra¢ni
desti¢ce. Pripravili jsme si tekutou kulturu, jejiz pfiprava je popsana Vv kapitole 2.2.1. Takto
pfipravenou kulturu jsme dali centrifugovat na 2 minuty pii 3000 g, vylili supernatant a peletku
promyli v roztoku PBS. Tohle jsme opakovali jesté jednou. Poté se do desticky napipetovalo
180 ul média YNB-glu a k tomu se piidalo 20 pl bunééné suspenze analyzovaného vzorku, coz
byla resuspendovana peletka v médiu a nechalo se inkubovat 48 hodin. Po inkubaci se desticka

promyla 3x roztokem PBS pro odstranéni volnych bunék a nechala se 20 minut oschnout
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Vv termostatu pii teploté 37 °C. Po oschnuti se ptidalo 100 pl krystalové violeti (10x fedéné
v ethanolu) pro obarveni vzniklého biofilmu a nechalo se pil hodiny stat pii laboratorni teplot¢.
Po obarveni se desticka vymyvala sterilni vodou do té doby, nez se piestala uvolnovat violet
a nechala se opét 20 minut oschnout v termostatu pfi teploté 37 °C. Pak se ptidalo 200 pul 96%
ethanolu pro rozpusténi navazané violeti na biofilm a desticka se dala na 5 minut tfepat do
laboratorni tiepacky. Poté se odebralo 100 ul do nové desticky omyté ethanolem a zméfilo se
ODesoo na spektrofotometru, coz nam ukazalo po odecteni slepého vzorku, kolik se nam
vytvofilo biofilmu. Jako slepy vzorek bylo pouzito ¢isté médium, ve kterém byly buiiky narostlé

a které proslo stejnym procesem inkubace a obarveni, jako analyzované vzorky.

2.2.4 Kontaminace hydrogelovych ¢oc¢ek kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis

Ze zamrazenych kultur jsme ockovali kvasinky C. albicans (kmen SC5314)
a C. parapsilosis (kmen P69) na pevné médium (Sabouraudtv agar) a poté pievedli do tekutého
média YNB-glu. Do téchto tekutych kultur jsme pak vlozili hydrogelové ¢ocky SofLens 59 od
firmy Bausch & Lomb a nechali je 12 dni inkubovat v tfepacce pii 37 °C. Pro kvantifikaci
postupu jsme méfili optickou hustotu (ODeoo) téchto kultur. Pro diikaz kontaminace ¢ocek jsme
je pozorovali a fotografovali pod mikroskopem pii zvétSeni 400X.

Pro nalezeni nejlepsiho zptsobu kontaminovani jsme ¢ocky inkubovali v plastovych

zkumavkach a erlenmeyerovych bankach.

2.2.5 lzolace DNA z kontaminovanych ¢o¢ek

Po standardizovani metody kontaminace jsme u téchto cocek provedli izolaci DNA
z kvasinek. Zvolili jsme nejprve tii metody Gpravy Cocek pied izolaci: cocka vyjmuta ptimo
z kultury, ¢ocka pied izolaci zamrazend a ¢ocka vysusena na vzduchu.

Jako zékladni material pro izolaci DNA jsme pouzili kontaktni ¢ocky, které byly
kontaminovany kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis. Dany vzorek kontaktni ¢ocky
upraveny piislusnou metodou popsanou vyse, jsme vlozili do mikrozkumavky a ptidali 0,6 ml
extrak¢éniho roztoku, 0,6 ml roztoku PCI a 0,3 g sklenénych kuli¢ek. Po uzavieni zkumavky se
obsah 5 minut vortexoval a potom centrifugoval pii 13 000 g 5 minut. Po centrifugaci se odebral
supernatant a ptenesl do nové mikrozkumavky a k nému se pfidal stejny objem roztoku PCI,
obsah se par sekund vortexoval a opét probéhla centrifugace pii 13 000 g 5 minut. Znovu se
vzal supernatant a prenesl do nové mikrozkumavky a k nému se pridal 0,1 dil octanu sodného
a 800 pl 95% ethanolu a dalo se srazet ptes noc do mrazaku do -20 °C. Druhy den se obsah
centrifugoval pfi 13 000 g 5 minut, supernatant se vylil, vytvorena peletka se proplachla 400 pl

75% ethanolu a nechala se vysusit asi 20 minut v inkubatoru pii 37 °C. Po vysuSeni se peletka
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rozpustila ve 12-15 pl sterilni vody a poté se méfil obsah DNA na spektrofotometru
v nanokyveté (0,5 mm), do které se vlozily 3 ul vzorku. Jako slepy vzorek byla pouzita sterilni

voda.

2.2.6 PCR vzorki po izolaci DNA

Ptipravili jsme vzorky pro PCR, kde jsme pro C. albicans pouzili primery, které
amplifikuji geny pro karbonické anhydrazy ALBI-NCE-F a R a pro C. parapsilosis PARA
NCE-F a R. Na jeden vzorek se do mikrozkumavky na PCR vlozilo 25 pl EmeraldAmp PCR
Master Mix, primery po 2 ul, 20 ul PCR vody a k tomu 1 pl templatu (vzorku po izolaci DNA).
Teploty a ¢asy amplifikace (viz Tab. 1). U primeri pro C. albicans jsme ocekavali velikost
produktu 876 bp a u primeru pro C. parapsilosis produkt velikosti 855 bp.

Tabulka 1 Program PCR amplifikace.

T;? éc}rta Cas (s)
95 60
08 10 —
42 35 }*35}:
72 60 —
72 120

2.2.7 Amplifikace isekiit DNA vyizolovanych z kontaminovanych ¢o¢ek

Pro elektroforézu jsme nejprve museli ptipravit gel tak, ze jsme 0,6 g agardzy rozpustili
v 60 ml pufru TBE 1x, vlozili do mikrovinné trouby k zahtati, aby se agardza rozpustila. Po
rozpusténi se roztok ochladil a ptidalo se 5 pl ethidiumbromidu a smés se nalila do
elektroforetické vany s vlozenym hiebinkem. Po ztuhnuti gelu se drzak s gelem otocil, vyjmul
se hiebinek a vana se zalila pufrem TBE 1x, aby byl cely gel ponofeny. Do prvni jamky se
napipetoval marker (3,5 ul) velikosti 155-970 bp a do dalsich jamek vzorky C. albicans
a C. parapsilosis (18 pul), elektroforeticka vana se pfipojila ke zdroji a byla pusténa pfi
200 V asi 20 minut. Po probéhlé elektroforéze se gel vyjmul a byl osvicen UV zafenim v UV

prohlizecce gelii a vyfotografovan.

2.2.8 Inkubace kontaminované ¢o€ky v roztoku sacharézy

Tento experiment byl zatazen z diivodu zjisténi priCiny ztraty kvasinkovych bunék pti
predipravé vzorki pied fezanim ¢oéek na naslednou mikroskopii. Coéky totiz byly promyty
V roztoku sachar6zy, a poté pii mikroskopii nebyly viditelné buniky, proto jsme vyzkouseli, zda

ma promyvani timto roztokem vliv na adhezi bun¢k na kontaktni ¢oc¢ce. Do Cistého média
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YNB-glu byl nao¢kovan kmen C. albicans SC5314 a ponechan 24 hodin pii 37 °C v laboratorni
ttepacce. Po této inkubaci se zméfilo ODgoo daného kmene a byla vlozena sterilni kontaktni
¢ocka. Kontaktni ¢ocka se po jednom dnu inkubace vytahla, vlozila se do nasyceného roztoku
sachardzy a byla inkubovana v laboratorni tfepacce pii 37 °C sedm dnti. Po jednom dnu byla
pozorovana pod mikroskopem a nasledné pak i sedmy den. Po této inkubaci byla ¢ocka
vytazena a vloZena do ¢istého média YNB-glu, aby se zjistilo, zda po této inkubaci piezily na
¢occe néjaké bunky a zda budou schopny kontaminovat ¢isté médium. V ¢istém médiu byla

¢ocka inkubovana 5 dnti a nasledné bylo zméteno ODeoo.

2.2.9 Kontaminace kontaktnich ¢ocek v ¢asovém intervalu

Tento experiment byl provadén u kment C. albicans SC5314 a C. parapsilosis P69. Do
narostlé planktonické kultury, ktera méla ODegoo V rozmezi 2-3 byla vlozena sterilni kontaktni
¢ocka, ktera se v dané kultufe inkubovala v riznych ¢asovych intervalech. Po této inkubaci se
kontaktni ¢oc¢ka vytahla a jedna polovina se pfimo vlozila do ¢istého média YNB-glu (tyto
vzorky jsme oznacili jako necisténa cocka) a druhd polovina se vlozila do fyziologického
roztoku, kde byla ponechana asi ptl minuty, promichana a také vlozena do Cistého média
YNB-glu (tyto vzorky oznaGujeme jako &isténé vzorky). Cisténa i neisténa Cocka v Cistém
médiu byla vloZena do laboratorni tfepacky na 24 hod pti 37 °C pii 130 rpm. Po této kultivaci
se zmé&filo ODgoo média, jako slepy vzorek bylo pouzito ¢isté médium. Tato hodnota absorbance
nam méla ukazat, jak moc dokézala ¢ocka po daném case inkubace kontaminovat ¢ist¢ médium
a take to, kolik Casu je potieba na ptfichyceni bun€k na Cistou kontaktni ¢ocku. Také jsme chtéli
zjistit, zda je rozdil v nariistu bunék po promyti ve fyziologickém roztoku. Pro prvni méteni
byly zvoleny €asy inkubace 10 min, 30 min, 1 hod, 1:30 hod, 2 hod, 2:30 hod, 3 hod, 3:30 hod,
4 hod, 1 den, 2 dny a 7 dnti. Pro druhé méfeni byly ¢asy upraveny na 10 min, 30 min, 1 hod,
4 hod, 1 den a 7 dnli. U vybranych vzorkil ¢asové kontaminace (10 min a 30 min) pak byla

provedena izolace DNA, jejiz postup je popsan v kapitole 2.2.5.

2.2.10 Méreni kontaminované a nekontaminované ¢o¢ky pomoci infracervené
spektroskopie metodou ATR FTIR

FTIR spektroskopie (infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci) je
technika pouzivana pro strukturni charakterizaci jak organickych, tak anorganickych materiala.
Jedna se o méfeni absorpce infracerveného zateni vinovych délek 0,78-1000 mm, resp. rozsahu
vlnoéti 1280010 cm™. Tato oblast se obvykle déli na blizkou (13000-4000 cm™), stfedni
(4000-200 cm™) a vzdalenou infradervenou oblast (200-10 cm™), pii¢emZ nejpouzivandjsi

pravé pro strukturni charakterizaci je stfedni oblast. Principem metody je absorpce
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infraerveného zareni pfi prichodu vzorkem, pii niz dochazi ke zménam rotacné vibracnich
energetickych stavii molekuly v zavislosti na zménach dipélového momentu molekul. Diskrétni
polohy jednotlivych absorpénich past jsou charakteristické pro funk¢ni skupiny studovanych
systému [62].

Metoda ATR (Attenuated Total Reflectance) neboli technika totalni reflektance je jedna
z technik méféni pouzivana v infracervené spektroskopii. Jedna se o techniku, kterd nevyzaduje
zdlouhavou piipravu vzorku pro analyzu, je rychld a mize byt automatizovand. Metoda je
zaloZena na principu nasobného totdlniho odrazu zéfeni na fazovém rozhrani mezi méfenym
vzorkem a méficim krystalem, ktery je z materialu o velkém indexu lomu. Svazek paprsku se
privede do krystalu soustavou zrcadel tak, aby uhel dopadu na fazové rozhrani vyhovoval
podmince totalniho odrazu. Méteny vzorek je v uplném kontaktu s ATR krystalem a zafeni
proniké ¢astecné do analyzovaného materidlu. Kdyz méfeny vzorek absorbuje zéfeni o urcité
frekvenci, je tato slozka v totalné odrazeném svétle zeslabena. Takovéto spektrum se podoba
spektru, které je zméfené v transmitancénim rezimu. Hloubka vzorku, do které je mozno
analyzovat je v fadech um, tedy charakterizujeme pouze velmi tenké povrchové vrstvy, avSak
diky nasobnému odrazu na fdzovém rozhrani Ize ziskat velmi kvalitni spektrum. Krystaly, které
se pouzivaji jsou napi. ZnSe, AgCl, Si, Ge atd. Pfi naSem méteni byl pouzit lichobéZnikovy
ZnSe krystal v horizontalnim uspofadani [63].

Experimenty byly provedeny ve spolupraci s RNDr. Lucii Bednarovou, CSc. na
pracovisti Ustavu organické chemie a biochemie, Akademie véd CR v Praze. Viechny vzorky
byly méfeny pomoci infracerveného spektrometru Nicolet 6700 pomoci ATR techniky. Pro
detekci signalu byl pouzit DTGS detektor a spektrometr je proplachovan plynnym dusikem pro
minimalizaci pfitomnosti vodnich par v kyvetovém prostoru. Pro experiment byl pouzit ATR
nastavec Pike MIRacle™ osazeny krystalem ZnSe (se tiemi odrazy), celkovy pocet skent pro
ziskané spektrum byl 64 a pro Vypracovani signalu byla pouzita Happ-Genzelova apodizace.
Vzorky cisté cocky na ATR nebyly nijak upraveny, jen lehce oplachnuty vzduchem a vloZeny
do pfistroje k méfeni. Vzorky kontaminovanych ¢ocek kvasinkou C. albicans a C. parapsilosis
po rtizné doby inkubace, vétSinou vSak v rozmezi 1-7 dnti (Cocka byla dosti osidlena buiikami)
byly oplachnuty postupné destilovanou vodou a vzduchem pted vlozeni na ATR krystal.
Spektra byla zaznamenavana v ¢ase 0 min, 15 min, 30 min, 45 min a 60 min od vlozeni ¢ocky

do kyvetového prostoru.
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2.2.11 Omyvani kontaminované ¢ocky v roztoku piimo uréenému pro kontaktni
¢ocky
Pti predchozich experimentech jsme pouzivali jako simulaci roztoku pro kontaktni
¢ocky fyziologicky roztok. V tom se sterilni coCky pfechovavaji a mél by tak byt dobrym pro
vycCisténi ¢ocek. Jelikoz se ndm ale v ném Cocky nevycistili, zkusili jsme pokus se specidlnim
roztokem pro kontaktni coCky (Zero-Seven Refreshing od vyrobce Polytouch Chemical Co.),
ktery je definovan vyrobcem a na kterém byl navod k pouziti. Navod od vyrobce byl
nasledujici:
5. minutovy rezim (Cistici rezim)
1. Cistéte Gocku alespoii 10 s tfemi kapkami roztoku.
2. Dukladné oplachnéte kazdou stranu Cocky roztokem.
3. Umistéte kontaktni cocku do pouzdra na kontaktni ¢ocky a napliite roztokem po dobu pies
5 minut.
Tento postup jsme zopakovali skontaminovanou cockou kvasinkou C. albicans
a C. parapsilosis a ¢ocku v pouzdie v roztoku jsme nechali 10 minut. Po této dob¢ by méla byt
Cocka vycisténa, a tak jsme ji predélali do kultiva¢niho média YNB-glu a nechali ji 24 hodin

pii 37 °C v tfepacce. Po této inkubaci bylo zméfeno ODesoo danych vzorkd.

2.2.12 Rozpousténi kontaktnich ¢ocek

Protoze jsou Cocky z polymerniho materialu hilafilcon B, ktery z pfevazné c&asti
obsahuje 2-hydroxyethylmethakrylat, rozhodli jsme se otestovat rozpustnost ¢o¢ek v rtiznych
latkach.  Zvolili jsme aceton, cyklohexanon, chloroform, ethanol, methanol,
N,N dimethylformamid, technicky benzin a THF (tetrahydrofuran). Do kazdé zkumavky pak
bylo nalito asi 5 ml rozpoustédla a do kazdého vloZena polovina ¢ocky a prubézné bylo se
zkumavkami tfepano. Poté byly zkumavky postupné zahfivany ve vodni lazni az na teplotu

80 °C. Po zahfivani byly zkumavky ponechany 2 dny pfi laboratorni teploté.

2.2.13 Botnani a stanoveni extrahovatelného podili kontaktnich ¢o¢ek

Botnani je proces, pti kterém vysokomolekularni latka (polymer) pohlcuje rozpoustédlo
(nizkomolekularni) a ptfitom zvétSuje svij objem a hmotnost. Rozpoustédlo pronika do
vysokomolekularni latky, ale jeji struktura se neméni. Je zavislé na teploté, pfi vyssi teploté
roste rychlost botnani. Botnani se nejcastéji vypocita podilem zmény hmotnosti nabotnané¢ho

polymeru vici pivodni hmotnosti a vyjadiuje se v procentech:

B="2"0.100 (4)

mo
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Kde mp oznacuje hmotnost nabotnaného polymeru, mo hmotnost polymeru pied
botnanim.

Pti experimentu byly pouzity sterilni kontaktni ¢ocky (celé), cocky kontaminované
C. albicans po 60 min inkubaci (ptlka) a cocky kontaminované C. parapsilosis po 60 min
inkubaci (ptlka). VSechny ¢ocky byly vlozeny do exikatoru, ve kterém byl Cerstvé vysuseny
silikagel, pro zajisténi co nejlepsiho vysuseni ¢ocek, na 24 hodin. Po uplném vysuSeni byla
vzdy jedna ¢ocka vzorku vlozena do 20 ml rozpoustédla THF a jedna do 20 ml destilované
vody. Tyto vzorky pak byly vlozeny na 24 hodin do tfepacky a pak byla zvaZzena jejich
hmotnost. Protoze vzorky ¢ocek C. albicans a C. parapsilosis byly polovi¢ni, jejich hmotnosti
byly nasobeny dvéma, aby byl vysledek porovnatelny se sterilnimi ¢o¢kami. Po zvadZeni se
vypocitaly % botnéni.

Stanoveni extrahovatelného podilu se provadi pro to, aby se zjistilo, kolik procent
nezesitovaného podilu obsahoval zesitovany polymer. Je vice zpusob, jak tento podil zjistit,
napf. pomoci Soxhletova extraktoru. My jsme zvolili extrakci v erlenmayerovych bankach,
protoze pro kontaktni ¢ocky byl tento postup vyhodnéjsi. Jako vzorky kontaktnich cocek byly
zvoleny sterilni kontaktni cocky (celé), ¢ocky kontaminované C. albicans po 60 min inkubaci
(pulka) a ¢ocky kontaminované C. parapsilosis po 60 min inkubaci (pulka). VSechny ¢ocky
byly vloZeny do exikatoru, ve kterém byl Cerstvé vysuSeny silikagel, pro zajisténi co nejlepsiho
vysuSeni cocek, na 24 hodin. Po Gplném vysuSeni byla vZdy jedna ¢ocka vzorku vloZena do
20 ml rozpoustédla THF a jedna do 20 ml destilované vody. Tyto vzorky pak byly vlozeny na
24 hodin do tiepacky. Po tfepani byly vzorky vytazeny a vlozeny do suSarny na 2 hodiny pfti
50 °C. Po tomto Uplném vysuSeni byla zvazena jejich hmotnost. Protoze vzorky Cocek
C. albicans a C. parapsilosis byly polovi¢ni, jejich hmotnosti byly nasobeny dvéma. Pak byla

vypocitana procenta extrahovatelného podilu podle vzorce:

E="""2.100 (5)

my
Kde m1 oznacuje hmotnost pivodniho polymeru, m2 hmotnost polymeru po extrakci.

2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Christensenova metoda stanoveni biofilmu v mikrotitra¢nich destickach
K testovani tvorby bakteridlnich biofilml na polystyrenovych destickach jsme zvolili

tii kmeny P. aeruginosa 39, 502 a CCM. Pouzivali jsme metodu vyuZzivajici barveni
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krystalovou violeti. Krystalova violet’ patii do rodiny trifenylmethanovych barviv, které se vazi
na bunééné slozky bakterii iontovymi interakcemi. Bylo prokdzano, ze se vaze na DNA,
proteiny a podle vseho 1 polysacharidy, v€etné biofilmovych polysacharidi. Kdyz se krystalova
violet’ oplachne vodou, vznikly biofilm, na ktery se violet’ navazala se projevi jako prstenec

kolem vnitfku jamky [64].

Tabulka 2 Mnozstvi vytvofeného biofilmu u kmenti P. aeruginosa za 24, 48 a 72 hodin po
kultivaci v LB médiu. Mnozstvi biofilmu je vyjadieno jako absorbance rozpusténé krystalové
violeti, zachycené na vzniklém biofilmu v 95% ethanolu. Hodnoty pfed inkubaci nam
vyjadiuji absorbanci bun¢k vzorkti v médiu LB.

P. aeruginosa | pied inkubaci | po24 hod | po48hod | po 72 hod
502 0,0141 0,0174 0,0065 0,0222
39 0,0156 0,0281 0,0409 0,0484
CCM 0,0143 0,0757 0,0759 0,0902

Z tabulky, ktera shrnuje vysledky (Tab. 2), mtizeme vidét, Ze nejvétsi produkce biofilmu
byla u kmene CCM, coz je sbirkovy kmen, zatimco kmeny s oznacenim 502 a 39 jsou kmeny,
které byly izolované z pacienta, ktery mél cystickou fibrozu, a tudiZ u nich lze pfedpokladat
jiné chovani nez u sbirkového kmenu. Hodnota ODgoo bunécné suspenze pted inkubaci byla
u vSech kmentll pfiblizné stejnd, aby byly zajiStény stejné vychozi podminky pro vSechny
kmeny. Po 24 hodindch po métfeni ODegoo obarveného biofilmu krystalovou violeti a jejiho
nasledného rozpusténi v ethanolu jiz lze vidét, ze kmen CCM mél znaéné€ vys§i mnozstvi
vytvofeného biofilmu neZ ostatni kmeny, a to se dal$i dny jiz jen zvySovalo. Jako druhy v potadi
je kmen s oznacenim 39, ktery po vSechny dny zvySoval mnozstvi vytvoieného biofilmu. Jako
nejmensi producent biofilmu se nam ukéazal kmen s oznacenim 502, kdy dokonce druhy den
hodnota ODeoo klesla, coz mohlo byt zplisobeno napiiklad Spatnym piichycenim biofilmu na
stény jamek desticky, nebo to mize byt zpisobeno tim, Ze dany kmen ma schopnost tvofit
nejvice biofilmu po 24 hodinach, pak je v atlumu a dal$i biofilm vytvofi az po 72 hodinéch.

Pti opakovani experimentt jsme si povSimli nekonzistenci, které mohly byt diisledkem
pouziti médii od rtiznych dodavatelii. Proto jsme se rozhodli ovéfit, zda tomu tak opravdu je
a piislusna média otestovat systematicky. Porovnani médii z hlediska tvorby biofilmu

P. aeruginosa nalezneme v Tabulce 3.
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Tabulka 3 Porovnavani vzniklého mnozstvi biofilmu u kmenti P. aeruginosa za 24 a 48
hodin po kultivaci v riznych médiich.

Média P.a. 502 P.a. 39 CCM
po24 hod | po48hod | po24hod | po48hod | po24hod | po48hod
YNB US 0,2031 0,0871 -0,0026 0,0234 0,2046 0,5870
YNB Sigma | 0,1441 0,0585 0,0060 0,0526 0,4869 0,9749
LB 0,2386 0,1049 0,2416 0,3895 0,7985 0,5486

Dalsim cilem bylo zjistit, po kultivaci, v jakém médiu dany kmen bude produkovat
nejvice biofilmu, a tudiz které je pro néj idealni. Pouzita média byla: YNB-glu od firmy US
Biological a Sigma, LB médium. Slozeni danych médii je popsano v kapitole 0 pouzitych
chemikaliich 2.1. Médium YNB je pfesn¢ chemicky definované médium a hodi se spise pro
kultivaci kvasinek, LB médium je nejpouzivanéjsi pro kultivaci bakterii a pro danou bakterii
by mélo byt nejvyhodnéjsi. Neni vSak chemicky definované, protoze obsahuje kvasnicovy
extrakt a trypton. Porovnani jsme provadéli také z divodu toho, aby se standardizoval postup
stanoveni mnozstvi vzniklého biofilmu v mikrotitracnich destickach a aby se rizné
mikroorganismy mohly kultivovat v jednom stejném médiu a vysledky tak mohly byt zcela
porovnatelné.

Hodnota ODsoo u vSech danych kment pied kultivaci byla piiblizné 0,0118. U prvniho
kmene s oznafenim 502 muzeme vidét, Ze nejveétsi mnozstvi vytvofeného biofilmu bylo po
kultivaci v médiu LB a to po 24 hodinéch, coz potvrdilo to, ze LB médium je pro danou bakterii
nejvhodnéjsi. Ze byla produkce biofilmu vétsi po 24 nez 48 hodinach mize ukazovat na to, Ze
dany kmen dokaZze vytvofit nejvice biofilmu pravé za 24 hodin a pak tato schopnost klesa, coz
nam koreluje s vysledky v tabulce 2. U druhého kmene s oznacenim 39 bylo nejvétsi mnozstvi
vytvoteného biofilmu v médiu LB po 48 hodinach. Tento vysledek nam opét potvrzuje to, ze
LB médium je nejlepsi pro danou bakterii a trend zvySovani mnoZstvi biofilmu po 24 a 48
hodinach to jen potvrzuje. V médiu YNB-glu kmen bud’ nedokazal vytvofit biofilm, nebo jen
zcela nepatrné mnozstvi. U posledniho sbirkového kmene s ozna¢enim CCM mizeme vidét, Ze
produkce biofilmu byla nejvétsi v médiu YNB od firmy Sigma po 48 hodinach. To ndm
ukazuje, ze sbirkovy kmen je variabilni a dokdze se rozrlst a vytvofit biofilm i v médiu, které
pro né&j neni Giplng idealni. Ackoliv jsou obé média YNB-glu stejné chemicky definovana, nejevi
se nam b&hem experimentd stejné. Podle hodnot v médiu LB lze fici, ze tohle médium, které

by mélo byt idealni se da také urcité pouzivat.
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Stanoveni biofilmu Christensonovou metodou jsme také provedli u kment kvasinky
C. albicans pro zjisténi, zda se n&jaky biofilm u kvasinek vytvaii a zda tato metoda bude

pouzitelna. Experiment probihal za stejnych podminek jako u kmene P. aeruginosa.

Tabulka 4 Mnozstvi vytvoifeného biofilmu u kmenut kvasinky C. albicans po 24 a 48

hodinach pfi kultivaci v médiu YNB-glu.

pred inkubaci po 24 hod po 48 hod
SC5314 0,0058 -0,0010 0,0190
hap5 0,0070 -0,0012 0,0224
rhbl 0,0060 -0,0020 0,0185

Tabulka (Tab. 4) ukazuje mnozstvi vytvoreného biofilmu u kmenti kvasinky C. albicans
s ozna¢enim SC5314, hap5 a rhbl. Nejvétsi produkei vidime u kmene hap5 a to po 48 hodinach
inkubace. Jedna se o kmen poskytnuty spolupracujici laboratoii z National Tsing Hua
University na Tchaj wanu, ktery spontanné tvoii predevSim blastospory. A protoZe je biofilm
tvofen prevazné témito kulatymi kvasinkovymi bunikami, ukazuje se kmen hap5 jako lepsi
producent biofilmu.

Jako druhy producent biofilmu se nam ukazal kmen SC5314, coz je kontrolni kmen.
Jako posledni producent se projevil kmen rhbl. Zaporné hodnoty u vsech tiech kmentd po
24 hodinéch inkubace ndm ukazuji, Ze 24 hodin je nedostatecna doba inkubace pro produkci
biofilmu. Je tieba také podotknout, Ze hodnoty mnozstvi vyprodukovaného biofilmu se od sebe
zase tolik vyrazné nelisi. Tento zpisob stanoveni mnozstvi biofilmu pro kmeny C. albicans

nebyl Upln€ vhodny, proto jsme hledali zplisob jiny.

2.3.2 Rizickova metoda stanoveni biofilmu v mikrotitra¢nich destickach

Pfi stanoveni mnozstvi biofilmu u kment kvasinky C. albicans Christensenovou
metodou se ndm tento zplsob stanoveni nejevil jako idedlni, proto jsme hledali jiny. Nalezli
jsme metodu podle Ruzicky, ktera byla pouzivana pf¥imo pro kvasinky rodu Candida, a proto

jsme se rozhodli ji vyzkouset.

Tabulka 5 Mnozstvi vytvoreného biofilmu u kmenti kvasinky C. albicans a C. parapsilosis
po 48 hodinach pfi inkubaci v médiu YNB-glu.

pred inkubaci | pfed barvenim | po barveni
C.a. SC5314 0,0419 0,9288 0,0158
C. a. hap5 0,0356 1,0338 0,0178
C.a.rhbl 0,0285 0,9824 0,0226
C.p. P69 0,0423 1,5455 0,0422
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Tabulka (Tab. 5) nam ukazuje hodnoty vytvoifeného mnozstvi biofilmu u kment
kvasinky C. albicans s oznacenim SC5314, hap5 a rhbl a kmene kvasinky C. parapsilosis
s oznacenim P69. V tabulce ndm hodnoty pfed inkubaci ukazuji, jakou absorbanci/hustotu méla
kultura bun€k vzorkli v médiu ptfed 48 hodinovou inkubaci. Hodnoty pfed barvenim nidm
ukazuji, jakou absorbanci/hustotu méla kultura bunék vzorkti v médiu po 48 hodinové inkubaci,
tj. jak se dané vzorky pfi inkubaci rozrostly. Hodnota po barveni nam fika, kolik vzniklo
biofilmu, tj. kolik se ho obarvilo krystalovou violeti, kterou jsme pak nasledné rozpustili
v ethanolu a zmeéfili absorbanci. Jako nejvétsi producent biofilmu se nam ukédzal kmen
C. parapsilosis P69, ktery nam zaroven vykazoval i nejvyssi narist bunék po 48 hodinové
inkubaci. Toto zji$téni nas neptekvapilo, protoze C. parapsilosis ma obecné vétsi schopnost
naristu bun€k nez C. albicans, a tudiz i pravdépodobné vétsi produkci biofilmu. Jako druhy
producent se ukazal kmen C. albicans soznacenim rhbl. Jako dalsi se zafadil kmen
s ozna¢enim hap5, a poté kontrolni kmen s oznaenim SC5314. Lze tedy fici, Ze se nam
ukazalo, ze C. parapsilosis ma vétsi schopnost produkce biofilmu nez kmeny C. albicans, které

se svymi hodnotami vyrazné neliSily.

2.3.3 Kontaminace hydrogelovych ¢ocek kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis

Kontaminovali jsme hydrogelové ¢ocky SoftLens 59 od firmy Bausch & Lomb za
ucelem zjisténi, zda se dokazi burnky kvasinek C. albicans a C. parapsilosis na hydrogelovych
¢ockach udrzet (adherovat) a tim padem mohou zpisobovat o¢ni infekce, které mohou vést az

ke slepoté. Pro potvrzeni uchyceni bun¢k na ¢occe jsme pouzili mikroskopii pti zvétseni 400x.

Obrazek 18 Povrch ¢ocky po inkubaci s kmenem C. albicans SC5314, 12 dni inkubace ve
zkumavce, zv€tSeni 400x.
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Obrazek 19 Povrch ¢ocky po inkubaci s kmenem C. albicans SC5314, 12 dni inkubace
Vv erlenmeyerové barice, zvétSeni 400x.

Obrazek 20 Povrch ¢ocky po inkubaci s kmenem C. parapsilosis P69, 12 dni inkubace ve
zkumavce, zvétSeni 400x.
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Obrazek 21 Povrch ¢ocky po inkubaci s kmenem C. parapsilosis P69, 12 dni inkubace
Vv erlenmeyerové baiice, zvétSeni 400x.

Z nasledujicich fotografii je jasné, Ze se nam podafilo standardizovat experimentalni
metodu kontaminace hydrogelovych cocek kmeny C. albicans a C. parapsilosis, a to
v plastovych zkumavkéch a erlenmayerovych baikach, coz jsme potvrdili vyfotografovanim
danych vzorkli na mikroskopu. Timto se ndm také ukazalo to, ze kontaktni ¢ocka je lépe
kontaminovana pfi inkubaci v erlenmayerové baiice nez ve zkumavce (viz Obr. 19 a Obr. 21),
protoze zkumavka ma konické dno a pfi inkubaci se kvasinky usazuji tam a méné se jich
prichyti na kontaktni cocce. Kdezto erlenmayerova baitkka ma rovné dno, na které se ¢ocka
usadila a mohla byt vice kontaminovéana. Takto kontaminované ¢ocky jsme dale pouzili pro

standardizovani metody izolace DNA, PCR reakci a naslednou potvrzovaci elektroforézu.

2.3.4 lzolace DNA z kontaminovanych ¢oc¢ek

Pti pouziti Cocky piimo z kultury jsme pocitali s tim, ze cocka bude plné€ porostla, a tudiz
z ni bude mozné izolovat vice DNA, coz se nakonec nepotvrdilo. Pti pouZziti metody zamrazeni
a vysusSeni jsme chtéli vyuzit toho, ze ¢oc¢ka bude kichka a bude se dat 1épe rozbit, a tedy z ni
1épe ptijde DNA izolovat. Coz se nakonec nejlépe projevilo u metody vysuseni, kdy kvasinky
zustaly na ¢occe fixovany a ¢ocka byla kiehka a dala se pred izolaci rozmélnit. K rozbiti
bunécné stény kvasinky jsme pfii izolaci pouzili sklenéné koralky, které se také hodily na to,
aby se rozrusila struktura hydrogelové Cocky.

Aby byly vysledky porovnatelné, tak se pied izolaci kontaktni ¢ocka vzdy rozdélila
priblizné na polovinu skalpelem. Po izolaci se nam jako nejlepsi metoda Gpravy ¢ocek jevila
metoda vysuSeni na vzduchu, protoZze umoznovala ziskat nejvétSi koncentraci DNA (viz

Tab. 6). Tuto metodu jsme tedy dale pouzivali pro dalsi izolace DNA. Zavedenim této metody
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se nam podafilo vyizolovat DNA, kterd je vhodnd k dal§imu pouziti napt. k uréeni druhu

kvasinky, ktera ¢ocky kontaminovala.

Tabulka 6 Vysledky izolace DNA z kontaktnich ¢o¢ek po inkubaci s kmeny C. albicans

a C. parapsilosis.

Kmen | Uprava Koncentrace

DNA (ng/nl)
Z1 SC5h314| kultura 16,07
Z2 SC5h314| kultura 10,30
El SC5314| kultura 40,80
E2 SC5h314| kultura 49,41
V1 SC5314 | vysuSeni 217,68
V2 | SC5314| vysuseni 293,58
K1 |SC5314| kultura 2,59
K2 |SC5314| kultura 33,46
M1 SC5314 | zamrazeni 34,20
M2 SC5314 | zamrazeni 27,37
Ev SC5314 | vysuseni 79,94
Zv | SC5314 | vysuSeni 349,97
EvP P69 | vysuSeni 131,17
ZvP P69 | vysuseni 56,28

Vysvétlivky: Z — ze zkumavky, E — z erlenmeyerovy barky, V — vysusena, K — kultura, M —
mrazak, Ev — z erlenmeyerovy banky C. a., Zv — ze zkumavky C. a., EVP — z erlenmeyerovy
bariky C. p., ZvP — ze zkumavky C. p..

Vzorky ,.kultura“ — ¢ocka byla zpracovana rovnou po vyjmuti z planktonické kultury
kvasinek, vzorky ,,vysuseni“ — ¢ocka byla pted izolaci DNA vysus$ena voln¢ na vzduchu,
vzorky ,,zamraZeni‘ — ¢ocka byla pted izolaci DNA zamraZena pii -20 °C.

2.3.5 Amplifikace usekiit DNA vyizolovanych z kontaminovanych ¢ocek

Po PCR reakci, kde se nam vyizolované useky DNA namnozily, jsme provedli

elektroforézu s cilem zjistit, zda ndm PCR reakce probéhla spravné. Po této elektroforéze se

vysledny gel osvitil UV zafenim a zobrazily se nam obarvené produkty urcité velikosti.
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Obrazek 22 Vysledny gel elektroforézy vzorku C. albicans. Vysvétlivky: Z — ze zkumavky,
E — z erlenmeyerovy banky, V — vysusena, K — kultura, M — mrazak, Ev — z erlenmeyerovy
banky C. a., Zv — ze zkumavky C. a..

Na vysledném gelu z elektroforézy vzorkt C. albicans mizeme vidét, ze u vSech vzorki

byl produkt ocekavané velikosti, coz ndm znaci, ze PCR prob¢hla spravné.

Obrazek 23 Vysledny gel elektroforézy vzorka C. parapsilosis. Vysvétlivky: EVP —
z erlenmeyerovy banky C. p., ZvP — ze zkumavky C. p..

Na vysledném gelu elektroforézy vzorka C. parapsilosis, byl produkt u vzorku EvP
velikosti 900 bp, coz nam znaci, ze u n¢j probéhla PCR spravné. U druhého vzorku ZvP nebyl
produkt Zadny, coz znaci, ze bud’ PCR neprob¢hla spravné, nebo byla chyba u elektroforézy.
Tyto vysledky potvrzuji, Ze DNA vyizolovand z kontaminovanych cocek je vhodna
k amplifikaci pomoci PCR, a tedy ze je mozno ji vyuzit napt. k identifikaci kontaminujici

kvasinky.
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2.3.6 Inkubace kontaminované ¢o¢ky v roztoku sacharozy
Fotografie Cocky, kterd byla promyta v roztoku sacharézy pied fezanim Cocky na

naslednou mikroskopii.

Obrazek 24 Pozitivni kontrolni kvasinkova suspenze, zvétSeni 10 000x.

Obrazek 25 Kontrolni ¢ocka bez kvasinek, zvétseni 10 000x, polotlusty fez cocky (1000 nm).
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Obrazek 26 Cocka s kvasinkami C. albicans SC5314, zvétseni 10 000x, polotlusty fez (1000
nm).

Vsechny tyto vzorky (Obr. 24-26) byly barveny toluidinovou modfi 15 s pfi laboratorni
teploté.

Obrizek 27 Cocka s kvasinkami C. albicans SC5314, zvétieni 10 000x, polotlusty fez (1000
nm).

Tento vzorek (Obr. 27) byl barven toluidinovou modii 2 minuty pti 80 °C.

Jak je ztéchto fotografii patrné na kontaminovanych ¢ockach nejsou vidét zadné

ptichycené bunky, coz nas pfivadi na myslenku, Ze byly odstranény pii promyvani v roztoku
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sacharozy, ktery se bézné pouziva ke zakonzervovani pied fezdnim materidlu na mikroskopii.
Proto jsme tedy provedli test, zda ma sachardza na prichycené bunky na kontaktni cocce vliv.
Hodnota ODeoo bunééné suspenze, do které byla vkladana sterilni ¢ocka byla 2,14. Po
jednom dnu inkubace kontaminované coCky vlozené do roztoku sacharézy jsme pod
mikroskopem jiz mohli pozorovat, Ze se nam vétSina bunék z ¢ocky odmyla a v zorném poli
bylo vidét miniméalné bunék, ¢otka byla spie zanesena. Codka byla vracena do roztoku
a pozorovana pod mikroskopem po sedmi dnech inkubace. Zde bylo vidét, Ze se stav vice mén¢
nezménil, byly vidét oproti pfedchozi mikroskopii hyfalni buiiky nez kulaté kvasinkové a ¢ocka
byla ulepena. Po této inkubaci se vzala ,,vyCisténa“ cocka a vlozila se do Cistého média YNB-
glu a nechala se v ném inkubovat pét dnii. Po této inkubaci se zmétilo ODgoo daného roztoku,
které mélo hodnotu 0,014. Tato hodnota je velice nizka a fika nam, ze ¢ocka po inkubaci
v roztoku sachar6zy nebyla schopnd znovu kontaminovat Cist¢é médium. Timto se nam
potvrdilo, Ze inkubace v roztoku sachardzy nam z kontaktni coc¢ky odmyla burky a Ze tedy neni
vhodné pied mikroskopii v tomto roztoku ¢ocku promyvat. Pokud by byl tento krok nutny, tak
je tfeba builky na Cocce pfed promyvanim zafixovat napf. roztokem glutaraldehydu,

formaldehydu atd.

2.3.7 Kontaminace kontaktnich ¢ocek v ¢asovém intervalu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit minimalni dobu inkubace, pfi které se nam cocka
dokaze kontaminovat a tim padem pak dokaZze kontaminovat ¢ist¢ médium a zda bude rozdil
v tom, kdyZ se kontaminovand ¢ocka promyje ve fyziologickém roztoku, ktery by se nejvice
mél piibliZovat roztoklim, které se pouzivaji na ¢iSténi a uchovavani kontaktnich cocek po
noSeni uzivatelem. Provadéli jsme tento experiment dvakrat, jednou s ¢asovou osou inkubace
10 min, 30 min, 1 hod, 1:30 hod, 2 hod, 2:30 hod, 3 hod, 3:30 hod, 4 hod, 1 den, 2 dny a 7 dni

a podruhé s niz§im poc¢tem Casu a to 10 min, 30 min, 1 hod, 4 hod, 1 den a 7 dnti.
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Tabulka 7 Casova kontaminace kontaktnich ¢oéek kvasinkou C. albicans SC 5314. Hodnoty
ODsoo nam udavaji absorbanci média YNB-glu po kultivaci s kontaminovanou ¢oc¢kou.

C.a. SC5h314 CiSténé necisténé
¢as ODsoo ODgoo
10 min 2,35 2,71 2,81 2,15
30 min 1,47 2,07 191 3,06
1 hod 2,64 2,61 2,26 2,86
1:30 hod 1,63 2,16
2 hod 1,62 2,07
2:30 hod 1,81 1,99
3 hod 1,76 2,28
3:30 hod 1,40 1,68
4 hod 0,83 1,50 0,98 1,63
1 den 1,91 1,29 2,55 2,04
2 dny 2,12 2,49
7 dnti 1,88 3,02 1,97 3,13

Vysvétlivky: ¢isténé — kontaktni ¢ocka pied kultivaci v ¢istém médiu promyta ve
fyziologickém roztoku, necisténé — kontaktni ¢o¢ka z planktonické kultury rovnou vlozena do
Cistého média.

Tabulka 8 Casova kontaminace kontaktnich ¢o¢ek kvasinkou C. parapsilosis P69. Hodnoty
ODsoo nam udavaji absorbanci média YNB-glu po kultivaci s kontaminovanou ¢oc¢kou.

C.p. P69 ¢isténé necisténé
as ODsoo ODeoo
10 min 2,17 1,23 2,19 2,36
30 min 1,99 1,56 2,32 2,21
1 hod 1,49 2,04 2,10 2,06
1:30 hod 2,00 2,28
2 hod 1,57 1,83
2:30 hod 1,43 2,06
3 hod 1,17 1,88
3:30 hod 2,13 2,47
4 hod 1,71 1,52 2,18 1,87
1den 1,78 2,22 2,25 2,52
2 dny 2,84 3,05
7 dni 1,61 3,02 1,97 2,03

Vysvétlivky: ¢isténé — kontaktni ¢ocka pred kultivaci v ¢istém médiu promyta ve
fyziologickém roztoku, neciSténé — kontaktni cocka z planktonické kultury rovnou vloZena do
Cistého média.

Z toho experimentu nam vyslo to, co se dalo o¢ekévat, a to, ze Cocky, které byly promyté
ve fyziologickém roztoku vykazovaly ve vétSin€ pripadi nizsi hodnoty absorbance nez ¢ocky,

které promyty nebyly. Je to logické, protoze fyziologicky roztok by mél mit schopnost buiilky
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z ¢ocky odmyvat. V jak velké mife a za jak dlouhou dobu inkubace nelze ptesné specifikovat,
ale pfi jiném experimentu, kdy se kontaktni ¢oc¢ky nechaly ve fyziologickém roztoku omyvat
7 dnti se vétSina bun€k odstranila, ale ne stoprocentné a pii vloZeni takto omyté ¢ocky do
¢istého média YNB-glu se ukdzalo, Ze ¢ocka médium dokazala kontaminovat. Miizeme tedy
fici, ze fyziologicky roztok ndm zabranuje adherenci bunck na kontaktni ¢ocku, ale nedokaze
buiky z CoCky odstranit stoprocentné. Dale se ukdzalo, ze v Casovém intervalu 10 minut az
4 hodiny dochazelo ke snizovani hodnoty absorbance. Nejvice je to patrné u C. albicans, kde
hodnota absorbance klesla z ptivodni 2,3 az na 0,8, coz pro nas bylo zajimavou informaci
z hlediska toho, ze se i po tak kratké dob¢ inkubace ¢ocka dosti kontaminovala a s rostouci
dobou inkubace, kdy méla vice ¢asu se kontaminovat, naopak doslo pravdépodobné k omyvani
jiz ptichycenych bunék. U C. parapsilosis neni jiz tak patrna posloupnost hodnot, ale také doslo
ke sniZzeni hodnoty absorbance u intervalu 10 min az 4 hodiny z pivodnich 2,1 na 1,7. Déle
muzeme fici, Ze absorbance u inkubace po 1 a 2 dnech stoupala, tedy buiiky se vice namnozily
a vétSina z nich se piilnula k ¢o¢ce. U inkubace po 7 dnech u C. albicans se nam v prvnim
experimentu ukdzalo, Ze hodnoty absorbance klesly, naopak u druhého experimentu stouply
oproti 1-2 dnim inkubace. Mizeme tedy fici, ze hodnota absorbance po 7 dnech je kolisava
a jiz nema tak velky vyznam oproti inkubaci krat$i dobu. Podobné to bylo i u C. parapsilosis,

kde nam tfi za ¢tyfech hodnot ukazovaly nizsi absorbanci, nez byla pfi kratsi inkubaci 1-2 dny.

Casova zavislost kontaminace C.a. SC5314
3,500

3,000

2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

10 min 30 min 1 hod 4 hod 1den 7 dnti
cas

absorbance

M CiSténé M neciSténé

Obriazek 28 Casova zavislost kontaminace kontaktnich ¢ogek kvasinkou C. albicans SC5314.
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Na grafu mizeme vidét porovnani Casové zavislosti kontaminace kontaktnich ¢ocek
kvasinkou C. albicans SC5314 u cisténych a necisténych vzorkli po zprimérovani hodnot
pfedchozich experimentli. Ve velkém mnoZzstvi ptipadl je viditelné, Zze se potvrdilo to, ze
kontaminované kontaktni ¢ocky po promyti ve fyziologickém roztoku vykazovaly nizsi
hodnoty absorbance nez cocky nepromyté. Také muzeme fici, Ze hodnota absorbance po

4 hodinach inkubace zna¢né¢ klesla, a to jak u vzorku ¢isténych, tak necisténych.

Casova zavislost kontaminace C.p. P69

10 min 30 min 1 hod 4 hod 1 den 7 dnt

absorbance
- N
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o o

=
o
o
o
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0,000

B CiSténé M neliSténé

Obrazek 29 Casova zavislost kontaminace kontaktnich oéek kvasinkou C. parapsilosis P69.

Na tomto grafu miZeme vidét porovnani ¢asové zavislosti kontaminace kontaktnich
¢ocek kvasinkou C. parapsilosis P69 u ¢isténych a necisténych vzorkid po zprimérovani hodnot
predchozich experimentil. Jasn€ se ndm potvrdilo, coz je patrné u vSech hodnot absorbance, ze
promyti kontaminovanych Cocek ve fyziologickém roztoku zptisobilo snizeni absorbance
média. Také se nam potvrdilo, Ze nejniz§i hodnotu absorbance nalezneme u inkubace po
4 hodinach, i kdyz zde nebyl patrny takovy viditelny rozdil jako u C. albicans a také nebyl
patrny takovy skokovy rozdil v hodnotach absorbanci u ¢asovych inkubaci.

Miizeme tedy fici, Ze tento experiment ndm dokazal, ze promyvani kontaminovanych
cocek ve fyziologickém roztoku zplsobuje snizeni hodnot absorbanci oproti ¢ockam
nepromyvanym. Také ndm ukézal, Ze hodnota absorbance po 4 hodinach inkubace byla ze
vSech dalSich hodnot nejnizsi, coz ndm muze fikat, Ze tento Cas je ptechodny mezi okamzitou
prilnavosti bunék na kontaktni Cocku za kratky cas, coz ndm zplsobi vysoké hodnoty

absorbance a mezi delSi dobou kontaminace, kdy jsou buiiky v roztoku vic namnoZzené¢, a proto
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se jich vétSina adheruje na ¢ocku, coz ndm pak také zpiisobi vyssi hodnotu absorbance. Ukézalo

se nam i to, ze jsou rozdily v kontaminaci ¢ocek kvasinkou C. albicans a C. parapsilosis.
Protoze jsme méli vysoké hodnoty absorbance u inkubace 10 min a 30 min rozhodli

jsme se u téchto vzorki provést izolaci DNA pro potvrzeni toho, ze na kontaktni ¢occe byly

ptitomné bunky kvasinek. Izolace byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.5.

Tabulka 9 Koncentrace DNA vzorkt C. albicans SC5314 a C. parapsilosis P69 u ¢asové
kontaminace kontaktnich ¢o¢ek po 10 min a 30 min.

C.a. Cisténé ‘ pramer ‘ necisténé ‘ pramer

¢ DNA(ng/ul)

10 min | 52,53 76,49 64,51 66,15 48,31 | 57,23

30 min | 23,40 112,60 | 68,00 91,04 | 315,11 | 203,08
C.p.

10 min | 61,26 77,67 69,46 72,80 50,51 | 61,66

30min | 28,30 4,09 16,20 23,83 26,83 | 25,33

Z tabulky (Tab. 9) je patrné, Ze se v nékterych piipadech koncentrace u stejnych vzorki
liSily. To muize byt zplsobeno mnoZstvim rtznych faktori, protoZe kvasinky jsou Zivé
organismy, u kterych lze jen stézi predpokladat stejné chovani pii provadéni opakovanych
postuptl. Podle danych vysledkti ale miizeme fici, ze pii 10 min inkubaci byla koncentrace DNA
¢isténych vzorkd vétsi nez u necisténych, coz je dosti piekvapujici, protoZze to neodpovida
naSemu piedchozimu méteni, kdy absorbance téchto vzorkd byla niz§i neZz u vzorkl
necisténych. Podle tohoto zjisténi mizeme fici, ze pii 10 min inkubaci se buiiky nejspise dostaly
do materialu kontaktni Cocky, odkud se neuvolnily pii kontaminaci ¢ist¢ého média, ale
predupravou coc¢ky pied izolaci DNA a pfi samotné izolaci, kdy se pouzivaji sklenéné kulicky,
pro co nejlepsi naruseni materidlu ¢ocky, se z nich dostala DNA. Je tfeba také fici, ze rozdil
mezi koncentraci DNA po 10 min inkubaci u ¢ocek cisténych i1 necisténych se moc nelisi, a to
ani u vzorku C. albicans ani C. parapsilosis. U 30 min inkubace jsme m¢&li hodnoty koncentrace
DNA takové, jaké se daly ocekavat. U vzorkt ¢iSténych byla ve vSech ptipadech koncentrace
DNA niZ8i nez u vzorki necisténych. V tomto piipad¢ Ize predpokladat, Ze se pfi této inkubaci
buniky jiz tolik neptichytily do materialu, jako tomu bylo u kratsi inkubace. U této inkubace se
jiz lisily hodnoty koncentrace DNA u vzorku C. albicans a C. parapsilosis, kdy vzorky
C. albicans vykazovaly vys$si hodnoty koncentrace DNA neZ vzorky C. parapsilosis.

Zjistili jsme tedy, Ze Cocky, které jsou kontaminované takovyto kratky cas obsahuji
Vv sob¢ buiiky, ze kterych Ize vyizolovat DNA, a to v docela slusnych hodnotach. Také to, ze

kratkodoba inkubace (10 min) jak u cCiSténych i neciSténych vzorkt vykazuje hodnoty
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koncentrace DNA, kter¢ se od sebe zna¢né nelisi. Na rozdil od 30 min inkubace kde jiz byly
rozdily patrné a kde se nam potvrdilo to, co u kontaminace ¢istého média, ze promyté ¢ocky ve
fyziologickém roztoku maji nizsi narast bunék nez Cocky nepromyté. Proto je tfeba dbat na
Cistotu kontaktnich cocek a na uchovavani ve sterilnim roztoku a sterilnim pouzdre, protoze jiz
pii kratkodobém kontaktu s kvasinkami dojde K jejich silnému navazani na kontaktni ¢ocku
a lehce lze tak dostat kvasinku do kontaktu s okem, coz miize zpisobit infekci a pti dlouhodobé

infekci to mize vést az ke slepote.

2.3.8 Méreni infracervenych spekter kontaminované a nekontaminované
kontaktni ¢ocky

FTIR spektroskopie byla pouzita s cilem ziskat informace o chemické struktuie
materialu, ze kterého jsou kontaktni ¢ocky vyrobeny. Podle informace vyrobce mély byt
vyrobeny z materialu hilafilcon B, jehoz sloZeni je popsano ve kapitole 1.5.3. Zmétené
spektrum cisté kontaktni cocky (Obr. 30) jsme porovnali s knihovnou dostupnych spekter, kde
nejveétsi  shoda experimentalniho spektra (60% resp. 47%) je sIR spektry latky
2-hydroxyethylmethakrylat (HEMA) od riznych vyrobet (Obr. 30). To potvrdilo, ze studované
¢ocky jsou zfejmé z materialu znamého pod nazvem hilafilcon B, protoZze v tomto materialu
muzeme tuto latku nalézt jako jednu z nejvice obsazenych.

Jako dal$i jsme metodou ATR zjistovali eventualni rozdily ve vysychychani Cisté
sterilni ¢oCky Vv porovnani s C¢ockami kontaminovanymi kvasinkou C. albicans
a C. parapsilosis. Postupné zasychani cocek je charakterizovano postupnym snizovanim pasi
ve spektralnim intervalu 3500-3000 cm™ (oblast v(O-H) vibraci vody) a pasu kolem 2100 cm*
(kombina¢ni vibrace charakteristicka pro IR absorp¢ni spektrum vody) a zaroven pasy v(C-H)
vibrace (2991 cm™), vS(C-H) 2950 cm™ a vA(C-H) 2850 cm™ jsou zfetelnéjsi, protoze nejsou
prekryty pasy v(O-H) vody. Pokles intenzity pasu v(O-H) je nejprve zptasobeno celkovym
oschnutim studované ¢ocky v prvnich 15ti minutach experimentu (Obr. 31A) a naslednym
celkovym vysychanim ¢ocky v 15té az  60té minuté experimentu (Obr. 31B). Se snizovanim
obsahu vody v kontaktni ¢oéce se zvyraznuji vazby polymerniho materialu, ze kterého je ¢ocka

vyrobena. Vysledna spektra jsou zaznamenana na Obr. 31-33.
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Obrazek 31 ATR spektrum sterilni kontaktni ¢ocky zaznamenané pomoci infraéerveného
spektrometru. Na ose x je vlnocet, na ose y absorbance. A — spektra v ¢asovém intervalu 0-15
min, B — spektra v ¢asovem intervalu 15-60 minut.
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Obrazek 32 ATR spektrum kontaktni cocky kontaminované kvasinkou C. albicans
zaznamenané pomoci infracerveného spektrometru. Na ose x je vinocet, na ose y absorbance.
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Obrazek 33 ATR spektrum kontaktni cocky kontaminované kvasinkou C. parapsilosis
zaznamenan¢ pomoci infracerveného spektrometru. Na ose x je vlnocet, na ose y absorbance.

Pfi porovnani vyslednych spekter mizeme fici, Ze dochazi k vysychani kontaktnich
cocek u vsech vzorkl s rovnomérnou klesajici tendenci. Nejvice se od spektra Cisté kontaktni
¢ocky lisilo spektrum ¢ocky kontaminované kvasinkou C. albicans, kdy v ¢ase 15-30 min doslo
k v&tsimu poklesu pasu v(O-H) vibraci. Také pii porovnani pasu v(C-H) vibraci miZzeme vidét,

A4 r

ze u kontaminované ¢ocky je nejvyssi pas zaznamenan pii mefeni po 15 min. Z tohoto vyplyva,
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ze pri kontaminaci ¢ocky kvasinkou C. albicans mohlo dojit k naruseni struktury kontaktni
¢ocky, coz mohlo zptisobit rychlejs$i vysychéani. Toto poskozeni bylo vétsi nez u kontaminace
kvasinkou C. parapsilosis, protoze pii porovnani jejiho spektra se spektrem Cisté kontaktni
¢oc¢ky nedoslo k tak vyraznému poklesu, pouze k mirnéj§imu rozdilnému poklesu pasu v(O-H)
vibraci v ¢ase 45-60 min. Pii porovnani v(C-H) vibraci muzeme fici, Ze nedoslo k zadnému
vyrazné&jSimu rozdilu.

Pfi porovnani pasit zaznamenanych po 60 min vysychani Cisté kontaktni Cocky
a kontaminované ¢ocky kvasinkou C. albicans a C. parapsilosis dostaneme vysledné spektrum
(Obr. 34).
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Obrazek 34 ATR spektrum porovnavajici pasy zaznamenané po 60 min vysychani Cisté
kontaktni ¢ocky, kontaktni ¢o¢ky kontaminované C. albicans a C. parapsilosis. Mé&feno
pomoci infracerveného spektrofotometru. Na ose x je vinocet, na ose y absorbance.

Hodnoty vinocti pro vazby, které se vyskytuji v kontaktni ¢occe:
1709 cm™ —v(C=0) karbonyl

1644 cm™ — terciarni amid

1485 cm™* — kruh pyrrolidinu

1461 cm™ — mozna kruh, ale také deformaéni §(CHs)

1425 cm™ — deforma¢ni 5(CH.)

1278 cm™ — vA(C-O) esteru
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1250 cm™ — vA(C-O) esteru
1160 cm™ — vS(C-O) esteru

1066 cm™ — vS(C-O) éteru

Podle toho shrnujiciho spektra bychom mohli fici, ze rozdil mezi Cistou kontaktni
cockou a kontaminovanymi ¢ockami kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis vysousenymi
60 min neni az tak markantni. Lze tedy konstatovat, Ze kvasinky, které¢ osidli kontaktni ¢ocku
nemaji az takovy velky vliv na jeji sloZeni, ale pii delSim osidleni mize dojit ke strukturnim
prestavbam, kdy kvasinka si mize vytvoftit dutiny v ¢occe, odkud je pak tézsi ji z dané Cocky

odstranit.

2.3.9 Omyvani kontaminované ¢o¢ky v roztoku piimo uréenému pro kontaktni

¢oCky

Po piedchozich pokusech jsme se rozhodli, Ze zkusime pokus omyvani ¢oc¢ek v roztoku
ur¢enému piimo pro kontaktni slozky. Zvolili jsme roztok Zero-Seven Refreshing od firmy
Polytouch Chemical Co., ktery je volné¢ dostupny na trhu a mél by byt vhodny pro ¢isténi
auchovavani  kontaktnich  ¢ocek  vSech  typd. Tento roztok se  sklada
z polyhexamethylenbiguanidu (PHMB), ethylendiaminotetraacetatu sodného, hypromeldzy,
D-sorbitolu, poloxameru, kyseliny borité, chloridu sodného a boraxu (tetraboritan sodny).
Provedli jsme Cisténi kontaminovanych ¢o¢ek podle navodu a poté Cocky vlozili do média

YNB-glu na 24 hodin pfi 37 °C do laboratorni tfepacky a zmétilo se ODegoo.

Tabulka 10 Hodnoty absorbance média YNB-glu po inkubaci kontaminované ¢ocky
kvasinkou C. albicans a C. parapsilosis po ptedchozim ¢isténi v roztoku Zero-Seven
Refreshing.

Candida ODswo
C. albicans 2,25

C. parapsilosis| 1,69

Z této tabulky (Tab. 10) mizeme vidét, ze i pres ¢isténi kontaktnich ¢ocek v roztoku
podle navodu, ktery uvadi vyrobce se nam u obou kvasinek objevil narist bunék v médiu.
U C. albicans byl tento narust vyraznéjsi nez u C. parapsilosis. Je tedy vidét, ze se nelze
spoléhat na navody vyrobct, protoze kvasinky jsou opravdu velice pfilnavé a pouhé lehké omyti

cocek nestaci k tomu, aby se vSechny buiiky z ¢ocek odstranily.
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2.3.10 Rozpousténi kontaktnich cocek

Pro rozpousténi byla pouzita tato rozpoustédla: aceton, cyklohexanon, chloroform,
ethanol, methanol, N,N-dimethylformamid, technicky benzin a THF. Vzorky sterilnich ¢oc¢ek
se vlozily do asi 5 ml téchto rozpoustédel. Po pual hoding pribézného tiepani s nimi se vsak ani
jeden vzorek nerozpustil, proto jsme ptistoupili k zahfivani ve vodni 1azni. Postupné se vzorky
zahialy az na 80 °C, kdy nam nékterd rozpoustédla zacala vafit, a i tak k rozpousténi stale
nedoslo. Proto jsme vzorky nechali 2 dny stat pfi laboratorni teploté. Ani po této delsi dobé ale
K rozpusténi zadného vzorku nedoslo, a tak jsme jej ukoncili. Vysledkem rozpousténi tedy je,
ze kontaktni ¢ocka je z polymerniho materialu, ktery tvoii 3D sit’ a tudiz se ndm jej nepodatilo

rozpustit.

2.3.11 Botnani a stanoveni extrahovatelného podili kontaktnich ¢ocek

Pro oba tyto experimenty byla zvolena jako rozpoustédla THF (tetrahydrofuran) a voda.
Botnani bylo zvoleno z divodu, Ze cocka jakozto velice dobry absorbent dokdze do své
struktury pohltit velké mnozstvi vody, a naopak jej pfi vysuseni ztratit. Pro porovnani botnani
byl zvolen 1 roztok THEF. ProtoZe je kontaktni cocka vyrobena ze zesitovaného materidlu
hilafilcon B, bylo zafazeno stanoveni extrahovatelného podilu pro zjisténi toho, kolik obsahuje
cocka ve své struktufe mnoZstvi nezesitovaného podilu. Jako kontrolni vzorky byly pouZity
sterilni kontaktni ¢oc¢ky a cocky kontaminované C. albicans po 60 min inkubaci a ¢ocky

kontaminované C. parapsilosis po 60 min inkubaci.

Tabulka 11 Vysledky botnani a extrahovatelného podilu u kontaktnich cocek.

hmotnost hmotnost hmotnost ,
v , , v % extrahovatelného
vysuSené nabotnané % botnani vysusené odilu
cocky [g] ocky [g] ocky [g] P
Sterilni Cocka | 5904 0,0295 44,72 0,0199 2,26
v THF
C.a.vTHF 0,0180 0,0600 233,33 0,0178 1,12
C.p.vTHF 0,0152 0,0720 373,68 0,0144 5,56
Sterilni ¢oka | 5o0g 0,0611 194,46 0,0198 5,06
ve vodé
C. a. ve vodé 0,0146 0,0188 28,77 0,0134 8,96
C. p. ve vodé 0,0236 0,0670 183,90 0,0232 1,72
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Obriazek 35 Graf botnani vzorku kontaktnich ¢ocek v roztoku THF a ve vodé.

Pii porovnani vysledkd botnani v THF sterilni kontaktni ¢ockou a kontaminovanych
¢ocek kvasinkami C. albicans a C. parapsilosis mizeme jasné vidét, ze kontaminované ¢ocky
Vv procentech botnani jasné sterilni ¢oc¢ku prevysily. Lze tedy fici, Ze kontaminované ¢ocky do
sebe dokazi absorbovat vice té¢kavého rozpoustédla THF nez cista kontaktni ¢ocka. Jako
nejveétsim absorbentem THF se ukazala cocka kontaminovana kvasinkou C. parapsilosis, jenz
do sebe absorbovala vice jak 3,5x svého objemu. Botnani ve vod¢ ukazalo, Ze rozdily
Vv botnavosti byly oproti THF rozdilné. Sterilni cocka do sebe dokdzala absorbovat skoro 200 %
vody, v ¢em se ji na neveliky rozdil ptiblizila co¢ka kontaminovana kvasinkou C. parapsilosis.
Cocka kontaminovana C. albicans pak méla nejmensi procenta botnavosti, ato ze viech

vzorka.
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Extrahovatelny podil kontaktnich cocek

Sterilni cockav  C.a.v THF C.p.vTHF Sterilni cockave C.a.vevodé¢ C.p.vevode
THF vode

Vzorky kontaktnich ¢ocek

=
o

%
O B, N W A O O N ® ©

Obrazek 36 Graf extrahovatelného podilu vzorkl kontaktnich ¢oéek v roztoku THF a ve
vode.

Nejvice extrahovatelného podilu, tedy nejvice nezesitovaného podilu v sobé
obsahovala (nejvice se zni extrahovalo) kontaktni ¢ocka kontaminovana kvasinkou
C. albicans, a to pfi extrakci ve vodé. Jako druhy nejvétsi extrahovatelny podil méla ¢ocka
kontaminovana kvasinkou C. parapsilosis, a to pii extrakci v THF. Spojeni kvasinky
C. parapsilosis a rozpoustédla se ukazalo jako jedno z klicovych, protoze tato ¢ocka do sebe
dokazala absorbovat nejvice tohoto rozpoustédla, a to z ni pak naopak dokézalo extrahovat
skoro nejvice nezesitovaného podilu. Lze tedy fici, Ze kontaminace Cocky touto kvasinkou méla
vliv na strukturni slozeni ¢ocky. U kvasinky C. albicans pak mtizeme vidét rozdilné vlastnosti.
Pti vysoké absorpci v rozpoustédle THF se nam dokdzal vyextrahovat jen maly podil
nezesitovanych slozek, a naopak pifi nizké absorpci ve vodé se nam dokézal vyextrahovat
nejvetsi podil nezesitovanych slozek. Jde tedy vidét, ze kontaminace kontaktni Cocky je
rozdilnd v tom, jakym druhem kvasinky se kontaminuje a Ze to ma pak vliv na vlastnosti

samotné ¢ocky.
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3 ZAVER

Cilem této prace bylo stanovit biofilm patogennich kvasinek na hydrogelovych
kontaktnich ¢ockach. Protoze jsme jiz dfive pracovali s kvasinkami rodu Candida (C. albicans,
C. parapsilosis) a bakterii Pseudomonas aeruginosa, pouzili jsme je jako pokusné
mikroorganismy. Kontaktni ¢ocky jsme pouzivali standardni hydrogelové od firmy Bausch &
Lomb s oznacenim SoftLens 59. Pied pfimou kontaminaci ¢o¢ek jsme nejdiive museli potvrdit,
ze dané mikroorganismy tvoii biofilm, a proto jsme zvolili Christensenovu metodu stanoveni
biofilmu v mikrotitra¢nich desti¢kach. Pouzili jsme standardné dostupné mikrotitra¢ni
desticky, které jsou vyrobeny z polystyrenu. Tato metoda nebyla provadéna podle presného
navodu, protoze jsme si ji pfizptisobili svym podminkdm a tomu, co se nam zdalo vhodné. Napf'.
jsme zkratili doby vysychani tim, ze jsme desti¢ky susily v inkubatoru pti 37 °C a dobu barveni
krystalovou violeti tim, ze jsme pouzili vice koncentrovany roztok. Metoda se ndm ukazala jako
idealni pro stanoveni biofilmu u P. aeruginosa, protoze tato bakterie tvoti biofilm jiz po kratké
inkubaci, tedy po jednom dnu. U C. albicans jiz tak vhodna nebyla, protoze po prvnim dnu se
nam biofilm netvofil viibec a kdyz uz, tak v malych koncentracich. Proto jsme hledali vhodné&;jsi
metodu a tou se nakonec ukazala Ruzickova metoda, ktera se pfimo zaméfuje na stanoveni
biofilmu u kvasinek rodu Candida. Tato metoda je rozdilna v tom, Ze narostla planktonicka
kultura se promyva roztokem PBS a takto promyta kultura se piidava piimo do desticky, kde je
jiz napipetované médium (v nasem piipadé YNB-glu). V piedchozim piipad¢ se planktonicka
kultura misila s fyziologickym roztokem a poté az s kultivaénim médiem. Daéle je pak u této
metody rozdilnd doba inkubace, kdy se desticky inkubuji rovnou 2 dny, takZe je zaruceny
dostate¢ny nartist biofilmu. Metoda barveni vytvofené¢ho biofilmu je pak jiz u obou metod
stejnd. Timto jsme tedy potvrdili, Ze dané¢ mikroorganismy tvofii biofilm.

Dal$im ukolem bylo zjistit, zda dané kvasinky dokdzi kontaminovat ndmi vybrané
kontaktni ¢oc¢ky. Proto byly vloZeny do narostlych planktonickych kultur a inkubovéany po
ruzné Casové intervaly, které ze zacatku byly delSi. To, ze se kvasinky opravdu dokazi
adherovat na kontaktni ¢ocky jsme potvrdili vyfotografovanim na mikroskopu. Pfi tomto
mikroskopovani jsme si také potvrdili, Ze se kontaktni CoCky lépe (vice) kontaminuji
v erlenmayerovych bankach, které maji rovné dno nez v plastovych jednorazovych
zkumavkach, které maji konické dno. DalSim logickym krokem byla snaha zjistit, zda se
kvasinky adheruji jen na povrch ¢ocky, nebo i dovnitf. Proto jsme kontaminované ¢ocky
nafezali a pozorovali pod mikroskopem. Bohuzel vSak po nafezani na ¢ockach nebyly viditelné

zadné bunky, coz jsme piikladali tomu, Ze se buiikky smyly po promyvani v roztoku sacharézy,
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protoze se nam ukdazalo, ze sachar6za neni vhodna pro prezivani bunék. Bohuzel vSak po
opakovaném nafezani se nam nepodafilo prokézat, ze bunky jsou i uvnitt ¢ocky, a to i pfes to,
ze jsme bunky na ¢ockach zafixovali glutaraldehydem. Ackoliv mame diivod se domnivat, ze
tomu tak je, protoze kontaminované ¢ocCky po promyti ve fyziologickém roztoku, nebo
V roztoku piimo pro n¢ uréenému (Zero-Seven) nam dokazaly kontaminovat ¢ist¢ médium.

Abychom opravdu dokazali ptitomnost kvasinek at’ uz na, nebo Vv kontaktnich ¢ockéch,
metodu upravy cocek pied izolaci, protoze cocka jakozto odolny a elasticky material nebyla
pro tuto metodu nejvhodnéjsi. Po vyzkouseni riznych metod predipravy a nésledné izolaci
DNA, pii které byly na rozruseni ¢ocek pouzivany sklenéné koralky, se nam jako nejlepsi
ukézala metoda vysuSeni cocek na vzduchu, nebo v inkubdatoru, pfi lehce zvySené teplote, nez
je pokojova. Cocky totiZ po vysuseni byly kiehké, tudiz se daly rozlomit a lépe se z nich DNA
ziskala. Po vyizolovani DNA jsme provedli PCR reakci, kdy jsme namnozili tuseky DNA
a naslednou elektroforézou jsme potvrdili, Ze tato reakce prob&hla spravne.

Kdyz jsme potvrdili, Ze se coky kontaminuji po delsi dob¢ inkubace, zajimalo nas, po
jakeé krats$i dobé inkubace se mohou kontaminovat a zda je opravdu nutné ¢ocky inkubovat
dlouho dobu. Nastavili jsme si rizné kratsi doby inkubace a prekvapivym zjisténim bylo, Ze se
¢ofky dokazi kontaminovat jiz po 10 min inkubace. Pro potvrzeni tohoto zjisténi jsme opét
provedli izolaci DNA, kde se nadm opravdu ukézalo, Ze kvasinky na/v ¢occe jsou. Je tedy
opravdu nezbytné dbat na hygienu pifi pouZivani kontaktnich Cocek a pfi jejich cisteni,
uchovavani. Je-li ¢ocka kontaminovana kvasinkou, pak b&zny uZivatel nema Sanci ji béZné
dostupnymi prostfedky vy¢istit. Casy, které jsme pro kontaminaéni experiment volili, se mohou
zdat dlouhé, ale ve skutecnosti modeluji situace, které mohou u nékterych uzivatelli nastat, tj.
ze ¢ocka lezi v kontaminovaném prostfedi a za mirn¢€ zvySené teploty (napf. v 1ét€ na policce).

DalSim cilem prace bylo se zamé&fit pfimo na kontaktni ¢oc¢ky, na materiél, ze kterého
jsou vyrobeny a na jejich vlastnosti. Od vyrobce jsme védéli, Zze by kontaktni CoCky mély byt
vyrobeny z materialu hilafilcon B, jehoZ ptesné slozeni jsme si nasli. Rozhodli jsme se pomoci
infracerveného spektrofotometru metodou ATR zjistit, zda to odpovida nalezenému sloZeni. Po
vyhodnoceni spekter se potvrdilo, Ze c¢ocky obsahuji zvelké cCéasti materidll HEMA
(2-hydroxyethylmethakrylat), jenz je deklarovan ve slozeni. Touto metodou jsme také
zjistovali, zda je rozdil pii vysychani (vyparovani vody) sterilni Co¢ky a kontaminovanych
cocek kvasinkami. Ukézalo se, Zze sterilni ¢ocka méla skoro stejné vlastnosti jako cocka
kontaminovana C. parapsilosis, ale ¢oc¢ka kontaminovana C. albicans projevovala vlastnosti

rozdilné. A to pii vysychani v intervalu 15 min a 30 min, kdy pés rapidn¢ klesnul, tedy se za
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danou dobu odpafilo vice vody nez u sterilni cocky. Pfisuzovat to muizeme tomu, Ze
kontaminace mohla poskodit strukturu ¢o¢ky a tim padem se z ni voda odpatila rychleji.

Abychom se néco dozvédéli pfimo o samotné Coéce, pokusili jsme se ji rozpustit
v riznych latkach, i za horka. Ukazalo se ale, ze CoCka se v ni¢em nerozpustila, z ¢ehoz jsme
vyhodnotili zavér, Ze je zesitovana. Zvolili jsme tedy jiné zkousky, a to botnani a zjiSténi
extrakéniho podilu, kdy se 24 hod tiepaly Cisté ¢ocky a kontaminované ¢ocky kvasinkami
vroztoku THF a ve vodé. Pficemz se nam ukézalo, ze nejenom mezi sterilni coCkou
a kontaminovanymi ¢ockami jsou rozdily, ale také ze velké rozdily nalezneme mezi danymi
kvasinkami. U C. albicans se pti malé hodnot¢ nasakavosti ve vodé ukazalo, ze se z této Cocky
dokazalo vyextrahovat nejvice nezesitovaného podilu a u C. parapsilosis pii velké nasakavosti
v THF tomu bylo pfesné¢ naopak. Tohle nam ukazuje, ze kvasinky jsou schopné poskodit
(zménit) strukturu ¢ocky a potvrzuje nam to teorii, ze kvasinky by mély byt obsazeny i uvnitf
cocky.

Zavérem lze fici, Ze se ndm podafilo standardizovat metodu stanoveni biofilmu
Vv plastovych mikrotitraénich destickach, dokazali jsme kontaminovat kontaktni cocky
a potvrdit to mikroskopickou metodou, standardizovat metodu predupravy cocek pted izolaci
DNA, vyizolovat DNA a tu nasledn¢ amplifikovat pomoci PCR, kterou jsme potvrdili
elektroforézou, vytvofit ¢asovou osu kontaminace Cocek, kdy jsme stanovili nejkrat$i dobu
kontaminace, zjistit material kontaktni ¢ocky metodou ATR, dokazat rozdily mezi Cistymi
a kontaminovanymi ¢ockami pii vysychani metodou ATR a dokazat, Ze jsou strukturni rozdily
ve slozeni ¢ocek mezi sterilnimi a kontaminovanymi ¢oc¢kami, a to stanovenim procent botnani

a extrak¢nim podilem.
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SEZNAM ZKRATEK

ABS — akrylonitril-butadien-styren

Als 1-9 — sekvence podobné aglutininu (agglutinine-like sequence) 1-9
ATR — zeslabena totalni reflektance (Attenuated Total Reflectance)

C. a. — Candida albicans

C. albicans — Candida albicans

C. dubliniensis — Candida dubliniensis

C. glabrata — Candida glabrata

C. guilliermondii — Candida guilliermondii

C. tropicalis — Candida tropicalis

C. lusitaniae — Candida lusitania

b — polydisperzita

Dk/t — Dk propustnost, t tloustka cocky

Eapl — protein s vyssi adhezi k polystyrenu (Enhanced adherence to polystyrene protein) 1
EFGL1 — protein zvysujici vlaknity rust (Enhanced filamentous growth protein) 1
EP — epoxidova pryskyfice

Epa — epitelialni adhezin (Epithelial Adhesin)

EPS — zpénovatelny polystyren

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
GPI-kotva — glykosylfosfatidylinositolova kotva

HEMA — 2-hydroxyethylmethakrylat

HIPS — houzevnaty polystyren (High Impact Polystyrene)

Hwpl — hyfalni protein bunécné stény (Hyphal wall protein) 1

LB médium — Luria-Bertani médium

Mn — ¢iselny stied molekulové hmotnosti [g/mol]

Mw — hmotnostni stfed molekulové hmotnosti [g/mol]

Mz — z-primér molekulové hmotnosti [g/mol]

NADP(H) — redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
OD600 — opticka hustota méiena pii 600 nm

P. a. — Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa

PA — polyamid
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Pbrl — feromonem indukovany regulator biofilmu (Pheromone induced Biofilm Regulator) 1

PBS — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

PC — polykarbonat

PCI — fenol-chloroform-izoamylalkohol
PCR — polymeréazova fetézova reakce
PE — polyester

PE — polyethylen

Pgal0 — protein vazany pies GPI-kotvu (GPI-anchored protein) 10

PHMB — polyhexamethylenbiguanid

Pl — polyimid

PMMA — polymethylmethakrylat

PP — polypropylen

PS — polystyren

PUR — polyurethan

S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae
SAN - styren-akrylonitril

SBR — styren-butadienové¢ kaucuku

Tg — teplota skelného prechodu [°C]
THF — tetrahydrofuran

UV — ultrafialovy

YNB médium — Yeast Nitrogen Base médium
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