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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva tvorbou biofilmu u klinickych kment bakterii, ziskanych
Z chronickych ran, a sbirkovych kmenti. Teoretickd ¢ast diplomové prace je zaméfena na
charakterizaci monomikrobidlniho a polymikrobidlniho biofilmu, vcetn¢ popisu
mikroorganismu které se zde nejcastéji nachazi. Dale tato diplomova prace zminuje informace
0 biofilmu a mikroorganismech v chronickych ranach.

Praktickd cast diplomové prace je zaméiena na detekci tvorby monomikrobialniho
a polymikrobidlniho biofilmu pomoci Christensenovy metody v mikrotitraénich desti¢kach.
Tvorba biofilmu u bakterii izolovanych z chronickych ran byla porovnana s tvorbou biofilmu

sbirkovych kment bakterii.

KLICOVA SLOVA

biofilm, Christensenova metoda, detekce, monomikrobiélni, polymikrobidlni

TITLE

Biofilm formated by microorganisms from chronic wounds

ANNOTATION

This thesis deals with the formation of biofilm by bacteria isolated from chronic wound. The
theoretical part of the thesis is focused on characterization of monomicrobial and
polymicrobial biofilm, including the description of microorganisms that occur there.
Moreover this thesis includes information about biofilm and microorganisms in chronic
wounds.

The practical part of the thesis is focused on the detection of monomicrobial and
polymicrobial biofilm by Christensen’s method in microtiter plates. Biofilm formation by
bacteria isolated from chronic wounds was compared with biofilm formation by culture

strains.

KEYWORDS

biofilm, Christensen’s method, detection, monomicrobial, polymicrobial
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UvVOD

Biofilm piedstavuje mikrobidlni sdruzeni buné€k, které je vazané k urcitému povrchu a je
obklopené extracelularni polymerni matrici, kterou builkky samy vylucuji. Toto uspotadani
poskytuje mikrobidlnim bunikam v biofilmu zna¢né vyhody, jako je napi. ochrana proti

antibiotikiim nebo imunitnimu systému.

Biofilm zajistuje organismu fyziologickou a prospé$nou funkci, stejné¢ tak je tvorba
biofilmu ¢asto diivodem vzniku chronickych infekci, které jsou ve vét§iné piipadi rezistentni
k 16¢b¢ a predstavuji tak vyznamny terapeuticky problém. Ve zdravotnictvi se biofilm nachazi

nejcastéji na zavedenych zdravotnickych pomiickéch, ale také piimo na zivych tkénich.

Biofilm se muize skladat pouze z jednoho druhu mikroorganismu, kdy hovotime o biofilmu
monomikrobialnim. Déale mohou byt biofilmy polymikrobidlni, které se skladaji z vice druhti
mikroorganismi. U polymikrobialnich biofilmti dochazi k vzajemnym polymikrobialnim
interakcim a toto souziti mnohdy zlepsSuje Zivotaschopnost mikrobialnich bun¢k a pfinasi
dalii vyhody, jako je napf. metabolicka spoluprace ¢i §irsi genofond. Cim vétsi je riznorodost
biofilmu, tim je biofilm odolnéjsi. Polymikrobidlni forma biofilmu dominuje nad
monomikrobidlni nejen v pfirodé, ale také v lidském organismu, kde mezi typické

polymikrobidlni infecke patii chronické infekce, v€etné chronickych ran.

Tato diplomova prace se zabyva popisem monomikrobidlniho biofilmu, chronickymi
ranami a typickymi mikroorganismy, které se v nich vyskytuji. Dale je prace zamétfena na
polymikrobialni biofilm, véetné vzajemnych interakci mezi mikroorganismy, jako je

antagonismus a synergismus uvnitf biofilmu.

Cilem praktické casti diplomové prace bylo otestovat a porovnat tvorbu
monomikrobidlniho biofilmu sbirkovych kmeni a kment klinickych, =ziskanych
z chronickych ran, pomoci Christensenovy metody v mikrotitracnich destickach. Dal$im

cilem bylo pokusit se pomoci spektrofotometrické metody stanovit i polymikrobialni biofilm.

14



1 TEORETICKA CAST

1.1 CHARAKTERIZACE BIOFILMU

Biofilm je tvofen mikrobialnim sdruzenim bunck, které jsou adherovany na zivych nebo
nezivych povrsich a jsou obklopené extracelularni polymerni matrici, kterou buniky samy
produkuji. Biofilm se sklada z mikrokolonii, tvofici trojrozmérnou strukturu (Jamal et al.,

2015).

Biofilmové uspotadani poskytuje bunkdm znacné vyhody a zajist'uje buitkam ochranu proti
imunitnimu systému a antibiotikim (Jamal et al., 2015). Biofilm je schopen degradovat
antibiotické latky bakteridlnimi enzymy, které jsou nahromadéné v biofilmovém
mikroprostiedi. Dochézi zde k vyssi proliferaci bunék diky zasobé zivin v biofilmu, je zde
snizena exprese porind a naopak zvysena aktivita efluxnich ¢erpadel (Mandsberg et al., 2007).
Navic se velké mnozstvi terapeutickych prostiedkit misto na bakterie, na které je prostiedek
cileny, navaze na matrici biofilmu a uc¢inek prostfedkd je inaktivovan (Jacob, 2006). Bylo
naptiklad zjisténo, ze pro 1éCbu infekci, zpuisobenych bakteriemi, které tvoii biofilm, je
potieba 10x az 100x vyssi davky antibiotik (Otto, 2013; Nett, 2014). Bakterie v biofilmu jsou
schopné aktivovat geny, které aktivuji expresi stresovych gend a nasledné piechazi

na rezistentni fenotypy (Fux et al., 2005).

Vsechny vyhodné vlastnosti biofilmu zptsobuji, Ze je biofilm ¢asto diuvodem vzniku
chronickych infekci, které jsou tézko 1écitelné (Bjarnsholt, 2013). Celostatni institut zdravi
(NHI) uvadi, ze asi 80 % chronickych infekci a 65 % vSech mikrobidlnich infekei je spojeno
s biofilmy (Jamal et al., 2015).

1.1.1 SloZeni biofilmu

Biofilm se sklada ze dvou hlavnich slozek. Prvni slozka jsou vodni kanalky a druha slozka
zahrnuje oblasti s husté zabalenymi buiikami, které neobsahuji zadné vyznacné pory. Biofilm
tvori skupina jednoho nebo vice druhti mikroorganismd, které produkuji extracelularni latky,
jako jsou proteiny, deoxyribonukleova kyselina (DNA), ribonukleova kyselina (RNA),
polysacharidy a voda. Voda je hlavni ¢asti biofilmu a je odpovédna za tok zivin v rdmci

biofilmové matrice (Lear and Lewis, 2012). Procentovy podil slozek biofilmu je uvedeny
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v tabulce 1. Biofilmova matrice mize také obsahovat riizné mineralni krystaly, prachové
a jilové castice nebo krevni slozky, v zavislosti na prostfedi kde se biofilm nachéazi (Donlan,

2002).

Tabulka 1 - Chemické slozeni biofilmu (upraveno dle Lu and Collins, 2007)

Slozky biofilmu Procentovy podil biofilmové matrice
Mikrobiélni buiiky 2-5%
DNA a RNA <1-2%
Polysacharidy 1-2%
Proteiny (véetné enzymt) <1-2%
Voda Az 97 %

1.1.2 Vyskyt biofilmu

Az 99,9 % bakterii je schopno tvofit biofilm na rizném spektru povrchi (Sekhar et al.,
2009). Fyziologickou a prospésnou funkci zajistuji Vv lidském organismu biofilmy
specifickych ~ druhtt  bakterii napt. na  povrchu epiteld nebo  hlenovych
vrstev gastrointestinalniho traktu (GIT), kde vytvati u¢innou bariéru proti nezadouci invazi
patogennich mikroorganismi do stievni sliznice (Willey et al., 2008). GIT a dutina ustni jsou
mista s vysokou mikrobialni rozmanitosti. Tyto sliznice pfechodné nebo trvale kolonizuje Sest
set az tisic jedinecnych bakterialnich druha (Peters et al., 2012a). Ve zdravotnictvi se Casto
vyskytuje biofilm tvofeny patogennimi organismy, ktery zplsobuje zdvazné infekce

a pfedstavuje tak vyznamny terapeuticky problém.

Ve zdravotnictvi se biofilm velice Casto vyskytuje na zavedenych zdravotnickych
pomickach, jako jsou katetry, umélé srde¢ni chlopné nebo ortopedické pomucky a jiné
implantaty, ale také piimo na zivych tkanich (Donlan, 2002). PiestoZe sterilizace a aseptické
prostfedi vyrazné redukuje pocet patogennich bakterii pfitomnych v nemocni¢nim prostiedi,
stale se aZ na 90 % implantath nachazi patogenni mikroorganismy aaz 95 % infekci

souvisejicich s implantaty zptsobuji mikroorganismy zijici v biofilmu (Nablo et al., 2005;
Von Eiff et al., 2005).
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1.1.3 Tvorba biofilmu

Vznik biofilmu za¢ina adhezi planktonnich bunék na povrch (Percival et al., 2015).
Bakterialni buiiky se ireverzibilné spoji s povrchem nebo jiz sjinou bakterii na tomto
povrchu. Systém rozhrani pevnych a kapalnych latek, jako je voda nebo krev, utvati idealni
prostiedi pro piipojeni a nasledny rast bakterii (Costerton et al., 1999; Donlan, 2002).
U polymikrobidlnich biofilmt poskytuje zna¢né vyhody pro pfichyceni pfitomnost fimbrii

nebo flagel bakterialnich bun¢k (Donlan and Costerton, 2002).

V disledku chemickych signalii dochdzi k nasobeni bakteridlniho biofilmu. Po piekroceni
urcitého prahového signalu dochazi k expresi gent, které maji za nasledek aktivaci produkce
exopolysacharidt (EPS) tvotici biofilmovou matrici (Costerton et al., 1999). Nasleduje tvorba
vodnich kandlkd, které jsou nezbytné pro transport zivin uvnitf biofilmu a odstraiuji odpadni
material produkovany mikrokoloniemi biofilmu (Parsek and Singh, 2003). Béhem tvorby
biofilmu je mnoho druhti mikroorganismi schopno navzajem komunikovat pomoci

specifického mechanismu nazvaného quorum sensing (QS).

Po dozréani biofilmu casto dochazi k odlouceni bakterii od biofilmu. Ve vétSiné ptipadi
bakterie zastavi produkci exopolysacharidi a jsou nasledné uvolnény z biofilmu do okoli jako
planktonni bakteridlni buniky. Nekdy k uvolnéni maze dojit i v disledku mechanického stresu.
Uvolnéné bakteridlni bunky si zachovavaji urcité vlastnosti biofilmu, napiiklad rezistenci

na antibiotika (ATB) (Baselga et al., 1994). Stadia vyvoje biofilmu znazoriiuje obrazek 1.

Zréni biofilmu Odlouéeni planktonnich
bunék
A
Planktonni
buriky
Vzédjemna bunécna
OO adheze a proliferace
O O Prichyceni bunék
; na povrch

Obrazek 1 — Cyklus vyvoje biofilmu (upraveno dle Costerton et al., 1999).
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Bakterie s biofilmovym fenotypem vyuzivaji molekularni patologické mechanismy, diky
kterym dochazi K ptipojeni bakterii k hostitelskym bunkam a k vneseni malych efektorovych
proteint, které nasledné vedou K reorganizaci hostitelského buné¢ného cytoskeletu, zabramuji

mitdze a hlavné inhibuji apoptdézu (Wolcott et al., 2013).

Bakterie v biofilmu potiebuji genovou expresi, kterda umozni pfipojeni bakterii
K hostitelské tkani, uvedeni hostitelskych bunék do bunééné senescence, zabranéni jejich
vylucovani a zpisobi lokalni zanét, ktery nasledné vede k vytvoteni plasmového exsudatu pro
trvalou vyzivu bakterii (Wolcott et al., 2008). Pro splnéni téchto pozadavkt mohou bakterie
v biofilmu kombinovat svoji genetickou vybavu a jednotlivi ¢lenové nemusi mit vSechny
potifebné geny. Takovéto zjisténi vedlo k navrhu funkéné ekvivalentnich patoskupin, které
Casto obsahuji opakujici se skupiny mikroorganismt u biofilmovych infekcich (Dowd et al.,
2008). Sdileni gent, umoziuje kazdému ¢lenu vynalozit méné energie pro udrzeni svého

podilu na celkovém genofondu (Hogg et al., 2007).

1.1.4 Quorum sensing

Bakterie vyuZzivaji komunikacni systém QS pro koordinaci bunééného chovani v zavislosti
na hustoté populace bun¢k v biofilmu. QS reaguje na vylucované nebo difundované signalni
molekuly, které se mohou podstatné lisit v zavislosti na druhu bakterii (Abisado et al., 2018).
Bakterie jsou schopny reagovat na signalni hormonalni molekuly tzv. autoinduktory. Pokud
koncentrace autoinduktoru dosahne kritického bodu, bakterie jsou schopny detekovat tuto

zménu a reagovat na ni zménou genové exprese (Reading and Sperandio, 2005).

Produkty nové exprimovanych genti jsou prospé$né pro populaci bunék jako celku
(Brookfield, 1998). Regulované geny jsou Casto klicové pro kolonizaci hostitele a vznik
infekce (Parsek and Greenberg, 2000), dale pro samotnou tvorbu biofilmu, faktort
antibiotické rezistence a faktort virulence (Rutherford and Bassler, 2012). Predpoklada se,
ze QS umoziuje zpomaleni produkce faktori virulence, které by poskodily tkan hostitele az
do doby nahromadéni dostate¢ného mnoZzstvi bakterii pro ovlivnéni okolniho prostfedi tkané.

V dusledku tak dochazi k obejiti imunitni reakce hostitele (Daniels et al., 2004).
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1.1.5 Mikroorganismy tvorici biofilm

Puvodci béznych biofilmovych infekei jsou nejcastéji bakterie Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae castéji vSak Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, dale
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, anaerobni bakterie napf. Clostridium spp.,
Peptostreptococcus spp., Actinomyces spp. a Bacteroides fragilis. Biofilmové infekce Casto
tvoii 1 zastupci rodu Enterococcus (Tande et al.,, 2014). Mezi bakterie tvofici biofilm
V nemocni¢nim prostiedi patii i koagulaza negativni stafylokoky a to zejména Staphylococcus
epidermidis, ktery fyziologicky kolonizuje kGzi a je Casto izolovany zran a z povrchu
implantatu (Otto, 2013). Mezi eukaryotni organismy, které ¢asto tvofi infekéni biofilm, patii

kvasinka Candida albicans a Candida parapsilosis (Azzam et al., 2009).

1.1.5.1 Staphylococcus aureus

Grampozitivni (G+) bakterie Staphylococcus aureus (S. aureus) patii do skupiny
patogennich mikroorganismu, ktefi jsou nejcastéj$imi piivodci komunalnich infekei a infekci
spojenych se zdravotnickou péc¢i (HAI) (Lister and Horswill, 2014). S. aureus kolonizuje
prevazné sliznici dutiny nosni. Infekce je Casto zplsobena poruSenim slizni¢ni bariéry
a proniknutim bakteridlnich bun¢k ke tkdnim nebo do krevniho feciste. S. aureus je ptivodcem
velké fady infekci, jako jsou akutni kozni abscesy, bakteriémie, endokarditidy a infekce
chronickych ran. Bakterie S. aureus aS.epidermidis patii mezi nejbézn&jsi pivodce
chronickych infekci spojenych s tvorbou biofilmu (Costerton et al., 2003). S. aureus tvofi
biofilm nejastéji na =zdravotnickych implantatech a hostitelskych tkanich (Lister

and Horswill, 2014). Riist bakterie S. aureus na krevnim agaru (KA) znazornuje obrazek 2.

Obrazek 2 - Staphylococcus aureus 94A (izolat z chronické rany) na KA (24h, 37°C; foto autor)
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Tvorba biofilmu u bakterie S. aureus zahrnuje 5 kroku a to adhezi, zmnozeni, exodus, zrani
a odlouceni. K adhezi bakteridlnich bunék dochdzi pomoci hydrofobnich interakci nebo
pomoci mikrobidlnich povrchovych slozek rozpoznavajicich molekuly adhezivni matrice.
Po adhezi nasleduje druha faze, kdy se bunky za¢nou mnozit a vytvoti konfluentni vrstvu
bun¢k, ktera obsahuje proteinovou matrici a extracelularni DNA (eDNA). Ve tieti fazi
dochazi k hromadnému exodu bunék, pii kterém se z biofilmu uvolni subpopulace buné¢k
pomoci degradace eDNA. Toto uvolnéni umozni naslednou tvorbu trojrozmérnych
mikrokolonii, tvoficich se z riznych ohnisek bun¢k, které zastaly pfichyceny béhem predeslé
faze exodu. V této predposledni fazi dochazi ke zrani biofilmu. V posledni fazi dochazi
K odlouceni planktonnich bunék. Vyvoj biofilmu bakterie S. aureus znazornuje obrazek 3

(Moormeier and Bayles, 2017).

Obrazek 3 - Cyklus vyvoje biofilmu Staphylococcus aureus (upraveno dle Moormeier and Bayles,
2017).

(a) adheze, (b) zmnozeni, (c) exodus, (d) zrani, (e) rozptyleni

Mathur et al. (2006) hodnotili tvorbu biofilmu u 152 klinickych izolatt bakterie S. aureus
pomoci metody mikrotitracnich desti¢ek. Jako siln€ biofilm-pozitivnich bylo vyhodnoceno
22 izolatl, stfedné biofilm-pozitivnich 60 izolatl a slabé biofilm-pozitivnich 70 izolatd

bakterie S. aureus.
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Rohde et al. (2007) sledovali schopnost bakterie S. aureus tvofit biofilm pomoci
mikrotitracnich desti¢ek po kultivaci v mozko-srdcovém bujonu (BHI) s pfidavkem
2% sachar6zy a BHI s pfidavkem 2% glukozy. Z 18 testovanych klinickych izolata této
bakterie byly vSechny izolaty vyhodnoceny jako biofilm pozitivni. 100% pozitivita mohla byt
dana pouzitim obohacenych kultiva¢nich médii o sachar6zu a glukozu, které zvysuji expresi

biofilm pozitivnich fenotypti.

Malik et al. (2013) detekovali tvorbu biofilmu u Klinickych izolatd od pacienti
se syndromem diabetické nohy. Celkem bylo ziskano 255 bakterialnich izolata a 60 izolati
tvotila bakterie S. aureus. Z téchto 60 izolati bylo vyhodnoceno jako biofilm-pozitivnich

43 izolatu.

Becker et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu u 126 klinickych izolatt bakterie S. aureus,
zpisobujici rozsdhlou fadu infekci. Schopnost tvorby biofilmu testovali na mikrotitra¢nich
destickach po obarveni krystalovou violeti. Jednotlivé izolaty byly rozdéleny do 3 skupin
podle schopnosti tvofit biofilm. Celkem 36,5 % izolatt bakterie S. aureus pattilo mezi silné
producenty biofilmu, 46,8 % mezi mirné¢ producenty biofilmu a 16,7 % izolath biofilm

netvorilo.

Studie provedena Luther et al. (2018) hodnotila tvorbu biofilmu u methicilin rezistentnich
S. aureus (MRSA) ziskanych ze 128 klinickych izolatt. Ze vSech testovanych izolati MRSA
produkovalo biofilm silné 25,8 % izolatt a 40,7 % izolati produkovalo biofilm pouze slabé.
Izolaty MRSA od pacientt, ktefi byli v poslednich 90 dnech vystaveny chemoterapii, patfily
mezi silné producenty biofilmu. Naopak izolaity MRSA od pacientl, kteti méli vysokou
koncentraci kreatininu v séru nebo byli dfive 1éCeni vankomycinem, patfily mezi slabé

producenty biofilmu.

Klinickou studii 89 izolati bakterie S. aureus ziskanych z ran provedli Tiwari et al. (2018).
Tvorba biofilmu byla prokdzana spektrofotometricky pomoci mikrotitracnich desticek
a barveni krystalovou violeti. 89 izolatl bylo zatfazeno do 4 kategorii podle schopnosti tvofit
biofilm. Ze vsech izolati bakterie S. aureus tvofilo 33 biofilm siln€, 21 tvofilo biofilm

stiedné, 25 tvorilo biofilm pouze slabé a 10 biofilm netvoftilo vibec.
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1.1.5.2 Staphylococcus epidermidis

G+ bakterie Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) patfi mezi komenzalni
mikrofléru ktze asliznic a pfi manipulaci se zdravotnickymi pomuckami nebo pfi jejich
implantaci muze dojit k pfeneseni bakterie na povrch pomticek, na kterém vzéapéti tato
bakterie vytvaii biofilm a nasledné zplsobuje infekci. S. epidermidis je hlavnim pivodcem
infekci spojenych s vnitinimi zdravotnickymi pomickami jako jsou napf. intravaskuldrni
katetry, protetick¢ klouby, protetické srde¢ni ventily, Katetry peritonedlni dialyzy a jiné.
Chronické infekce mize mit za nasledek vznik osteomyelitidy nebo akutni sepse a to hlavné

U pacientd s oslabenou imunitou (Kaplan et al., 2004).

Rohde et al. (2007) sledovali tvorbu biofilmu S. epidermidis pomoci mikrotitra¢nich
desti¢ek v trypton-sdjovém bujonu (TSB) a TSB s 2% chloridem sodnym. Z 52 klinickych
izolati S. epidermidis mélo 36 izolatd schopnost tvofit biofilm. Schopnost tvorby biofilmu

rozliSuje invazivni kmeny S. epidermidis od komenzalnich izolatu.

1.1.5.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) je gramnegativni (G-) ty¢inka, ktera je béznym
lidskym oportunnim patogenem a pii oslabeni imunitniho systému muize zplsobit zadvazné
infekce. Je tak jednim z nejcastéjsich ptivodcit HAI infekei. Ps. aeruginosa produkuje mnoho
faktori virulence a exprese téchto faktorli je regulovana Vreakci na zmény v okolnim
prostfedi, kterymi mulze byt i tvorba biofilmu (Alhazmi, 2015). Kultivaci bakterie

Ps. aeruginosa na masopeptonovém agaru (MPA) znazoriuje obrazek 4.

>

.

Obrazek 4 — Pseudomonas aeruginosa 87A (izolat z chronické rany) na MPA (24h, 37°C;
foto autor)

22



Infekce zplsobené Ps. aeruginosa mohou byt akutni i chronické. Akutni infekce zahrnuji
napi. infekci mocovych cest, kosti a kloubti nebo infekci mékkych tkani (Colvin et al., 2012).
Perzistentni infekce zpusobené PS. aeruginosa jsou typické hlavné pro onemocnéni cystické
fibrozy (CF) (Ryder et al., 2007). Bakterialni biofilm Ps. aeruginosa ma vysokou prevalenci
u chronickych ran, kde infekce zplsobend touto bakterii Casto piedstavuje vyssi riziko

komplikaci a negativni G¢inek na hojeni (Gjodsbol et al., 2006).

U pacientt s CF pfevlada v pocatku infekce kolonizace nemukoidnimi fenotypy
Ps. aeruginosa a postupem ¢asu se za¢nou objevovat mukoidni fenotypy, které jsou typické
pro perzistentni CF. Pro mukoidni fenotyp je charakteristickd nadprodukce extracelularniho
polysacharidu alginatu, ktery je vyznamnym faktorem virulence PS. aeruginosa. Tato
nadprodukce vede k vyraznym morfologickym zménam v biofilmu, které maji za nasledek
zvySenou rezistenci k ATB a zvySenou odolnost viac¢i imunitnimu systému (Govan
and Deretic, 1996). Kmeny produkujici biofilm maji schopnost produkce nékolika typt
polysacharidu, které jsou hlavni slozkou biofilmové matrice. Ps. aeruginosa kromé alginatu,
produkuje Pel a Psl polysacharidy, které se podili na vyvoji biofilmu. Produkce alginatu
je charakteristicka hlavné u mukoidnich kmenti, Pel a Psl jsou exprimovany u planktonnich
bunék a piispivaji tak k tvorbé biofilmu v pocatecni fazi infekce, kde prevladaji nemukoidni
kmeny Ps. aeruginosa. Protoze terapie u chronické infekce, ktera je zpisobena mukoidnimi
kmeny, je Casto nelispéS$nd, zaméfeni terapie na Pel a Psl mlzZe uspéSn€ zabranit pocatecni

infekci (Ryder et al., 2007).

Bendouah et al. (2006) provedli studii tvorby biofilmu u 10 klinickych izolat
Ps. aeruginosa od pacientd s chronickou rinosinusitidou. K detekci biofilmu pouzili
semikvantitativni metodu s krystalovou violeti. Z deseti testovanych izolati bylo 6 stanoveno

jako biofilm-pozitivni.

Perez et al. (2011) hodnotili tvorbu biofilmu Ps. aeruginosa u 74 klinickych izolatd
od pacientti s CF a bez CF. Kvantitativni stanoveni bylo provedeno metodou mikrotitra¢nich
desticek dle Stepanovic et al. (2007) s modifikacemi. Byl pouzit TSB bujon s 0,25%
glukozou. Jako biofilm-pozitivni bylo vyhodnoceno 50 ze 74 klinickych izolath.
Z 50 biofilm-pozitivnich izolatd bylo 48 slabé adherentnich a 2 izolaty byly stiedné
adherentni. U nasledujici studie Perez et al. (2013) bylo jako biofilm pozitivni vyhodnoceno
85 z 91 klinickych bakterialnich izolatt. Z toho 51 jako slabé adherentni, 22 jako stiedné

adherentni a 15 jako silné€ adherentni.
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Zubair et al. (2011) sledovali tvorbu biofilmu u G- bakterii izolovanych od pacientl trpici
syndromem diabetické nohy. Od 57 pacienti bylo ziskdno 97 G- bakteridlnich izolatd, které
byly dale detekovany na tvorbu biofilmu. Z celkového po¢tu 97 izolati zastupovala 23 izolata

bakterie Ps. aeruginosa a z toho bylo 14 izolati vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni.

Malik et al. (2013) sledovali tvorbu biofilmu u pacienti se syndromem diabetické nohy.
Z 255 izolatd bylo detekovano 40 izolatt jako bakterie Ps. aeruginosa a z tohoto poctu bylo

33 izolatt vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni.

Lima et al. (2017) vyhodnotili produkci biofilmu u 20 klinickych izolati Ps. aeruginosa
ziskanych od pacienti s pneumonii, ktera byla spojena s pouzitim ventilatort. Produkce
biofilmu byla ovéfena pomoci kvalitativni i kvantitativni techniky. Kvalitativni technika
S pouzitim agaru s kongo cerveni ukazala, Ze pouze 15 % bakteridlnich izolath mélo
schopnost tvofit biofilm. Zatimco druha, kvantitativni metoda detekce biofilmu pomoci
mikrotitracnich desti¢ek s BHI se sacharézou a vyhodnocenim dle Stepanovic et al. (2007)
s modifikacemi ukézala, ze az 75 % bakteridlnich izolati mélo schopnost tvofit biofilm.
Z 20 izolatt 40 % tvorilo biofilm slab¢, 25 % tvorilo biofilm mirn¢ a 10 % tvofilo biofilm
siln¢. Rozdil ve vyhodnoceni produkce biofilmu dokazuje, Ze kvantitativni technika byla
ucinnéjsi nez technika kvalitativni.

Lima et al. (2018) provedli studii 40 klinickych izolatd Ps. aeruginosa metodou
mikrotitra¢nich desti¢ek za pouziti BHI se sachardzou. Ze 40 izolatu bylo 31 vyhodnoceno
jako biofilm-pozitivni. Z téchto 31 biofilm-pozitivnich izolatu jich 17 produkovalo biofilm

slabg, 11 produkovalo biofilm stfedné a 3 izolaty produkovaly biofilm siln¢.

Vatan et al. (2018) hodnotili tvorbu biofilmu u pacientl trpici syndromem diabetické nohy.

Ze 115 biofilm-pozitivnich bakterialnich izolati tvofila bakterie Ps. aeruginosa 52 %.

1.1.5.4 Serratia marcescens

G- bakterie Serratia marcescens (Ser. marcescens), je vyznamnym lidskym oportunnim
patogenem. Bé&zny environmentalni vyskyt rodu Serratia pomaha vysvétlit velké mnozstvi
HAI infekei, zplisobené pravé touto bakterii. Ser. marcescens je patogenem zpusobujici
onemocnéni centralniho nervového systému (CNS), pfevazné meningitidy, déale respiracni
onemocnéni, o¢ni infekce a infekce mocovych cest, krevniho ob¢hu a také rizné typy infekei

ran (Mahlen, 2011). Ser. marcescens produkuje ¢erveny pigment zvany prodigiosin. Produkce
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tohoto pigmentu je vsSak typicka pfevazné pro enviromentalni kmeny Ser. marcescens, HAI
kmeny pigmentaci ¢asto postradaji (Carbonell et al., 2000). Rust bakterie Ser. marcescens

na MPA vcetné pigmentace znazornuje obrazek 5.

Obrazek 5 — Serratia marcescens CCM 303 na MPA (24h, 30°C; foto autor)

Tvorba biofilmu u Ser. marcescenst zahrnuje fadu definovanych stupiiti, zakonéené vysoce
poreznim, vlaknitym biofilmem (Labbate et al., 2004). Systém QS pisobi u Ser. marcescens
jako celkovy regulator vétSiny virulentnich faktorti (Bakkiyaraj et al., 2012). Velké mnozstvi
signalizanich molekul reguluje tvorbu biofilmu ale také pohyblivost bakterie, produkci
bisurfaktantu, prodigiosinu nebo nukleazy (Wei et al., 2004). NemozZnost nékterych kment
Ser. marcescens tvofit biofilmy nebo produkovat pigment prodigiosin a jiné exoenzymy
je dana mutanty QS a odrazi dulezitost systému QS v patogenezi Ser. marcescens (Morohoshi
et al., 2007).

Vatan et al. (2018) hodnotili tvorbu biofilmu u pacientii trpicich syndromem diabetické
nohy pomoci metody mikrotitratnich desti¢ek. Zcelkem 115 biofilm-pozitivnich

bakterialnich izolatd tvoftila 18 % izolatd bakterie Ser. marcescens.

1.1.5.5 Proteus spp.

Bakterie Proteus spp. je G- oportunni patogen, nejéastéji zpusobujici uroinfekce. Mezi
virulentni faktory rodu Proteus patii napf. fimbrie, bi¢iky, hemolyzin, proteusovy toxin
aglutinin (Pta) a jiné. DileZitym virulentnim faktorem je také schopnost této bakterie tvofit
biofilm a to zejména na povrchu mocovych katetri (Rozalski et al., 2012). Bakterie
Proteus mirabilis (P. mirabilis) produkuje ureasu, ktera po hydrolyze mocoviny na amoniak

a oxid uhli¢ity zvySuje pH moci a biofilmu. V téchto podminkach alkalického prostiedi
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dochazi k tvorbé¢ struvitu (fosforecnan hotecnato-amonny) a apatitu (fosfore¢nan vapenaty),
které se nasledné ptichycuji k biofilmové matrici a dojde tak k tvorbé krystalického biofilmu
ktery blokuje tok moc¢i v katetru. Zablokovani toku mo¢i mulze nasledné vést

az k pyelonefritid¢ a urosepsi u pacienta (Morris et al., 1999).

Rod Proteus je typicky pro fenomén mnohobunécné diferenciace ,,swarming™ (Raustv
fenomén). Tento fenomén umoziuje bakteriim koordinovanym zplsobem migrovat na pevny
povrch a svelkou pravdépodobnosti témto bakteriim napomaha v kolonizaci
makroorganismti. Zahrnuje bunécéné signalizace a interakce a umoziiuje morfologickou
diferenciaci bakterii v zavislosti na kultiva¢nich médiich. Dimorfni bakterie Proteus tvofi
Vv kapalnych kultiva¢nich médiich pohyblivé kratké tyCinky s 6-10 biciky. Pii pfeoCkovani na
pevna kultivacéni média se kratké ty€inky zméni na polodlouhé, mnohojaderné, rojici ty€inky
s velkym poctem bicikt, které migruji z mista inokulace. Po zastaveni migrace se delSi
bakterialni bunky rozpadnou na kratS$i. Tyto procesy diferenciace a dediferenciace jsou
u bakterie Proteus cyklické a vysledkem je tvorba charakteristického rustu bakterie na pevné
Kultivaéni padé ve tvaru prstencii (Morgenstein et al., 2010). Rust bakterie Proteus spp. na

MPA znazoriuje obrazek 6.

Obrazek 6 — Proteus spp. 75 (izolat z chronické rany) na MPA (24h, 37°C; foto autor)

Zubair et al. (2011) detekovali tvorbu biofilmu u G- bakterii izolovanych od pacientd
se syndromem diabetické nohy. Z celkového poctu 97 izolatd, tvotfila 5 izolath bakterie

Proteus vulgaris (P. vulgaris), z toho 4 izolaty byly vyhodnoceny jako biofilm-pozitivni.

Majtan et al. (2014) studovali biofilm bakterie P. mirabilis. Izolaty P. mirabilis byly
ziskané z chronickych ran a tvorba biofilmu byla sledovdna metodou mikrotitracnich destic¢ek.

Biofilm byl spektrofotometricky detekovan po 1 denni kultivaci v TSB bujonu pfi 570 nm.
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Optické denzita (OD) po 1 denni kultivaci byla vice jak 0,8 a to znaci silnou tvorbu biofilmu

u bakterie P. mirabillis.

Malik et al. (2013) detekovali tvorbu biofilmu u pacienti se syndromem diabetické nohy.
Z celkového poctu 255 bakterialnich izolati bylo 9 izolatd tvofeno bakterii P. vulgaris
a4 izolaty P. mirabilis. Z 9 izolati P. vulgaris bylo 5 vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni
a ze 4 izolata P. mirabilis byly jako biofilm-pozitivni vyhodnoceny 2 izolaty.

Vatan et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu pomoci metody mikrotitraénich desticek.

Ze 115 biofilm-pozitivnich izolatd bylo 25 % tvofeno Proteus spp.

1.2 SMESNY BIOFILM

Polymikrobidlni forma biofilmu dominuje nad monomikrobidlni formou jak v pfirodé,
tak v lidském organismu (Elias and Banin, 2012). Patogenni bakterie tvofici biofilm maji
molekularni mechanismy, diky kterym se snazi do svého prostiedi ptipojit dalsi bakterie
a maji tak snahu vytvofit polymikrobidlni spoleenstvi. Polymikrobidlni seskupeni biofilmu
ziejmé zlepSuje zivotaschopnost mikrobialnich bun¢k (Kuramitsu et al., 2007). Tvorbou
polymikrobidlniho spolecenstvi ziskavaji biofilmy fadu vyhod, jako je metabolicka
spoluprace (Elias and Banin, 2012), SirS$i genofond s G¢inngjSim sdilenim DNA (Madsen
etal., 2012), pasivni rezistenci (Weimer et al., 2011) a dalsi. Cim vétsi je riznorodost

biofilmu, tim vice je biofilm odolny (Tuttle et al., 2011).

Mezi typické polymikrobidlni infekce patii napf. infekce mocovych cest, vaginitida,
osteomyelitida, peritonitida, cysticka fibroza, pneumonie, otitida, keratitida, rinosinusitida,
zubni kaz, stomatitida, popaleniny, ale také infekce spojené se zavedenymi lékaiskymi

pomuckami a hlavné chronické infekce, ke kterym se fadi chronické rany (Peters et al.,
2012Db).

1.2.1 Synergismus ve smésném biofilmu

Polymikrobidlni interakce, ke kterym dochdzi ve smésnych biofilmech, jsou slozité
a mohou vyrazné ovlivnit pribéh infekce. Dva nebo vice druhti mikroorganismii mohou
naptiklad vykazovat synergismus, ktery nasledn¢ vyvold chorobny stav a u jednotlivych

druhi nebyl pozorovan (Smith et al., 2017). Mikrobialni synergismus mtze zpusobit zménu
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virulence jednotlivych druhii mikroorganismi, zpomalit hojeni infikovanych ran a také zvysit

rezistenci mikrobidlnich druhd k antimikrobialni 1é¢bé (Pastar et al., 2013).

Bakterie se mohou aktivné sluCovat S jinymi prospéSnymi druhy bakterii pomoci nékolika
koagregacnich molekularnich mechanismu. Tyto mechanismy piedstavuji ve vétSin€ piipadi
reverzibilni molekularni vazby, které umozni bakteriim v biofilmu vybrat geneticky odlisné

a prospésné partnery (Rickard et al., 2003).

Bakterie schopné tvofit biofilm obsahuji cilové specifické molekuly, které zajistuji
monoklonalni uspotfadani biofilmu (Zhu and Li, 2012). U G- bakterii je signaliza¢ni
molekulou acyl-homoserinovy lakton, G+ bakterie maji jako signalizaéni molekuly
oligopeptidy a k mezidruhové komunikaci slouzi jako signaliza¢ni molekula autoinduktor-2
(Al-2) (Readinget al., 2005). 4,5-dihydroxy-2,3-pentandion (DPD) neboli Al-2 je mala
molekula obsahujici bor a je rozpoznavana riznymi druhy G+ a G- bakterii, v€etn€ anaerobl
(Zhu and Li, 2012). Al-2 patii mezi chemické molekuly QS, které jsou schopny u vice druhi
bakterii upregulovat molekulové drahy nezbytné pro spolupraci jednotlivych slozek uvniti
komunity bakterii polymikrobialnich biofilma. Ptitomnost AI-2 byla prokazana u chronickych
ran a jinych infekci (Rickard et al., 2010). Mnoho struktur biofilmu v§ak muize zahrnovat vice

kombinaci signalnich molekul (Cornforth et al., 2014).

Piikladem chemického synergismu je interakce bakterii PsS. aeruginosa a bakterii
orofaryngealni flory. Ps. aeruginosa nemize produkovat Al-2, ale je citliva a schopna reakce
na signdl této molekuly. Bakterie orofaryngedlni flory, produkujici Al-2, jsou casto
koinfikujicimi bakteriemi u CF plic, kde je nejcastéji zastoupenou patogenni bakterii praveé
Ps. aeruginosa. Studie provedena skupinou Duan et al. (2003) prokazala, ze synergie
orofaryngealni flory a bakterie Ps. aeruginosa vedla ke zna¢nému zvySeni produkce faktort
virulence Ps. aeruginosa. Také studie provedena Armbruster et al. (2010) ukazala, ze Al-2,
ktery je produkovan bakterii Haemophilus influenzae, ve smésné kultivaci s bakterii
Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) podporuje vyznamné tloustku biofilmu a zvySuje tak

antibiotickou rezistenci bakterie M. catarrhalis.

Bakteridlni synergismus muze bakteriim poskytnout také zvySenou odolnost proti imunitnimu
systému. Krom¢ metabolitli a signalnich molekul QS jsou bakterie ve smésném biofilmu
vystaveny napt. antibiotickym latkdm, produkovanymi nékterymi druhy bakterii. Studie
autort Ramsey and Whiteley (2009) zjistila, ze Streptococcus gordonii produkuje mimo

laktatu také velké mnozstvi antimikrobialniho peroxidu vodiku.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans je proti peroxidu vodiku zna¢n¢ rezistentni, ale také
proti nému vykazuje jedine¢nou transkripéni odpovéd’, kterd nasledné zpiisobi expresi genu

apiA. Tento gen se vyznamné podili na obrané proti lidskému imunitnimu systému.

1.2.1.1 Smeésny biofilm bakterii Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa

Chronické rany jsou typicky polymikrobialni a dva nejcastéji izolované mikrobialni druhy
jak z chronickych, tak z akutnich ran jsou S. aureus a Ps. aeruginosa (Smith et al., 2017).
Dominantni teorie popisujici koexistenci téchto dvou bakterii predpokladala, ze S. aureus
a Ps. aeruginosa zaujimaji odli$nou oblast rany a vzajemné spolu neinteraguji (Mansito et al.,
1987, Kessler et al., 1993). Prostorové uspoiadani bakterii S. aureus a Ps. aeruginosa
u chronického zilniho vifedu dolnich koncetin pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace
s vyuzitim peptidovych nukleovych kyselin jako sond (PNA-FISH) a konfokalni laserové
rastovaci mikroskopie (CLSM) studovali Fazli et al. (2009). Tato studie ukazala,
Ze Ps. aeruginosa se nachazi v chronické rané hloubé&ji nez S. aureus. Detekci znazoriuje
obrazek 7. Bakterie Ps. aeruginosa je pii nepiitomnosti kysliku schopna anaerobniho
dychani pomoci dusi¢nant. Tato vlastnost umoznuje této bakterii pfezivat ve stacionarni fazi
V hlubSich ¢astech struktury biofilmu, kde je mimo jiné chranéna pfed ucinky riznych
antimikrobialnich latek (Colvin et al., 2012). V polymikrobialnim biofilmu v laboratornich
podminkach je bakterie Ps. aeruginosa schopna usmrtit bakterii S. aureus a nelze tedy za
normalnich podminek stabilné kultivovat tyto bakterie soubézné. Ps. aeruginosa produkuje
mnoho latek, které inhibuji rast S. aureus (Smith et al., 2017). Mezi tyto latky patii proteaza
LasA (Mansito et al., 1987, Kessler et al., 1993), 4-hydroxy-2-heptylchilonin-N-oxid
(Hoffman et al., 2006), Pel a Psl polysacharidy (Qin et al., 2009) a fenaziny jako je pyocyanin
(Dietrich et al., 2006).
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7

Povrch rany

Obrazek 7 — Zobrazeni S. aureus a Ps. aeruginosa v biofilmu chronické rany pomoci CLSM

(upraveno dle Fazli et al., 2009)

Pozn.: vizualizovano pomoci PNA-FISH, S. aureus (zelena) a Ps. aeruginosa (¢ervena)

Pastar et al. (2013) studovali interakce mezi MRSA a Ps. aeruginosa na modelu praseci
ktze. Ukazalo se, Ze rany kontaminované smési bakterii, které tvofily polymikrobidlni biofilm
vykazovaly hor$i hojeni nez rany kontaminované jednotlivymi bakteriemi tvofici
monomikrobidlnimi biofilmy. U ran obsahujici pouze monomikrobidlni biofilm doSlo
k vyrazné rychlejsi reepitelizaci. Dale se ukazalo, ze prostiedi prase¢i kize umoznuje
koexistenci obou druhd invitro na rozdil od ptedeslych studii, kdy dochéazelo k inhibici
S. aureus bakterii Ps. aeruginosa. Dale jejich studie ukazala vzajemny synergismus, jelikoz
doslo k vyraznému zvySeni exprese virulentnich faktort MRSA vlivem pfitomnosti bakterie

Ps. aeruginosa.

Smith et al. (2017) studovali schopnost slozek, nachazejicich se v ranach, modulaci
interakci mezi S. aureus a Ps. aeruginosa. V této studii bylo prokazano, ze fyziologické
hladiny sérového albuminu inhibuji QS bakterie Ps. aeruginosa tim, ze se vaze na nekteré
signalni molekuly jako je homoserinovy lakton. Tato inhibice vede k nemoznosti
Ps. aeruginosa produkovat faktory virulence, které by jinak mély inhibi¢ni G¢inek na rtst
S. aureus. Je tedy mozné ob¢ bakterie dohromady stabilné kultivovat in vitro a to pouze za
pouziti kultivacniho média, které je obohaceno o slozky, poskytujici bakteriim podobné

prostiedi jako se nachéazi v chronické rané.
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Hostitelské faktory ran podstatné podporuji jedine¢nou ekologii biofilmu a v rané pfitomny
albumin podporuje soubéznou kolonizaci téchto dvou druhti bakterii a zabrafiuje usmrceni
bakterie S. aureus. Tato smésna kolonizace také zvySuje rezistenci k nékterym antibiotikim

(DeLeon et al., 2014; Smith et al., 2017).

Radlinski et al. (2017) prokazali, Ze ptitomnost kmene Ps. aeruginosa, produkujici LasA
endopeptidazu nebo rhamnolipidy, zvySuje citlivost bakterie S. aureus na vankomycin
a tobramycin. Produkce téchto faktor je zavisla na genotypu kmene Ps. aeruginosa. Proto se
citlivost S. aureus Kterapii muze béhem 1éCby ménit a to v zavislosti na genotypu

Ps. aeruginosa, ktery koexistuje v infikované tkani.

Alves et al. (2018) testovali interakce mezi Ps. aeruginosa a S. aureus ve smésném
biofilmu a pozorovali, ze bakteric S. aureus zvySuje schopnost pfipojeni bakterie
Ps. aeruginosa. Skupina jako prvni zjistila a popsala, ze S. aureus vyrazné zesiluje vazbu
Ps. aeruginosa také na lidské keratinocyty a také to, Ze bakterie PS. aeruginosa podporuje
invazivni rust bakterie S. aureus. Vzajemné interakce mezi témito dvéma bakteriemi jsou tedy

pfinosem pro patogenitu a kolonizaci v polymikrobidlnim biofilmu.

1.2.1.2 Smeésny biofilm bakterii Staphylococcus aureus a Candida albicans

Infekce zptsobené polymikrobidlnimi biofilmy, zejména biofilmy zahrnujici kvasinky
I bakterie jsou spojené s velkou umrtnosti a tyto infekce jsou Casto velice naro¢né na terapii.
Bakterie S. aureus a kvasinka Candida albicans (C. albicans) jsou zatazovany mezi hlavni
oportunni patogenni mikroorganismy diky jejich schopnosti dobie tvofit biofilm na
lékaiskych =zafizenich a katetrech. S. aureus je tfetim nejcastéjSim izolovanym

mikroorganismem spole¢né s C. albicans (Kong et al., 2016).

In vitro studie Peters et al. (2012a) prokazala vysokou afinitu S. aureus k vlaknité forme
C. albicans. Dtsledkem této afinity dochazi k vzajemné koadheraci a k synergickym
interakcim v biofilmu. Specificky adhezin Als3p pro vlaknité formy C. albicans byl prokazan

jako jedna z hlavnich slozek podilejicich se na této specifické koadhezi.

Kong et al. (2016) zjistili, Ze bakterie S. aureus prokazuje zvysenou rezistenci k ATB,
pokud je v pfitomnosti této bakterie také kvasinka C. albicans. Fluorescen¢ni mikroskopie

prokdzala zhorSeni diftize 1éCiva pfes biofilmovou matrici u polymikrobialniho biofilmu.
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Klicovy polysacharid biofilmové matrice, poskytujici bakteriim zvySenou rezistenci vaci

ATB je beta-1,3 glukan, vyluc¢ovany C. albicans.

1.2.1.3 Smeésny biofilm bakterii Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus faecalis

Ps. aeruginosa a Enterococcus faecalis (E. faecalis) patii do dvou rozdilnych skupin G-
a G+ bakterii, ale ob¢ bakterie maji mnoho podobnych vlastnosti. Jsou casto piavodci
biofilmovych infekci podobnych oblasti lidského téla jako jsou mocové cesty nebo chronické
rany. Korgaonkar and Whiteley (2011) prokazali, ze peptidoglykanové molekuly G+ bakterii
mohou slouzit jako signal pro zvySeni exprese faktord virulence bakterie PS. aeruginosa,

a také ke zvyseni exprese antimikrobidlnich latek poskozujicich hostitelskou tkan.

Studie Lee et al. (2017) prokazala, ze polymikrobialni biofilm Ps. aeruginosa a E. faecalis
vykazoval zvySenou tloustku biofilmové matrice a dochazelo ke zvySené tvorbé biofilmu
V porovnani s monomikrobialnimi biofilmy téchto bakterii. Studie naznacuje, Ze zvySena
tloustka biofilmové matrice je Castecné dusledkem produkce Pel a Psl exopolysacharida
bakterie Ps. aeruginosa. Dale maji ob& bakterie zietelné prostorové usporadani uvniti
polymikrobialniho biofilmu. Zatimco E. faecalis se nachazi na dné biofilmu, Ps. aeruginosa
tvoii vice strukturovany biofilm Vv horni ¢asti polymikrobidlniho biofilmu. Tato zjisténi
potvrzuji, ze tyto dvé bakterie jsou schopny vzajemné interakce a maji synergické Gcinky

na vyvoj biofilmu.

Tsuchimori et al. (1994) provedl studii infekce mocovych cest u mysi, kterd byla
zpusobena soucasnym naockovanim bakterii Ps. aeruginosa a E. faecalis do mocového
méchyie mysi. Polymikrobidlni infekce se projevila mnohem diive nez infekce zptisobena
jednotlivymi bakteriemi zvlast’ a také byla vice odolnd viici 1écbé ATB. Tato studie naznacila,
ze u polymikrobialni infekce mocovych cest bakterie E. faecalis nejprve pronikne do diené
ledvin a vyvola histologické zmény ledviny, které nasledné¢ vedou ke zhorSené pyelonefritidé,

zpusobené bakterii Ps. aeruginosa.

1.2.2 Antagonismus ve smésném biofilmu

U smésnych biofilml byly pozorovany i antagonistické interakce, kdy omezené mnozstvi

prostoru a zivin vedlo ke konkurenci mezi mikroorganismy. Tento d&j byl popsan napt. mezi
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Ps. aeruginosa a C. albicans nebo Pseudomonas spp. a Agrobacterium spp. (McAlester et al.,
2008).

1.2.2.1 Smésny biofilm bakterii Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans

Piitomnost patogenni bakterie Ps. aeruginosa v plicich je hlavni pfi¢inou amrtnosti
pacientu s CF. Spole¢né s Ps. aeruginosa se zde muze vyskytovat i C. albicans (McAlester
et al., 2008). Urcité kmeny Ps. aeruginosa vykazuji toxicitu pro C. albicans, ktera se nachazi
ve vlaknité formé, ale na kvasinkovou formu C. albicans nema Ps. aeruginosa zadny toxicky
vliv. Také bylo popsano, ze strukturni signalni molekula QS N-(3-oxo-dodecanoyl)-L-
homoserin lakton (3-ox0-C12HSL), produkovana Ps. aeruginosa, ovliviiuje morfologii
C. albicans (Hogan and Kolter 2002) a naopak metabolit farnesol produkovany C. albicans

snizuje hladiny faktoru virulence pyocyaninu Ps. aeruginosa (Cugini et al., 2007).

Provedena klinicka studie izolatu z plic pacientd s CF skupinou McAlester et al. (2008)
zjistila, ze prestoze nékteré klinické kmeny ovlivnily morfologii C. albicans, u jinych kment
k ovlivnéni nedoslo. Schopnost ovlivnéni morfologie uzce korelovala s mnozstvim
3-0X0-C12HSL. Toto zjisténi je dilezité hlavné z hlediska faze onemocnéni. Béhem akutni
faze onemocnéni Ps. aeruginosa vylucuje vysoké hladiny HSL a vSechny formy C. albicans
zUstavaji ve formé kvasinek. Pfi pfechodu do chronické faze onemocnéni dochazi k poklesu
hladin HSL a naslednému piechodu morfologie C. albicans do vlaknité formy, ktera vede i ke
zméné morfologie biofilmu. Vznikéd houbovity biofilm, ktery mé potenciél pro invazivni rist.
Molekula farnesolu produkovana C. albicans zpusobuje inhibici rota¢ni mobility

Ps. aeruginosa, ale nema zadny G¢inek na adheraci a rast PS. aeruginosa.

Podobna studie byla provedena skupinou Morales et al. (2013) ktefi zjistili, Ze zatimco
milimolarni koncentrace fenazinu maji na C. albicans toxicky vliv, tak niz§i koncentrace
kteréhokoliv. ze tfi  druhtt  fenazinu -  pyocyaninu, fenazin-methosulfatu
a fenazin-1 karboxylatu neinhibuje rast C. albicans. Pfesto i nizké koncentrace fenazinu
ovlivni tvorbu biofilmu C. albicans a to tim, ze inhibuji jeji pfechod z kvasinkové do vlaknité

formy.
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1.2.2.2 Smésny biofilm bakterii Staphylococcus aureus a Staphylococcus

epidermidis

Lidské komenzalni bakterie jsou dulezité pro svoji schopnost inhibovat kolonizaci
patogennimi bakteriemi. Studie provedena skupinou Iwase et al. (2010) ukazala, Zze serinova
proteaza Esp 2,3, ktera je produkovana bakterii S. epidermidis, je schopna inhibovat tvorbu
biofilmii S. aureus a poskozovat jiz vzniklé biofilmy. Déle v pfitomnosti proteazy dochazi
ke zvyseni citlivosti na slozky imunitniho systému. Pfitomnost S. epidermidis, ktery vylucuje

proteazu Esp 2,3 v nosnich dutinach, koreluje s nepiitomnostni bakterie S. aureus.

1.2.2.3 Smésny biofilm bakterii Staphylococcus epidermidis a Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Bakterie S. epidermidis ma schopnost vytvaret biofilmy, které pfilnou na plastickych
povrsich, hlavné diky schopnosti produkce extracelularniho slizu. Kaplan et al. (2004)
studovali  vlivy  enzymu  produkovanych  patogenni  bakterii  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans na biofilm S. epidermidis. Enzym disperzin B, ktery produkuje
bakterie Aggregatibacter actinomycetemcomitans, degraduje extracelularni polysacharid
obsahujici N-acetylglukosamin. Protoze extracelularni sliz S. epidermidis obsahuje
N-acetylglusaminové zbytky, enzym disperzin B zplsobil odstépeni biofilmu z plastovych
povrchi u klinickych kmend S. epidermidis. Enzym byl Uéinny ve fyziologickych
koncentracich a zabranoval tvorbé biofilmu na biomaterialech. Protoze S. epidermidis
a Aggregatibacter actinomycetemcomitans kolonizuji rozdilné ¢asti lidského téla, neni
bakterie S. epidermidis pfirozenym cilem pro disperzin B a tyto bakterie nejsou pfirozenymi
antagonisty. Disperzin B mtze byt ale pouzit jako prostiedek 1é¢by nebo prevence u infekci
katetr a jinych zdravotnickych prostiedkti zptisobenych kolonizaci a tvorbou biofilmu

S. epidermidis.
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1.3 CHRONICKE RANY

VeétsSinu chronickych ran 1ze rozdélit na tii hlavni skupiny a to na diabetické viedy, tepenné
viedy a zilni viedy (Mustoe et al., 2006). Obrazek 8 znazornuje chronicky diabeticky vied
dolni konéetiny. Chronické rany se vyznacuji dlouhou dobou léceni (>4 tydny) a jejich
charakterizaci je dlouhotrvajici zanét, snizena neovaskularizace a opozdéna reepitelizace.
Mezi rizikovou skupinu patii jedinci trpici onemocnénim diabetes mellitus (DM) nebo
ischemickou chorobou dolnich koncetin (Frank etal., 2009). Chronicky diabeticky vied
dolnich koncetin postihuje alesponi jednou za zivot az 25 % jedinct trpicich onemocnénim
DM (Rahim et al., 2017). Chronické rany jsou Casto lokalizované na koncetinach, kde jsou
zpiisobené Zilni nedostatecnosti ¢i vaskulitidou, které maji vliv jak na nachylnost k infekcim

tak i na samotné hojeni ran (Frank et al., 2009).

Obrazek 8 - Chronicky diabeticky vied dolni koncetiny (upraveno dle
https://www.podiatrytoday.com/can-probiotics-facilitate-healing-diabetic-foot-ulcers);
[cit. 2018-10-25]

1.3.1 Mikroorganismy v chronickych ranach

Chronické rany jsou kromé typickych patogennich mikroorganismi ¢asto kontaminovany
a kolonizovany také nizkou koncentraci mikroorganismt, které se fyziologicky nachézeji
nakazi nebo jinych castech lidského téla. Mezi tyto mikroorganismy se ftadi

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp. a koliformni bakterie.
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Za urcitych okolnosti miize koncentrace téchto bakterii kolonizujici prostiedi rany ptesahnout

fyziologické mnozstvi a podilet se na vzniku infekce chronickych ran (Frank et al., 2009).

Gjodsbol et al. (2006) zjistovali mikrobialni rozmanitost U chronickych Zilnich viedu
dolnich koncetin. U vSech sledovanych pacientii byl zjistén vyskyt vice nez jednoho
bakterialniho druhu a nejcastéji detekovanou bakterii byla bakterie S. aureus (93,5 %), dale
E. faecalis (71,7 %), Ps. aeruginosa (v 52,2 %), koagulaza negativni stafylokoky (45,7 %),
Proteus spp., (41,3 %) a anaerobni bakterie (39,1 %). Chronické viedy s pfitomnosti bakterie
Ps. aeruginosa byly vyznamné rozsahlejSi nez viedy bez pritomnosti Ps. aeruginosa.
Mezi zastupce anaerobnich bakterii v chronickych ranach se tadi napt. Clostridium spp.,

Bacteroides spp., Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp. (Bader, 2008).

Rhoads et al. (2012) provedli molekularni identifikaci bakterii ze 168 vzorkt chronickych
ran, kterou nasledné porovnali s metodou kultivaéni. Zatimco kultivaénimi metodami
se podafilo identifikovat 17 bakterialnich druhti, molekularni identifikace prokazala
338 bakteridlnich druht. Za pouziti obou diagnostickych metod byl nejcastéji izolovanym
mikroorganismem S. aureus. Tabulka 2 zobrazuje pichled chronickych ran a 5 nejcastéji

izolovanych bakterii v této studii.

Ve studii Pugazhendhi and Dorairaj (2018), ktera se zabyvala bakterialni prevalenci u
pacientli s diabetickou nohou, byl pievladajici izolovany G+ mikroorganismus S. aureus
(35 %), nasledovany Staphylococcus saprophyticus, S. epidermidis, E. faecalis, Micrococcus
luteus a Streptococcus pneumoniae. Nejcastéjsi izolovany G- mikroorganismus byl
Ps. aeruginosa (25 %), dale Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Paratyphi,
Vibrio parahaemolyticus, Shigella sonnei, Plesiomonas shigelloides a P. vulgaris. Vysledky
této studie také naznacily, Ze ¢im rozsahlejsi je velikost viedu, tim vétsi je pravdépodobnost
pfitomnosti biofilmu. 43 % klinickych izolatl patfilo mezi silné producenty biofilmu, 26 %
mezi mirné producenty biofilmu, 16 % izolatl mezi slabé producenty biofilmu a 15 % izolath

netvoftilo biofilm vubec.
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Tabulka 2 - Prehled bakterialnich kmenti izolovanych z chronickych ran kultiva¢ni

a molekularni metodou (upraveno Rhoads et al., 2012)

Pocet
Typ rany Kultiva¢ni metoda Molekularni metoda
vzorki
Enterococcus spp. Corynebacterium spp.
Staphylococcus spp. Peptoniphilus spp.*
Dekubitus 24 Pseudomonas spp. Staphylococcus spp.
Serratia spp. Anaerococcus spp.*
Proteus spp. Bacteroides spp.*
Enterococcus spp. Anaerococcus spp.*
Pseudomonas spp. Peptoniphilus spp.*
Syndrom diabetické nohy 40 Streptococcus spp. Corynebacterium spp.
Serratia spp. Finegoldia spp.*
Staphylococcus spp. Pseudomonas spp.
Staphylococcus spp. Corynebacterium spp.
Serratia spp. Staphylococcus spp.
Chirurgicka rana 23 Bacteroides spp.*
Enterococcus spp.
Prevotella spp.
Pseudomonas spp. Serratia spp.
Corynebacterium spp.
Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp.
Bércovy vied 49 Serratia spp. Bacteroides spp.*
Streptococcus spp. Prevotella spp.
Pseudomonas spp. Peptoniphilus spp.*
Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp.
Prevotella spp.
Zranéni/Absces 32 Enterococcus spp. Bacteroides spp.*

Serratia spp.

Peptoniphilus spp.*

Pseudomonas spp.

Corynebacterium spp.

Pozn.: Anaerobni bakterie u molekuldrni metody detekce jsou oznaceny (*), u kultivacni

metody nebyly anaerobni bakterie detekovany
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1.3.2 Biofilm v chronickych ranach

Prestoze se chronické rany cCasto nenachdzi v plné anaerobnim prostfedi, symbidza
anaerobnich a aerobnich bakterii v procesu koagregace umoziiuje anaerobnim bakteriim
ptezivat v prostfedi kysliku. Biofilm Vv chronickych ranach poskytuje anaerobiim vyhodné
prostiedi, jelikoz ve vnitini ¢asti biofilmu je anaerobni prostiedi (Gontcharova et al., 2010).

U nelécenych chronickych ran je prevalence biofilmu az 78,2 % (Malone et al., 2017).

Westgate et al. (2011) popsali piitomnost bakterialniho biofilmu v chronickych ranach
U koni. Chronické rany jsou u cloveéka a koni povazovany za patologicky podobné. Tvorba
biofilmu v Mueller-Hinton bujonu (MHB) byla detekovana pomoci metody mikrotitra¢nich
desticek po obarveni krystalovou violeti a absorbance byla metena spektrofotometricky pii
570 nm. Nejb&zngjsimi bakteriemi izolovanymi z chronickych ran byly bakterie
Staphylococcus spp. a Ps. aeruginosa. Dale byly detekovany bakterie Proteus spp.,
Acinetobacter spp., Salmonella spp., Alcaligenes spp., Propionibacterium spp., Bordetella
spp., Moraxella spp. a dalsi. Skupina dale rozd¢lila izolované bakterie dle schopnosti tvofit
biofilm. Bakterie Pseudomonas spp. a Proteus spp. vykazovaly silnou adherenci (OD> 0,4),
Bacillus spp. a Aerococcus spp. vykazovaly stiedni adherenci (OD mezi 0,2 a 0,4). Nejvyssi
adherenci vykazoval rod Moraxella spp. (OD =2,17 + 1,33).

Sanches et al. (2013) sledovali schopnost klinickych izolatl vytvaiet biofilm pomoci
metody v mikrotitra¢nich destic¢kach. Z celkového poctu 250 izolata bylo 61,4 % schopno
tvorit biofilm stejné nebo vice nez kontrolni kmen S. epidermidis. Z 23 testovanych izolata
bakterie S. aureus bylo 21 (91 %) kmenti vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni, u bakterie
Klebsiella pneumoniae bylo z 54 izolatt bylo vyhodnoceno 41 (76 %) jako biofilm-pozitivni,
u Ps. aeruginosa bylo z 36 izolatd 30 (83 %) vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni
a u Acinetobacter baumannii bylo vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni 29 (55 %) z 53
klinickych izolata.

Mottola et al. (2016) sledovali vliv polymikrobialnich spoleenstev na tvorbu biofilmu
v mikrotitracnich destickach pomoci FISH. Tvorbu biofilmu hodnotili po 1 denni, 2 denni
a 3 denni kultivaci u 95 klinickych izolath ziskanych od pacientl s chronickym diabetickym
viedem dolnich koncetin. Tvorba biofilmu u jednotlivych druhii bakterii byla pozitivni uz po
24 hodinach a s delsi kultivacni dobou se zvySovalo také mnozstvi tvoren¢ho biofilmu.
Nejvétsi produkce biofilmu byla zaznamenana u Pseudomonas spp., poté Corynebacterium

spp., Acinetobacter spp., Staphylococcus spp. anejméné Enterococcus  spp..
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Oproti monomikrobalnimu biofilmu byla zaznamenana zvySena tvorba u polymikrobialniho
biofilmu. Smés mikroorganismit Pseudomonas spp. a Enterococcus spp., Corynebacterium
spp. a Staphylococcus spp., Acinetobacter spp. a Staphylococcus spp. tvofila biofilm vyraznéji
nez smés mikroorganismi E. faecalis a Staphylococcus spp. nebo E. faecalis
ato mize byt jeden z diivodl vyssi produktivity biofilmu u polymikrobialnich spolecenstev

(Burmolle et al., 2006).

Vatan et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu v TSB u vzorki od 165 pacienta
se syndromem diabetické nohy. Tvorbu biofilmu detekovali pomoci modifikované metody
v mikrotitracnich destickach. Celkem bylo izolovano 339 bakterialnich izolatt a 34 % téchto
izolatd bylo vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni. U G- bakterii byla rychlost tvorby
amnozstvi biofilmu vyrazné¢ vys$i nez uz G+ bakterii. Nejsilngj$i schopnost produkce
biofilmu meéla bakterie Acinetobacter baumannii (62 %), dale Ps. aeruginosa (52 %)
a Klebsiella spp. (40 %). Zcelkového poctu izolati bylo 32 % monomikrobialnich
a 68 % polymikrobidlnich a vtvorbé biofilmu nebyl mezi monomikrobidlnimi
a polymikrobialnimi infekcemi zadny vyrazny rozdil. V této studii je dale uvedeno, Ze tvorba
biofilmu u bakterie S. aureus nartsta s dobou kultivace a po 2 denni kultivaci je mnozstvi
biofilmu vyrazné vyssi nez po 1 denni kultivaci. Tvorba biofilmu u Ps. aeruginosa naopak

nebyla ovlivnéna prodlouZenim kultiva¢ni doby.
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo otestovat tvorbu monomikrobialniho biofilmu
u klinickych kment, ziskanych zizolath chronickych ran a u sbirkovych kmeni. Pro

sledovani tvorby biofilmu byla pouzita Christensenova metoda a vysledky byly porovnany.

Dalsim cilem bylo pokusit se pomoci spektrofotometrické metody stanovit tvorbu

polymikrobialniho biofilmu.

Na zavér byly vSechny testované kmeny na zaklad¢ ziskanych hodnot rozdéleny do ctyt
skupin dle schopnosti tvofit biofilm a ziskané vysledky byly porovnany s dostupnou

literaturou.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITE KMENY MIKROORGANISMU

3.1.1 Bakterialni kmeny izolované z chronickych ran

Na testovani tvorby biofilmu byly pouzity klinické bakterialni kmeny Moraxella osloensis,
Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas monteilii, Pseudomonas putida,
Serratia marcescens, Staphylococcus aureus a Staphylococcus piscifermentans. Vsechny
klinické kmeny, ziskané ve spolupréci s Fakultni nemocnici v Hradci Kréalové, byly izolované
ze stérl z chronickych ran. Seznam vsech testovanych klinickych kment vcetné mista stéru

znazornuje tabulka 3.

3.1.2 Sbirkové bakterialni kmeny

K testovani tvorby biofilmu byly pouzity také sbirkové kmeny bakterii Proteus spp.
CCM 1799, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Pseudomonas aeruginosa CCM 1960,
Pseudomonas putida CCM 3423, Serratia marcescens CCM 303, Staphylococcus aureus
CCM 4223, Staphylococcus aureus CCM 3953. Tyto kmeny byly ziskany z Ceské sbirky

mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brng.
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Tabulka 3 — Prehled testovanych klinickych kmend

Bakterialni kmen Misto stéru Datum odbéru Lécba
Moraxella osloensis 93B - 22.1.2018 Sorelex
Proteus spp. 93 - 22.1.2018 Sorelex
Proteus spp. 88 LDK 15. 1. 2018 Wound gel,
Bactigras
Proteus spp. 87 PDK 15. 1. 2018 Prontosan W.,
Bactigras
Proteus spp. 80 PDK 11.12. 2017 Silvercel
Proteus spp. 76 LDK 27.11. 2017 Braunol
Proteus spp. 75 PDK 27.11. 2017 Hcel
Proteus spp. 68B PDK 13. 11. 2017 Protosan gel,
Braunovidon
Pseudomonas aeruginosa 93C - 22.1.2018 Sorelex
Pseudomonas aeruginosa 91A LDK 15. 1. 2018 Biatain Ag
Pseudomonas aeruginosa 87A PDK 15. 1. 2018 Prontosan W.,
Bactigras
Pseudomonas aeruginosa 82A LDK 11.12. 2017 Prontosan W. gel
Pseudomonas monteilii 82B LDK 11.12. 2017 Prontosan W. gel
Pseudomonas putida 80B PDK 11. 12. 2017 Silvercel
Serratia marcescens 93A - 22.1.2018 Sorelex
Serratia marcescens 93D - 22.1.2018 Sorelex
Serratia marcescens 92C PDK 22.1.2018 Hcel
Serratia marcescens 78B LDK 27.11. 2017 Braunovidol
Staphylococcus aureus 94A - 22.1.2017 Silvercel non
adher.
Staphylococcus piscifermentans 90A PDK 15. 1. 2018 Allewyn life

Pozn.: LDK: levé dolni koncetina, PDK: pravé dolni koncetina, —: bliZze neurceno
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3.2 POUZITE PRISTROJE, POMUCKY, ZIVNA MEDIA A PRACOVNI

ROZTOKY

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy BBC32

Autoklav PS 20A

BACMED

Horkovzdusny sterilizator Sterimat 5104
Chladnicka K4220

McFarland denzitometr DEN-1
Pocitacka bakterialnich kolonii LKB 2002
Spektrofotometr TECAN Infine M 200
Termostat ST 1/B/40 Basic

Tiepacka Reax Top Test Tube

3.2.2 Pomiicky

Automatické pipety DISCOVERY comfort
Automatické pipety

BéZné laboratorni sklo

Kahan

PryZové a plastové pomiicky

Polyethylenové mikrotitra¢ni desticky, 96 jamkové

3.2.3 Zivna média a pracovni roztoky

Baird Parker agar (Baird Parker agar base):
vyrobce:
-HiMedia, Indie
sloZeni:
enzymaticky hydrolyzat kaseinu
hovézi extrakt

kvasniéni extrakt

glycin

(BOECO, Némecko)

(BMT, Ceska republika)
(ASPIAG s.r.0., Ceska republika)
(BMT, Ceska republika)
(Liebherr, Némecko)

(Biosan, Litva)

(POL-EKO, Polsko)

(Tecan Trading AG, Svycarsko)
(POL-EKO, Polsko)

(Heidolph, Némecko)

(Discovery, Némecko)

(Thermo specific, Finsko)

(SPL, Korea)

10 g
5¢

129
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pyrohroznan sodny 109

chlorid lithny 50
agar 209
piiprava:

v 950 ml destilované vody bylo rozpusténo 639 dehydratovaného média a sterilizovano
v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na 45 — 50 °C bylo asepticky
pfidano 50 ml Zloutkové emulze s teluri¢itanem draselnym (FD 046 Egg Yolk Tellurite
Emulsion). Pied nalitim na Petriho misky byl roztok dukladn¢ promichan a po ztuhnuti

byla kultiva¢ni piida uchovavana v chladnicce pii 4 °C.

BHI bujén (Brain Heart Infusion Broth)

Vyrobce:

-HiMedia, Indie

SloZeni:
teleci mozkova infaze (susina) 1259
infuze z hovéziho srdce (susina) 50
masovy pepton 109
chlorid sodny 50
hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,50
dextroza 29

pFiprava:

v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 37 g dehydratovaného bujonu a sterilizovano
v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnouti na laboratorni teplotu byl BHI

bujon uchovavan v chladnicce pti 4 °C.

BHI bujon s 2 % glukozy a 2 % sacharézy

sloZeni:
dehydratovovany bujon BHI 3749
glukoza 0,74 g
sachardza 0,74 g
priprava:

v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 37 g dehydratovaného bujonu, 0,74 ¢

glukozy, 0,74 g sachardzy a sterilizovano v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po
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zchladnuti na laboratorni teplotu byl BHI bujoén s 2 % glukézy a 2 % sacharézy uchovavan

v chladniéce pii 4 °C.

Fyziologicky roztok

sloZeni:
chlorid sodny 8540

piiprava:
v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 8,5 g chloridu sodného a sterilizovano
v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byl

fyziologicky roztok uchovavan v chladnicce pii 4 °C.

Krevni agar (Blood Agar Base No. 2)

Vyrobce:
-HiMedia, Indie

sloZeni:
proteosovy pepton 159
jatrovy extrakt 2,59
kvasni¢ny extrakt 50
chlorid sodny 59
agar 15 ¢
sterilni defibrinovana beranni krev 5%

pFiprava:

v 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 21,25 g dehydratovaného média a smés byla
zahtana az do Uplného rozpusténi. Nasledné byl roztok sterilizovan v autoklavu pii 121°C
po dobu 15 minut. Po ochlazeni roztoku na 40-50 °C bylo asepticky pfidano 5 % sterilni
defibrinované beranni krve. Pfed nalitim na Petriho misky byl roztok diikladné promichan

a po ztuhnuti se krevni agar uchovaval v chladni¢ce pii 4°C.

Krystalova violet
sloZeni:
roztok A: krystalova violet 109
96% ethanol 400 ml
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roztok B: 1% oxalat amonny 1600 mi

PFiprava:
bylo ptipraveno 400 ml roztoku A a 1600 ml roztoku B. Obé& nadoby byly ponechany
24 hodin pii pokojové teploté a nasledné byly roztoky smiseny dohromady. Vznikld smés

byla prefiltrovana a uchovavana pti laboratorni teplotg.

MPA agar (Nutrient Agar No. 2)
Vyrobce:

-Himedia, Indie

SloZeni:
hovézi extrakt 109
masovy pepton 109
chlorid sodny 59
agar 159
piiprava:

v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 40 g dehydratovaného média a sterilizovano v
autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na laboratorni teplotu byl roztok

rozlévan se na Petriho misky a po ztuhnuti byl MPA agar uchovavan v chladniéce pti 4 °C.

TSB bujon (Soyabean Casein Digest Medium w/o Dextrose)
Vyrobce:

-Himedia, Indie

sloZeni:
enzymaticky hydrolyzat kaseinu 179
sojovy pepton 30
chlorid sodny 50
hydrogenfosforecnan draselny 2,59
PFiprava:

v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 27,5 ¢ dehydratovaného bujonu
a sterilizovano Vv autokldvu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na laboratorni

teplotu byl sterilni roztok uchovavan v chladnicce pii 4 °C.
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TSB bujon s 1 % glukozy

sloZeni:
dehydratovany TSB bujon 27,59
glukoza 0,275 ¢
piiprava:

v 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 27,5 g dehydratovaného bujéonu a ptidano
0,275 g glukozy. Takto piipraveny roztok byl sterilizovan pii 121 °C po dobu 15 minut

a po vychladnuti na laboratorni teplotu byl roztok uchovavan v chladniéce pii 4 °C.

3.3 PRIPRAVA BAKTERIALNI SUSPENZE A OVERENI DENZITY
BUNEK

Pied zacatkem testovani kazdého bakteridlniho kmene byla ve fyziologickém roztoku
pfipravena bakterialni suspenze, ktera odpovidala 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice
a koncentraci 108 CFU/mI. Pouze pro bakterii Moraxella osloensis (M. osloensis) se pfipravila
suspenze odpovidajici 1,5 McFarlandovy zakalové stupnice. Denzita pfipravenych suspenzi
byla proméfena pomoci denzitometru. Pro pfipravu mikrobidlnich suspenzi byla pouzita
24 hodinova bakterialni kultura kultivovana piti 37°C za aerobnich podminek. Pro kultivaci
bakterii S. aureus a Staphylococcus piscifermentans (S. piscifermentans) byl pouzit KA, pro

ostatni testované mikroorganismy MPA.

Vychozi denzita ptipravené suspenze byla po nafedéni a nasledné kultivaci ovéfena také
stanovenim hodnoty CFU/ml. Suspenze byla nafedéna pomoci desitkového fedéni
az na koncentraci 10° CFU/ml a po 100 pl vyodkovéna na piislusné pudy, roztérem
L-hokejkou vzdy v dubletu. Po 24 hodinové aerobni inkubaci pti 37 °C byl stanoven pocet

narostlych kolonii.
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3.4 DETEKCE MIKROBIALNIHO BIOFILMU CHRISTENSENOVOU
METODOU V MIKROTITRACNICH DESTICKACH

3.4.1 Detekce monomikrobialniho biofilmu

Tvorba monomikrobialniho biofilmu byla sledovana modifikovanou Christensenovou
metodou Vv mikrotitracnich destickach. U vSech uvedenych klinickych 1 sbirkovych
bakteridlnich kment byla sledovdna schopnost tvorby biofilmu po 1 a 2 denni kultivaci
postupné ve 4 rozdilnych kultiva¢nich médiich a to v BHI bujonu, BHI bujonu s 2 % glukézy
a 2 % sacharozy, TSB bujonu a TSB bujonu s 1 % glukozy.

Sterilni 96 jamkova mikrotitra¢ni desticka byla promyta 96% ethanolem a ponechéna pfii
laboratorni teploté¢ do vyschnuti. Do kazdé jamky bylo napipetovano 180 ul kultivaéniho
média a 20 pl suspenze testované bakterie z 24 hodinové bakterilni suspenze. Tato suspenze
odpovidala 1,5 McFarlandovy zakalové stupnice u bakterie M. osloensis a 0,5 McFarlandovy
zakalové stupnice u ostatnich testovanych bakterii. U kazdé testované bakterie v kazdém
testovaném médiu byla soubéZné provedena negativni kontrola, kterd pfedstavovala Cisté
médium bez zaockovanych bakterii. Pfed samotnou kultivaci byla mikrotitracni desticka
spektrofotometricky prométena pii 595 nm. Poté byla zakryta mikrotitracni desticka kvili
zébrang vyschnuti vloZena do plastového sacku a kultivovana aerobné pii 37 °C 1 nebo 2 dny.
Z pouzitych bakterialnich suspenzi bylo provedeno ovéieni denzity, viz vy$e uvedeny postup.
Po 1 denni nebo 2 denni kultivaci, v zavislosti na zvolené délce testovani tvorby biofilmu,
byla mikrotitra¢ni desticka znovu spektrofotometricky prométena pii 595 nm. Po prométeni
byl obsah desticek 3x promyt sterilni destilovanou vodou. Po vyschnuti bylo do kazdé jamky
napipetovano 150 pl 1% krystalové violeti a mikrotitra¢ni desticka byla ponechana 45 minut
pfi laboratorni teploté. Po obarveni byla desticka 5x promyta sterilni destilovanou vodou.
Po vyschnuti bylo do kazdé jamky napipetovano 150 pl 96% ethanolu a po 20 minutovém
pusobeni bylo 100 ul z kazdé jamky odpipetovano do dalsi, 96% ethanolem promyté sterilni
mikrotitracni desticky. U kazdé jamky byla spektrofotometricky proméfena absorbance

zbarveného ethanolu pfi 595 nm. Kazdy testovany kmen byl napipetovan v 8 jamkach.

Tento postup detekce biofilmu byl pro kaZdou testovanou bakterii a kazdé testované
médium proveden ve tfech nezavislych opakovanich. Ze vSech méfeni byly vylouceny

3 nejodlehlejsi hodnoty absorbance a poté stanoven prumér a vysledky byly vyhodnoceny.
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3.4.2 Detekce polymikrobialniho biofilmu

Schopnost tvorby biofilmu po 1 a 2 denni kultivaci byla detekovana polymikrobialniho
biofilmu byla sledovana modifikovanou Christensenovou metodou Vv mikrotitraénich
destickach ve 4 rozdilnych kultiva¢nich médiich a to v BHI bujonu, BHI bujonu s 2 %
glukézy a 2 % sacharézy, TSB bujonu a TSB bujonu s 1 % glukdzy. Schopnost tvorit
polymikrobidlni biofilm byla sledovana u klinickych kmend S. aureus 94A spolecné
s Ps. aeruginosa 87A a u sbirkovych kmenu S. aureus CCM 4223 spole¢né s Ps. aeruginosa
CCM 1960.

K detekci byl zvolen obdobny postup jako u detekce monomikrobialniho biofilmu. Rozdil
spo¢ival ve vytvoreni bakteridlnich suspenzi jednotlivych bakterii, opct odpovidajici
0,5 McFarlandovy zakalové stupnice a naslednému smichani téchto dvou suspenzi po 100 pl
kazdé suspenze ve sterilni sklenéné zkumavce. Smésna suspenze byla promichana a poté bylo
ze suspenze napipetovano 20 pl do 180 pl kultivacniho média v jamkach mikrotitra¢ni

desticky.

3.4.2.1 Kontrola ristu bakterii pri polymikrobidlni kultivaci

Po 1 denni kultivaci smésného biofilmu bakterii S. aureus a Ps. aeruginosa ve zvoleném
testovacim médiu bylo ze dvou jamek odpipetovano po 100 ul, které byly nasledné rozetieny
L-hokejkou na Baird-Parker agaru a MPA, vzdy v dubletu. Poté bylo provedeno desitkové
fedéni a z dalSich dvou jamek a z kazdého tfedéni opét v dubletu odpipetovano 100 pl téchto
fedéni a rozetfeno L-hokejkou na Baird-Parker agar a MPA. Po 24 hodinové aerobni kultivaci
pii 37 °C byl stanoven pocet kolonii S. aureus na Baird-Parker agaru a pocet kolonii S. aureus

spole¢né s koloniemi Ps. aeruginosa na MPA.

3.4.3 Hodnoceni vysledki

Pro stanoveni tvorby biofilmu byly pouzity naméfené hodnoty absorbance po obarveni
a nasledném odbarveni v ethanolu. U kazdé testované bakterie v pfislusném testovaném

médiu byla stanovena tzv ,,cut-off value®, ktera byla spocitdna z naméfené optické denzity
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negativni kontroly (ODc) pfislusné bakteric a média. Soucasné byla také vypocitana OD

testované bakterie, ktera byla nasledné¢ porovnana s ODc a bakterie byly rozdéleny do 4

kategorii podle schopnosti tvofit biofilm. Rozdéleni dle optické denzity znazoriuje tabulka 4.

Tabulka 4 — Stanoveni tvorby biofilmu dle optické denzity

Porovnani optickych denzit

Tvorba biofilmu

OD <0ODc 0 biofilm-negativni
ODc <0OD <2x ODc + slabé biofilm-pozitivni
2x ODc < OD <4x ODc ++ sttedné biofilm-pozitivni
4x ODc<OD +++ siln€ biofilm-pozitivni
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V praktické casti diplomové prace byla testovana tvorba monomikrobidlniho biofilmu
u klinickych kment bakterii Moraxella osloensis 93B, Proteus spp. 93, 88, 87, 80, 76, 75,
68B, Pseudomonas aeruginosa 93C, 91A, 87A, 82A, Pseudomonas monteilii 82B,
Pseudomonas putida 80B, Serratia marcescens 93A, 93D, 92C, 78B, Staphylococcus aureus
94A a Staphylococcus piscifermentans 90A. Tyto klinické kmeny byly ziskany ze stéri
chronickych ran. Déle byla testovana tvorba monomikrobidlniho biofilmu u sbirkovych
kment bakterii Proteus spp. CCM 1799, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, Pseudomonas
aeruginosa CCM 1960, Pseudomonas putida CCM 3423, Serratia marcescens CCM 303,
Staphylococcus aureus CCM 4223, Staphylococcus aureus CCM 3953.

Dale byla v praktické ¢asti diplomové prace testovana tvorba polymikrobidlniho biofilmu
u klinickych kmenti bakterii S. aureus 94A spole¢né s Ps. aeruginosa 87A a u sbirkovych

kmeni bakterii S. aureus CCM 4223 spolecné s Ps. aeruginosa CCM 1960.

K testovani tvorby monomikrobialniho biofilmu a polymikrobialniho biofilmu byla pouzita
modifikovand Christensenova metoda v mikrotitratnich destickdch dle Stepanovié
et al. (2007). Biofilm byl spektrofotometricky detekovan po 1 a 2 denni kultivaci v BHI
bujonu, BHI bujonu s 2 % glukdézy a 2 % sachardzy, TSB bujonu a TSB bujonu s 1 %
glukézy. Z namétené hodnoty absorbance byla spocitana opticka denzita testovanych bakterii
a jejich kontrol a bakterie byly zatazeny do jedné ze 4 skupin dle schopnosti tvofit biofilm.
Tabulka5 znazornuje rozdéleni testovanych bakterii do skupin dle schopnosti tvofit

monomikrobialni biofilm, tvorbu polymikrobialniho biofilmu znazoriuje tabulka 6.
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Tabulka 5 — Rozdé€leni testovanych bakterii do skupin dle schopnosti tvofit

monomikrobidlni biofilm ve vSech testovacich médiich

BHIs2%
TSBs1%
BHI glukozy a 2 % TSB
glukézy
sacharézy
Kultivace
1 2 1 2 1 2 1 2
Bakterialni kmeny
denni | denni | denni | denni | denni | denni | denni | denni
Moraxella osloensis 93B + 0 0 0 + + + +
Proteus spp. 93 ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. 88 ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. 87 ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++
Proteus spp. 80 +++ +++ + +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. 76 +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. 75 +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. 68B +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Proteus spp. CCM 1799 ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
Pseudomonas aeruginosa 93C ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++
Pseudomonas aeruginosa 91A ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++
Pseudomonas aeruginosa 87A ++ +++ + +++ ++ +++ ++ ++
Pseudomonas aeruginosa 82A ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Pseudomonas aeruginosa CCM 1960 ++ + + ++ + + + ++
Pseudomonas monteilii 82B + +++ + +++ + ++ + +++
Pseudomonas putida 80B + + + + + + + +
Pseudomonas putida CCM 3423 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia marcescens 93A + ++ + ++ + + + +
Serratia marcescens 93D + ++ + ++ + + + +
Serratia marcescens 92C + + + + + + + ++
Serratia marcescens 78B + + ++ + + + + +
Serratia marcescens CCM 303 + + + + + + + +
Staphylococcus aureus 94A + + +++ + +++ + +++ +
Staphylococcus aureus CCM 4223 + + +++ + ++ + +++ +++
Staphylococcus aureus CCM 3953 + + ++ + ++ + +++ +
Staphylococcus piscifermentans 90A + + + + + + + +

Pozn.: 0 biofilm-negativni, + slabé biofilm-pozitivni, ++ stiedné biofilm-pozitivni,

+++ silné biofilm-pozitivni
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Tabulka 6 — Rozdé€leni testovanych bakterii do skupin dle schopnosti tvofit

polymikrobidlni biofilm ve vSech testovacich médiich

BHIs2%
TSBs1%
BHI glukézy a 2 % TSB
glukézy
sacharézy
kultivace
1 2 2 1 2 2
Bakterialni kmeny 1 denni 1 denni
denni | denni denni | denni | denni denni
Staphylococcus aureus 94A +
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Pseudomonas aeruginosa 87A
Staphylococcus aureus CCM
4223 + Pseudomonas aeruginosa ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++
CCM 1960

Pozn.: 0 biofilm-negativni, + slabé biofilm-pozitivni, ++ stiedné biofilm-pozitivni,
+++ silné biofilm-pozitivni

4.1.1 Optimalizace metody

Tvorba bakterialniho biofilmu se nej¢astéji prokazuje zkumavkovou metodou (Christensen
et al., 1982; Christensen et al., 1985) nebo metodou v mikrotitra¢nich destickach (Christensen
et al., 1985). Modifikace standardni destickové metody detekce spociva v méfeni absorbance
po odbarveni krystalové violeti pomoci kyseliny octové nebo ethanolu. Kyselina octova nebo
ethanol resolubilizuje krystalovou violet navazanou na pfichycené buiky tvofici biofilm.
Vyhoda modifikované metody spo¢iva hlavné v umoznéni nepiimého méteni obarvenych
bakterii ptichycenych nejen ke dnu desticky ¢i zkumavky, ale také ke st€énam jamek, jelikoz
ve standardni metod¢ méteni biofilmu byly spektrofotometricky detekovany pouze obarvené

bakterie zachycené na dno jamek (Stepanovic et al., 2000; Takahashi et al., 1994).

Mnozstvi produkovaného biofilmu bakteriemi je ovlivnéno mnoha faktory, jako
je velikost inokula, sloZeni kultiva¢niho média, vybér vhodnych mikrotitraénich desticek,

kultivace, vymyvani, fixace nebo barveni.

Mnozstvi produkovaného biofilmu se vyrazn€ zvySuje se zvySujici se denzitou pocate¢niho

inokula a proto je standardizovana denzita inokula klicovym faktorem testovani tvorby
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biofilmu (Deighton et al., 2001). Ve studii Stepanovi¢ et al. (2007) bylo inokulum o pocatecni
denzit& odpovidajici 108 CFU/mI, nafedéno v poméru 1:100, aby byla ziskana denzita bungk
odpovidajici 10° CFU/mI. V nasi préci bylo zvoleno stejné mnozstvi inokula jako ve studii
Stepanovi¢ et al. (2007). Po ovéifeni denzity stanovenim CFU/ml byla kvuli malému poctu
narostlych kolonii u bakterie M. osloensis zvolela poc¢atecni denzita bunék odpovidajici 1,5
McFarlandovy zakalové stupnice. Inokulum pfipravené z bakterii kultivovanych na pevném
kultivaénim médiu vice napodobuje in vivo kultiva¢ni podminky infek¢nich bakterii a je tedy
pro testovani tvorby biofilmu vhodné€j$i nez inokulum ptipravené z bakterii kultivovanych
v tekutém kultivaénim médiu. V této praci byly pro kultivaci zvoleny pevné pudy MPA nebo
KA.

SloZzeni kultivaéniho média pro kultivaci biofilmu je s velkou pravdépodobnosti
nejpodstatnéj$§im faktorem ovliviiujici produkci biofilmu in vitro. Naptiklad obohaceni
kultivaéniho média piidavkem glukdzy zvySuje tvorbu biofilmu u bakterie S. aureus. Vliv
obohaceni kultivatnich médii na tvorbu biofilmu u bakterie S. aureus Vv této praci
je diskutovan v kapitole 4.2.2. Také piidavek neinhibi¢ni koncentrace ATB, ethanolu
a chloridit sodného muze zvysit tvorbu biofilmu (Stepanovic et al., 2007). K testovani tvorby
biofilmu je doporuceno pouziti nejméne dvou kultiva¢nich médii a to TSB s 1 % glukdzy
aBHI s 2 % glukozy a 2 % sachardzy (Knobloch et al., 2002). V této praci bylo k testovani
tvorby biofilmu u vSech testovanych bakterii zvoleno kultivacni médium TSB, které uz bézné
v zékladu obsahuje 0,25 % glukozy a také TSB obohacené 0,1 % glukdzy. Déle bylo zvoleno

kultivaéni médium BHI a BHI obohacené 2 % glukozy a 2 % sachardzy.

Pro tvorbu biofilmu je dilezita poc¢atecni adheze bun€k na povrch mikrotitranich desticek.
Adheze je ovlivnéna mnoha faktory, zahrnujici i vlastnost povrchu mikrotitra¢ni desticky.
Proto je dilezité, aby byly pouzity desticky pro tkdnovou kultivaci se specidlné upravenym
povrchem, ktery zajisti lepSi adhezi a proliferaci testovanych bakterii. Dno jamek
mikrotitracni destiCky mutze byt ve tvaru U, V nebo byt ploché. K testovani biofilmu
se nejCastéji  pouzivaji  polystyrenové  mikrotitraéni  desticky s plochym  dnem
(Stepanovic et al., 2007). V této praci byly pouzity 96 jamkové polystyrenové mikrotitraéni

desticky pro tkanovou kultivaci s plochym dnem.

Vyznamna je také délka kultivacni doby biofilmu, protoZze hustota biofilmu je zavisla na

délce kultivace (Deighton et al., 2001). Doporu¢ena je 1 denni kultivaéni doba, kvili
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odlucovani svrchnich ¢asti biofilmu, ke kterému miize dojit pti prodlouzené kultivac¢ni dobé.

V této praci se tvorba biofilmu testovala po 1 denni a 2 denni kultivaci.

Promyvani biofilmu by mélo odstranit vSechny neadherentni planktonni buiiky a zaroven
Jako ideélni bylo zvoleno tfistupfiové promyti pomoci Setrného pipetovani. Tento postup
promyvani byl také zvolen v této praci. Celistvost biofilmu by méla byt dobte sledovana

a vSechny jamky s narusenou integritou by mély byt vylouceny z nasledného testovani.

Délka barveni je v riznych experimentech jind, ale je prokazano, Ze dostateCny cas
pusobeni je 15 minut, jelikoZ za tuto dobu dojde k proniknuti barvy ptes biofilm (Stepanovié

et al., 2007). V této praci byla zvolena délka pisobeni krystalové violeti 45 minut.

Pro méfeni OD zabarvenych jamek byla zvolena skupinou Stepanovi¢ et al. (2007) vinova
délka 570 nm. V této praci byla zvolena vinova délka, nejvice se blizici absorpénimu maximu
krystalové violeti, a to 595 nm. V nékterych studiich byl roztok krystalové violeti po obarveni
a nasledné resolubilizaci v ethanolu piepipetovan do novych sterilnich mikrotitra¢nich
desti¢ek (Beenken et al., 2003). Tento postup je dle Stepanovié¢ et al. (2007) prospésny, ale

neovliviiuje spravnost vysledkl. Pfesto byl tento krok zafazen do nasi prace.

Déle je doporuceno sledovat a méfit rst testovanych bakterialnich kment na mikrotitracni
desti¢ce a to pomoci spektrofotometrického méteni zakalu po 1 denni nebo 2 denni kultivaci.
Snizeny riist mize byt nasledkem technickych chyb ¢i riznych jinych faktord a mohl

by ovlivnit vysledky testovani.

Pii detekci polymikrobidlniho biofilmu bylo dalezitym krokem prace ovéfeni
polymikrobialni kultivace bakterii S. aureus spole¢né s bakterii Ps. aeruginosa. K ovéteni
Zivotaschopnosti po spolecné 1 denni kultivaci slouzila kultivace na MPA a pro bakterii
S. aureus Baird-Parker agar po predchozim desitkovém fedéni. Rozliseni kolonii bakterii
S. aureus a Ps. aeruginosa bylo v nasi praci mozné jiz pii paté fedéni, ale jako vhodny pocet
fedéni bylo stanoveno fedéni osmé, kdy bylo mozné stanovit pocitatelné mnozstvi kolonii
jednotlivych bakterii. Pro dal$i kontrolu polymikrobidlni kultivace bylo tedy zvolené vzdy

osmé fedéni.
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4.2 TVORBA MONOMIKROBIALNIHO A POLYMIKROBIALNIHO
BIOFILMU V JEDNOTLIVYCH KULTIVACNICH MEDIIiCH

4.2.1 Tvorba biofilmu v BHI po 1 denni a 2 denni kultivaci

Jak znazornuje graf 1, po 1 denni kultivaci v BHI pii 37° C doslo k nejvétsi tvorbé
monomikrobialniho biofilmu u klinickych kment bakterie Proteus spp. a to hlavné u bakterie
Proteus spp. 68B (Asgs = 0,865), Proteus spp. 75 (Asgs = 0,8337), Proteus
spp. 76 (Asgs = 0,7754) a Proteus spp. 80 (Asgs = 7158). Pouze tyto 4 klinické kmeny byly po
1 denni kultivaci v BHI vyhodnoceny jako siln¢ biofilm-pozitivni. Naopak jako biofilm-
negativni byla vyhodnocena bakterie Pseudomonas putida (Ps. putida) CCM 3423 (Asgs =
0,1221). Ostatni testované¢ bakterie byly vyhodnoceny jako slabé nebo stiedné
biofilm-pozitivni. Mezi klinickymi a sbirkovymi kmeny nebyly v tvorbé biofilmu patrné

zadné velké rozdily.

Tvorba polymikrobidlniho biofilmu v BHI byla hodnocena u klinickych kment
S. aureus 94A + Ps. aeruginosa 87A. Bakterie byly po 1 denni kultivaci v BHI vyhodnoceny
jako stfedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3396). U monomikrobialniho biofilmu téchto stejnych
bakterii byla tvorba biofilmu u bakterie S. aureus 94A vyhodnocena jako slabé
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2115) a u bakterie Ps. aeruginosa 87A jako stfedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2982). Hodnota absorbance u polymikrobialniho biofilmu byla
tedy vyssi nez hodnota absorbance u monomikrobialnich biofilmu pro kazdou bakterii zvlast

a doslo tedy k mirné€ zvysené tvorbé biofilmu.

U sbirkovych kment S. aureus CCM 4223 a Ps. aeruginosa CCM 1960 byla tvorba
polymikrobialniho biofilmu nepatrné vys$i nez u bakterii z klinickych  kment.
Polymikrobialni biofilm po 1 denni kultivaci v BHI u sbirkovych kment
S.aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960 byl vyhodnocen jako stiedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3974). U testovani tvorby monomikrobialniho biofilmu byla
bakterie S. aureus CCM 4223 vyhodnocena jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1481)
a bakterie Ps. aeruginosa CCM 1960 byla vyhodnocena jako stfedné biofilm-pozitivni (Asgs =
0,3907). Tvorba polymikrobialniho biofilmu tedy odpovidala tvorbé monomikrobialniho

biofilmu bakterie Ps. aeruginosa.
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Smith et al. (2017) poukazuji na to, ze v laboratornich podminkach je bakterie
Ps. aeruginosa schopna usmrtit bakterii S. aureus a nelze tyto bakterie spole¢né
za normalnich podminek stabiln¢ kultivovat. Tuto teorii vSak nasSe studie nepotvrdila. Pfi
ovéfeni polymikrobialni kultivace pomoci Baird-Parker agaru, doslo vzdy po 1 denni
kultivaci v BHI k poklesu poctu bakterii S. aureus, ale nedoslo k uplnému usmrceni této

bakterie.

Alves et al. (2018) pozorovali, Ze bakterie S. aureus zvysuje schopnost pfipojeni bakterie
Ps. aeruginosa. V nasi studii byla tvorba biofilmu téchto dvou bakterii nepatrné vyssi

U polymikrobialni kultivace nez u kultivace jednotlivych bakterii zvIast’.

Graf 1 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmenid v BHI po 1 denni kultivaci pii 37° C
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Graf 2 znazoriuje tvorbu biofilmu u vSech testovanych bakterialnich kmenti v BHI pfi
37° C po 2 denni kultivaci. Oproti 1 denni kultivaci, doslo ke zvyseni poctl bakteridlnich
kmenti, které byly vyhodnoceny jako silné biofilm-pozitivni. K nejvétsi tvorbé
monomikrobialniho biofilmu doslo u bakterii Proteus spp. 76 (Asgs = 1,0552), Proteus spp.
75 (Asgs = 1,0286) a Ps. monteilii 82B (Asgs = 0,9985), které byly vyhodnoceny jako silné
biofilm-pozitivni. Jako siln¢ biofilm-pozitivni byly v tomto médiu vyhodnoceny také vSechny
Klinick¢ kmeny Ps. aeruginosa a klinické i sbirkové kmeny Proteus spp. Naopak bakterie
Ps. putida CCM 3423 (Asgs = 0,1226) a M. osloensis 93B (Asgs = 0,128) byly vyhodnoceny
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jako biofilm-negativni. Rozdil mezi sbirkovymi a klinickymi kmeny byl u vsSech izolata
Ps. aeruginosa a u dvou izolatd S. marcescens, kde doslo ke zmensené tvorbé biofilmu

u sbirkovych kmen.

Tvorba polymikrobidlniho biofilmu v BHI po 2 denni kultivaci u klinickych kment
S. aureus 94A + Ps. aeruginosa 87A byla podobna jako tvorba ve stejném médiu po 1 denni
kultivaci. Bakterie tvofici polymikrobialni biofilm byly po 2 denni kultivaci vyhodnoceny
jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3086) a po 1 denni kultivaci také jako stiedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3396). Bakterie S. aureus 94A, byla v tvorbé monomikrobialniho
biofilmu v BHI po 2 denni kultivaci vyhodnocena jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1769)
a bakterie Ps. aeruginosa 87A jako silné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,6283).

U tvorby polymikrobidlniho biofilmu sbirkovych kment bakterii S. aureus CCM 4223 +
Ps. aeruginosa CCM 1960, doslo na rozdil od klinickych kment ke zvyseni tvorby po 2 denni
kultivaci oproti 1 denni kultivaci. Sbirkové bakterie tvotici polymikrobidlni biofilm, byly
vyhodnoceny jako siln¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,626) a po 1 denni kultivaci byly
vyhodnoceny pouze jako stfedné biofilm-pozitivni. Bakterie S. aureus CCM 4223 byla
po monomikrobialni kultivaci vyhodnocena jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1798)
a bakterie Ps. aeruginosa CCM 1960 také jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1542).
V tvorbé polymikrobidlniho biofilmu u sbirkovych bakteridlnich kment doslo tedy
K vyraznému zvySeni oproti tvorbé monomikrobialnich biofilm stejnych sbirkovych

bakterialnich kmenu.
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Graf 2 - Tvorba biofilmu vsech testovanych kment v BHI po 2 denni kultivaci pti 37° C
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4.2.2 Tvorba biofilmu v BHI s 2 % glukozy a 2 % sachardzy po 1 denni

kultivaci

Graf 3 znazornuje tvorbu biofilmu u vSech testovanych bakterialnich kment po 1 denni
kultivaci v BHI pii 37° C obohaceném 2 % glukozy a 2 % sacharézy. Monomikrobialni
biofilm v tomto kultivaénim médiu nejvice tvofila bakterie S. aureus 94A (Asgs = 1,8860).
Dale byly jako siln¢ biofilm-pozitivni vyhodnoceny bakterie S. aureus CCM 4223 (Asgs =
0,8314), Proteus spp. 68B (Asgs = 0,6841), Proteus spp. 87 (Asgs = 0,5622) a Proteus spp.
CCM 1799 (Asgs = 0,6522). Nejméné v tomto médiu tvofily biofilm bakterie Ps. putida CCM
3423 (Asgs = 0,1215) a M. osloensis 93B (Asgs = 0,1272), které byly vyhodnoceny jako

biofilm-negativni.

Stepanovi¢ et al. (2007) zminuji, Ze po obohaceni kultivacniho média gluk6zou, dochazi
u bakterie S. aureus ke zvyseni tvorby biofilmu. Toto tvrzeni se v nasi studii potvrdilo,
u vSech testovanych kmeni S. aureus doslo ke zvySené tvorb€ biofilmu po obohaceni BHI
2 % glukézy a 2 % sacharozy po 1 denni kultivaci. K nejvétSimu nardstu tvorby biofilmu

doslo u bakterie S. aureus 94A, ktera byla vyhodnocena jako silné biofilm-pozitivni (Asgs =
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1,8860) a v BHI bez piidavku 2 % glukdzy a 2 % sacharozy, byla vyhodnocena jako slabé
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2115). K vyraznému zvyseni tvorby biofilmu doslo i u sbirkového
kmene S. aureus CCM 4223, kdy byla bakterie po 1 denni kultivaci v BHI s2 % glukézy
a2 % sachardzy vyhodnocena jako siln¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,8314) a po kultivaci
vV neobohaceném BHI jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1481). U ostatnich bakterialnich
kmeni nedoslo k vyrazné¢ zméné€ ve tvorbé biofilmu po obohaceni BHI a u nékterych bakterii
doslo naopak k vyraznému poklesu tvorby biofilmu. Proteus spp. 80 byl po 1 denni kultivaci
v BHI vyhodnocen jako silné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,7157) a po 1 denni kultivaci v BHI
s 2 % glukozou a 2 % sachardzou jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2055).

Klinické kmeny S. aureus 94A + Ps. aeruginosa 87A tvofici polymikrobialni biofilm byly
po 1 denni kultivaci v BHI s2 % glukézy a 2 % sachar6zy vyhodnoceny jako stfedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,312). Samotna bakterie S. aureus 94A byla u tvorby
monomikrobialniho biofilmu po 1 denni kultivaci vyhodnocena jako siln¢ biofilm-pozitivni

(Ases = 1,8860) a Ps. aeruginosa 87A jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2198).

Sbirkové kmeny S. aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960 byly v tvorbé
polymikrobidlniho biofilmu po 1 denni kultivaci v BHI s2 % glukézy a 2 % sacharozy
vyhodnoceny jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3764). Bakterie S. aureus CCM 4223
vV monomikrobidlnim biofilmu po 1 denni kultivaci ve stejném kultivaénim médiu, byla
vyhodnocena jako silné¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,8314) a bakterie Ps. aeruginosa CCM
1960 jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1443).
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Graf 3 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmend v BHI s 2 % glukozy a 2 % sachar6zy
po 1 denni kultivaci pii 37° C
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Na grafu 4 je znazornéna tvorba biofilmu vSech testovanych bakterialnich kmenti v BHI
S 2 % glukozy a 2 % sachardzy po 2 denni kultivaci pii 37° C. Oproti 1 denni kultivaci doslo
opét ke zvySeni po¢tu kmenti, které byly vyhodnoceny jako silné biofilm-pozitivni. Nejvice
zde monomikrobialni biofilm tvofila bakterie Ps. monteilii 82B (Asgs = 1,1485), dale vSechny
kmeny Proteus spp. a vSechny klinické kmeny Ps. aeruginosa. Tyto bakterie byly
vyhodnoceny jako siln¢ biofilm-pozitivni. Naopak jako biofilm-negativni byly vyhodnoceny
bakterie Ps. putida CCM 3423 a M. osloensis 93B. Nejvétsi zména Vv tvorbé biofilmu byla
zaznamenana u kment S. aureus, kdy doslo po 2 denni kultivaci k vyraznému poklesu tvorby.

Pokles mohl byt zplisobeny odlu¢ovanim svrchni ¢asti biofilmu po prodlouzené kultivaci.

U polymikrobidlniho biofilmu, tvofeného klinickymi kmeny S. aureus 94A +
Ps. aeruginosa 87A, nedoSlo k vyrazné zméné ve tvorbé biofilmu po 2 denni kultivaci
vporovnani s 1 denni kultivaci. Bakterie byly po polymikrobidlni, 2 denni kultivaci
vyhodnoceny jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,302), stejné tak i po 1 denni kultivaci.
Po monomikrobidlni 2 denni kultivaci byla bakterie S. aureus 94A vyhodnocena jako slabé
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2128) a Ps. aeruginosa 87A jako silné biofilm-pozitivni
(Asgs = 0,6443).
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Sbirkové kmeny bakterii S. aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960 byly
po 2 denni kultivaci vBHI s 2 % glukézy a 2 % sachar6zy vyhodnoceny jako silné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,8281). Po 1 denni kultivaci ve stejném médiu byla tato smés
bakterii vyhodnocena jako stfedn¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3764). Pti 2 denni kultivaci
doslo tedy k vyraznému zvyseni tvorby polymikrobidlniho biofilmu oproti 1 denni kultivaci.
Pii sledovani tvorby monomikrobidlniho biofilmu téchto dvou bakterii, byla bakterie
S. aureus CCM 4223 vyhodnocena jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2028) a bakterie
Ps. aeruginosa CCM 1960 jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3822). V porovnani
s tvorbou monomikrobidlniho biofilmu kazdého bakteridlniho kmene zv1ast, doslo ke zvySeni

tvorby u polymikrobidlniho biofilmu téchto dvou bakterii.

Graf 4 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kment v BHI s 2 % glukézy a 2 % sachardzy
po 2 denni kultivaci pii 37° C
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4.2.3 Tvorba biofilmu v TSB po 1 denni kultivaci

Graf 5 znazornuje tvorbu biofilmu po 1 denni kultivaci v TSB pii 37° C u vSech testovanych
kmenii bakterii. K tvorbé monomikrobialniho biofilmu dosSlo nejvice u bakterie S. aureus
94 A, ktera byla vyhodnocena jako silné biofilm pozitivni (Asgs = 1,2036), dale u vSech kmenti
bakterie Proteus spp., krom¢ bakterie Proteus spp. 87, ktera byla vyhodnocena jako stfedné
biofilm-pozitivni. Jako biofilm-negativni byla vyhodnocena sbirkova bakterie Ps. putida
CCM 3423 (Asgs = 0,1197).

U polymikrobialniho biofilmu byly hodnoceny bakterie z klinickych izolatd S. aureus 94A +
Ps. aeruginosa 87A. Tyto bakterie byly po 1 denni kultivaci v TSB vyhodnoceny jako stfedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2951). Bakterie S. aureus 94A, byla po 1 denni kultivaci
vyhodnocena jako silné biofilm-pozitivni (Asgs = 1,2036) a bakterie Ps. aeruginosa 87A jako
sttedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3124). Tvorba biofilmu téchto dvou bakterii dohromady
tedy vice odpovida tvorbé biofilmu Ps. aeruginosa 87A a u polymikrobialni kultivace doslo

k mirnému poklesu tvorby biofilmu, oproti kultivaci kazdé bakterie zvlast.

Sbirkové kmeny bakterii, u kterych byla sledovana tvorba polymikrobidlniho biofilmu
S.aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960, byly po 1 denni kultivaci v TSB
vyhodnoceny jako stfedné biofilm pozitivni (Asgs = 0,4196). Po 1 denni kultivaci byla
bakterie S. aureus CCM 4223 vyhodnocena jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,3289)
a bakterie Ps. aeruginosa CCM 1960 také jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2325).
Tvorba polymikrobidlniho biofilmu byla tedy nepatrné vyssi nez tvorba monomikrobialniho

biofilmu u kazdého samostatného bakterialniho kmene zv14ast’.

Vatan et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu bakterialnich izolatl ziskanych od pacientd
se syndromem diabetické nohy. V TSB po 1 denni kultivaci nejvice tvotila biofilm bakterie
Ps. aeruginosa, poté Proteus spp., S. marcescens a nakonec S. aureus. Autofi nezaznamenali
zadny vyznamny rozdil mezi tvorbou biofilmu u monomikrobidlnich a polymikrobidlnich
infekci. V nasi studii tvofily biofilm v TSB po 1 denni kultivaci nejvice bakterie S. aureus
94A a Proteus spp. a kmeny bakterie Ps. aeruginosa byly vyhodnoceny pouze stiedné
biofilm-pozitivni. Dale byl vnas$i studii zaznamenan rozdil v tvorbé biofilmu
U polymikrobialnich a monomikrobidlnich kultivaci, kdy tvorba polymikrobidlniho biofilmu

byla nepatrné vyssi nez tvorba monomikrobialniho biofilmu.
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Graf 5 — Tvorba biofilmu vsech testovanych kmend v TSB po 1 denni kultivaci pii 37° C
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Na grafu 6 je znazornéna tvorba biofilmu vSech testovanych bakterialnich kmenti v TSB
po 2 denni kultivaci v37° C. Z grafu je patrné, Ze oproti 1 denni kultivaci, doSlo opét
ke zvyseni poctl silné biofilm-pozitivnich bakterii. Monomikrobialni biofilm nejvice tvofila
bakterie Proteus spp. 76 (Asgs = 0,9657), dale byly jako silné€ biofilm-pozitivni vyhodnoceny
vSechny kmeny Proteus spp., kromé Proteus spp. 87 a také vSechny klinické izolaty bakterie
Ps. aeruginosa. Nejméné biofilm tvofila po 2 denni kultivaci v TSB bakterie Ps. putida CCM
3423 (Asgs = 0,124). Po 2 denni kultivaci doslo opét k vyraznému poklesu u tvorby biofilmu
kment S. aureus oproti kultivaci 1 denni a to hlavné u klinického kmenu S. aureus 94A.
ProtoZze hodnoty negativni kontroly byly méfeny ke kazdému kmenu zvlast, byly mezni
hodnoty, potifebné pro rozfazeni do kategorii podle tvorby biofilmu, pro kazdy kmen jiné.
Proto je u nékterych kment, napt. u Ps. putida CCM 3423 a M. osloensis 93B, hodnota

absorbance velice podobn4, ale kazdy kmen byl zatfazen do jiné kategorie tvorby biofilmu.

Klinické bakterie S. aureus 94A + Ps. aeruginosa 87A, tvofici polymikrobialni biofilm,
byly po 2 denni kultivaci v TSB vyhodnoceny jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,376).
Po 1 denni kultivaci byl vysledek tvorby polymikrobialniho biofilmu mirné nizsi
(Asgs = 0,2951) ale stale hodnoceny jako stiedné biofilm-pozitivni. Bakterie S. aureus 94A,

tvorici monomikrobialni biofilm po 2 denni kultivaci v TSB, byla vyhodnocena jako slabé
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biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1668) a bakterie Ps. aeruginosa 87A jako siln¢ biofilm-pozitivni
(A5g5 = 0,6244)

Sbirkové bakterie S. aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960 byly po 2 denni
kultivaci v TSB vyhodnoceny jako siln¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,6118) a po 1 denni
kultivaci ve stejném kultivaénim médiu byla tvorba vyhodnocena jako stiedné
biofilm-pozitivni (Asgs = 0,4196). Pii prodlouzeni kultivace doSlo tedy ke zvySeni tvorby
polymikrobidlniho biofilmu. Samotna bakterie S. aureus CCM 4223 byla vyhodnocena
po 2 denni kultivaci v TSB jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,1443) a bakterie
Ps. aeruginosa CCM 1960 také jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs =0,1509). Pii smésné
kultivaci obou bakterii doslo tedy k zesileni tvorby biofilmu v porovnani s tvorbou biofilmu

u kazdé bakterie zvlast.

Graf 6 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmend v TSB po 2 denni kultivaci pii 37° C
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4.2.4 Tvorba biofilmu v TSB s 1 % glukdzy po 1 denni kultivaci

Tvorbu biofilmu vSech testovanych bakterii po 1 denni kultivaci v TSB s 1 % glukoézy pii
37° C znazoriuje graf 7. K nejvétsi tvorbé monomikrobialniho biofilmu v tomto médiu doslo
u bakterie zklinickych izolatd S. aureus 94A, kterd byla vyhodnocena jako silné
biofilm-pozitivni (Asgs = 1,6092). V tomto médiu byly jako silné biofilm-pozitivni
vyhodnoceny také sbirkové bakterie S. aureus CCM 4223 a S. aureus CCM 3953 a vSechny
kmeny bakterie Proteus spp., ziskané z klinickych izolath. Jako biofilm-negativni byla
vyhodnocena bakterie P. putida CCM 3423 (Asgs = 0,1206).

Tvorba polymikrobidlniho biofilmu byla hodnocena u klinickych izolath bakterii S. aureus
94A + Ps. aeruginosa 87A. Po 1 denni kultivaci v TSB s1 % glukézy byla tvorba
polymikrobialniho biofilmu stanovena jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2723).
Ve stejném médiu, tvofila bakterie S. aureus 94A biofilm silné (Asgs = 1,6092) a bakterie
Ps. aeruginosa 87A byla vyhodnocena jako stfedné biofilm pozitivni (Asgs = 0,4381).
U polymikrobidlni kultivace doslo tedy ke sniZeni tvorby biofilmu oproti monomikrobialni

kultivaci kazdého bakterialniho kmene zv1ast'.

Graf 7 znazornuje také tvorbu polymikrobidlniho biofilmu sbirkovych kment bakterii
S.aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960. Tyto bakterie tvofici polymikrobialni
biofilm byly vyhodnoceny jako stfedné biofilm-pozitivni (Ases = 0,383). Sbirkové bakterie
S.aureus CCM 4223 a Ps. aeruginosa CCM 1960 byly hodnoceny i vV tvorbé
monomikrobidlniho biofilmu, kde byly vyhodnoceny jako silné¢ biofilm-pozitivni

(Asgs = 0,537) a slabé biofilm pozitivni (Asgs = 0,2216).
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Graf 7 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmeni v TSB s 1 % glukozy po 1 denni
kultivaci pii 37° C

A 595 nm

08 17
06

04 1

"v T T T T T T T T T T T T T T T T

0 T T
> ® A P < N
o P o s,p“ &4,0 AP sg‘sv“‘po o,;\.‘“ o 0@5‘ 0,97‘ o
& @ @ (& & & & (5"@ d}b

"] 1 ] ] Q
T S I U L L C L
I !

QX QY R FONARrN
LT

P o o © N
$& (O &S PUHET TCP L P R o e o O
o \‘S(' o&"’ 6@0 & ‘(F' (Las d E(\" \)Q\ O \gé\ \5@ O O o ,‘)_bo(' Q,\)% o"g' \F‘Q l@o \?4\‘ X2 !@0 Q o &Q\ 50(’
IO O P M P SIS AR A - I LI LA g L (S R i T LN
A PR R R T R R U G T I > < AR
AR T A M M M S L & T
< o Q%" O oo
o ® 9 R
& ¥
o L@!‘
Q"
02

Pozn.: Cervena: +++, modra: ++, ¢erna: +, zelena: O

Graf 8 znazornuje tvorbu biofilmu vSech testovanych kment bakterii po 2 denni kultivaci
VTSB s1 % glukozy pii 37° C. Nejvice zde tvorila monomikrobidlni biofilm bakterie
Ps. aeruginosa 91A (Asgs = 1,1725), ktera byla vyhodnocena jako silné biofilm-pozitivni.
Mezi silné biofilm-pozitivni dale patii S. aureus CCM 4223, Ps. aeruginosa 93C a 82A,
Ps. monteilii 82B a vS§echny kmeny bakterie Proteus spp. kromé Proteus spp. 87. Naopak jako
biofilm-negativni byla vyhodnocena bakterie Ps. putida CCM 3423 (Asgs =0,1232).

U tvorby polymikrobidlniho biofilmu byly hodnoceny bakterie z klinickych izolath
S. aureus 94A + Ps. aeruginosa 87A, které byly po 2 denni kultivaci vyhodnoceny jako
sttedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,4997). Oproti 1 denni kultivaci, kde byla tvorba
polymikrobialniho biofilmu vyhodnocena také jako stiedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2723),
byla tvorba po 2 denni kultivaci vyssi. Samotna bakterie S. aureus 94A byla v tvorbé
monomikrobialniho biofilmu hodnocena jako slabé biofilm-pozitivni (Asgs = 0,2053)
a bakterie Ps. aeruginosa 87A jako stfedné biofilm-pozitivni (Ases = 0,3449). Pii
polymikrobidlni kultivaci doSlo tedy ke zvySeni tvorby biofilmu oproti kultivaci

monomikrobialni.
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Sbirkové kmeny S. aureus CCM 4223 + Ps. aeruginosa CCM 1960, tvofici
polymikrobidlni biofilm, byly po 2 denni kultivaci v TSB s 1 % glukézy vyhodnoceny jako
sttedn¢ biofilm-pozitivni (Asgs = 0,4777). Po 1 denni kultivaci ve stejném médiu, byly tyto
bakterie hodnoceny také jako stfedné biofilm-pozitivni (Asgs = 0,383), ikdyZ po 2 denni
kultivaci doslo k mirnému nartistu tvorby polymikrobidlniho biofilmu. Bakterie S. aureus
94A tvotici monomikrobialni biofilm byla po 2 denni kultivaci vyhodnocena jako slabé
biofilm-pozitivni (Asgs =0,2053) a bakterie Ps. aeruginosa 97A jako stfedné biofilm-pozitivni
(Asgs = 0,3449). Pii polymikobialni kultivaci doslo opét ke zvySeni tvorby biofilmu

V porovnani S kultivaci monomikrobiélni.

Graf 8 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmentt v TSB s1 % glukozy po 2 denni
kultivaci pti 37° C
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43 TVORBA BIOFILMU TESTOVANYCH MIKROBIALNICH
KMENU

4.3.1 Proteus spp.

Z grafu 9, ktery znazoriiuje tvorbu biofilmu u Proteus spp. je patrné, Ze po 1 denni
kultivaci pii 37° C vSechny testované kmeny tvofily biofilm nejméné v BHI s 2 % glukézy
a2 % sachardzy, naopak k nejvétsi tvorbé biofilmu doSlo v TSB s1 % glukézy. Celkové
V nasem testovani vSechny kmeny bakterie Proteus spp. tvofily po 1 denni kultivaci biofilm
lépe v TSB nez v BHI. Po 2 denni kultivaci doSlo k nejvétsi tvorbé biofilmu v BHI a TSB
a rozdil mezi TSB a BHI nebyl patrny.

Nejvice biofilm tvofila bakterie z Klinickych izolati Proteus spp. 68B, ktera byla ve vSech
testovanych médiich vyhodnocena jako silné biofilm-pozitivni po 1 denni i po 2 denni
kultivaci. Naopak nejméné biofilm tvofila bakterie z klinickych izolatd Proteus spp. 87.
Rozdil v dobé kultivace byl patrny témér u vSech testovanych médii, kde po 2 denni kultivaci
doSlo ke zvySené tvorb& biofilmu téméf u vSech testovanych mikroorganismili, kromé
kultivace v TSB s 1 % glukézy, kde doslo k nartstu tvorby pouze u Proteus spp. 76, 80
a Proteus spp. CCM 1799.
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Graf 9 — Tvorba biofilmu vSech testovanych kmena bakterie Proteus spp. ve vybranych
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Zubair et al. (2011) hodnotili tvorbu biofilmu bakterie P. vulgaris. Z 5 izolatd této bakterie
byly 4 vyhodnoceny jako biofilm-pozitivni. V nasem testovani byly vS§echny kmeny Proteus
spp. vyhodnoceny jako stfedné biofilm-pozitivni nebo siln¢ biofilm-pozitivni a Zddny kmen

jako biofilm-negativni.

Majtan et al. (2014) spektrofotometricky detekovali biofilm u izolati bakterie P. mirabilis
ziskanych z chronickych ran. Po 1 denni kultivaci v TSB byla OD vyssi jak 0,8 a to znacilo
silnou tvorbu biofilmu. V nasem testovani byla OD testovanych kment Proteus spp. po
1 denni kultivaci v TSB pramérné 0,7 ale i tak byly témét vSechny kmeny vyhodnoceny jako
siln¢ biofilm-pozitivni s vyjimkou Proteus spp. 87, ktery byl vyhodnocen jako stfedné
biofilm-pozitivni.

Malik et al. (2013) hodnotili tvorbu biofilmu u bakterialnich izolatd P. wvulgaris
a P. mirabilis ziskanych od pacienti se syndromem diabetické nohy. Celkové bylo
vyhodnoceno jako biofilm-pozitivni 5 z 9 izolatt bakterie P. vulgaris a 2 ze 4 izolati bakterie

P. mirabilis.
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4.3.2 Pseudomonas spp.

Tvorbu biofilmu bakterie Ps. aeruginosa a Ps. monteilii ve vSech vybranych kultiva¢nich
médiich znazornuje graf 10. Po 1 denni kultivaci kmeny Ps. aeruginosa tvorily biofilm
nejlépe v TSB s 1 % glukdézy a naopak nejhtite v BHI s2 % glukézy a 2 % sachardzy.
Bakterie Ps. monteilii tvofila biofilm po 1 denni kultivaci ve vSech médiich téméf totozné.
Po 2 denni kultivaci dosSlo ve vSech kultiva¢nich médii u téméf vSech bakterii k nartstu
tvorby biofilmu. K nejvétsi tvorbé po 2 denni kultivaci dochazelo opét u TSB s 1 % glukézy.
Jak je patrné na grafu 10, nejvétsi rozdil mezi 1 denni a 2 denni kultivaci vykazovala bakterie
Ps. monteilii ziskana z klinického izolatu. Naopak nejmensi rozdil ve tvorbé biofilmu
po prodlouzeni doby kultivace m¢l sbirkovy kmen Ps. aeruginosa CCM 3955 a u dalsiho
sbirkového kmene Ps. aeruginosa CCM 1960 doslo ve dvou kultivaénich médiich k poklesu

tvorby biofilmu po prodlouzeni doby kultivace.

Po 1 a 2 denni kultivaci nejlépe biofilm tvofila klinicka bakterie Ps. aeruginosa 82A
a naopak nejméné biofilm tvorily Ps. aeruginosa CCM 1960 a Ps. aeruginosa CCM 3955.

Bakterie Ps. monteilii tvofila biofilm obecné hiife nez kmeny bakterii Ps. aeruginosa.

Graf 10 — Tvorba biofilmu testovanych kmen Ps. aeruginosa a Ps. monteilii ve
vybranych kultiva¢nich médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci pii 37° C
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Perez et al. (2011) hodnotili tvorbu biofilmu Ps. aeruginosa u 74 klinickych izolatd
metodou mikrotitraénich desti¢ek dle Stepanovi¢ et al. (2007) s modifikacemi. Byl pouzit
TSB bujon s 0,25% glukdézou. Z 50 biofilm-pozitivnich izolatu bylo 48 slabé
biofilm-pozitivnich a 2 izolaty byly stiedné biofilm-pozitivnich. Podobna studie Perez et al.
(2013) vyhodnotila jako biofilm pozitivni 85 z 91 klinickych bakterialnich izolatu, z toho jich
bylo 51 vyhodnoceno jako slabé biofilm-pozitivni, 22 jako stfedné biofilm-pozitivni a 15 jako
silné biofilm-pozitivni. V nasi studii tvorby biofilmu byly opét v§echny kmeny v TSB s 1 %
sachar6zy vyhodnoceny jako biofilm-pozitivni. Po 1 denni kultivaci byl jako silné¢
biofilm-pozitivni vyhodnocen 1 kmen, jako stfedné biofilm-pozitivni 4 kmeny a 1 kmen byl

vyhodnocen jako slabé biofilm-pozitivni.

Lima et al. (2018) hodnotili tvorbu biofilmu pomoci mikrotitratnich desti¢ek v BHI
obohaceném sacharézou. Z celkového poctu 31 biofilm-pozitivnich klinickych izolata,

biofilm produkovalo 17 slabé, 11 stiedné a 3 silné.

V dalsi obdobné studii Lima et al. (2018) hodnotili tvorbu biofilmu v BHI obohaceném
sachar6zou pomoci mikrotitraénich desti¢ek dle Stepanovi¢ et al. (2007). Z 20 klinickych
izolatl jich 5 bylo vyhodnoceno jako biofilm-negativni a z biofilm-pozitivnich izolati jich
8 tvotilo biofilm slabé, 5 tvofilo biofilm stfedné a 2 tvorily biofilm siln€. V nasi studii byly
vSechny kmeny bakterie Ps. aeruginosa v BHI s 2 % glukozy a 2 % sachardzy vyhodnoceny
jako biofilm pozitivni. Po 1 denni kultivaci byly 4 kmeny vyhodnoceny jako stfedné

biofilm-pozitivni a 2 jako slabé biofilm-pozitivni.

Vatan et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu u klinickych izolatd, ziskanych od pacientt
se syndromem diabetické nohy, modifikovanou metodou v mikrotitraénich destickach. Tato
studie uvadi, ze tvorba biofilmu Ps. aeruginosa nebyla ovlivnéna prodlouzenim kultivaéni
doby. NaSe studie je v rozporu stimto tvrzenim, jelikoZ jsme zaznamenaly vyrazny rozdil
mezi 1 denni a 2 denni kultivaci, kdy po prodlouzeni kultivace doSlo k nartstu tvorby

biofilmu téméf u vSech kment bakterie Ps. aeruginosa.

Graf 11 znazoriuje tvorbu biofilmu kmend Ps. putida. Po 1 denni kultivaci nebyl vyrazny
rozdil ve tvorbé biofilmu v zavislosti na druhu kultivaéniho média. Po 2 denni kultivaci doslo
K nepatrnému narastu hodnoty absorbance u klinického kmenu Ps. putida 80B v TSB,
ale stale byla tato bakterie vyhodnocena jako slabé biofilm-pozitivni, stejné jako ve vsech

ostatnich kultiva¢nich médiich. Rozdil v tvorbé biofilmu byl sledovan pouze mezi sbirkovym
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a klinickym kmenem bakterie Ps. putida. Kmen Ps. putida 80B ziskany z chronické rany, byl
ve vSech kultiva¢nich médich vyhodnocen po 1 denni i 2 denni kultivaci jako slab&-biofilm
pozitivni a doSlo zde K nepatrnému zvySeni tvorby po 2 denni kultivaci. Sbirkovy kmen
Ps. putida CCM 3423 byl jako jediny nami testovany bakterialni kmen vyhodnocen jako
biofilm-negativni ve vSech kultiva¢nich médiich a nebyl zde zjistén zadny rozdil v tvorbé

biofilmu po 1 denni a 2 denni kultivaci.

Graf 11 — Tvorba biofilmu testovanych kmend Ps. putida ve vybranych kultiva¢nich
médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci pti 37° C
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4.3.3 Serratia marcescens

Z grafu 12 je patrné, ze po 1 denni kultivaci kmenti Ser. marcescens doslo K nejveétsi
tvorb& biofilmu v BHI + 2 % glukézy a 2 % sachardzy, v ostatnich kultiva¢nich médiich
tvofily kmeny bakterie Ser. marcescens biofilm podobn€. Po 2 denni kultivaci doslo
u klinického izolat bakterie Ser. marcescens 93D K nartstu tvorby biofilmu ale pouze v BHI
a BHI + 2 % glukoézy a 2 % sachardzy. K podobnému néristu tvorby doslo 1 u dalsi klinické
bakterie Ser. marcescens 93A. U Ser. marcescens 92C doslo ke zvyseni tvorby biofilmu po
2 denni kultivaci pouze v TSB + 1 % glukdzy. Naopak u klinické bakterie Ser. marcescens
78B, byl pozorovnam pokles tvorby biofilmu po 2 denni kultivaci ve vSech kultivaénich

médiich. Nejméné tvoftil biofilm sbirkovy kmen Ser. marcescens CCM 303, u kterého nebyl
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pozorovan zadny rozdil ve tvorbé biofilmu v zavislosti na druhu kultivaéniho média nebo

doby kulivace.

Graf 12 — Tvorba biofilmu testovnaych kment Ser. marcescens ve vybranych kultiva¢nich
médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci pti 37° C
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Rice et al. (2005) uvadi, ze ptidavek 0,05 % glukézy a 0,05 % kaseinového hydrolyzatu do
kultiva¢niho média, podpofil rychlost riistu biofilmu Ser. marcescens. V nasem testovani
doslo k nartstu tvorby biofilmu po 2 denni kultivaci vice v kultiva¢nich médiich s ptidavkem

glukézy nez v médiich bez pridavku.

4.3.4 Staphylococcus spp.

Graf 13 znazoriuje tvorbu biofilmu klinického izolatu a sbirkovych kment bakterie
S. aureus a klinické bakterie S. piscifermentans po 1 denni a 2 denni kultivaci pii 37° C.
Z grafu 13 je patrné, ze k nejvétsi tvorbé biofilmu po 1 denni kultivaci doSlo u bakterie
S. aureus 94A. Po 2 denni kultivaci doslo k vyraznému poklesu biofilmu u této bakterie a to
ze siln¢ biofilm-pozitivni na slabé biofilm-pozitivni. K podobnému poklesu doslo
I U sbirkového kmene S. aureus CCM 4223, pouze v TSB s 1 % glukozy doslo k nartistu
tvorby po prodlouzeni kultivace. Sbirkovy kmen S. aureus CCM 4223 tvofil biofilm ze vSech

testovanych stafylokokt nejlépe a naopak klinicky izolat S. piscifermentans 90A byl ve vSech
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kultiva¢nich médiich vyhodnocen jako slabé biofilm-pozitivni. Nejhiie biofilm tvoftily
vSechny bakterie v BHI, kde byly po 1 denni i 2 denni kultivaci vyhodnoceny jako slabé

biofilm-pozitivni.

Graf 13 — Tvorba biofilmu testovanych kmend Staphylococcus spp. ve vybranych
kultiva¢nich médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci pii 37° C
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Knobloch et al. (2002) stanovovali tvorbu biofilmu u 128 izolati bakterie S. aureus
pomoci metody mikrotitracnich desti¢ek a po 1 denni kultivaci v TSB byly pouze 4 izolaty
stanoveny jako biofilm-pozitivni. Po ptidani 1 % glukézy bylo jako biofilm-pozitivnich
stanoveno 49 klinickych izolatd. V BHI s 2 % glukézy a 2 % sachar6zy bylo stanoveno jako

biofilm-pozitivnich 43 izolat S. aureus.

Také Mathur et al. (2006) hodnotili pomoci metody mikrotitracnich desticek tvorbu
biofilmu u 152 klinickych izolatt bakterie Staphylococcus spp. a o 1 denni kultivaci v TSB
vyhodnotili pouze 7 izolatd jako biofilm-pozitivni. Po ptidani 1 % glukézy se pocet
biofilm-pozitivnich izolatd zvysil. Jako silné biofilm-pozitivnich bylo vyhodnoceno

22 izolatq, stfedné biofilm-pozitivnich 60 izolati a slabé biofilm-pozitivnich 70 izolata.

Tiwari et al. (2018) hodnotili tvorbu biofilmu 89 izolath z chronickych ran pomoci metody
mikrotitracnich desticek po 1 denni kultivaci v TSB + 2 % glukoézy. Ze vSech izolatl bakterie
S. aureus tvoftilo 33 biofilm silng, 21 tvotilo biofilm stfedné, 25 tvofilo biofilm pouze slabé

a 10 biofilm netvorilo vibec.
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Becker et al. (2018) sledovali tvorbu biofilmu u 126 klinickych izolatt bakterie S. aureus
a celkem 36,5 % izolath bakterie S. aureus pattilo mezi silné producenty biofilmu, 46,8 %

mezi mirné producenty biofilmu a 16,7 % izolath biofilm netvotilo.

V na$i studii jsme méli pouze 1 kmen bakterie S. aureus a 1 kmen S. piscifermentans
ziskané z izolatd z chronickych ran. NaSe studie navazovala na ptedchozi diplomovou praci,
kde byly testovany dalsi kmeny S. aureus (Jemelkova, 2018). Bakterie S. aureus 94A byla po
1 denni kultivaci vTSB s 1 % glukoézy vyhodnocena jako siln¢ biofilm-pozitivni
a S. piscifermentans 90A jako slab¢é biofilm-pozitivni. Sbirkové kmeny S. aureus byly
vyhodnoceny jako silné biofilm-pozitivni. Jak znazornuje graf 13, po obohaceni TSB
glukozou a BHI glukézou a sacharézou doslo také v nasi studii ke zvySeni tvorby biofilmu

u vSech kmenu S. aureus.

4.3.5 Moraxella osloensis

Tvorbu biofilmu u bakterie Moraxella osloensis, ziskanou z izolatu z chronickych ran,
zobrazuje graf 14. U této bakterie byla tvorba biofilmu, hned po sbirkové bakterii Ps. putida
CCM 3423, nejmensi. Po 1 denni kultivaci byla nejvétsi tvorba biofilmu v TSB a BHI, po
2 denni kultivaci v8ak doslo k poklesu biofilmu v téchto médiich. Naopak v kultiva¢nich
médiich obohacenych glukézou a sacharézou doSlo po prodlouZzené kultivaci k zvySené
tvorb& biofilmu. Tvorba biofilmu méla byt pivodné porovnana i se sbirkovym kmenem
M. osloensis, ktery se uchovaval zamrazeny. Po rozmrazeni a nasledné izolaci byla zjisténa
kontaminace bakterialni kultury, kmen M. osloensis se v zamrazeném izolatu nevyskytoval

a proto jsme nemohli tvorbu biofilmu porovnat.
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Graf 14 — Tvorba biofilmu testovaného kmene Moraxella osloensis ve vybranych
kultivacnich médiich po 1 denni a 2 denni kultivaci pti 37° C
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5 ZAVER
Mikroorganismy zijici v biofilmu jsou spojeny s chronickymi a opakujicimi se infekcemi,
které jsou vysoce rezistentni na antimikrobialni 1é¢bu. Tvorba biofilmu je u mikroorganismu

dalezitym faktorem patogenity, a proto je sledovani této schopnosti velice vyznamné.

K detekci tvorby biofilmu je mozné vyuzit mnoha metod, avSak k nejpouzivanéjSim
metodam patii zkumavkova metoda nebo metoda v mikrotitracnich desti¢kach. V této praci
byla k detekci biofilmu pouzita Christensenova metoda v mikrotitracnich desti¢kach, ktera
je oblibena pro svoji rychlost a jednoduchost. Touto metodou lze detekovat biofilm u nékolika
bakteridlnich kmenl najednou, ve vice kultivaénich médiich. Nevyhodou této metody
je sledovani tvorby biofilmu pouze v umélém prostfedi mikrotitraénich desticek a vysledky

se tedy mohou lisit od redlného prostiedi chronickych ran.

V této préci jsme sledovaly tvorbu biofilmu ve ¢tyfech kultivaénich médiich, u klinickych
izolatl z chronickych ran, zahrnujici kmeny Moraxella osloensis, Proteus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus
a Staphylococcus piscifermentans. Dale byla sledovana tvorba biofilmu u sbirkovych kment,

ktera byla nasledné porovnana s tvorbou u klinickych izolati stejného druhu.

Krom¢ Moraxella osloensis 93B a Pseudomonas putida CCM 3423, byly jako
biofilm-pozitivni vyhodnoceny vSechny testované kmeny. Po 2 denni kultivaci byla tvorba
biofilmu u vétsSiny kmenti vétsi a prodlouzeni kultivace mélo tedy vliv na tvorbu biofilmu
s vyjimkou testovanych kment Staphylococcus spp., u kterych po prodlouzené kultivaci
dochazelo k vyraznému poklesu tvorby biofilmu. Pokles byl nejspise zptisoben odlu¢ovanim
svrchni ¢asti biofilmu po prodlouzené kultivaci. Dale z vysledkd této prace vyplyva,

ze klinicke izolaty vytvati biofilm l1épe neZ sbirkové kmeny stejného druhu.

Dale jsme se v této praci pokusily stanovit tvorbu polymikrobidlniho biofilmu u bakterii
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Ve vétsiné testovacich médii byla tvorba
polymikrobialniho biofilmu rozdilnd oproti monomikrobidlnimu biofilmu a tento vysledek
znali, ze ma smésna kultivace vliv na tvorbu biofilmu. Ke zvysené tvorbé biofilmu oproti
monomikrobidlnimu biofilmu doSlo hlavné€ po 2 denni kultivaci. JelikoZ je znacna ¢ast infekci
spojend s polymikrobidlnimi biofilmy a vétSina dosavadnich studii tvorby biofilmu se zabyva
pouze detekci monomikrobidlniho biofilmu, bylo by vhodné se pfi dalSim testovani zamé&fit

praveé na detekci polymikrobialniho biofilmu.
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7 PRILOHY

Priloha 1: Mikrotitracni desticka s vybranymi testovanymi kmeny v BHI po 1 denni kultivaci
pii 37° C

Priloha 2: Mikrotitraéni desticka s vybranymi testovanymi kmeny v BHI s2 % glukozy
a 2 % sachar6zy po po 1 denni kultivaci v 37° C a nasledném obarveni biofilmu krystalovou

violeti
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Priloha 1- Mikrotitracni desticka s vybranymi testovanymi kmeny v BHI po 1 denni
kultivaci pti 37° C
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Piiloha 2 — Mikrotitracni desticka s vybranymi testovanymi kmeny v BHI s 2 % glukézy

a2 % sachardzy po po 1 denni kultivaci v 37° C a nasledném obarveni biofilmu krystalovou
violeti
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