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Porovnani detekce tvorby biofilmu u klinickych kmena Staphylococcus
aureus z ran pomoci kultiva¢nich a genetickych metod

Abstrakt
Hlavnim tématem této bakalarské prace je bakterie Staphylococcus aureus, jeji schopnost

tvorby biofilmu a diagnostiky tohoto vytvoteného biofilmu.

Teoreticka Cast prace se nejprve zaméiuje na samotnou bakterii, jeji morfologii, antigenni
stavbu a faktory virulence. Déle bude popsana jeji patogeneze a patogenita, vcetné
problematiky meticilin rezistentnich kmena Staphylococcus aureus. Dalsi ¢ast se pak
zamé&fuje na biofilm. Bude popsano slozeni, struktura a tvorba biofilmu. Dale pak jeho

role v patogenité, moznostech 1é¢by a riizné zpusoby detekce.

Prakticka ¢ast popisuje zptsoby detekce biofilmu. Prvni metodou je barveni krystalovou
violeti dle Christensena. Tato metoda vysla pozitivni pro vSech 94 zkoumanych kmenti
Staphylococcus aureus. A dale bylo provedeno roziazeni téchto kmenti do kategorii podle
miry produkce biofilmu. Druhou metodou bylo Real-time PCR a detekce vybranych
gentl, zodpovédnych za tvorbu biofilmu: clfA, fnbA a fnbB. U 93 vzorkt byly nalezeny
2 az 3 geny, pouze u jednoho vzorku nebyl detekovan ani jeden z vybranych gent. Bylo
tedy prokazano, ze vSechny kmeny jsou schopny v rizné mife tvorby biofilmu
a neprokazala se souvislost mezi ptfitomnosti zkoumanych geni a mirou produkce

biofilmu.
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Comparison of detection of biofilm formation in clinical strains of
Staphylococcus aureus from wounds using culture and genetic methods

Abstract
The main topic of this bachelor thesis is the bacterium Staphylococcus aureus, its ability
to form a biofilm and the diagnostics of this formed biofilm.

The theoretical part of the thesis first focuses on the bacterium itself, its morphology,
antigenic structure and virulence factors. Furthermore, its pathogenesis and pathogenicity
will be described, including the issue of the methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
The next part focuses on the biofilm. The composition, structure and formation of biofilm
will be described, as well as its role in pathogenicity, treatment options and various

methods of detection.

The practical part describes methods of biofilm detection. The first method is crystal
violet staining according to Christensen. This method came out positive for all 94 tested
strains of Staphylococcus aureus. Subsequently, these strains were divided into categories
according to the strength of biofilm production. The second method was Real-time PCR
and the detection of selected genes responsible for biofilm formation: clfA, fnbA and fnbB.
2-3 genes were found in 93 samples, and only one sample contained none of the selected
genes. Thus, it was shown that all strains are capable of biofilm formation to varying
degrees, and no correlation was found between the presence of the examined genes and
the level of biofilm production.
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1 Uvod

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie, znama svou schopnosti vyvolavat
Sirokou skalu infekei u ¢lovéka, od mirnych infekci kiize, az po smrtelné sepse. Tato
bakterie je také schopna tvofit biofilmy, které hraji klicovou roli v jeji virulenci (Schilcher
a Horswill, 2020). Biofilm je komplexni mikrobidlni spolecenstvi, které je obklopeno
mezibunécnou slizovitou hmotou neboli extracelularni polymerni substanci, ktera tvoii
vétsinu objemu biofilmu a umoziiuje proudéni zivin a bakterialni komunikaci pomoci tzv.
quorum sensing. Biofilm je pak schopny adherovat K riznym povrchiim, jako jsou
napiiklad katetry, implantity a jiné zdravotnické pomucky, coz mulze vést ke
vzniku perzistentnich infekci a dal$im zdravotnim komplikacim (Srinivasan et al., 2021).
Bakterie v biofilmu jsou totiZ odolngjsi viici antibiotikim a imunitnimu systému ¢lovéka.
Lécba biofilmovych infekci je tedy velice komplikovana a nejlépe je tomuto problému
pfedchazet dikladnym dodrZzovanim hygienickych postupt (Lebeaux et al., 2014).
Tvorba biofilmu je geneticky kodovana a v pfipadé Staphylococcus aureus bylo odhaleno
nékolik gend, které jsou zodpovédné za jeho tvorbu, jsou to naptiklad gen icaABCD,
cIfAB, fnbAB, fib ¢i eno (Idrees et al., 2021).



2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus je rod bézné se vyskytujicich grampozitivnich bakterii a vétSina jeho
zastupct jsou komenzalové nebo oportunni patogeny, které osidluji lidskou i zvifeci
pokozku a sliznice. Stafylokoky mtizeme rozdélit do dvou dilezitych skupin, podle jejich
schopnosti koagulovat plazmu, a to na koagulaza pozitivni a koagulaza negativni.
Z hlediska patogenity jsou pro cloveéka nejvyznamnéjsi Staphylococcus aureus
(koagulaza pozitivni), Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus saprophyticus (oba
koagulaza negativni). Staphylococcus aureus je pti oslabeni imunitniho systému schopen
zpusobovat celou fadu onemocnéni S riznou mirou zavaznosti. Jsou to naptiklad kozni
zanéty, pneumonie, abscesy, endokarditida, osteomyelitida az sepse a celkové selhani

organismu (Haag et al., 2019).
2.1 Morfologie

S. aureus je grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivd bakterie majici tvar koku,
o prumérné velikosti 0,8 um. Pod mikroskopem tyto koky tvoii typicky tvar hroznu.
S. aureus muze rust jak v anaerobnim, tak aerobnim prostiedim. Optimalni rist nastdva
pii teploté 37 °C a pH 7,4. Kolonie jsou velké 1-3 mm, neprthledné, hladké, s rovnymi
okraji a krémové konzistence. Kolonie byvaji obvykle pigmentované, typicka je barva
krémova, zlatozluta az naoranzovéla. Tyto kolonie byvaji vétSinou hemolytické (Guo et

al., 2020).
2.2 Antigenni stavba

Soucasti bunécné stény S. aureus je peptidoglykan, kyselina teichoova a protein A. Tyto
jeji slozky maji velky podil v patogenezi infekce. Peptidoglykan podnécuje uvoliovani
cytokinti z makrofagt, aktivaci komplementu a shlukovani krevnich desti¢ek. Kyselina
teichoova se vaze na fibronektin a pomaha stafylokokim v adhezi na sliznice
a extracelularni matrix. Protein A je hlavni soucésti bunécné stény. Ma schopnost vazat

se na Fc fragment imunoglobulinti a zabranuje tak opsonizaci stafylokoka (Foster, 2002).
2.3 Faktory virulence

Virulence je individudlni vlastnost bakterii, vyjadiujici jeji miru patogenity. S. aureus ma

téchto faktori virulence veliky pocet a miizeme je rozd€lit na povrchové a extracelularni.



Povrchové virulence
Mezi povrchové fadime peptidoglykan bunécné stény, protein A (viz kapitola 2.2) a dale
pak vazanou koagulazu, ktera katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin a zpusobuje

shlukovani stafylokokovych bunék (Votava, 2003).
Extracelularni faktory virulence
Extracelularni faktory délime na enzymy a toxiny.

Mezi enzymy patii: koaguldza, katalaza, hyaluronidaza, lipazy, nukleazy, fibrinolyzin
a penicilinaza. Koagulaza vreakci s plasmatickym faktorem vede ke vzniku
stafylothrombinu, ktery katalyzuje pfeménu fibrinogenu na fibrin. Tvorba fibrinu je pak
divodem, pro¢ stafylokokové infekce probihaji vétSinou ohrani¢ené (napi. absces).
Kataldza $tépi pro S. aureus toxicky peroxid vodiku na kyslik a vodu. Hyaluronidaza
usnadniuje Sifeni stafylokoki ve tkénich St€penim kyseliny hyaluronové. Lipazy poméhaji
stafylokokim invadovat mazové Zzlazy a podkozni tkan. Nukledzy napadaji jadra
leukocyti.  Fibrinolyzin rozpousti fibrinové srazeniny. Penicilinaza rozklada

beta-laktamovy kruh a inaktivuje tim beta-laktamova antibiotika (Votava 2003).

K toxiniim fadime: cytolyziny (hemolyziny a leukocidiny), enterotoxiny, toxin syndromu
toxického Soku a exfoliativni toxiny. Cytolyziny poskozuji povrchové membrany bunék.
Patfi k nim hemolyziny alfa, beta, gama a delta a Panton-Valentiniv leukocidin.
Hemolyzin alfa ma cytolyticky efekt, beta plisobi jako sfingomyelinaza C a odpovida za
poskozovani tkani a tvorbu abscest, gama tvoii poéry v membranach bunék a delta je
toxicky pro makrofigy a lymfocyty (Hurych a Sticha, 2021). Enterotoxiny (A-E, F-R)
jsou znaéné odolné vici vysokym teplotdam a Zaludeénim enzymim. Tyto toxiny
vyvoldvaji nevolnosti, zvraceni a prijem. Toxin syndromu toxického Soku je
superantigen a je pfi¢inou multiorgdnového selhani pii syndromu toxického Soku.
Exfoliatiny rozpoustéji mukopolysacharidovu matrix v epidermis a zptsobuji syndrom

opatené ktize, projevujici se loupanim pokozky (Votava 2003).
2.4 Patogeneze a patogenita

Zasadni pro vznik stafylokokové infekce je pfekonani ochranné bariéry lidského téla,
a to zejména pokud je tato bariéra jiz narusena, napt. poranéni, operacni rana, posSkozeni

sliznic, ucpani vlasového folikulu nebo tieba kolonizovany katétr (Hurych a Sticha,
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2021). Stafylokoky zpisobuji tii druhy onemocnéni: hnisavé infekce, typicky s tvorbou

abscesu (nejcastéjsi), infekce s toxickymi pfiznaky a otravy z potravin (Votava, 2010).

Mezi nejbéznéjsi stafylokokova onemocnéni patii infekce kiize a jejich adnex
(pyodermie), z nichz nejcastéjsi je impetigo (povrchové intraepidermalni zanét, ¢asto
u malych déti) a folikulitida (infekce vlasového folikulu). Déle to jsou infekce
pohybového aparatu, jako je napiiklad septickd artritida (hnisava infekce kloubu),
osteomyelitida a spondylodiscitida (infekce dlouhych kosti a obratll). K zdvaznym
infekcim fadime respiracni infekce, zejména pneumonie. Ty se rozvijeji obvykle pii
naruseni respiracniho epitelu, ke kterému dochéazi napt. virovou infekci nebo u starSich
lidi s bronchitidou. Nebezpecné jsou také infekce krevniho tecisté, jako je infekcni

endokarditida (zadnét endotelidlni vystelky srdce) a tromboflebitida (hnisavy zanét zily)

(Hurych a Sticha, 2021).

Vlivem stafylokokovych toxinti mize vznikat enterotoxikéza, syndrom toxického Soku
a syndrom opafené kuze. K enterotoxikoze dochazi pozienim potravin s toxinem.
Symptomy jsou nevolnost, zvraceni a silny prijem. Nemoc spontanné odezni pii
odstranéni toxinu ze zazivaciho traktu. Syndrom toxického Soku je vyvolany bakteriemi
produkujici toxin syndromu toxického Soku. Nemoc se projevuje vysokou horeckou,
hypotenzi a erytému s odlupujici se kizi. Toto onemocnéni muize vzniknout jako
komplikace jakéhokoliv stafylokokového onemocnéni a miiZe vést az k multiorganovému
selhéni. Syndrom opatené kiiZe je relativné vzacné onemocnéni, zpiisobuji jej stafylokoky
produkujici exfoliatin. Pfi tomto onemocnéni dochazi ke vzniku puchyikd a odlu¢ovani

povrchové vrstvy kiize (Hurych a Sticha, 2021).
2.5 Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

MRSA neboli meticilin rezistentni Staphylococcus aureus jsou S. aureus rezistentni
nejenom K penicilinu, ale také k meticilinu, oxacilinu a dalsim pfibuznym
beta-laktamovym antibiotikiim, ktera se ve svété bézné pouzivaji jako antibiotika prvni
volby v 1é¢bé infekci vyvolanych S. aureus. Beta-laktamova antibiotika inhibuji stavbu
bunécné stény bakterii vazbou beta-laktamového kruhu na proteiny v bunécné sténé
bakterie. V pripadé MRSA je rezistence vuci nim vazana na genu mecA, ktery se nachazi
na chromozomové kazeté SCCmec. Gen mecA koduje enzym PBP2A (penicilin-binding
protein), ktery je méné afinitni k meticilinu a umoZiiuje bakterii syntetizovat bunénou

sténu 1 V jeho pfitomnosti.
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Kmeny MRSA miZeme rozdélit do dvou podkategorii, a to komunitni MRSA
a nozokomialni MRSA. Kmeny komunitni MRSA se Castéji vyskytuji v kolektivech
zdravych a mladych lidi a k nakaze dochazi mimo zdravotnické zafizeni. Nozokomialni
neboli nemocni¢ni kmeny MRSA se zpravidla vyskytuji ve zdravotnickych zafizeni ¢i
v zafizenich dlouhodobé péce a k ndkaze dochdzi az zde. Mezi rizikové pacienty patii

oslabeni a star$i pacienti (Zemli¢kovéa a Habalova, 2017).
2.6 Lécba

V ptipad¢ lokalizovanych infekci je zdkladem chirurgicka 1écba, tedy otevieni abscesu
na penicilin. U vétSiny S. aureus se Kterapii pouziva oxacilin, makrolidy nebo
linkosamidy. MRSA se le¢i vankomycinem a jako zdloZni antibiotikum se pouziva
linezolid, ktery je =zaroven Iékem volby pro VRSA (vankomycin rezistentni

Staphylococcus aureus) (David a Daum, 2017).

Pro 1é¢bu infekcei zptisobenych kmeny MRSA se pouzivaji glykopeptidova antibiotika
S baktericidnim G¢inkem (vankomycin, teikoplanin a telavancin), daptomycin, ceftarolin
vyskyt je v severskych statech a incidence stoupa smérem na jih (Zemli¢kovéa a Habalova,
2017). K roku 2022 je dle Evropského stfediska pro prevenci a kontrolu nemocnych
v Ceské republice podil MRSA 7.5 % (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2024)

2.7 Laboratorni diagnostika

Zakladnim materidlem pro diagnostiku je hnis (tekutina), dale pak krev, exsudaty,

aspiraty, moc ¢i sputum.
2.7.1 Kultivace

Stafylokoky rostou na béZznych laboratornich piidach, vhodny je krevni agar. K cilenému
prikazu se pak pouziva krevni agar s 10 % NaCl, ktery potlacuje gramnegativni koky.
Kultivace obvykle probiha pii 37 °C v aerobnim prostfedi. Na krevnim agaru se kolem

kolonii S. aureus vytvati B-hemolyza (Missiakas a Schneewind, 2013)
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2.7.2 ldentifikace

Stafylokoky jsou kataldza pozitivni, ¢imz se odliSuji od ostatnich grampozitivnich kokt
jako jsou streptokoky a enterokoky. K odliseni S. aureus od ostatnich stafylokokt se
vyuziva jeho schopnosti koagulace krevni plasmy. S. aureus je pozitivni, zatimco
S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus a dalsi jsou negativni. Dalsi
rozliSovacim testem je prikaz hyaluronidazy. Ta se vyskytuje pouze u S. aureus a pokud
je ten naockovany do pasu jiz narostlého Streptococcus equii, dochazi k viditelnému

rozpusténi hlenovitého pouzdra S. equii (Foster, 1996).

Dalsi moznosti identifikace S. aureus jsou rizné biochemické testy, ve kterych se zjistuje
napf. utilizace cukrii, produkce fosfatidz, St€peni mocoviny nebo tvorba acetoinu. K tomu
se mohou vyuzivat rizné komeréni soupravy. Dalsi moznosti detekce je analyza DNA

pomoci PCR nebo metoda MALDI-TOF (Votava, 2010).
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3 Biofilm

Biofilm byl poprvé popséan Dr. J. Williamem Costertonem a jeho kolegy v roce 1978,
ktefi jej charakterizovali jako spolecenstvi mikroorganismt pfichycenych k povrchu
biomateriall, vzajemné propojenych extracelularni matrix (Costerton et al., 1978).
V dnesni dobé popisujeme biofilm jako komplexni spolecenstvo mikroorganismd,
zejména bakterii, které adheruje K riizny povrchiim a je obklopeno slizovitou hmotou,

ktera se nazyva extracelularni polymerni substance (Schilcher a Horswill, 2020).

Biofilm je schopny se tvofit na riznych povrsich a materialech, jako jsou naptiklad kovy,
sklo, plasty a tkané. Zde pak zplsobuje rizné problémy, jako je tfeba koroze a destrukce
daného materialu. Velkym problémem je pak tvorba biofilmu v oblasti mediciny, kde
muze hrat klicovou roli v oblasti patogenity. Biofilm ma tendenci se tvofit na 1ékafskych
pomiuckach, jako jsou naptiklad katetry a implantaty a byt tak zdrojem perzistentnich
infekci a riznych zdravotnich komplikaci, nebot bakterie v biofilmu jsou mnohem

odolngjsi vuci antibiotikiim a imunitnimu systému ¢loveka (Srinivasan et al., 2021).
3.1 Tvorba biofilmu
Tvorbu biofilmu maZzeme rozdélit do nékolika fazi, viz Obrazek 1.

1. Adheze. V prvni fazi dochazi k pfichyceni volnych bunék k povrchu pomoci slabych
vazebnych interakci, jako jsou naptiklad acidobazické, hydrofobni, elektrostatické nebo

van de Waalsovy sily. Tato faze je reverzibilni.

2. Kolonizace. Béhem kolonizace dochazi k nenavratnému piilnuti k povrchu
prostiednictvim siln€jSich prvki, jako jsou adhezivni proteiny, lipopolysacharidy, bi¢iky
a pili. Zaroven se zafinaji vytvafet prvni mikrokolonie bakterii. Tato faze je jiz

ireverzibilni.

3. Proliferace. V momenté¢, kdy jsou bakterie pevné prichyceny k povrchu, nastava faze
bunécéného déleni a mnoZeni. Zaroven bakterie produkuji extracelularni polymery, které

pomahaji udrzet vhodné prostiedi pro bakterie v biofilmu.

4. Maturace. Postupem casu zac¢inaji bakterialni buiiky tvofit zraly biofilm s komplexni

trojrozmérnou strukturou.
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5. Sifeni. V posledni fazi se vyzralé buiiky mohou zaéit odludovat do okolniho prostiedi

a pokracovat v kolonizaci dalSich prosttedi.

Rist biofilmu je také ovlivnén typem povrchu, ke kterému se mikroorganismy ptichycuji,
vnéjSimi podminkami a typem mikroorganismu, které se v ném nachazeji. Zarovein bylo
zjisténo, ze rust bakterii v biofilmu je pomalejsi, nez kdyby se buiiky pohybovaly volné.
To je pravdépodobné ovlivnéno limitovanym piistupem k Zivinam a kysliku v biofilmu

(Srinivasan et al., 2021; Verderosa et al., 2019).

_ 1. Adheze

Tvorba biofilmu

2. Kolonizace

3. Proliferace

-~ ia Z -
m Lipid ®. = Mikroorganismus :vus};llfg:a ;. Polysacharid ‘ Protein

Obrazek 1. Faze tvorby biofilmu (Srinivasan et al., 2021), upraveno.

3.2 SloZeni a struktura biofilmu

Biofilm je slozeny zejména z mikrobidlnich bunék (15-20 % objemu) tvoficich
mikrokolonie, obklopenych extracelularni polymerni substanci (80-85 % objemu).
V menS$im mnozstvi se zde pak mizou nachdzet nebunééné prvky, jako jsou mineralni
krystaly, korozni ¢astice nebo krevni slozky, v zavislosti na prostfedi, kde se biofilm
utvoftil. Cely biofilm je pak propojeny systémem kanalka a mikroprostor, které¢ umoziuji
proudéni zivin, vody a odpadnich latek. VétSina biofilma vyskytujicich se v ptirodé se
skladé z vyssiho poctu riaznych mikrobidlnich druht, biofilm je tudiz velmi heterogenni
s vyraznou fyzikalni, chemickou a biologickou diverzitou (Donlan, 2002; Dufour et al.,

2012).
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Extracelularni polymerni substance

EPS je hlavni slozkou biofilmu, tvofi az 85 % celkového objemu. Jde v zdsad¢
o slizovitou matrici, kterd tvofi ochranné prostfedi pro mikroorganismy a zaroven
podporuje uchyceni k povrchu. Skldda se zejména z polysacharidii, dale pak proteind,
extracelularni DNA a lipidi. Pravé diky pfitomnosti EPS jsou bakterie v biofilmu tak
odolné vici antibiotiktim, nebot’ je pro né t€zké touto vrstvou proniknout (Donlan, 2002).
Dalsi diilezitou funkci EPS je schopnost udrzet mikrobidlni buiiky v té€sné blizkosti, coz
umoziuje efektni komunikaci mezi bunikami (quorum sensing) a usnadnéni vymény
genetick¢ho materialu prostfednictvim horizontalniho pienosu gent (Verderosa et al.,

2019).
3.3 Quorum sensing

Quorum sensing je komunika¢ni mechanismus mezi jednotlivymi bakteriemi. Diky
tomuto mechanismu je umoznéna komunikace a koordinace riznych bunéénych procest,
jako je napfiiklad tvorba biofilmu, produkce toxint nebo spole¢ny pohyb (Gonzalez a
Keshavan, 2006). Quorum sensing funguje tak, Ze jednotlivé buniky produkuji a uvoliuji
malé signalni molekuly, které se nazyvaji autoinduktory. V momenté, kdy koncentrace
téchto molekul dosdhne prahové koncentrace, buiiky zareaguji na signal a dojde
k potfebné reakci (Zhao et al., 2020). Existuje cela fada téchto signalnich molekul a je
zde rozdil mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi. Grampozitivni bakterie
produkuji hlavné autoindukéni peptidy. Gram negativni pak produkuji acyl-homoserin
laktony. Oboje, grampozitivni i gramnegativni bakterie, jsou pak schopny produkovat
autoinduktory-2. Tyto tii skupiny signalnich molekul patii mezi nejvice prozkoumangé,

zejména kvuli jejich roli v bakterialnim ristu a patogenezi (Jiang et al., 2019).
3.4 Biofilm a jeho role v patogenité

Biofilm hraje dileZitou roli v patogenezi onemocnéni. Biofilm se miliZze tvofit na
zdravotnickych pomickach, jako jsou centralni zilni katetry, mocové katetry, protézy,
endoprotézy nebo kardiostimulatory (Samal a Das, 2018). Byla také prokazana jeho
asociace srozvojem raznych onemocnéni, jako jsou napiiklad otitis media, infek¢ni
endokarditida, infekce ran, bakterialni vagindza, cysticka fibroza nebo infekce moc¢ového
traktu (Vestby et al., 2019).
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Bakterie v biofilmu jsou odolné jak vici antibiotikim, tak vici imunitnimu systému
¢lovéka. Bylo prokdzano, ze EPS snizuje pronikani leukocytt do biofilmu, omezuje jejich
pohyb v ném a snizuje jejich schopnost degranulace a produkce reaktivniho kysliku,
a tudiz znemoznuje fagocytozu (Samal a Das, 2018). Zaroven zatimco volné se
pohybujici bakterie mohou byt antibiotiky pln€ zneSkodnény, biofilm slouzi jako
rezervoar bunck, které se znéj uvolnuji do okoli, popt. pfimo do krevniho fecisté
a zpusobuji tak reinfekci. Z tohoto diivodu je mnohdy jedinou G¢innou 1é¢bou odstranéni

kolonizovaného zdravotnického materialu ¢i tkan¢ (Lebeaux et al., 2014).
Prevence a léc¢ba biofilmovych infekci

Vhledem ktomu, jak obtizné je se biofilmu zbavit, je vhodné tomuto problému
pfedchéazet. A to zejména dodrzovanim hygienickych postupl, pouzivanim sterilnich
ochrannych prostfedki a provadéni danych postupi zaskolenym personalem. Dalsi
Z moznosti je antibiotickd profylaxe béhem operace, kdy se antibiotika podavaji té€sné
pfed incizi, a to zejména u ortopedickych a srde¢nich operaci. Dalsi variantou jsou
antibiotické natéry implantatd, které tak zajisti vysokou koncentraci antibiotik pfimo
v misté potieby. Pokud nic z toho nezabere a biofilm se pfesto vytvofi, byva Casto
nezbytné uchylit se k odstranéni kontaminovaného materidlu, anebo odstranéni

poskozené tkané (Lebeaux et al., 2014).

Tyto vySe zminéné postupy spadaji do kategorie nespecifickych postupil, které necili
pfimo na bakterie v biofilmu. Nicméné existuji pokusy, které se zamétuji piimo na
biofilm. Jde naptiklad o vyuziti rekombinantnich fagl, které ptisobi nejen proti bakteriim,
ale jsou také schopni nicit EPS. Déle to je pouziti quorum sensing inhibitord, které by
zamezili mezibunééné komunikaci a tim tvorb& biofilmu. Nebo se uvazuje o vyuziti
nanodastic. Existuji pokusy, které studuji pouziti kiemicitych nanocastic jako prevenci
proti tvorbé biofilmti obsahujici S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Pseudomonas
araguinosa a Candida albicans. Nebo tfeba nanocastice, které jsou schopny generovat

volné radikaly, které maji antimikrobidlni efekt (Samal a Das, 2018).
3.5 Biofilm a Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii mezi nozokomidlni bakterie osidlujici lidské t€lo
a zpisobujici riznd infekéni onemocnéni, od infekci kiize a mékkych tkani az po zivot

ohrozujici septické stavy. Spolu se Staphylococcus epidermidis pak patii mezi nejcastéjsi
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puvodce infekci spojenych s tvorbou biofilmu na zdravotnickych pomiickach. Bakterie
S. aureus jsou diky biofilmu chranény pied ucinky antibiotik, a to je spolu se zvysenou
antibiotickou rezistenci jednou z piicin zvySené mortality u téchto infekci (Schilcher a

Horswill, 2020).

Obdobn¢ jako ostatni bakterie ma stafylokokovy biofilm podobné slozeni, tj.
mikrokolonie bunék obklopené extracelularni polymerni substanci. Bylo zjisténo, ze
hlavni slozkou stafylokokového EPS je polysacharidovy intraceluldrni adhezin, jez hraje
dualezitou roli v kolonizaci povrchii a formaci biofilmu. EPS se dale sklada z fady riiznych
proteint. Je to napiiklad protein Aap, ktery napomaha maturaci biofilmu, fibronektin
vazajici proteiny FnBP A a B nebo tieba protein vazajici extracelularni matrix Embp

(Idrees et al., 2021).

Stejné jako ostatni bunééné procesy, tak i tvorba biofilmu je geneticky kdédovana.
V piipadé Staphylococcus aureus bylo identifikovano hlavnich 12 genti zodpovédnych
za formaci biofilmu. Jsou to tyto geny: fibrinogen-binding proteins (fib) gene,
fibronectin-binding proteins gene (fnbA a fnbB) genes, intercellular adhesion (icaA, B, C
a D) genes, clumping factor (cIfA a clfB), elastin binding protein (ebps), laminin binding
protein (eno) and collagen binding protein (cna) gene. Jejich funkce je popsana
v Tabulce 1. Tyto geny pak mizeme vyuzit na PCR detekci, pro zjisténi, zda vybrané
kmeny maji potencial tvofit biofilm (ldrees et al., 2021).

Tabulka 1. Piehled gent S. aureus zodpovédnych za formaci biofilmu a jejich funkci (Idrees et
al., 2021).

Geny Funkce
fib rozpoznavani povrchovych proteinti
icaABCD adherence, mezibunécné propojeni
fnbAB invaze hostitelské bunky
eps, eno kolonizace
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4 Detekce biofilmu

Existuje nékolik zpasobt, jak detekovat biofilm. Tyto metody muizeme rozdélit na
fenotypové a genotypové. V pripad€ fenotypovych metod se zaméfujeme na kultivaci

bakterii, jejich nasledné obarveni a pozorovani nebo na metabolickou aktivitu.

Genetické metody vyuZivaji moZnosti pritkazu gent odpovédnych pro tvorbu biofilmu
pomoci PCR, mohou to byt napiiklad geny icaABCD kodujici intercelularni adhezin
(Idrees et al., 2021).

4.1 Christensenova metoda

Jednou z klasickych metod pro detekci biofilmu je Christensenova metoda. Mize
probihat bud’ ve zkumavce nebo v mikrotitratnich destickach. Principem metody je
kultivace bakterii v tekutém médiu a nasledné obarveni narostlého biofilmu, naptiklad
krystalovou violeti nebo karbolfuchsinem. U zkumavkové metody jsou zkumavky po
inkubaci promyty a poté se hodnoti obarvena vrstva biofilmu na sténé zkumavky. Biofilm
pozitivni bakterie vykazuji silné patrnou obarvenou vrstvu po celé sténé¢ zkumavky.
U biofilm negativnich zlstava zkumavka nezbarvend. V piipadé kultivace na
mikrotitra¢nich desti¢kach dochazi k odeétu vysledka spektrofotometricky (Knobloch et

al., 2002). Biofilm obarveny v mikrotitracni desticce je zobrazeny na Obrazku 2.

Obrazek 2. Christensenova metoda detekce biofilmu v mikrotitra¢ni desticce (vlastni zdroj).
4.2 Kultivace na agaru s kongo cerveni

Tato metoda je zalozena na pouziti pevné kultivaéni ptidy S ptidanou kongo ¢erveni. Toto
barvivo interaguje s extracelularnimi polysacharidy v biofilmu. Pokud jsou bakterie

biofilm pozitivni tak po kultivaci, ktera trva 24 az 48 hodin, dochazi k nartstu kolonii,
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které maji ¢ernou barvu a suchy, matny vzhled. Viz Obrazek 3. Popiipadé jsou jako
pozitivni hodnoceny i ¢ernohnédé kolonie s vyraznou precipitacni zénou. V piipadé
biofilm negativnich bakterii jsou kolonie cervené, hladké a lesklé. Nevyhodou této

metody je jeji vyrazna subjektivita a nizka specifita (Knobloch et al., 2002).

Obrazek 3. Kolonie Staphylococcus epidermidis na agaru s kongo <erveni, cerné,
suché kolonie — biofilmpozitivni kmen, cervené, hladké kolonie — biofilmnegativni kmeny
(Hola, 2017).

4.3 Mikroskopické metody

K pozorovani biofilmu lze vyuZit i rizné mikroskopické techniky. Svételna mikroskopie
je nejjednodussi metodou pro zobrazeni biofilmu. Barvenim (napi. kombinaci Gramova
barveni a alcidnové modii) mlzeme zvyraznit jak jednotlivé bunky, tak rtzné

extracelularni struktury (Foster, 1996).

Dale 1ze vyuzit elektronovou mikroskopii, ktera umoznuje detailni zobrazeni jednotlivych
bunék. Skenovaci elektronovy mikroskop se cCasto pouzivd k pozorovani povrchu
biofilmu, zatimco transmisni elektronova mikroskopie umoziuje pohled na vnitini
struktury (Idrees et al., 2021). Biofilm zobrazeny pomoci elektronového mikroskopu lze
vidét na Obrazku 4.
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Obrazek 4. Biofilm tvofeny bakteriemi S. aureus zobrazeny pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (nalevo) a transmisni elektronové mikroskopie (napravo) (Archer et al., 2011).

Fluorescencni mikroskopie umoziiuje zobrazit biofilm pomoci fluorescencnich barviv.
Pomoci nich mizeme pozorovat nejenom jednotlivé slozky biofilmu, ale i1 biologické
procesy, jak jsou bunééné interakce nebo ristova aktivita. Velice vyhodnou metodou pro
pozorovani biofilmu je konfokéalni mikroskopie, které umoziuje zobrazit 3D strukturu.
Zaroven to je nedestruktivni metoda, ktera mtze probihat i in situ (Idrees et al., 2021).

Ptiklad takto zobrazeného biofilmu je na Obrazku 5.

Obrazek 5. Vizualizace biofilmu pomoci fluorescen¢niho konfokalniho mikroskopu (Wagner et
al., 2009).
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4.4  Metabolické metody

Ke stanoveni mnozstvi biofilmu mize vyuzit fyziologické procesy bakterii, presnéji
sledovani metabolické pfemény barviv na stanovitelné derivaty. Mezi nejcastéji

pouzivané metody patii redukce tetrazolinovych soli a resazurinu (Pettit et al., 2009).

Tetrazolinové soli se pouzivaji jako indikatory bunécného dychani. Jednou z takto
pouzivanych sloucenin je XTT (2,3-bis-(2-metyloxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium-5 karboxanilid). Tato latka se s buiikach redukuje na barevnou slouc¢eninu
formazan, kterou pak miizeme spektrofotometricky kvantifikovat. Nevyhodou této
metody, je Ze bakterie mohou XTT metabolizovat riznou rychlosti a métfeni tak nemusi

byt zcela presné (Kuhn et al., 2003).

Dalsi metodou je redukce resazurinu. Toto barvivo méd ve svém oxidovaném stavu
modrou barvu a pfi jeho redukci metabolicky aktivnimi butikami dochazi k pfeméné na
ruzovy fluoreskujici resorufin. Jako hladinu pak mizeme stanovovat bud’ fluorimetricky
nebo spektrofotometricky. Vyhodou pouziti resazurinu je jeho stabilita, nulova toxicita

a rychlost sledované reakce (Pettit et al., 2009).
45 Genetické metody

Pro prikaz ptitomnosti genl, kterd jsou typické pro tvorbu biofilmu je vhodna
polymerédzova fetézova reakce (PCR). Tato metoda vSak neni vhodna pro kvantifikaci,
nebot’ dochézi k amplifikaci Zivych i mrtvych bun¢k biofilmu. Tomuto problému se 1ze
vyhnout pouzitim kvantitativni reverzné transkripéni PCR. Tato metoda vyuziva
amplifikaci bakterialni mRNA, kterd ma kratkou zivotnost a Iépe tak koreluje s poctem

zivych bunék (Pantanella et al.,2013).

K detekci biofilmu se da také vyuzit fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Tato
metoda vyuziva oligonukleotidové sondy znacené fluorescenénimi barvivy. Tyto sondy
se vazou na rRNA, kterd je obzvlasté pfitomna v zivotaschopnych bunikach. FISH také
umoziuje detektovat obtizné¢ kultivovatelné bakterie a bakterie s nizkou urovni
metabolismu. V kombinaci s konfokalni laserovou mikroskopii pak lze zobrazit

topografickou mapu vicedruhového biofilmu (Pantanella et al.,2013).
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5 Cile prace

Cilem je zjistit korelaci miry tvorby biofilmu u klinickych kmena Staphylococcus
aureus z ran ziskanych od pacientli chirurgického oddé€leni ve Fakultni nemocnici
u sv. Anny v Brné v roce 2023 pomoci klasickych kultiva¢nich metod a detekci vybranych

gend asociovanych s tvorbou biofilmu u druhu S. aureus metodou Real-Time PCR.
Vyzkumné otdzky:
e Tvofi sesbirané klinické kmeny Staphylococcus aureus biofilm?

e Do jaké miry koreluje tvorba biofilmu zjisténad pomoci klasickych kultiva¢nich

metod s pfitomnosti genti pro tvorbu biofilmu?
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6 Material a metody
6.1 Material
6.1.1 Chemikdlie

e Destilovana voda (technicky usek Mikrobiologického ustavu FN u sv. Anny

v Brn¢g)

e Sterilni fyziologicky roztok (technicky tisek Mikrobiologického tstavu FN u sv.
Anny v Brng¢)

slozeni: 9 g/l NaCl a destilovana voda
e Trypton-sojovy agar (Oxoid, UK)

e Fosfatovy pufr (PBS) (Penta, Ceska republika)
slozeni: 800 ml destilovana voda; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPOys; 0,24 g
KH2POg4; pH roztoku upraveno na hodnotu 7,4 pomoci HCI.

e Trypton-sojovy bujon CM 0129 (TSB) (Oxoid, UK)
slozeni: 17 g/l hydrolyzat kaseinu, 3 g/l hydrolyzat s6je, 5 g/l NaCl, 2,5 g/l
Na2HPO4, 2,5 g/l glukoza, 4 g/l agar, 1000 ml destilovana voda

e Krystalova violet’ — solutio GRAM, modifikace podle Nowy piipravena dle

Prescriptiones Reagentium (Fakultni 1ékérna u sv. Anny v Brné)
e kyselina octova (Penta, Ceska republika)

e LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche, Svycarsko)
Master Mix, H20 PCR

e primery, viz Tabulka 2 (Eurofins Genomics, Némecko)
e NucleoMag® Dx Pathogen - kit pro izolaci DNA (Takara Bio, USA)

Vsechna kultivacni média byla pfipravena v technickém tuseku Mikrobiologického tistavu

FN u sv. Anny v Brn¢ dle standardnich operacnich postupii.
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6.1.2 PouZité kmeny

Pro sledovani tvorby biofilmu byly pouzité kmeny Staphylococcus aureus izolované
z ruznych klinickych vzorkdi pochazejicich od pacienti z chirurgického oddé€leni
FN u sv. Anny v Brn¢€ v ramci mikrobiologického vySetfeni na Mikrobiologickém tustavu

fakultni nemocnice u sv. Anny v Brn¢. Celkem bylo testovano 94 kment.
6.1.3 Pristroje a pomiicky

e mini centrifuga Zephyrus® (Elisabeth pharmacon, UK)

e centrifuga 5430 (Eppendorf, Némecko)

e multifunkéni moduldrni reader INFINITE M NANO (Tecan Trading,
Svycarsko)

e Dbiohazard box Class II Type A2 (Esco Labculture®, Singapur)
e vortex (Labnet International, Inc., USA)

e denzitometr DENSI-LA-METER II (Erba Lachema s.r.o., CR)
e hlubokomrazici box Lexicon ULT Freezer (ESCO, USA)

e mikrotitra¢ni destiCky P pro tkdnové kultury s 96 jamkami s plochym dnem
(Gama Group, C2)

e  Kit pro izolaci nukleovych kyselinKingFisher 96 Accesory Kit A
(Macherey-Nagel, USA)

e CFX96™ Real-Time PCR Detection Systém (Bio-Rad, USA)
e KingFisher™ Flex Purification System (ThermoFisher Scientific, USA)
6.2 Metody

Pro veskerou nasledujici praci bylo kultivovdno vSech 94 kment S. aureus na
kultiva¢nich miskach s trypton-sojovym agarem. OcCkovani na misky probeéhlo ze
zamrazenych bakterialnich suspenzi, uskladnénych pii —80 °C ve sbirce mikroorganismu

Mikrobiologického tistavu FN u sv. Anny v Brné¢, kultivace probihala 24 hodin pii 37 °C.
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6.2.1 Testovani schopnosti stafylokokii tvoiit biofilm pomoci Christensenovy metody

Pro ovéfeni schopnosti tvofit biofilm vybranymi kmeny S. aureus byla vyuzita metoda

barveni krystalovou violeti dle Christensena.

Do sterilni zkumavky, pro kazdy kmen jedna zkumavka, bylo napipetovano 2 ml PBS
a nasledné klickou piidan bakteridlni kmen, a to az do vytvofeni suspenze o optické
denzité¢ 0,5 McFarlandova standardu. Tato suspenze byla poté pipetovana po 20 pl do
mikrotitracnich desti¢ek s plochym dnem. K této suspenzi bylo potom do kazdé jamky
ptidano 180 pl TBS s 1 % glukdzy. Kazdy kmen byl napipetovan v triplikatu a testovani
probéhlo ve tfech nezavislych opakovanich. Do 6 jamek desti¢ky bylo dale napipetovano
20 pl PBS a 180 ul TBS s 1 % glukozou. Tyto jamky slouZily jako negativni kontrola.
Desti¢ky se pak byly inkubovany 24 hodin pii 37 °C.

Po kultivaci byly desticky promyty. Suspenze byla odsata a biofilm byl tfikrat promyt

fyziologickym roztokem a nasledné¢ byly desti¢ky suSeny Vv termostatu pii 37 °C.

Naésledujici den probé&hlo barveni desticek krystalovou violeti dle Christensena. Do kazdé
jamky bylo pipetovano 200 pl krystalové violeti, kterd byla ponechdna v jamkach na
15 minut pti laboratorni teploté. Po uplynulé dob¢ byla krystalova violet’ odsata a desticky
byly promyvany pod tekouci vodou, dokud znich viditelné vystupovalo barvivo.
V dal§im kroku bylo do desti¢ek napipetovano 200 pl 33% kyseliny octové a opét
probéhla 15minutova inkubace pfii laboratorni teploté. Po 15 minutach probéhlo méfeni
absorbance na multifunkénim modularnim reader INFINITE M NANO pii vinové
délce 595 nm.

Vyhodnoceni vysledkii bylo upraveno dle Stepanovice et al. (2006). Z hodnot negativni
kontroly byla ziskana primérna opticka denzita (OD) a vypocitana jeji smérodatna
odchylka (SD). Hrani¢ni hodnota (cut-off) pro hodnoceni biofilm pozitivnich vzorku
(ODc) byla vypocitana nasledovné:

ODc = OD negativni kontroly + 3 x SD OD negativni kontroly

Zpramérovanim namétenych hodnot optické denzity kazdého testovaného kmene byla
vypocitana opticka denzita pro testovany kmen (ODtk). Kmeny pak byly rozifazeny do

4 kategorii, dle schopnosti tvofit biofilm.
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Kmeny netvofici biofilm: ODtk < ODc
Kmeny slabé¢ tvofici biofilm: ODc < ODtk <4 x ODc
Kmeny stfedné tvorici biofilm: 4 x ODc < ODtk <8 x ODc
Kmeny siln¢ tvofici biofilm: 8 x ODc < ODtk
6.2.2 Prikaz piitomnosti genii pro tvorbu biofilmu pomoci Real-time PCR

Pro provedeni PCR bylo nutné nejprve izolovat DNA. Do sterilnich zkumavek, pro kazdy
kmen jedna zkumavka, bylo pipetovano 2 ml TSB a klickou naneseny bakterialni kultury.
Zkumavky byly inkubovany 24 hodin pii 37 °C. Po kultivaci byly burniky centrifugovany
a promyty pomoci PBS, a to celkem tfikrat. 200 pl bunék kazdého kmene bylo pipetovano
do 96 jamkové desticky pro izolaci nukleovych kyselin. Desticky byly vlozeny do
ptistroje KingFisher a izolace probihala podle instrukci vyrobce. Principem metody je
adsorpce makromolekul DNA na magnetické kulicky. Ty jsou poté promyty dvéma
riznymi pufry a ethanolem, nasledné jsou suseny proudem vzduchu a v poslednim kroku

je DNA eluovéna do roztoku. Izolovand DNA byla uchovavana pii —80 °C:

PCR se provadéla celkem pro 3 vybrané geny: clfA, fnbA a fnbB. Sekvence primeri byly

ptevzaty od Shivaee et al. (2019) a jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Sekvence pouzitych primerd.

Primer Sekvence (5'-3”)
CIfA F: TACAAGTGCGCCTAGAATGA
R: TTTGACATAACCTGCTTGGT
frbA F: TGAAGGTGGTTATGTTGATG
R: CAGTGTATCCTCCAACATGA
fnbB F: GTAGAGGAAAGTGGGAGTTCAG

R: TGTGTTGATTGTGATGGTTGC

Ptiprava reakéni smési pro PCR probihala v biohazard boxu. Vyizolovana DNA, spolu
s LightCycler® 480 SYBR Green I Master (skladajici se z pfipraveného Master mix
a PCR vody) a primery byly rozmrazeny na chladici desti¢ce pii 4 °C. VSechny zkumavky
s reagenciemi byly pfed pouzitim zvortexovany a kratce stoceny. Do ptichystané PCR

desticky pak byly reagencie napipetovany podle rozpisu v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Slozeni PCR smési.

SloZeni PCR smési Objem (ul)

PCR voda 2 ul
SYBR Green | Master Sul
Primer forward 1 ul
Primer reverse 1 ul
DNA matrice 1 ul
Celkovy objem sm¢ési 10 pl

Desticka s prichystanymi vzorky pak byla prelepena folii a kratce zcentrifugovana.
Samotna Real-time PCR pak probé¢hla na ptistroji CFX96™ Real-Time PCR Detection
Systém (Bio-Rad, USA) podle reakéniho profilu, viz Tabulka 4.

Tabulka 4. Reakéni profil Real-time PCR.

Krok Faze Pocet cykla  Teplota Cas
1 udrzovaci faze 1 95 °C 5:00 min
2 denaturace 95 °C 0:10 sec
3 annealing 40 60 °C 0:10 sec
4 elongace 72 °C 0:12 sec
5 denaturace 1 95 °C 0:05 sec
6 ktivka tani 1 65-97 °C  0:05 sec
7 chlazeni 1 40 °C 0:10 sec

Jako pozitivné detekovany gen byl oznacen takovy, kdy hodnota métené fluorescence pro
dany gen ptekrocila prahovou hodnotu pfed dosazenim 35. cyklu. Specifita PCR produktt

byla ovéfena pomoci vyhodnoceni profilu kiivky tani.
6.3 Statistické vyhodnoceni

Zavislost miry tvorby biofilmu u klinickych kment S. aureus na detekovanych genech
asociovanych s tvorbou biofilmu metodou Real-Time PCR byla vyhodnocena pomoci
Pearsonova chi-kvadrat testu nezavislosti. Zvolena hladina vyznamnosti byla a = 0,05.
Statisticka analyza byla zpracovana pomoci on-line nastroje Applied Statistics In
Healthcare Research — Multi-way Contingency Table Chi-Square Analysis (Montelpare
etal., 2024)
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7 Vysledky

7.1  Vysledky testovani schopnosti stafylokokii tvo¥it biofilm pomoci Christensenovy
metody

Nejprve byla z naméfenych hodnot absorbance negativni kontroly vypocitana praimérna
opticka denzita (OD), dale jeji smérodatna odchylka (SD) a hrani¢ni hodnota pro
pozitivitu (ODc; cut off).

e 0OD=0,345
e SD=0,055
e ODc=0,508

Z namétenych hodnot absorbance pak byly nasledné vypocitany optické hodnoty pro
kazdy testovany kmen (ODtk), se smérodatnou odchylkou pro testované kmeny (SDtk)
SDtk = 1,900, viz Tabulka 5.

Podle vypocitanych hodnot ODtk pak byly testované kmeny rozdéleny do 4 kategorii dle
schopnosti tvofit biofilm: kmeny netvofici biofilm, kmeny slab¢ tvotici biofilm, kmeny
se sttedni schopnosti tvofit biofilm a kmeny se silnou produkci biofilmu. Rozmezi hodnot

jednotlivych kategorii je zobrazeno v Tabulce 6.

Tabulka 5. Kategorizace miry tvorby biofilmu na zakladné méfeni Christensenovou metodou.

Kategorie miry tvorby biofilmu

Netvori ODtk <0,508
Slaba ODc <ODtk <2,033

Stiedni 2,033 <ODtk < 4,065
Silna 4,065 < ODtk
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Tabulka 6. Vysledky méfeni miry tvorby biofilmu Christensenovou metodu vyjadiené pomoci
optické denzity pro jednotlivé testované kmeny. Modfe jsou zobrazeny kmeny se slabou produkci
biofilmu, zelené se stiedné silnou produkci biofilmu a oranzové se slabou produkei biofilmu.

Kmen ODtk Kmen ODtk Kmen ODtk Kmen ODtk
AS3-23-1 | 5,278 | AS-23-25 | 5,125 | AS-23-49 | 3,423 | AS-23-73 | 4,485
AS3-23-2 | 4,975 | AS-23-26 | 5,289 | AS-23-50 | 2,766 | AS-23-74 | 2,369
AS3-23-3 | 6,519 | AS-23-27 | 2,927 | AS-23-51 | 4,494 | AS-23-75 | 3,002
AS3-23-4 | 4,165 | AS-23-28 | 2,380 | AS-23-52 | 4,244 | AS-23-76 | 5,023
AS3-23-5 | 7,208 | AS-23-29 | 2,351 | AS-23-53 | 2,414 | AS-23-77 | 3,016
AS3-23-6 | 4,868 | AS-23-30 | 2,521 | AS-23-54 | 9,295 | AS-23-78 | 1,977
AS3-23-7 | 3,534 | AS-23-31 | 4,153 | AS-23-55 | 9,171 | AS-23-79 | 5,570
AS3-23-8 | 4,328 | AS-23-32 | 6,811 | AS-23-56 | 5,422 | AS-23-80 | 3,839
AS3-23-9 | 3,050 | AS-23-33 | 2,082 | AS-23-57 | 2,922 | AS-23-81 | 5,919

AS3-23-10 | 3,511 | AS-23-34 | 2,077 | AS-23-58 | 2,984 | AS-23-82 | 2,687
AS3-23-11 | 7,416 | AS-23-35 | 6,968 | AS-23-59 | 5,152 | AS-23-83 | 3,251
AS3-23-12 | 7,101 | AS-23-36 | 3,571 | AS-23-60 | 4,727 | AS-23-84 | 4,182
AS3-23-13 | 6,451 | AS-23-37 | 2,903 | AS-23-61 | 1,869 | AS-23-85 | 5,757
AS3-23-14 | 6,223 | AS-23-38 | 4,650 | AS-23-62 | 3,678 | AS-23-86 | 2,112
AS3-23-15 | 6,355 | AS-23-39 | 2,803 | AS-23-63 | 3,221 | AS-23-87 | 3,646
AS3-23-16 | 6,588 | AS-23-40 | 2,208 | AS-23-64 | 5,020 | AS-23-88 | 2,395
AS3-23-17 | 3,948 | AS-23-41 | 4,444 | AS-23-65 | 3,907 | AS-23-89 | 4,701
AS3-23-18 | 5,794 | AS-23-42 | 6,100 | AS-23-66 | 1,477 | AS-23-90 | 2,397
AS3-23-19 | 7,597 | AS-23-43 | 5,029 | AS-23-67 | 12,126 | AS-23-91 | 2,649
AS3-23-20 | 7,185 | AS-23-44 | 6,783 | AS-23-68 | 3,754 | AS-23-92 | 3,926
AS3-23-21 [ 1,505 | AS-23-45 | 2,220 | AS-23-69 | 3,217 | AS-23-93 | 3,797
AS3-23-22 | 4,956 | AS-23-46 | 5,498 | AS-23-70 | 2,571 | AS-23-94 | 5,302
AS3-23-23 | 4,168 | AS-23-47 | 7,213 | AS-23-71 | 3,988
AS3-23-24 | 2,864 | AS-23-48 | 5,046 | AS-23-72 | 3,563

Rozd¢€leni kmeni dle miry tvofit biofilm podle vytvofenych kategorii je zobrazeno
Vv nasledujici Tabulce €. 7. VSechny testované kmeny tvofily biofilm s riznou intenzitou.
Celkem 49 kment bylo silnymi producenty biofilmu, dalSich 41 kmend produkovali

biofilm stfedné silné€ a 4 kmeny tvofily biofilm slabg.

Tabulka 7. Rozdéleni testovanych kmen( podle miry tvorby biofilmu na zakladné méreni
Christensenovou metodou (absolutni pocty).

Mira tvorby biofilmu
Netvori 0
Slaba 4
Stiedni 41
Silna 49

Celkovy pocet kmenti 94
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RozlozZeni vysledku v procentnim podilu je zndzornéno na Obrazku 6. Kde je vidét, ze
silni producenti biofilmu tvofily 51,1 % z celkového mnozstvi testovanych kment,

stfedné silni producenti tvotily 43,6 % a 4,3 % tvofili slabi producenti biofilmu.

Mira tvorby biofiolmu

4,3%

51,1% 43,6%

u Slaba = Stfedni = Silna

Obrazek 6. Graf rozdéleni testovanych kmenii podle miry tvorby biofilmu na zakladné méteni
Christensenovou metodou (v procentech). Modfe jsou zobrazeny kmeny se slabou produkci
biofilmu, zelené se stfedné silnou produkci biofilmu a oranzové se silnou produkcei biofilmu.
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7.2 Vysledky detekce genii pro tvorbu biofilmu testovanych kmenii stafylokokii

pomoci Real-time PCR

Schopnost tvorby biofilmu vybranych kment S. aureus byla testovana pro 3 vybrané

geny: clfA, fnbA, fnbB. Vysledek byl hodnocen jako pozitivni (POZ) nebo negativni

(NEG). Gen clfA byl nalezen pozitivni u 89 kment, gen fnbA u 92 kment a gen fnbB

u 82 kmenti Vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 8.

Tabulka 8. Vysledky detekce gent pro tvorbu biofilmu testovanych kment stafylokokt pomoci
Real-time PCR.

Kmen

clfA

fnbA

fnbB

Kmen

clfA

fnbA

fnbB

Kmen

clfA

fnbA

fnbB

AS-23-1

POz

POZ

NEG

AS-23-33

POz

POZ

NEG

AS-23-65

POZ

POZ

POZ

AS-23-2

POz

POZ

NEG

AS-23-34

POz

POZ

POZ

AS-23-66

POZ

POZ

NEG

AS-23-3

POz

POZ

POZ

AS-23-35

POz

POZ

POZ

AS-23-67

POZ

POZ

POZ

AS-23-4

POz

POZ

POZ

AS-23-36

POz

POZ

POZ

AS-23-68

POZ

POZ

POZ

AS-23-5

POz

POz

POZ

AS-23-37

POz

POZ

POZ

AS-23-69

POZ

POz

POz

AS-23-6

POZ

POz

POZ

AS-23-38

POz

POZ

POZ

AS-23-70

POZ

POz

NEG

AS-23-7

POZ

POz

POZ

AS-23-39

POz

POZ

POZ

AS-23-71

POZ

POz

POz

AS-23-8

POZ

POz

POZ

AS-23-40

POz

POZ

POZ

AS-23-72

POZ

POz

POz

AS-23-9

POZ

POz

NEG

AS-23-41

POz

POZ

POZ

AS-23-73

POZ

POz

POz

AS-23-10

POZ

POz

POZ

AS-23-42

POz

POZ

POZ

AS-23-74

POZ

POz

POz

AS-23-11

POZ

POz

POZ

AS-23-43

POz

POZ

POZ

AS-23-75

POZ

POz

POz

AS-23-12

POz

POZ

POZ

AS-23-44

POz

POZ

POZ

AS-23-76

POZ

POZ

POZ

AS-23-13

POz

POZ

POZ

AS-23-45

POz

POZ

POZ

AS-23-77

POZ

POZ

POZ

AS-23-14

POz

POZ

POZ

AS-23-46

POz

POZ

POZ

AS-23-78

POZ

POZ

POZ

AS-23-15

POz

POZ

POZ

AS-23-47

POz

POZ

POZ

AS-23-79

POZ

POZ

POZ

AS-23-16

POz

POZ

POZ

AS-23-48

POZ

POZ

POZ

AS-23-80

NEG

POZ

POZ

AS-23-17

POz

NEG

POZ

AS-23-49

POZ

POZ

POZ

AS-23-81

POZ

POZ

POZ

AS-23-18

POZ

POz

POZ

AS-23-50

POZ

POZ

POZ

AS-23-82

POZ

POZ

POZ

AS-23-19

POZ

POz

POZ

AS-23-51

POZ

POZ

POZ

AS-23-83

POZ

POZ

POZ

AS-23-20

POZ

POz

NEG

AS-23-52

POZ

POZ

POZ

AS-23-84

POZ

POZ

POZ

AS-23-21

POZ

POz

NEG

AS-23-53

POZ

POZ

POZ

AS-23-85

NEG

POZ

POZ

AS-23-22

POZ

POz

POZ

AS-23-54

POZ

POZ

POZ

AS-23-86

NEG

POZ

POZ

AS-23-23

POZ

POz

POZ

AS-23-55

POZ

POZ

POZ

AS-23-87

POZ

POZ

POZ

AS-23-24

POZ

POZ

POZ

AS-23-56

POZ

POZ

POZ

AS-23-88

POZ

POZ

NEG

AS-23-25

POZ

POZ

POZ

AS-23-57

POZ

POZ

POZ

AS-23-89

POZ

POZ

POZ

AS-23-26

POZ

POZ

POZ

AS-23-58

POZ

POZ

NEG

AS-23-90

POZ

POZ

POZ

AS-23-27

POZ

POZ

POZ

AS-23-59

POZ

POZ

POZ

AS-23-91

POZ

POZ

POZ

AS-23-28

POZ

POZ

POZ

AS-23-60

POZ

POZ

POZ

AS-23-92

NEG

POZ

POZ

AS-23-29

POZ

POZ

POZ

AS-23-61

NEG

NEG

NEG

AS-23-93

POZ

POZ

POZ

AS-23-30

POz

POz

POz

AS-23-62

POz

POZ

POz

AS-23-94

POZ

POz

POz

AS-23-31

POZ

POz

NEG

AS-23-63

POz

POZ

POz

AS-23-32

POZ

POz

POz

AS-23-64

POz

POZ

POZ
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7.3 Porovnani Christensenovy metody a Real-time PCR

V Tabulce 9. jsou porovnany vysledky testovani miry tvorby biofilmu pomoci
Christensenovy metody a vysledki detekce gentt metodou Real-time PCR.
Tabulka 9. Porovnani miry tvorby biofilmu testovanych kment a detekce gent pro tvorbu

biofilmu pomoci Real-time PCR. Modie jsou zobrazeny kmeny se slabou produkci biofilmu,
zelen€ se stiedné silnou produkci biofilmu a oranzové se silnou produkci biofilmu.

Kmen | ODtk | clfA |fnbA |fnbB| Kmen |ODtk | cIfA |fnbA|fnbB| Kmen | ODtk | clfA

fnbA

fnbB

AS-23-1 (5,278 | POZ | POZ | NEG | AS-23-33 | 2,082 | POZ | POZ | NEG | AS-23-65 | 5,046 | POZ

POZ

POZ

AS-23-2 (4,975| POZ | POZ | NEG | AS-23-34 | 2,077 | POZ | POZ | POZ | AS-23-66 | 3,423 | POZ

POZ

NEG

AS-23-3 (6,519 | POZ | POZ | POZ | AS-23-35 | 6,968 | POZ | POZ | POZ | AS-23-67 | 3,907 | POZ

POZ

POZ

AS-23-4 (4,165| POZ | POZ | POZ | AS-23-36 | 3,571 | POZ | POZ | POZ | AS-23-68 | 1,477 | POZ

POZ

POZ

AS-23-5 (7,208 | POZ | POZ | POZ | AS-23-37 | 2,903 | POZ | POZ | POZ | AS-23-69 | 12,126 | POZ

POZ

POZ

AS-23-6 (4,868 | POZ | POZ | POZ | AS-23-38 | 4,650 | POz | POZ | POZ | AS-23-70 | 3,754 | POZ

POZ

NEG

AS-23-7 (3,534 | POZ | POZ | POZ | AS-23-39 | 2,803 | POZ | POZ | POZ | AS-23-71 | 3,217 | POZ

POZ

POZ

AS-23-8 (4,328 | POZ | POZ | POZ | AS-23-40 | 2,208 | POz | POZ | POZ | AS-23-72 | 2,571 | POZ

POZ

POZ

AS-23-9 (3,050 | POZ | POZ | NEG | AS-23-41 | 4,444 | POZ | POZ | POZ | AS-23-73 | 3,988 | POZ

POZ

POZ

AS-23-10 (3,511 | POZ | POZ | POZ | AS-23-42 | 6,100 | POz | POZ | POZ | AS-23-74 | 3,563 | POZ

POZ

POZ

AS-23-11 (7,416 | POZ | POZ | POZ | AS-23-43 (5,029 | POZ | POZ | POZ | AS-23-75 | 4,485 | POZ

POZ

POZ

AS-23-12 (7,101 | POZ | POZ | POZ | AS-23-44 | 6,783 | POz | POZ | POZ | AS-23-76 | 2,369 | POZ

POZ

POZ

AS-23-13 (6,451 | POZ | POZ | POZ | AS-23-45 | 2,220 | POZ | POZ | POZ | AS-23-77 | 3,002 | POZ

POZ

POZ

AS-23-14 (6,223 | POZ | POZ | POZ | AS-23-46 | 5,498 | POZ | POZ | POZ | AS-23-78 | 5,023 | POZ

POZ

POZ

AS-23-15 (6,355 | POZ | POZ | POZ | AS-23-47 | 7,213 | POZ | POZ | POZ | AS-23-79 | 3,016 | POZ

POZ

POZ

AS-23-16 (6,588 | POZ | POZ | POZ | AS-23-48 | 5,046 | POZ | POZ | POZ | AS-23-80 | 1,977 | NEG

POZ

POZ

AS-23-17 (3,948 | POZ | NEG | POZ | AS-23-49 3,423 | POZ | POZ | POZ | AS-23-81 | 5,570 | POZ

POZ

POZ

AS-23-18 (5,794 | POZ | POZ | POZ | AS-23-50 | 2,766 | POZ | POZ | POZ | AS-23-82 | 3,839 | POZ

POZ

POZ

AS-23-19 (7,597 | POZ | POZ | POZ | AS-23-51 [ 4,494 | POZ | POZ | POZ | AS-23-83 | 5,919 | POZ

POZ

POZ

AS-23-20 (7,185 | POZ | POZ | NEG | AS-23-52 | 4,244 | POZ | POZ | POZ | AS-23-84 | 2,687 | POZ

POZ

POZ

AS-23-21 [1,505| POZ | POZ | NEG | AS-23-53 [ 2,414 | POZ | POZ | POZ | AS-23-85 | 3,251 | NEG

POZ

POZ

AS-23-22 (4,956 | POZ | POZ | POZ | AS-23-54 [ 9,295 | POZ | POZ | POZ | AS-23-86 | 4,182 | NEG

POZ

POZ

AS-23-23 (4,168 | POZ | POZ | POZ | AS-23-55 [9,171| POZ | POZ | POZ | AS-23-87 | 5,757 | POZ

POZ

POZ

AS-23-24 (2,864 | POZ | POZ | POZ | AS-23-56 | 5,422 | POZ | POZ | POZ | AS-23-88 | 2,112 | POZ

POZ

NEG

AS-23-25 (5,125 | POZ | POZ | POZ | AS-23-57 | 2,922 | POZ | POZ | POZ | AS-23-89 | 3,646 | POZ

POZ

POZ

AS-23-26 (5,289 | POZ | POZ | POZ | AS-23-58 [ 2,984 | POZ | POZ | NEG | AS-23-90 | 2,395 | POZ

POZ

POZ

AS-23-27 (2,927 | POZ | POZ | POZ | AS-23-59 | 5,152 | POZ | POZ | POZ | AS-23-91 | 4,701 | POZ

POZ

POZ

AS-23-28 (2,380 | POZ | POZ | POZ | AS-23-60 | 4,727 | POZ | POZ | POZ | AS-23-92 | 2,397 | NEG

POZ

POZ

AS-23-29 (2,351 | POZ | POZ | POZ | AS-23-61 | 1,869 | NEG | NEG | NEG | AS-23-93 | 2,649 | POZ

POZ

POZ

AS-23-30 (2,521 | POZ | POZ | POZ | AS-23-62 | 3,678 | POZ | POZ | POZ | AS-23-94 | 3,926 | POZ

POZ

POZ

AS-23-31 (4,153 | POZ | POZ | NEG | AS-23-63 | 3,221 | POZ | POZ | POZ

AS-23-32 (6,811 | POZ | POZ | POZ | AS-23-64 | 5,020 | POZ | POZ | POZ
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U vsech testovanych kmenid byla pomoci Christensenovy metody zjisténa schopnost
tvorby biofilmu, a to v rizné intenzite, nejvice v§ak byla zastoupena kategorie silny rust
biofilmu (51,1 % kmeni). Ze tii testovany genti asociovanych s tvorbou biofilmu — clfA,
fnbA a fnbB, byl nejcastéji detekovan gen fnbA Z 94 kment byl tento gen identifikovan
u 92 kment (97,9 %). Za ptitomnosti tohoto genu 49 kment tvofilo biofilm silng,
40 stfedné silné a 3 kmeny vykazovaly slabou tvorbu biofilmu. Gen clfA, ktery byl
pfitomen u 89 kment (94,6 %). Za piitomnosti tohoto genu 48 vykazovalo silnou tvorbu
biofilmu, 39 stiedné silnou tvorbu biofilmu a v kategorii slaba to byly 2 kmeny. Nejméné
Casto detekovany byl gen fnbB, ktery byl detekovan u 82 kmeni (87,2 %). Za ptitomnosti
tohoto genu 45 kment bylo v kategorii se silnou tvorbou biofilmu, 35 v kategorii stfedné
silnd tvorba biofilmu a slabou tvorbu biofilmu pak vykazovaly 2 testované kmeny.

Shrnuti vysledk 1ze vidét v Tabulce 10 a pro piehlednéjsi znazornéni i na obrazku 7.

Zavislost miry tvorby biofilmu u klinickych kment S. aureus na detekovanych genech
asociovanych s tvorbou biofilmu metodou Real-Time PCR byla statisticky vyhodnocena.
Na zvolené hladin¢ vyznamnosti nebyla nalezena souvislost mezi pfitomnosti
konkrétnich genti pro tvorbu biofilmu a mirou jednotlivych kment tvofit biofilm
(p > 0,05).

Tabulka 10. Porovnani schopnosti tvorby biofilmu s vybranymi geny. Na zvolené hladiné

vyznamnosti nebyla nalezena souvislost mezi pritomnosti konkrétnich gend pro tvorbu biofilmu
a mirou jednotlivych kment tvotit biofilm (p > 0,05).

Geny asociované s tvorbou biofilmu

clfA fnbA fnbB
] netvori 0 0 0
tVMO‘:t‘;‘y slabé 2 3 2
blOfl I mu stfedni 39 40 35
silna 48 49 45
Celkovy pocet kmenti 89 92 82
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Obrazek 7. Graf zobrazujici porovnani miry tvorby biofilmu testovanych kmenti a detekované
geny pro tvorbu biofilmu pomoci Real-time PCR. Na zvolené hladiné¢ vyznamnosti nebyla
nalezena souvislost mezi ptitomnosti konkrétnich gent pro tvorbu biofilmu a mirou jednotlivych
kment tvofit biofilm (p > 0,05).



8 Diskuze

Staphylococcus aureus je vyznamny patogen, ktery zpusobuje celou fadu riznych
onemocnéni, a to od koznich infekei az po chronické systémové infekce. Tvorba biofilmu
¢ini bakterie odolnéjSimi, a to jak vi¢i imunitnimu systému pacienta, tak 1 1éCbe
antibiotiky. Infekce asociované s biofilmem pak maji nejen vyznamny negativni dopad
na zdravi pacienta, ale predstavuji také vysokou socioekonomickou zatéz (Manandhar
etal., 2018). Je tedy dulezité umét biofilm detekovat. V této praci byly k detekci vyuzity

dv¢é metody. Christensenova metoda a geneticka detekce pomoci Real-time PCR.

Jaké prvni zplisob detekce byla vyuzita Christensenova metoda barveni biofilmu pomoci
krystalové violeti, tato metoda kvantifikuje tvorbu biofilmu zpravidla v mikrotitra¢nich
destickach a je povazovana za ,zlaty standard“ detekce biofilmu. V této praci bylo
vyhodnoceni upraveno dle Stepanoviée (Stepanovic et al., 2006), které¢ je zalozeno na
vypocitani primérnych optickych hodnot negativni kontroly a vzorkl, dale vypocitani
hrani¢ni hodnoty pro hodnoceni biofilm pozitivnich vzorkl a nasledné vytvoreni skaly,
ktera hodnoti biofilm dle sily rtstu, a to na kategorie: kmeny netvofici biofilm, slabé
tvotici biofilm, stfedné silné tvotici biofilm a kmeny silné tvofici biofilm. Na tomto
zakladné pak bylo zjisténo, Ze vSechny z 94 testovanych kment tvofily biofilm riiznou
silnou. Zadny testovany kmen nebyl oznageny jako biofilm neprodukujici. 4 (4,3 %)
kmeny prokazovaly slaby rast biofilmu, 41 (43,6 %) kmenti tvofilo biofilm stiedné silné

a 49 (51,1 %) kmenu bylo silnymi producenty biofilmu.

Na rozdil od ptfedkladané prace, byly ve vétSin€ studii zaméfenych na tvorbu biofilmu
u klinickych izolatd S. aureus identifikovany i kmeny, které biofilm neprodukuji.
Neopane et al. vroce 2018 provedli vyzkum, ve kterém ze 43 kment S. aureus
izolovanych zran z riznych ¢asti téla, byla produkce biofilmu zjiSténa u 30 kment
(69,8 %). Z téchto 30 kment jich pak 6,97 % produkovalo silny biofilm, 27,90 % stfedné
silny biofilm a 34,88 % produkovalo biofilm slabé. Dale pak Moghadam et al. (2014) ve
sve studii 65 kment S. aureus izolovanych ze stérii z ran z kize a mékkych tkanich zjistili,
ze 15 % izolata biofilm neprodukuje viibec a zbyvajici kmeny byly roziazeny nasledovné:
20 % slaba, 44 % stiedni a 21 % silna produkce biofilmu. Dale Khandan Del et al. (2019)
zkoumali 60 nemocni¢nich izolath S. aureus, ktery byly sesbirany z ran, mozkomiSniho
moku, moci, abscest a asciti. Z téchto vzorki pak bylo 47 (78,3 %) identifikovano jako

biofilm produkujicich a zbylych 13 (21,7 %) kmend biofilm netvofilo. Tato studie
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zaroven ukazuje, ze ze 47 biofilm pozitivnich kmend, jich je 30 (63,9 %) silnymi
a 17 (36,1 %) slabymi producenty biofilmu. Zminuji také, Ze nepozorovali Zadnou

zjevnou korelaci mezi zdrojem bakterii, pohlavim pacienta a potencidlem tvofit biofilm.

Existuji ovSem 1 studie, u kterych byly vSechny kmeny pomoci Christensenovy metody
identifikovany jako biofilm produkujici, tedy podobné jako v této praci. Napiiklad
Xu et al. ve své studii z roku 2016 zkoumal 257 nemocnicnich izolatd S. aureus, jejichz
puvod nebyl v jejich praci specifikovan a zjistili, ze 77,1 % znich tvofilo slaby,
22,6 % stiedné silny a 2,3 % silny biofilm. Dalsi prace (Ebert et al., 2021) testovala
47 kment izolovanych od pacientii s oseteomyelitidou a u vSech byla také prokazana
tvorba biofilmu v rizné mife. Slabych producentt bylo 26 %, stiedné silnych bylo 40 %

a silnych pak bylo 34 % kmend.

Tyto odlisné vysledky mohou byt ovlivnény riznymi environmentalnimi faktory, jako je
napiiklad datum odbéru vzorku, teplota nebo snizeny obsah kysliku. Diilezitym faktorem
také mlze byt to, zda pacient podstupoval antibiotickou 1é€bu a jaké konkrétni
antibiotikum uzival. Dale mtize mit na tvorbu biofilmu i misto, odkud byl vzorek odebran
(Gangwar et al., 2020; Reiter et al., 2011). Tvorbu biofilmu muize také ovlivnit sloZeni
pouzitého média. Zatimco glukoéza a jiné sacharidy rist biofilmu podporuji, zvysené
mnozstvi NaCl nebo pfili§ vysoké ¢i nizké pH muze rist biofilmu potlacit (Tang et al.,
2012).

Druha ¢ast této prace byla zaméfena na identifikaci genll asociovanych s tvorbou
biofilmu. Konkrétné se jednalo o geny clfA, fnbA a fnbB. Gen clfA (clumping faktor)
koduje povrchovy protein, ktery vaze fibrinogen a méni jej na fibrin, ktery pak podporuje
shlukovani bakterialnich bunék. Geny fnbA a fnbB (fibronektin vazajici proteiny) jsou
pak odpovédny za tvorbu produkti, které jsou nezbytné pro invazi a adhezi bakterii.
Vsechny tyto geny jsou dulezité pro adhezi a tvorbu biofilmu (Achek et al., 2020; Azmi
etal., 2019).

V predkladané praci bylo pomoci Real-time PCR zjiSténo, Ze z 94 testovanych kmeni se
gen clfA vyskytoval u 89 kment (94,6 %), gen fnbA byl zjistén u 92 kment (97,9 %)

a gen fnbB byl zastoupeny v nejmensi mife, a to u 82 kmenti (87.2 %).

Alabbosh et al. (2023) ve své praci hledali geny asociované s tvorbou biofilmu ve

24 klinickych vzorcich S. aureus izolovanych z ran. Gen clfA byl identifikovan u 54,2 %
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kment, fnbA u 37,5 % a fnbB u 41,7 %. Tyto geny zkoumal také Mohammadi
(et al., 2020), percentualni zastoupeni genti v 83 vzorcich izolovanych zran bylo
nasledovné: clIfA 50,6 %, fnbA 42,1 % a fnbB 12 %. Dale Azmi et al. (2019) ve své praci
hledali biofilm asociované geny v 248 klinickych vzorcich S. aureus. Tyto vzorky byly
odebrany zran (78), krevnich kultur (34), nosnich sekretd (25), moci (23) a dalSich
nespecifikovanych mist pivodu (88). Z téchto vSech izolatt byl gen clfA identifikovan
u 80,2 %, fnbA u 78,2 % a fnbB u 29,0 % kmenti.

Ani jedna z uvedenych publikacich, zcela neodpovida vysledkiim této prace, ale ani
publikace mezi sebou nevykazuji shodu a zastoupeni genii je vzdy odlisné. Dulezitym
faktorem ovliviiujicim tvorbu biofilmu mize byt rozdilnd mira exprese jednotlivych
genu. Sila genové exprese, se pak miize projevit rizné, v zavislosti na procesu vyvoje
biofilmu, rychlosti riistu bunék, nebo tieba jejich velikosti (Idrees et al., 2021). Beenken
et al. (2004) ve svém vyzkumu uvadi, ze exprese genu CIfA byla nejvyssi ve stacionarni

fazi, zatimco geny fnbA a fnbB byly nejvice exprimovany béhem faze exponencialni.
V této praci byly polozeny dvé vyzkumné otazky, na které bych rdda odpovedéla.
e Tvoii sesbirané klinické kmeny Staphylococcus aureus biofilm?

e Do jaké miry koreluje tvorba biofilmu zjiSténa pomoci klasickych kultivacnich

metod s pfitomnosti genti pro tvorbu biofilmu?

Pomoci Christensenovy metody bylo zjisténo, ze vSechny testované kmeny tvofi biofilm,
a to vrizné mife. Vétsina (51,1 %) byla dokonce silnymi producenty biofilmu.
Molekularni testovani pak ukdzalo, Ze ne vSechny kmeny obsahovaly poZzadované geny
(ClfA, fnbA, fnbB). Piestoze u vétsiny kmeni byly identifikovany vSechny 3 hledané geny,
tak u n€kterych kment byly pfitomné pouze 2 geny. A pouze U jednoho kmene (€. 61)
nebyl detekovan zaddny ze tfi hledanych geni Tento kmen byl zaroven slabym
producentem biofilmu. Dalo by se tedy usoudit, Ze piestoze se zde nenachazel ani jeden
Z hledanych genti, mohl se zde nachézet jiny gen asociovany s tvorbou biofilmu. Dale
nebyla nalezena souvislost mezi pfitomnosti konkrétnich genti pro tvorbu biofilmu

a mirou jednotlivych kment tvofit biofilm (p > 0,05).

K podobnym zavérim dosel Ghaioumy et al. (2021), kdy zkoumali souvislost geni
icaABCD a miru produkce biofilmu. Jejich testované kmeny byly negativni na piitomnost

téchto gent, ale i tak vykazovaly rizné€ silny rist biofilmu a navrhuji, Ze pfitomnost nebo
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absence genti iCAGABCD neni spolehlivym ukazatelem pro rozliSeni schopnosti izolatt

S. aureus tvofit biofilm a tvorba biofilmu miZze byt ovlivnéna jinymi geny.

Dalsi, kdo se tomuto tématu vénoval byl Jones et al. (2022). | v této praci byly
identifikovany kmeny, které biofilm v riizné mife produkovaly, ale nebyl detekovan
zadny z hledanych genti. Navrhuje pak, ze produkce biofilmu mtze byt ovlivnéna mistem
pavodu izolatu, metabolickou aktivitou, stresovymi faktory nebo imunitnim systémem

hostitele.

Z uvedeného tedy vyplyva, ze prostd schopnost tvorby biofilmu a dale rliznd mira tvorby
biofilmu jsou zavislé nejen na pritomnosti jednotlivych genli asociovanych s touto
vlastnosti, ale také na urovni exprese danych genii a dalsi faktorech, které na bakteridlni

buiiky piisobi.
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9 Zavér

Tato prace byla zaméfena na detekci tvorby biofilmu klinickymi kmeny bakterie
Staphylococcus aureus pomoci Christensenovy metody a dale prikazem pfitomnosti

gend asociovanych s tvorbou biofilmu. Byly k tomu vybrany dvé metody.

Christensenova metoda barveni krystalovou violeti ukazala, ze vSechny testované kmeny
biofilm tvofi, a to v rizné mife. Nejvice byla zastoupena kategorie silny rast biofilmu
(51,1 %), dale 43,6 % kment tvorilo biofilm stiedné siln¢ a 4,3 % kmend vykazovaly

slabou tvorbu biofilmu.

Metodou Real-time PCR byly testovany tii vybrané geny asociované s tvorbou biofilmu
u S. aureus: clfA, fnbA, fnbB. Bylo zjisténo, ze vSechny testované kmeny obsahuji
2-3 z téchto genil, kromé jednoho vzorku, u kterého nebyl detekovan ani jeden gen.
Ackoliv tedy bylo potvrzeno, ze vSechny izolaty jsou schopné produkce biofilmu, nebyla
nalezena statisticky vyznamna souvislost mezi pfitomnosti jednotlivych geni a mirou

produkce biofilmu.

Pro dalsi vyzkum by mohlo byt vhodné pomoci Real-time PCR detekovat 1 dal$i geny,
stanovit miru exprese jednotlivych genli nebo se zaméfit na rlizné environmentalni

faktory a jejich vliv na tvorbu biofilmu.
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