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Seznam pouzitych zkratek

AN
BHI bujon
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oD
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R primer
TFA

NC

acetonitril

Brain-Heart-Infusion bujén

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoficova

forward primer

Mass spectrometry Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry; hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucCasti matrice s priletovym
analyzatorem

opticka denzita

organické rozpoustédlo

reverse primer

trifluoroacetic acid, kyselina trifluoroctova

negative control, negativni kontrola



1. Uvod

Mikroorganismy se vyskytuji téméF vSude kolem néas, ve vodé, v pudé, na rostlinach
a zivoCiSich. Mikroorganismy, které osidluji ZzivoCichy, v€etné Clovéka, rozliSujeme,
na zakladé jejich vztahu k hostitelskému organismu, na symbiotické a patogenni. Radime
zde viry, bakterie, kvasinky, vlaknité houby, protozoa i vicebunécné parazity a nékteré
fasy (Votava, 2005).

Pro Clovéka jsou vyznamné zejména ty, které jsou soucasti fyziologické mikroflory,
kde fadime mikroorganismy, které jsou pro nas prospésné a neskodi nasemu zdravi,
napf. zabranuji kolonizaci patogennimi druhy. Naopak patogenni bakterie zahrnuji
pavodce onemocnéni (Backhed et al., 2012).

V pfipadé brylovych a kontaktnich CoCek, které pfichazeji do pfimého kontaktu
s okem, je nutné dodrzovat zasady hygieny pfi nasazovani, vydélavani, uchovavani
a Cisténi CoCek. Dulezité je také dbat na dobu noSeni ¢o€ek. Pfenaseni podporuje snizeni
tkafiové rezistence, a tak mohou mikroorganismy infikovat a kolonizovat rohovku nebo
spojivku za vzniku infekci. Na povrchu kontaktni Cocky muize dochazet k uchyceni
bakterii, které zde zaénou Casto tvofit biofilm. Studie zabyvajici se mikrobiomem
noSenych kontaktnich ¢oCek mulze vést k vyvoji novych materiald, na kterych by se
napr. netvofil bakterialni biofilm, ktery je v pfipadé kontaktnich ¢o€ek velkym problémem
(Bonini et al., 2005).



2.

Cil prace

Sestavit dotaznik s cilem zjistit pouzivany typ ¢&ocCek. V pfipadé pouZivani
kontaktnich CoCek zjistit typ, a zda uzivatel CoCky prfenasi a jak se o né stara

a uchovava je.

Ziskany material (stér z brylovych cocek, kontaktni CocCky) vySetfit pomoci

kultivaénich metod.
Vykultivované mikroorganismy identifikovat pomoci MS MALDI ToF.

Vyhodnotit ziskané vysledky.



3. Teoreticka cast

3.1 Mikrobiom

Pojem lidsky mikrobiom predstavuje vSechny mikroorganismy, které osidluji lidské télo.
Zahrnuje nejen bakterie a kvasinky, ale i viry. Lidské télo je sidlem velkého mnozstvi
symbiotickych a komenzalnich (nepatogennich) a patogennich mikrobialnich druhd, které
se vyvinuly spole¢né s lidskym genomem, adaptivnim imunitnim systémem a stravou.
Lidsky genom je soucasti kolektivniho genomu komplexnich komenzalnich, symbiotickych
a patogennich mikrobialnich komunit kolonizujici lidské télo. Stfevni mikrobiota souhrnné
vyjadfuje vice nez 3,3 milionu bakterialnich genu, zatimco lidsky genom vyjadfuje pouze
20 tisic genu (Backhed et al., 2012).

Mikrobiota ma zasadni roli pfi indukci, tréninku a funkci hostitelského imunitniho
systému. Imunitni systém slouZi jako prostfedek k udrzeni symbiotického vztahu hostitele
s témito velmi rozmanitymi a vyvijejicimi se mikroby. Za normalnich podminek imunitni
systém — mikrobialni aliance, umoznuje indukci ochrannych reakci na patogeny
a udrzovani regulacnich cest, které se podileji na zachovani tolerance k neskodnym
antigenim. Nicméné, zejména v pokrocilych zemich, dochazi k naduzivani antibiotik,
zménam ve stravé a dalSim zménam, které vedou k mozné pomalejsi tvorbé vyvazené
imunitni odpovédi (Belkaid a Hand, 2014).

Mnohé studie potvrzuji, Ze manipulace s nepatogennimi bakterialnimi kmeny
v hostiteli mGze stimulovat obnoveni imunitni odpovédi na patogenni bakterie zpUsobujici
onemocnéni. Proto byly vyvinuty nové pfistupy terapie pro kontrolu nerovnovahy
ve stfevni mikrofléfe (dysbidzy) a béznych onemocnéni (napf. obezita), napfiklad pouziti
nutraceutik (probiotika a prebiotika) nebo specialnich fagl vytvofenych pomoci systémi
CRISPR/Cas (Belizario a Napolitano, 2015).

3.1.1 Mikrobiom kUze

Klze je nejvétSim organem lidského téla, ktery navic predstavuje rozhrani mezi vnéjSim
a vnitfnim svétem, kdy pini funkci bariéry. Nepfiznivé prostfedi kize pro osidleni
mikroorganismy, které je dané kyselym pH, malym mnozstvim dostupnych Zivin, pfispiva
k pfirozené obranyschopnosti a je soucasti nespecifické imunity. Navzdory tomu, je kiize
kolonizovana riznorodou mikrobiotou zahrnujici vice nez 100 mikrobidlnich zastupcu.
VétSina z nich je neSkodna nebo dokonce prospé&sna pro svého hostitele (obrazek 1)
(Rosenthal et al., 2011; Ladizinski et al.; 2014; Zhou et al., 2014; Byrd et al., 2018).
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Obrazek 1: Fyziologie kGize (upraveno podle Byrd et al., 2018).

Mikrobialni zastoupeni a rozmanitost fyziologické flory se liSi mezi lidskymi rasami,
i ve vztahu k zemépisné poloze. Kolonizace je ovlivnéna mimo jiné zejména zivotnim
prostfedim a vrstvou epidermis na povrchu kize (Grice et al., 2009; Rosenthal et al.,
2011).

Kozni mikrobialni spole€enstvi jsou formovana interakcemi mezi organismy
a hostitelem. Na kazi bylo identifikovano mnoho interakci mezi komenzaly a zejména
bakterialnim druhem Staphylococcus aureus (obrazek 2). Antimikrobialni latky, napf.
lugdunin, které jsou produkovany koaguldza negativnimi zastupci rodu Staphylococcus,
konkrétné druhem Staphylococcus lugdunensis, zamezuji kolonizaci druhem S. aureus.

Také druh Staphylococcus epidermidis mlze inhibovat kolonizaci a tvorbu biofilmu
udruhu S. aureus produkci serinovych proteaz (napf. glutamyl endopeptidaza). Tyto
kmeny S. epidermidis navic indukuji keratinocyty v produkci antimikrobialnich peptidl
prostfednictvim signalizace imunitnim burikam a buriky S. aureus jsou tak ucinné
usmrceny.

Latky, produkované druhem Staphylococcus hominis, tzv. lantibiotika, synergizuji
s lidskym antimikrobialnim peptidem LL-37 (katelicidin) za u€elem sniZeni kolonizace
S. aureus. Na rozdil od zminénych zastupcu fyziologické mikroflory kize, produkuje
Propionibacterium acnes koproporfyrin Ill, ktery podporuje agregaci bunék S. aureus
a tvorbu biofilmu (Byrd et al., 2018).

11
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Obrazek 2: Kozni komenzalni interakce s druhem Staphylococcus aureus (upraveno
podle Byrd et al., 2018).

V ramci jinych studii se hojné na pokozce vyskytuje druh Actinetobacteria phylum.
Grampozitivni druhy Staphylococcus epidermidis a Propionibacterium acnes jsou potom
prevladajicimi  mikroorganismy na lidském epitelu a v tukovych folikulech.
Propionibacterium acnes kolonizuje také zdravé péry a je zodpovédny za produkci
mastnych kyselin s kratkym Ffetézcem (SCFA, short chain fatty acids) a thiopeptidl, které
inhibuji rust jinych bakterialnich druhd, napf. Staphylococcus aureus a Streptococcus
pyogenes. Nicméné, v zavislosti na hostitelském imunitnim systému, pfetizeni a zanaseni
pord umoznuji naslednou kolonizaci dalSimi bakteriemi (Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. a Corynebacterium sp.) a kvasinkami
(Candida sp. a Malassezia sp.), které jsou €asto spojovany s fadou koznich onemocnéni,
vCetné atopické dermatitidy a abnormalniho odlupovani a svédéni pokozky hlavy (Grice et
al., 2009).

Kozni mikrobiota je pod autonomni kontrolou lokalniho kozniho imunitniho systému,

takze je nezavisla na systémoveé imunitni odpovédi, ktera je modulovana stfevni
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mikroflérou (Naik et al., 2012). Hlavni vrozeny mechanismus antimikrobialni obrany
na pokozce se sklada z adenosinmonofosfatu (AMP) a peptidi (napf. defenzind,
kathelicidinu a dermicidinu). Tyto peptidy pfedstavuji dulezité nastroje pfi kontrole koznich
patogennich bakterii i bakterii podilejicich se na onemocnéni plic a gastrointestinalniho
traktu. Mnoho molekul AMP se vaze na fosfolipidové membranové povrchy, vytvafi
iontové kanaly a pory, a muze dojit az k bunééné smrti (Guani-Guerra et al., 2010; Ostaff
et al., 2013).

3.1.2 Mikrobiom oka

Oftalmologové tvrdi, ze po nastupu kontaktnich ¢ocek, zaznamenali Castéjsi vyskyt oénich
infekci nez dfive. Vi se jen malo o mikroorganismech, které se vyskytuji fyziologicky
na povrchu lidského oka, a o jejich odliSnosti od patogennich kmend. Mnoho bakterii
kolonizujicich povrch oka je téZké vykultivovat, coz je déla 'neviditelnymi” pro vyzkum.

U vétsiny Casti lidského téla, jako je stfevo, dutina Ustni, nosohltan, je popsana
fyziologicka fléra. Mikrobiom o€niho povrchu se liSi od mikrobiomu v Ustni dutiné, kterému
dominuji zastupci rodu Neisseria (N. sica, N. lactamica, N. subflava) a Streptococcus
(S. oralis, S. mutans a dal3i) (Lazarevic et al., 2009), nebo v dychacich cestach, které
jsou prevazné osidleny zastupci aktinobakterii (Corynebacterium, Aereobacterium
a Rhodococcus) (Rasmussen et al., 2000). Mikrobialni komunita o€niho povrchu nese
podobnost s kuzi, ktera je osidlena zastupci proteobakterii (Grice et al., 2008).

Jesté v nedavné dobé se védci domnivali, ze oko neni fyziologicky osidleno mnoha
mikrobialnimi druhy, jelikoz slzy maji schopnost vyplavovat cizi pfedméty, v€etné bakterii,
a pusobi antimikrobialné diky napf. laktoferinu, ktery zabrariuje adherenci bakterii,
a lysozymu, ktery naruSuje vazby mezi molekulami peptidoglykanu v bunécné sténé
bakterii, a tak zpusobuje lyzi bunék. O¢ni aparat je ovSem husté osidlen mikroorganismy.
Na oku se mohou nachazet az desitky mikroorganismu, i pfesto se oko jevi jako zdravé a
bez potizi (Shaikh-Lesko, 2014). Mezi tyto mikroorganismy se fadi napf. Pseudomonas
sp., Propionibacterium sp, Staphylococcus sp, Streptococcus sp. Bacillus sp. a jiné
(tabulka 1) (Dong et al., 2011).
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Tabulka 1: Mikrobiom spojivky (pfevzato z Dong et al., 2011).

Procentualni zastoupeni na spojivce

Rod

[%]

neklasifikovano 31
Pseudomonas sp. 18
Bradyrhizobium sp. 12
Propionibacterium sp. 11
Acinetobacter sp. 9
Corynebacterium sp. 8
Brevundimonas sp. 4
Staphylococcus sp. 2
Aquabacterium sp. 2

Streptococcus sp. 0,5
dal$i se zastoupenim <0,5 % 3

Na zanétliva onemocnéni o¢i ma vliv slizni¢ni vrozena imunita, komenzalni bakterie
(napf. Staphylococcus epidermidis) a také genetickd vybava hostitele (napf.
polymorfismy). Unikatni vrozena imunitni reakce epitelovych bunék spoluucinkuje
s komenzalnimi bakteriemi. Patogenita komenzalnich bakterii je ovlivnéna naopak
abnormalnim stavem vrozené imunity hostitele. Dullezita je tedy urcita rovnovaha mezi
komenzalnimi bakteriemi a hostitelskou imunitou. Kdyz je slizniéni imunita hostitele
normalni, komenzalni bakterie jsou v symbiotickém vztahu se svym hostitelem. Pokud
je v8ak slizni¢ni imunita hostitele abnormalni, mohou komenzalni bakterie pUsobit jako
patogenni. K pfiklonéni k patogenité bakterii mize pfispét napf. oslabeny imunitni stav
hostitele (obrazek 3) (Ueta a Kinoshita, 2012).

Studie Leger et al. (2017) poskytla pfimy dikaz, ze na o&nim povrchu existuje
rezidentni komenzalni mikrobiom za pouziti mySiho modelu oka pro stanoveni oéniho
mikrobiomu a jeho funkénich a imunologickych dusledkd. Ve studii byl izolovan
komenzalni druh Corynebacterium mastitidis, ktery vyvolal komenzalni specifickou
odpovéd T-bunék v ocni sliznici, ktera byla dllezita pro lokalni imunitu. Tato reakce
zpusobila pfisun neutrofill a uvolfiovani antimikrobialnich latek do slz a chranila oko

pfed patogenni infekci napf. Candida albicans nebo Pseudomonas aeruginosa.
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Obrazek 3: Rovnovaha mezi slizniéni imunitou o&niho povrchu a patogenitou bakterii
(upraveno podle Ueta a Kinoshita, 2012).

Jednim z nejvyznamnéjSich faktord vedoucich kinfekci rohovky je prenaseni
kontaktnich Cocek. Védci se domnivaji, ze kontaktni C¢ocky usnadfuji patogenim
kolonizovat povrch oka. Mark Willcox, Iékafsky mikrobiolog na Univerzité New South
Wales v Australii vyvinul antimikrobialni ¢ocky, které by mély feSit potencialni problém
infekci oka. Willcox spolu s kolegy Debarunem Duttou a Jeromem Ozkanem z Institutu
Brien Holden Vision v Sydney spojili pfirozené se vyskytujici antimikrobialni peptid
melamin s povrchem normalnich kontaktnich Cocek. Ve svych studiich dokazali,
Ze si antimikrobialni C¢oCky udrzely aktivitu proti dvéma hlavnim patogenim,
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Kontaktni ¢oCky pravdépodobné
neovliviiuji normalni, komenzalni bakterie oka. Peptid byl vazan na povrch ¢ocky, coz
nejspiSe ovlivni pouze rast téch mikrobu, které se pokouSeji navazat na povrch Cocky

a ne ty, které se nachazeji na povrchu oka (Shaikh-Lesko, 2014).
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3.2 Moznosti identifikace bakterii

K dispozici jsou fenotypové metody, které jsou zalozeny na morfologii, metabolismu,
fyziologii a chemickych vlastnostech bunky, a genetické metody. Fenotypové vlastnosti
jsou obvykle hodnoceny jako prvni a jsou vyuzity jako vychozi body pro dalsi
charakterizaci mikroorganismu (Moore et al., 2010).

Morfologické znaky bunky (tvar, velikost a dalSi charakteristické struktury) Ize urcit
svételnou a elektronovou mikroskopii, €asto se vyuziva barvicich metod. Pomoci svételné
mikroskopie se urcuji obecné vlastnosti bunék, elektronovou mikroskopii Ize sledovat
struktury uvnitf bunky (cytoplasmatické inkluze, vnitfni membranové struktury apod.).
Jako barvici metoda je v mikrobiologii nej¢astéji vyuzivano Gramovo barveni, které slouzi
pro rozliSeni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Gram, 1884). Dale jsou
hodnoceny kolonie bunék na vhodné pevné pudé, kdy je hodnocen tvar, velikost, barva,
profil a okraje kolonii (Buchanan, 1955).
metabolické a fyziologické charakterizacni testy (napf. oxidacné-fermentacni test,
katalazovy test, KOH test) (Busse et al., 1996).

Geneticka identifikace se objevuje jako alternativa nebo doplnék zavedenych
fenotypovych metod. Typicky je geneticka identifikace bakterii zaloZzena na pouZiti
techniky PCR s primery pro amplifikaci napf. ¢asti genu pro 16S rRNA. Amplifikovany
fragment je analyzovan napf. pomoci elektroforézy nebo sekvencovani (Tang et al., 1998)

Rychla detekce a identifikace mikroorganismG je dullezitd v celé fadé oblasti,
od lékafstvi az po prumysl. Nanestésti jsou témér vSechny metody identifikace
mikroorganismi Casové a ekonomicky naroCnéjsi. Nejnoveéjsi metody vyuzZivaji
molekularni techniky, jako je polymerazové fetézové reakce (PCR), sekvencovani nebo
elektromigrace, kdy se pouziva zejména kapilarni zoénova elektroforéza a kapilarni
isoelektricka fokusace. Dale je z metod identifikace stale vice vyuzivana metoda MS
MALDI ToF (Buszewski et al., 2017).
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3.2.1 MS MALDI ToF

Metoda MS MALDI ToF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry, Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem) poskytuje rychly, levny a spolehlivy nastroj pro identifikaci
bakterii a hub (Kostrzewa a Schubert, 2017).

Obecnym principem hmotnostni spektrometrie je produkovat, oddélovat a detekovat
ionty plynné faze. Mezi klasické metody ionizace patfi elektronovy sprej (El) a chemicka
ionizace (Cl). Vedle klasickych metod je MALDI ‘mékka” ioniza¢ni technika, ktera
umoznuje analyzu biomolekul (biopolymeru jako jsou proteiny, DNA, peptidy). Kazdy rod,
druh nebo kmen ma své charakteristické spektrum, tzv. fingerprint (Takeda et al., 1991).

Tato vysoce spolehliva a pfesna druhova identifikace je pro laboratorni diagnostiku
zasadnim pfinosem. Diky vyhodam MS MALDI ToF se méné pouZivaji dfive bézné

biochemické testy, které maji Casovou prodlevu (Ny¢ a Bubenicek, 2015).

3.3 Biofilm

Biofilm predstavuje spole€enstvi mikroorganisml jednoho nebo vice druhu, ve kterém
jsou buriky adherovany navzajem nebo k povrchu. Bunky biofilmu jsou obklopeny matrici,
ktera obsahuje extracelularni polymerni substance (EPS), napf. polysacharidy, proteiny,
nukleové kyseliny, lipidy a huminové latky. Matrice se uc€astni pocCate¢ni adheze
a vyplriuje prostor kolem bunék.

PFi tvorbé biofilmu (obrazek 4) dochazi k fenotypovym a genotypovym zménam.
Organismy vyluCuji polysacharidovou matrici, ktera obaluje a chrani nové formy vicevrstvé
mikrobialni komunity pfed imunitnim systémem hostitele a biocidy v Cisticich Cinidlech
(Szczotka-Flynn et al., 2009).

osamocena
bunka
extracelularni matrice
bunka
adheze mikrokolonie zraly biofilm disperze

Obrazek 4: Schéma znazorfujici strukturu biofilmu (upraveno podle Kvasnic¢kova, 2016).
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Buriky  mikroorganismi  rostoucich v biofilmu jsou fyziologicky odliné
od planktonnich bunék stejného organismu (Szczotka-Flynn et al., 2010). Bakterie
rostouci ve formé biofilmu mohou byt az 1000krat vice odolné vici antibiotické [é¢bé
a dezinfekénim latkdm nez stejny mikroorganismus rostouci v planktonické formé (Gilbert
et al., 1997).

Za virulentngjSi kmen mikroba je povazovan ten, ktery je schopen tvofit biofilm.
Infekce zplsobené biofilmpozitivnimi kmeny jsou perzistentni a obtizné lécitelné. Biofilmy
pusobi jako lozZiska, ze kterych se mlze chorobny proces, infekce, znovu obnovovat
(de Nicolas et al., 1995; Arciola et al., 2002; Rzi¢ka et al., 2004).

3.3.2 Moznosti prukazu biofilmu

Biofilm Ize prokazat pomoci metod genotypovych a fenotypovych. Genotypové metody
pro detekci biofilmu jsou zalozeny na prikazu genu, jejichz produkty se podileji na tvorbé
biofilmu, napf. prikaz pfitomnosti ica operonu u druhu Staphylococcus epidermidis
(Frebourg et al., 2000).

Agregace bunék a akumulace biofilmu jsou u stafylokokl zprostfedkovany produkty
chromosomalniho genového lokusu, ktery obsahuje pét genu (icaA, icaB, icaD, icaC
a represivni icaR) organizované v operovaneé struktufe. (Helimann et al., 1996). Kazdy
ztéchto gend ma svou ulohu vsyntéze PIA (polysacharidovych intracelularnich
adhezin(). Nejvyznacnéjsi ulohu ma produkt genu icaA, ktery kdduje transmembranovy
protein homologicky k N-acetyl-glukosaminyltransferaze a genu icaD, jehoZz exprese
je nutna pro aktivitu N-acetylglukosaminyltransferazy (Arciola et al., 2001).

Kmeny, které maji v genomu pfitomen ica operon by mély byt povazovany za
kmeny potencialné nebezpecné, i kdyz fenotypové schopnost tvorby biofilmu nevykazuiji.
Exprese ica operonu u nich mize byt totiz indukovana napf. stresem z vnéjSiho prostiedi,
coz muze zvysit jejich klinicky vyznam (Ziebuhr et al., 1997; Fitzpatrick et al., 2002).

Mezi fenotypové metody patii (1) Christensenova metoda, jejimz principem
je obarveni fixované vrstvy bunék v biofilmu krystalovou violeti na dné jamky mikrotitracni
desticky nebo zkumavky, a (2) kultivace na agaru s kongo cCerveni, kdy dochazi
ke specifické vazbé barviva na polysacharidy, které jsou soucasti extracelularni
polysacharidové substance (EPS) (Frebourg et al., 2000).

Charakteristicky rust, rozliSeni biofilmpozitivnich a biofilmnegativnich stafylokoku byl
na agaru s kongo Cerveni poprvé popsan ve studii Freeman et al., 1989. Biofilmpozitivni
stafylokoci tvofi na tomto agaru c&erné, suché kolonie s matnym povrchem.
Biofilmnegativni kmeny rostou v lesklych, hladkych a cervené az C&erveno-hnédé

pigmentovanych koloniich (Razicka et al., 2004).
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3.3.3 Christensenova metoda

Klasicka (nemodifikovana) Christensenova metoda je zaloZzena na kultivaci testovanych
mikrobl ve zkumavce. Modifikovana Christensenova metoda je zalozena na kultivaci
testovanych mikrobd v jamkach mikrotitracni destiCky. Ob& metody jsou v principu
zaloZeny na kultivaci po dobu 24 hodin v trypton-sojovém bujénu ¢i BHI bujénu. Vrstva
pfichycenych mikrobl se barvi napf. krystalovou violeti, safraninem nebo karbolfuchsinem
(Christensen et al., 1982; Mulder et al., 1998).

Christensen et al. 1982 méfili pouze dno jamky mikrotitraéni destiCky. O 25 let
pozdéji doslo v ramci studie Stepanovic et al. (2000) k modifikaci, pfi které bylo barvivo
Vv jamkach resuspendovano v ethanolu a vysledek byl odeéitan spektrofotometrem
pfi vinovych délkach 595-620 nm. Vysledkem byla hodnota optické denzity (OD), ktera
odrazi akumulaci barviva na fixovaném biofilmu nejen na dné jamky, ale i na jeji sténé,
coz vedlo k zpfesnéni této metody. Vysledek se porovnava s tzv. cut off value, ktera je
vypocitana na zakladé OD negativni kontroly. Pokud jsou hodnoty kmenu vys$Si, nez je cut
off value, oznaCuji se za biofilmpozitivni a v pfipadé hodnoty niZSi nez cut off value,

biofilmnegativni.
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4.

Material a metody

4.1 Pristroje a vybaveni

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly pouZity nasledujici pfistroje a software:

absorbancni (ELISA) reader ELx808 (BioTek)

autoklav DE (Systec)

box laminarni HERAsafe KS 12 Biohazard (ThermoScientific)
centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

hlubokomrazici box ULUF (Arctiko)

ledni¢ka

LightCycler 96 (Roche)

LightCycler Roche software version 1.01.000045 (Roche)
MALDI ToF hmotnostni spektrometr Microflex LT Systém (Bruker)
minicentrifuga (FastGene)

mraznicka

Revelation software version 4.25 (Dynex)

termoblok TS-100 (Biosan)

termostat Incucell 55 (BMT)

vortex v1 (Biosan)

V experimentalni C¢asti bakalarské prace bylo pouzito nasledujici vybaveni laboratofe

a plasty:

automatické pipety a pfisludné sterilni Spicky 0,5-10 ul, 1-10 pl, 100-1000 pl
(Finnpipette)

bakteriologické klicky 1ul (Biologix)

lahve na autoklavovani o objemu 500 ml (Duran)

LightCycler® 8-Tube Strips (white) (Roche)

MALDI desti¢ka z leSténé oceli pro nanaseni vzorku MSP 96 (Bruker)

mikrotitraCni destiCka P (Gama group)

mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml (Eppendorf)

parafilm (Pechiney)

stojanky na mikrozkumavky (Biologix)
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4.2 Pouzité chemikalie

- acetonitril (kat. €. 10120-11000, Penta)

- BHI bujon (kat. €. M210, Hi-Media)

- destilovana voda

- disky pro testovani citlivosti k antibiotikiim — oxacilin 1 ug (kat. ¢. 66888, Bio-Rad)
- ethanol absolutni p.a. (kat. €. 71250-11000, Penta)

- glukosa (Lékarna FNOL)

- krevni agar (kat. ¢. PO0537, Oxoid)

- kryobanka B (kat. €. PP64, ITEST)

- krystalova violet (kat. ¢. 28290-30100, Penta)

- kyselina mravenci (kat. €. FO507, Sigma-Aldrich)

- methylalkohol p.a. (kat. €. 21210-11000, Penta)

- gPCR 2x SYTO-9 (kat. &. P593; Top-Bio)

- Sabouraudlv agar s chloramfenikolem a gentamycinem (kat. ¢. PO0358, Oxoid)
- §tavelan amonny p.a. (kat. €. 26750-30500, Penta)

- trifluoroctova kyselina (kat. €. T6508, Sigma-Aldrich)

- a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (kat. ¢. C8982, Sigma-Aldrich)

4.3 Pouzité roztoky

- Priprava BHI (Brain-Heart-Infusion) bujénu: 37 g BHI na 1 | destilované vody,

sterilizace autoklavovanim

- Priprava BHI s0,25 % pfimési glukosy: 2,5 g glukosy a 37 g BHI

na 1 | destilované vody, sterilizace autoklavovanim
- Priprava zasobniho roztoku krystalové violeti: bylo smichano 5 g krystalové violeti
s 200 ml 99% ethanolu

- Priprava 1% krystalové violeti: 40 ml zasobniho roztoku krystalové violeti bylo

smichano s 60 ml Stavelanu amonného

- Priprava 70% ethanolu: 700 ml ethanolu bylo smichano s 300 ml H,O

a promichano

- Priprava 70% kyseliny mravenc€i (Formic acid): k 700 pl kyseliny mravenci bylo

pridano 300 pl H,O (kyselina do vody) a promichano
- Priprava 1 ml organického rozpoustédla (OR): 500 pl acetonitrilu (AN) bylo

smichano s 475 pl H,O a 25 pl kyseliny trifluoroctoveé (TFA)
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- Pro nafedéni matrice a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA): bylo pouzito 250

Ml OR, obsah byl dikladné protfepan

4.4 Dotaznik

Na zakladé literarni reSerSe byl vytvofen dotaznik (pfiloha 1) k rozSifeni informaci
o daném dobrovolnikovi, jeho pohlavi, véku, materialu, ktery byl poskytnut (stér
Z brylovych Cocéek/kontaktni &€ocky). Dotaznik byl rozdan padesati respondentd (25
respondentt bylo nositeli bryli a 25 bylo nositeli kontaktnich ¢o€ek). V pfipadé noseni
kontaktnich Colek byl zjistovan zplsob zachazeni s nimi (Cisténi kontaktnich Cocek,
vyména roztoku atd.), pfenaseni nebo pfipadné potize pfi noSeni. Vyplnéné dotazniky
byly zpracovany a ziskané informace byly zohlednény a vztazeny k ziskanym vysledkim

odebranych vzorku.

4.5 Sbér materialu

Vnitfni strana obou brylovych €ocek byla dikladné setfena sterilnim vatovym tamponem
na Spejli zvihéenym fyziologickym roztokem pro lepSi zachyt mikroorganismd. Timto
tamponem byla inokulovana zkumavka se 4 ml BHI bujonu. Dobrovolnici s kontaktnimi
C¢oCkami, po umyti rukou, vyjmuli kontaktni ¢oCky z oka a vlozZili je pfimo do zkumavky
se 4 ml BHI bujénu. VSechny vzorky byly inkubovany v termostatu pfi 37 °C po dobu
16-24 hodin.

4.6 Kultivace

Pipetou bylo pfeneseno 100 pyl homogenizované bakterialni suspenze po 24 hodinové
inkubaci pfi 37 °C na krevni agar a Sabouraudiv agar s chloramfenikolem
a gentamycinem. Na krevnim agaru bylo inokulum rozo€kovano kfizovym roztérem a na
Sabouraudové agaru byl vytvofen masivni roztér.

Krevni agar byl inkubovan pfi 37 °C po dobu 16-24 hodin pro zachyt bakterii.
Sabouraudlv agar byl zatahnut parafimem a kultivovan az 10 dni pfi teploté 30 °C
pro zachyt kvasinek a plisni. Parafilm byl pouzit z divodu zabranéni vyschnuti pfi delsi
kultivaci a v pfipadé vykultivovani plisni, aby nedoSlo ke kontaminaci okoli
po vysporulovani.

Vykultivované mikroorganismy byly izolovany do tzv. €isté kultury, identifikovany

a zamrazeny pfi -80 °C. Pro zamrazeni byla pouzita ITEST kryobanka B.
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4.7 Metoda MS MALDI ToF

Pomoci bambusového paratka byla na kazdou pozici MALDI desti¢ky nanesena jedna
Cista kolonie ze vzorku. Po zaschnuti byly nanesené kolonie prevrstveny 1ul 70% kyseliny
mravenci. Poté bylo naneseno 0,75 ul roztoku matrice HCCA. Na kazdy vzorek byla
pouzita nova SpiCka. Po zaschnuti matrice byla MALDI desti¢ka vlozena do pfistroje
Microflex LT od firmy Bruker, kde byla zméfena hmotnostni spektra. Podle referencni
databaze |ze porovnat, a tak identifikovat mikroorganismy nachazejici se ve vzorku.

Laser MS MALDI ToF ozafi nanosekundovym pulsem vzorky s matrici, matrice
absorbuje energii pulsu a jeji rozklad ionizuje molekuly vzorku. Pozitivné nabité ionty jsou
pak na kratkou vzdalenost urychleny silnym elektrickym polem a vstupuji do vakua
v trubici detektoru, kde se pohybuji rychlosti umérnou jejich hmotnosti a naboje.
Vystupem srovnavaciho algoritmu je druhova identifikace mikroorganismu s pfifazenou
hodnotou skdre. Toto skore vyjadfuje shodu hmotnostniho spektra analyzovaného vzorku
s referencnim molekularnim identifikatorem v databazi MALDI Biotyper.

Po pouziti byla MALDI destiCka ocisténa pro dalSi pouziti. DestiCka byla vloZzena
do Petriho misky a jeji povrch byl pfekryt 70% ethanolem, ktery se nechal plisobit po dobu
5 minut. Desticka byla nasledné intenzivné oplachnuta pod tekouci horkou vodou
a dukladné otfena ubrouskem navlhéenym 70% ethanolem. Poté byla destiCka opét
oplachovana horkou vodou a zaroven otirana ubrouskem. V digestofi
a za pouziti ochrannych pomucek byla destiCka prekryta 0,85 pl 80% kyseliny
trifluoroctové (TFA) a ubrouskem byly intenzivné otfeny vSechny pozice na destiCce.

Nakonec byla desti¢ka oplachnuta destilovanou vodou a vysu$ena ubrouskem.

4.8 Modifikovana Christensenova metoda

Pomoci modifikované Christensenovy metody byla prokazovana tvorba biofilmu. Tato
metoda je zaloZena na kultivaci testovaného mikroba v jamkach mikrotitracni desticky.
Bylo provedeno vyocCkovani zkryozkumavek sterilni bakteriologickou klickou
na krevni agar, inkubace v termostatu probihala pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Byla
pfipravena suspenze do zkumavek s 1,5 ml BHI bujonu s 0,25% pfimési glukosy.
Suspenze byla homogenizovana na vortexu. Do jamek mikrotitracni desticky typu P bylo
napipetovano 200 pl suspenze dle schématu. DestiCky byly inkubovany pfi 37 °C po dobu
24 hodin. Pro odstranéni volnych bunék byla desticka velmi opatrné promyta vodou.
Nasledovala fixace 100 pl 99% methanolu po dobu 15 minut. Methanol byl odsat

a desticka byla vloZzena do termostatu pro rychlejSi vyschnuti. Po vysuSeni bylo
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napipetovano 100 pl 1% krystalové violeti pro obarveni fixované vrstvy biofilmu. Barveni
probihalo 10 minut. Krystalova violet byla odsata a destitka byla dukladné promyta
vodou. Zbytky vody byly vyklepany do buniciny. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl
33% Kkyseliny octové a desticka byla vioZzena na tfepacku. Vzorky byly méfeny
na fotometru pfi 570 nm proti blanku (Cisty BHI).

Pomoci softwaru Revelation 4.25 byly vzorky vyhodnoceny, dle rovnic (tabulka 2), jako
-[+/++/+++, kdy dle zvyklosti sérologické laboratofe Ustavu mikrobiologie FN Olomouc
aLF UP byly vzorky s vysledky -/+/++ vyhodnoceny jako biofilmnegativni a +++ jako

biofilmpozitivni.

Tabulka 2: Spektrofotometrické vyhodnoceni modifikované Christensenovy metody.

Hodnoceni Rovnice
+++ 4*(NC+3*SD(NC))
++ 2*(NC+3*SD(NC))
+ NC+3*SD(NC)
- NC+3*SD(NC)

Legenda: NC — negative control (negativni kontrola); SD — smérodatna odchylka

4.9 lzolace DNA

Do mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml bylo napipetovano 50 ul sterilni
destilované vody, k tomu byly pfidany 2-3 kolonie pomoci sterilni bakteriologické klicky.
Suspenze byla dikladné homogenizovana na vortexu a inkubovana v termobloku
pfi 94 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci byly vzorky lehce zvortexovany a nasledné
centrifugovany pfi 13000 g po dobu 1 min. Supernatant byl pFepipetovan do nové

mikrozkumavky, ddkladné oznacen a zamrazen pfi -20 °C pro dal$i analyzy.

4.10 PCR

U stafylokoku byla provedena real-time PCR pro detekci genu mecA. Pro vyhodnoceni byl
pouzit Lightcycler96 software verze 1.01.000045, kdy byla pouZita analyza 'Tm calling”
pro stanoveni hodnoty teploty tani (Tm; melting temperature) PCR produktu.
Pro amplifikaci  specifickétho PCR produktu byly pouzity primery mecA_R
5-ACAGTCGCTACGAAAAGAAA-3" a mecA_F 5-GGAAATGCCATAATGACAAG-3’,
které byly pfevzaty z Arciola et al., 2002.
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Do mikrozkumavky typu Eppendorf o objemu 1,5 ml byl vytvofen premix (tabulka 3).
Po pfidani vSech reagencii byla smés lehce stoCena na centrifuze. Do stripl o 8 jamkach
bylo napipetovano 9 ul pfichystaného premixu a 1 pl templatové DNA. Na termocykleru
LightCycler 96 (Roche) byl nastaven PCR program (tabulka 4). lhned po PCR
nasledovala analyza tani v rozmezi teplot 70-90°C. Teplota tani (melting temperature),

je takova teplota, pfi které pravé polovina duplexu DNA disociuje do jednovlaknové formy.

Tabulka 3: Slozeni PCR smési na jednu PCR reakci.

Latka Objem [pl] Konec¢na koncentrace
master Mix 4.5 1x
H,O 4,3 -
primer F 0,1 0,5 uM
primer R 0,1 0,5 uM
templatova DNA 1 nebylo méfeno

Tabulka 4: Schéma real-time PCR reakce.

Proces °C Cas Pocet cykll
Pocate¢ni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 92 30s 35
Nasedani primeru 55 30s
Extenze 72 30s
Konecna extenze 72 60 s 1

4.11 Difuzni diskova metoda

U pozitivnich izolatd na gen mecA byla stanovena difuzni diskovou metodou rezistence
k oxacilinu. Na krevni agar byly bakteriologickou klickou masivné vyocCkovany izolaty
mecA+. Po inokulaci byl polozen disk napustény oxacilinem (1ug). Kultivace probihala
po dobu 24 hodin pfi 37 °C. Po inkubaci byl zméfen priamér inhibi¢ni zény. Hodnota
hranini zény, tzv. breakpoint, pro stanoveni, zda je dany kmen citlivy nebo rezistentni,
byla pfevzata ze smérnice EUCAST (bacteria v 9.0), kde byla uvedena hrani¢ni zéna
20 mm. Izolaty se zonou inhibice 220 mm byly vyhodnoceny jako citlivé a <20 mm jako
rezistentni (pfevzato z http://www.eucast.org/, Clinical breakpoints — bacteria (v 9.0),

stazeno 1. leden, 2019).
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5. Vysledky

5.1 Vyhodnoceni dotaznik

Od dvaceti péti dobrovolniki byly sesbirany kontaktni ¢ocky a dalSich dvaceti péti
dobrovolnikGl poskytlo brylové &ocky ke stéru. Ziskané informace z dotaznikd byly
vyhodnoceny. Bylo zjisténo pocetni zastoupeni muzl a zZen, ktefi byli dale rozdéleni do
veékovych kategorii (obrazek 5). Z odebranych vzorku kontaktnich ¢oéek bylo 20 mékkych

mésicnich a 5 mékkych dennich.
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Obrazek 5: Pohlavi a véku respondent(.

Déle byly zkoumany obtize pfi nodeni kontaktnich &oCek, kdy 44 % (11/25)
respondentl nosicich kontaktni CoCky trpélo obtizemi jako je napf. vysychani, paleni nebo
fezani oCi. S tim souviselo i pfenaseni kontaktnich ¢ocek, kdy 56 % (14/25) respondent
kontaktni ¢oCky prenaselo. Respondenti, ktefi C€olky neprenaseli, vétSinou netrpéli
Zadnymi obtizemi.

Také zalezelo na hygiené, kterou je nutno dodrZovat v pfipadé nasazovani,
vydélavani, Cisténi a skladovani Colek. Pouze 24 % (6/25) respondentl provadélo
manualni CiSténi kontaktnich coc€ek, zbyli CoCky pouze oplachovali roztokem pro kontaktni
¢ocky.

Z 25 sesbiranych vzorkd kontaktnich ¢o€ek bylo vykultivovano 52 izolatd a z 25
vzorkl brylovych €oCek 57 izolatu. Nejvétsi procentualni podil z vykultivovanych izolatd

predstavovali zastupci rodu Staphylococcus a to 74,31 % (81/109).
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5.2 Mikrobiom

Kazdy odebrany vzorek byl primarné kultivovan v BHI bujonu, ktery byl nasledné

vyoCkovan na krevni agar pro kultivaci bakterii a Sabouraudlv agar s chloramfenikolem

a gentamycinem pro kultivaci

kvasinek a plisni.

Z celkem padesati

vzorkl bylo

vykultivovano 108 izolatu bakterii a 1 zastupce kvasinek. Z dvaceti péti vzork(l kontaktnich

¢oCek bylo vykultivovano 52 izolatd a zdvaceti péti stérd z brylovych ¢ocek bylo

vykultivovano 56 bakteridlnich izolatl a 1 izolat identifikovany jako Candida famata

(tabulka 5).

Tabulka 5: Vykultivované izolaty.

Typ ¢ocek
Vzorek Brylové Kontaktni Rod Druh
¢ocky ¢ocky
1 x Staphylococcus warneri
capitis
) y Staphylococcus epidermidis
hominis
Staphylococcus capitis
3 x epidermidis
Micrococcus luteus
4 x Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
5 x warneri
Corynebacterium amycolatum
6 x Streptococcus oralis
epidermidis
7 X Staphylococcus hominis
warneri
8 x Staphylococcus eplder.mnldls
hominis
aureus
Staphylococcus epidermidis
9 x mojavensis
Bacillus subtilis
valismortis
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Tabulka 5: Vykultivované izolaty — pokraovani.

Typ ¢ocek
Vzorek Brylové Kontaktni Rod Druh
¢ocky ¢ocky
cohnii
Staphylococcus hominis
Staphylococcus warneri
10 x epidermidis
11 x Streptococcus haemolyticus
oralis
Rothia salivarius
mucilaginosa
aureus
12 x Staphylococcus _
warneri
epidermidis
Staphylococcus -
13 x _ gordonii
Streptococcus Rothia ]
dentocariosa
14 x Staphylococcus warneri
15 x Staphylococcus epidermidis
16 x Staphylococcus epidermidis
17 Staphylococcus epidermidis
X
Pseudomonas stutzeri
epidermidis
18 x Staphylococcus lugdunensis
warneri
19 x Staphylococcus warneri
Staphylococcus warneri
20 x : o
Bacillus licheniformis
haemolyticus
Staphylococcus ]
_ pumilus
21 x Bacillus _
stutzeri
Pseudomonas Candida
famata
- Staphylococcus epidermidis
X
Bacillus licheniformis
23 x Staphylococcus epidermidis
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Tabulka 5: Vykultivované izolaty — pokraovani.

Typ ¢ocek
. Kontaktni
Vzorek  Brylové ¢ocky . Rod Druh
¢oCky
epidermidis
24 x Staphylococcus pasteuri
warneri
25 x Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
26 x Bacillus cereus
Leclercia adecarboxylata
7 Staphylococcus epidermidis
X
Bacillus pumilus
epidermidis
28 x Staphylococcus _
pasteuri
29 Staphylococcus epidermidis
X
Bacillus licheniformis
epidermidis
30 x Staphylococcus _
warneri
Staphylococcus epidermidis
31 x warneri
Bacillus pumilus
aureus
32 x Staphylococcus ) o
epidermidis
33 Staphylococcus haemolyticus
X
Bacillus licheniformis
capitis
34 x Staphylococcus epidermidis
haemolyticus
epidermidis
35 x Staphylococcus _
warneri
pasteuri
36 x Staphylococcus _
warneri
aureus
37 x Staphylococcus ) o
epidermidis
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Tabulka 5: Vykultivované izolaty — pokraovani.

Typ ¢ocek
Brylové Kontaktni
Vzorek . . Rod Druh
¢ocCky ¢ocCky
aureus
38 x Staphylococcus _ o
epidermidis
cohnii
39 x Staphylococcus _ o
epidermidis
capitis
40 X Staphylococcus _ o
epidermidis
41 x Staphylococcus epidermidis
epidermidis
42 x Staphylococcus _
haemolyticus
pasteuri
43 x Staphylococcus _
warneri
epidermidis
44 x Staphylococcus _
warneri
45 x Staphylococcus epidermidis
oralis
46 X Streptococcus o
salivarius
a7 x Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus warneri
48 x o
Streptococcus parasanguinis
cohnii
49 x Staphylococcus _ o
epidermidis
Staphylococcus pasteuri
50 x warneri
Streptococcus oralis

Mikrobiota kontaktnich a brylovych CoCek se liSily, na kontaktnich ¢ockach bylo
vykultivovano méné rod(, da se predpokladat, Ze na brylich bylo vice rodu proto, Ze bryle
jsou méné c¢istény antibakterialnimi prostfedky. Jak z brylovych, tak z kontaktnich oCek
byly vykultivovani zastupci rodu Bacillus, Rothia, Staphylococcus a Streptococcus.
Staphylococcus aureus patfici mezi nejbéznéjSi patogeny, byl vykultivovan jak

na brylovych, tak na kontaktnich ¢ockach.
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Pfevazna vétsina vykultivovanych mikroorganismud je soucasti normaini mikroflory
kGze (napf. S. capitis, S. cohnii, S, epidermidis a S. warneri). Nékteré izolaty nalezely
zastupcim fyziologické fléry dutiny Ustni (napf. Rothia dentocariosa, Streptococcus oralis,
Streptococcus salivarius). Byly také vykultivovany mikroorganismy, které nejsou soucasti
fyziologické mikroflory kize a ani dutiny ustni. Na brylovych €ockach byly zachyceny
patogenni mikroorganismy Pseudomonas stutzeri a Candida famata. Tyto
mikroorganismy se ovSem na brylovou ¢ocCku dostaly z prostiedi.

Z jednoho vzorku kontaktnich ¢oCek byl vykultivovan Bacillus pumilus, ktery by se
nemél dostat do kontaktu s okem, znadi to nedostateCnou hygienu pfi zachazeni

s kontaktnimi ¢ockami.

5.3 Schopnost tvorby biofilmu

Dale byla dokazovana schopnost mikroorganisma tvofit biofilm pomoci modifikované
Christensenovy metody. Pomoci spektrofotometru byl hodnocen narlst biofilmu
na sténach a dné jamek mikrotitrani destiCky (tabulka 6 a 7). Z izolatd ziskanych
z kontaktnich Co&ek bylo biofilmpozitivhich 53,85 % (28/52), z brylovych Cocek 71,93 %
(41/57).

Tabulka 6: Schopnost ristu izolatd ve formé biofilmu u brylovych ¢ocek.

. Vyhodnoceni Koneé¢né
Rod Druh Cislo izolatu
dle absorbance vyhodnoceni
Bacillus cereus 64 ++ -
licheniformis 45 ++ -
licheniformis 51, 70, 79 +++ +
mojavensis 27 ++ -
pumilus 48 +++ +
pumilus 66 - -
subtilis 25 +++ +
valismortis 26 +++ +
Candida famata 49 ++ -
Corynebacterium  amycolatum 17 +++ +
Leclercia adecarboxylata 63 ++ -
Micrococcus luteus 9 +++ +
Pseudomonas stutzeri 38,39 ++ -
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Tabulka 6: Schopnost ristu izolatd ve formé biofilmu u brylovych €ocek — pokracovani.

Rod Druh Cislo izolatu Vyhodnocen Konecne
dle absorbance vyhodnoceni

stutzeri 61 +++ +
Rothia dentocariosa 30 - -
Staphylococcus aureus 18, 62 +++ +
capitis 2,5 +/++ -
capitis 91 +++ +
epidermidis 23,92 +++ -

epidermidis 4,6,7,10, 13, 15,
19, 37, 40, 42, 50, +++ +

56, 65, 68, 69, 72
haemolyticus 78 ++ -
haemolyticus 47 +++ +
hominis 3,12, 16 +++ +
lugdunensis 41 +++ +
pasteuri 67 +++ +
warneri 44 - -
warneri 11, 14, 35, 43, 46, +++ +

71

Streptococcus oralis 8 +++ +
Stretococcus gordonii 31 - -

Legenda: vyhodnoceni +++ jako pozitivni (+), -/+/++ jako negativni (-)

Tabulka 7: Schopnost rlistu izolatd ve formé biofilmu u kontaktnich ¢ocek.

Rod Druh Cislo izolatu Vyhodnoceni Konecne
dle absorbance vyhodnoceni
Bacillus pumilus 74 + -
Rothia mucilaginosa 34 ++ -
Staphylococcus aureus 32,77, 86, 89 +++ +
capitis 80 +++ +
cohnii 58, 109, 114 +/++ -
epidermidis 93, 94, 102, 103, -[+++ -
108
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Tabulka 7: Schopnost rustu izolatd ve formé biofilmu u kontaktnich ¢ocek — pokracovani.

. Vyhodnoceni Koneéné
Rod Druh islo izolatu
dle absorbance vyhodnoceni
epidermidis 22,36, 52, 54, 75, +++ +
76, 82, 84, 85, 87,

90, 106
haemolyticus 95 + -
haemolyticus 20, 81 +++ +
hominis 59 +++ +
pasteuri 97, 99, 110 +/++ -
pasteuri 53 +++ +
warneri 73, 98, 100, 101, +/++ -

107, 111
warneri 1, 33, 55, 57, 83 +++ +
Streptococcus oralis 112 ++ -
oralis 21, 105 +++ +
salivarius 29, 104 +/++ -
parasanguinis 113 ++ -

Legenda: vyhodnoceni +++ jako pozitivni (+), -/+/++ jako negativni (-)

5.4 Detekce rezistence k methicilinu

Pomoci real-time PCR se specifickymi primery pro gen mecA byla detekovana pfitomnost
genu mecA, ktery koduje rezistenci k methicilinu. Byly zjistény 4 izolaty, které byly mecA
pozitivni (obrazek 6), konkrétné Slo o 2 izolaty nalezejici k druhu Staphylococcus
haemolyticus (Cislo izolatu 20, 95) a 2 izolaty Staphylococcus epidermidis (Cislo izolatu
82, 84). Pro izolaty mecA+ byla stanovena primérna hodnota teploty tani (Tm)
a smérodatna odchylka (SD), 77,5 °C £ 0,1625.

Pomoci diskové difuzni metody byla rezistence k methicilinu ovéfena fenotypove.
VSechny &tyfi izolaty rostly az antibiotickym diskim pro stanoveni citlivosti k antibiotik(im,
inhibi€ni zéna byla rovna nule a byly tedy rezistentni k oxacilinu, respektive methicilinu
(obrazek 7).
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Obrazek 6: Vysledek analyzy Tm Calling. Sedé kfivky predstavuji geny mecA+, &erné

kfivky mecA-.

Obrazek 7: Vysledek diskové difuzni metody pro izolaty Staphylococcus haemolyticus
(Cislo izolatu 20, 95) a Staphylococcus epidermidis (Cislo izolatu 82, 84).
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6. Zaver

Teoreticka ¢ast prace byla zaméfena na lidsky mikrobiom, se zaméfenim na mikrobiom
kGiZze a oka, a dale na metody identifikace mikroorganismu a biofilm.

V praktické casti byly splnény vSechny cile, které byly na za&atku prace zadany.
Experimentalni ¢ast prace zahrnovala sestaveni dotazniku a jejich nasledné vyhodnoceni,
sbér biologického materialu (stéry z brylovych €oCek a kontaktni Coéky), ktery slouZil pro
zhodnoceni mikrobiomu, tedy vyskytu bakterii, kvasinek a plisni na brylovych a
kontaktnich ¢ockéach.

Dotazniky, byly vyplnény padesati respondenty, ktefi poskytli material. Z téchto
dotaznikl byly zjistény informace, jako je pohlavi, vék, poskytnuty material (kontaktni,
brylové ¢ocky), a také se kladl dliraz na informace ohledné péce o kontaktni ¢ocky. Bylo
vypocitano procentualni zastoupeni osob, které trpély obtizemi (napf. paleni, fezani oci),
prenasely kontaktni ¢oCky atd.

Mikroorganismy byly vykultivovany pomoci kultivace na krevnim a Sabouraudové
agaru s chloramfenikolem a gentamycinem za danych kultivaénich podminek.
Vykultivované izolaty byly identifikovany metodou MS MALDI ToF. Jak na brylovych,
tak i na kontaktnich ¢o¢kach bylo nalezeno velké mnozstvi mikroorganismu. Velka vétSina
identifikovanych organismu se fadi do bézné mikrofléry. Kromé téchto organismu, které
jsou soucasti fyziologické mikrofléry, bylo vykultivovano par mikroorganism, které nejsou
soucasti mikroflory kize ani oka a mohou se podilet na infekci oka.

Na brylové C€olky se mohou mikroorganismy dostat i z prostfedi. MnozZstvi
a zastoupeni mikroorganismud na kontaktnich ¢o¢kach poukazuji na hygienu, ktera je nebo

neni dodrzovana pfi manipulaci s kontaktnimi ¢o¢kami.
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7. Diskuse

Do studie vramci predlozené bakalarské prace bylo zahrnuto celkem 50 respondentd,
25 bylo nositeli brylovych €olek a 25 kontaktnich Coéek. Bylo zjisténo, Ze na brylovych
C¢ockach se mimo zastupce fyziologické kozni mikroflory usazuji také mikroorganismy
z prostfedi, ve kterém se dany jedinec vyskytuje, napf. Bacillus valismortis, Bacillus
mojavensis. Z hygienického hlediska je potfeba Cistit jak brylové CoCky, tak i obroucky
a nosni vlozky. Ve vétsiné pripadu brylové ¢oCky kolonizované mikroorganismy lidské oko
neovlivni, nedochazi k infekci ani jinym zdravotnim obtizim.

U lidi pracujicich ve zdravotnictvi (zejména chirurgové, jelikoz mikroorganismy
vyskytujici se na brylich mohou napf. kontaminovat ranu pacienta na sale) hrozi
kolonizace bryli patogennimi bakteriemi, zahrnujici i nozokomialni kmeny, které byvaji
Casto multirezistentni.

Ve studii Butt et al. (2012) byla feSena problematika bryli jako zdroj chirurgickych
infekci. Kontaminace muiize byt zpUsobena pfimym kontaktem bryli s ranou (padem bryli
pfimo do rany), nebo nepfimym kontaktem (dotyk prsty bryli béhem operace nebo
postiikani biologickym materialem, které mohlo zasahnout bryle a zpétné infikovat ranu).
Z uvedeného dlvodu by méla byt provadéna desinfekce u bryli chirurgi. Tomuto pfenosu
infekce Ize zabranit pouzivanim ochranné masky nebo pfilby.

V ramci studie Butt et al. (2012) bylo sesbirano 20 bryli od chirurgl. Stéry nosnich
vlozek a nozi¢ek byly provedeny sterilni vatovou ty€inkou namocCenou v sterilni
destilované vodé. Prvni den byl kazdy tampon vloZen do bujénu a inkubovan 24 hodin
pfi 36 °C. Druhy den byl bujon vyoCkovan na tfi pudy (Staphylococcus/Streptococcus
agar, Mannitol Salt agar a Chromogenni agar). Vzorky byly kultivovany dalSich 24 hodin
pfi 36 °C, a nasledné analyzovany. Z dvaceti okulari bylo devatenact kontaminovanych
bakterii Staphylococcus epidermidis. U &ty z téchto devatenacti vzork( byli navic
vykultivovany dal8i zastupci rodu Staphylococcus (S. aureus, S. haemolyticus, S.
xylosus).

Pfed zavedenim laminarniho systému na salech byla Castost hloubkové infekce
3,4 % a primarné byla spojovana s koznimi komenzaly, nej¢astéji se S. epidermidis
(Lidwell, 1988). Bakterialni zatéZz mize vzniknout i z jinych zdroju, a to bud’ od pacientd,
nebo z nesterilnich zavésu, plastd a rukavic. Odhalena oblast obliCeje je také zdrojem
infekce, i pfes noSeni ochranné chirurgické rousky (Butt et al., 2012).

Stejné jako ve stfevé jsou prospésné bakterie, tak i lidské oko je osidlovano
bakteriemi, které zabranuji vzniku infekci Skodlivymi bakteriemi. Patfi mezi né zejména

zastupci grampozitivnich rodt Staphylococcus, Streptococcus a Corynebacterium, a také
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nékteré gramnegativni druhy naleZejici k roddm Haemophilus a Neisserie. To znadi,
Ze oko neni sterilni a ma svlj mikrobiom, jako i pokozka nebo travici trakt. NoSenim
kontaktnich Co€ek dochazi ke zmé&nam normalniho mikrobiomu oka. Za infekce odi je
nejCastéji zodpovédny druh Staphylococcus aureus. Mimo to bylo dokazano, Ze pfi nodeni
kontaktnich CoCek se az trojnasobné zvySuje poclet zastupcl rodl Methylobacterium,
Lactobacillus, Acinetobacter a Pseudomonas. Dale se na kontaktnich Cockach
ve zminéné studii vyskytovali zastupci Bacillus sp., Rothia sp. a Streptococcus. sp.
(Keener, 2015).

V experimentalni ¢asti bylo zjisténo, ze pravdépodobné izolaty nalezejici k rodu
Staphylococcus zpusobovaly obtize pfi noSeni kontaktnich ¢ocek, jako bylo paleni, fezani
ocCi, ¢ervené oci, nadmeérné slzeni, vyskyt sekrece, vysychani a jiné. Tudiz prezentované
vysledky vykultivovanych mikroorganisma z kontaktnich ¢oéek v ramci této bakalarské
prace, odpovidaly vy$e zminéné studii Keener (2015).

VétsSina publikovanych studii se zabyva pfedevSim mikrobiomy stfeva (Shreiner
et al., 2015; Alrafas et al., 2019), kde bakterie pasobi jako ochranny faktor proti kolonizaci
patogennimi bakteriemi. Bylo dokazano, Ze také na povrchu oka se vyskytuji bakterie,
které pusobi proti invazi cizich bakterii, které mohou vést az k infekci (Bonini et al., 2005).

O¢ni mikrobiom byl doposud pomérné opomijen. NoSeni kontaktnich &ocCek
je spojeno se zménami v o¢nim mikrobiomu. Byl zjistén vysSi vyskyt kmen( nalezejici
k rodim Merhylobacterium, Lactobacillus, Acinetobacter, Pseudomonas a s nizSim
vyskytem  Haemophilus, Streptococcus, Staphylococcus a  Corynebacterium.
To nasvédCuje tomu, Ze jsou pfi€inou pro oéni stavy jako je papilarni konjunktivitida
(reakce viCkové spojivky) a keratitida (onemocnéni rohovky) (Shin et al., 2016).

Za zakladni studii v této oblasti je brana studie Dong et al., 2011, ktera se zabyvala
identifikaci struktury mikrobiomu kontaktnich CoCek a spojivky jejich nositelll pomoci
sekvencovani 16S rDNA. Interindividualni variabilita jednotlivych mikrobl oéniho povrchu
byla velmi vyznamna. Az 31 % analyzované DNA patfilo k neklasifikovanym bakteriim.
Bez ohledu na to bylo identifikovano 12 rodd — Pseudomonas, Prorionibacterium,
Bradyrhizobium, Corynebacterium, Acinetobacter, Brevundimonas, Staphylococcus,
Aquabacterium, Shingomonas, Streptococcus, Streptophyta a Methylobacterium, které
predstavovaly domnélé ‘jadro” spojivkové mikrobioty. Zdrava spojivka necekané
obsahovala mnoho rodu, které jsou béZné identifikovany jako o¢ni povrchové patogeny.

Huang et al., 2016 studoval o¢ni povrch u nenositeld kontaktnich ¢ocek. Odbér
vzorkl byl provadén ve sterilni oftalmologické mistnosti. Od 31 u€astnikd studie (16 muzd
a 15 zen) byly pomoci jednorazovych sterilnich absorpénich vatovych tampon( odebrany
vzorky z o¢niho povrchu. Z 31 vzorkd bylo vykultivovano 25 rodl a 526 odliSnych kmen(

Vice nez 76 % zastupovali pfislusnici rodld Corynebacterium, Pseudomonas,

37



Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Millisia, Anaerococcus, Finegoldia,
Simonsiella a Veillonella.

Vysledky studie Huang et al.,, 2016 byly porovnany s vysledky nositeld CoCek
vykultivovanych v ramci bakalarské prace, u nositeld kontaktnich ocek byly vykultivovany
pouze dva shodné kmeny, a to Staphylococcus a Streptococcus (tabulka 8). V bakalaiské
praci z kontaktnich €oCek byly vykultivovany 4 kmeny a 13 odliSnych druhl. Veétsi
zastoupeni mikroorganisml bylo vykultivovano ze vzork( z brylovych ¢ocek, 9 kmen(
a 22 odlisnych druhu.

Grzybowski et al., 2017 uved|, ze v o¢nim mikrobiomu byly nej¢astéji vykultivovany
koagulaza negativni stafylokoci (CoNS, napf. S. epidermidis), Propionibacterium sp.,
Corynebacterium sp., Staphylococcus aureus a Micrococcus sp. Pocet ziskanych
vykultivovanych mikroorganismu byl nizsi ze vzorkl slzného filmu, jelikoz slzy funguiji jako
antimikrobialni obrana — obsahuji antimikrobialni enzym lysozym a také plsobi spolu
s mechanickym pUsobenim ocnich vi¢ek pfi myti patogent, a vySsi u stérli ze spojivek
a vitek s patogennimi organismy, jako je napfiklad Pseudomonas sp. (Capriotti et al.,
2009; Ozkan et al., 2012; Grzybowski et al., 2017). Srovnani zjisténého mikrobiomu
povrchu oka v rdmci bakalafské prace s vybranymi studiemi v této oblasti je uvedeno
v tabulce 8.

Ve studii McDermott (2013) byla zjisténa pomérné vysoka stabilita ocniho
mikrobiomu, jelikoz je zdravé oko neustale zvihCovano slzami, které poskytuji stalé
chemické prostfedi a obsahuji i antimikrobialné pusobici latky (napf. lysozym, betalysin,
laktatdehydrogenaza, pyruvatkinaza, amylazy a dalsi). Dokonce pravé na spojivce
je vyssi bakterialni rozmanitost nez na kizi. U nositeld kontaktnich ¢oek byl pozorovan
vyskyt Pseudomonas, Acinetobacter, Methylobacterium a Lactobacillus, kdeZto u téch,
ktefi kontaktni CoCky nenosi, byly tyto mikroorganismy detekovany pfi vysSi relativni
Cetnosti ve vzorcich kuzZe nez ve spojivkach (s vyjimkou Lactobacillus sp.), coz naznaduje,

Ze tyto bakterie by mohly byt klasifikovany jako kozni bakterie (McDermott, 2013).
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Tabulka 8: Porovnani vysledk( studie Huang et al., 2016 a Dong et al., 2011 s vysledky

bakalafské prace.

Bakalarska prace

Zastoupeni kmenu
Grzybowski et al., Huang et al., 2016

2017

Dong et al., 2011

Bacillus
Rothia
Staphylococcus
Streptococcus

Pseudomonas

Corynebacterium Corynebacterium

Propionibacterium Pseudomonas
Staphylococcus Staphylococcus
Micrococcus Acinetobacter
Streptococcus
Millisia
Anaerococcus
Finegoldia
Simonsiella

Veillonella

Corynebacterium
Pseudomonas
Staphylococcus
Streptococcus
Acinetobacter,
Brevundimonas,
Prorionibacterium
Aquabacterium,
Shingomonas,
Streptophyta
Methylobacterium
Bradyrhizobium
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Pfilohy
Pfiloha 1: Dotaznik, ktery byl rozdan a vyplnén 50 respondenty
DOTAZNIK
Tento dotaznik poslouzi jako podklad pro bakaldfskou prdaci na téma ‘Mikrobidlni kontaminace
brylovych a kontaktnich coéek’. Vyplnéni tohoto dotazniku je anonymni a dobrovolné. Dotaznik
obsahuje dva typy otdzek. Dékuji za pravdivé vyplnéni.
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UZIVAM KONTAKENT COCKY ittt i citir st e sen ssss s s st s e st ssa s sesass e sea sasa s sas s0s sasbes ses sas e sassns sassnsens

UzZivdm kontaktni €ocky s rezZimem noseni: 0 denni o tydenni o é&rnactidenni o mésiéni
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O manualni ¢isténi O Zadny
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