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Summary

Biofilm formation is considered to be one of virulence factor of microorganisms [1]. It
helps them to colonize any environment, in medicine especially artificial materials such as
plastic catheters. Biofilm is also hard to eradicate because of its high resistance to anti-
microbials. There are several different techniques to visualize biofilm like fluorescence, high-
resolution microscopic techniques or radiolabeling [2]. One of the commonly used method for
the indirect quantification is staining with crystal violet [3, 4]. In our study we tested three
different chemicals to dissolve crystal violet before the optical density of the solution was
spectrophotometrically measured. We tried ethanol, ethanol with HCI1 (100:3) and 33% glacial
acetic acid for releasing the bound dye [3]. We concluded that there was a significant
difference in their ability to dissolve crystal violet. The most efficient media for
resolubilization of crystal violet was 33% glacial acetic acid [5].

Uvod

Tvorba biofilmu je povazovana za jeden z faktorti virulence bakterii. Diky tomuto
zpusobu rlistu mohou kolonizovat jim jinak nepfiznivd prostfedi, a také jsou mnohem
odolngj$i vuci antibiotikim. Metod prikazu biofilmu je mnoho a mezi jednu z
nejjednodussich a nejbéznéjsich patii kultivace v mikrotitra¢ni desti¢ce barvena krystalovou
violeti.

Materialy a metody

Pro testy byly pouzity nésledujici sbirkové kmeny: S. epidermidis (CCM7221), C.
albicans (SC5314), C. albicans (GDH2346), C. tropicalis (AAHB73). Dale bylo pouzito 6
klinickych kment: Enterobacter cloacae, S. aureus, 2 kmeny P. aeruginosa a 2 kmeny C.
parapsilosis.

Jako médium ke kultivaci biofilmu byl pouzit BHI (HiMedia, India) bujon s
pridavkem 4 % glukozy.

Kmeny byly nejprve suspendovany ve sterilnim fyziologickém roztoku do vysledné
hodnoty zédkalu 0,5 McFarland. Z takto ziskan¢ homogenni suspenze bylo odebrano 50 ul a
pieneseno do zkumavky obsahujici 4 950 ul sterilniho BHI bujonu se 4 % glukézy. Obsah byl
opét homogenizovan na vortexu 10 s. Poté bylo odebrano 200 pl suspenze Zivného média s
kmenem a pfeneseno do jamky s plochym dnem v mikrotitraéni desticce pro tkanové kultury
(GAMA GROUP a.s., Ceska republika). Jakmile byla desti¢ka zapInéna, vzorky se ponechaly
24 hod aerobné¢ kultivovat pti teploté 37°C, poté byly jamky 3x promyty 250 pl sterilniho
fyziologického roztoku a fixovany susenim pii 37°C pies noc.

Zafixované desticky byly barveny 15 min 250 pl krystalové violeti. Zbytky
nenavazaného barviva byly odstranény promyvanim pod tekouci vodou, coz se opakovalo 4x.
Po oplachnuti byly desticky osuSeny a ponechany 2 hod pfti pokojové teploté.

Do nabarvenych desti¢ek bylo napipetovano 150 pl rozpoustédla, které se nechalo
pusobit 15 min. Jako rozpoustédlo jsme postupné vyzkouseli 95% denaturovany ethanol,
kysely alkohol (smé&s 100 ml 95% ethanolu a 3 ml koncentrované¢ HCI) a 33% kyselinu
octovou. Po vyluhovani barviva bylo 100 ul eluatu preneseno do jamek s plochym dnem Cisté



mikrotitraéni desticky (GAMA GROUP a.s., Ceska republika). Absorbance jednotlivych
eluatt byla méfena pomoci spektrofotometru (Anthos Labtec Instruments 10.500, Austria) pii
vlnové délce 595 nm, referencni filtr 690 nm. Pro zvySeni piesnosti méteni, kvili
intenzivnimu zbarveni nékterych eluatl, byly eluaty dale fedény v poméru 1:1 destilovanou
vodou a jejich absorbance byla opét hodnocena spektrofotometricky.

Mikrotitracni desticka s biofilmem byla po eluci oplachnuta pod tekouci vodou. Po
usuSeni byly jednotlivé jamky déale eluovany 150 pl 33% kyseliny octové 15 min.
Absorbance jednotlivych eluatli byla méfena spektrofotometricky ptfi vinové délce 595 nm,
referencni filtr 690 nm.

Vysledky

Nejlépe vytvotily biofilm kmeny S. epidermidis, S. aureus a C. tropicalis. Tyto kmeny
mély odectenou hodnotu absorbance v nefedéném eluatu s kyselinou octovou vyssi nez 1,7.
Vsechny kmeny C. albicans a C. parapsilosis tvotily biofilm v BHI se 4 % glukozy pouze
slabé, hodnota jejich absorbance byla v priméru 0,1 — 0,3 . Kmeny E. cloacae a
P. aeruginosa byly stfedné silnymi producenty biofilmu a hodnoty odectenych absorbanci
byly v rozmezi 0,57 — 0,87.

U kment S. epidermidis, S. aureus a C. tropicalis se hodnoty odectenych absorbanci
statisticky vyznamné liSily pii hladiné vyznamnosti 0,01 pro jednotlivd rozpoustédla
krystalové violeti. Tento rozdil hodnot absorbanci byl jak mezi 95% denaturovanym
ethanolem a 33% kyselinou octovou, tak mezi kyselym alkoholem a 33% kyselinou octovou.

Pro kmeny C. albicans, C. parapsylosis, E. cloacae se neprokazal statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami absorbanci jednotlivych eludti pii pouziti 95%
denaturovaného ethanolu, kyselého alkoholu a 33% kyseliny octové.

Diskuze a zavér

Pfi porovnani hodnot absorbanci u jednotlivych kmenii pii pouziti raznych
rozpoustédel krystalové violeti vySlo najevo, Ze hodnoty u kmenti, které¢ silné tvoii biofilm
nejsou ve statisticky vyznamném rozmezi (hladina vyznamnosti 0,01) totozné. DoSlo k
postupnému nartistu hodnot absorbanci podle kyselosti rozpoustédla barviva. Toto lze
vysvétlit tim, ze krystalova violet” patfi mezi zasadita barviva [6] a je tedy lépe rozpustnad v
kyselych rozpoustédlech, coZz se projevi pfedevSim pii vyssi koncentraci barviva, které je
tfeba rozpustit. Z tohoto divodu se zdd metoda odbarveni za pouziti 33% kyseliny octové
jako nejlepsi (tento vysledek odpovida postupu u Stepanovic [5]).
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