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Uvod

Trichosporon spp. patii mezi kvasinky, které jsou
vyznamnou soucasti lidského kozniho mikrobiomu,
gastrointestinalniho traktu a dychacich cest'. Vedle mno-
hem znaméjsiho rodu Candida patii zastupci rodu Tricho-
sporon mezi druhé nejvice rozsifené fungilni podminéné
patogeny'?. Onemocnéni zpiisobena zastupci rodu Tri-
chosporon (T. asahii, T. asteroides nebo T. mucoides) jsou
Casto spojena s tvorbou biofilmu, ktery umoziuje osidleni
povrchu tkani v hostitelském organismu, katetrii a dalSich
medicinskych materialo®*. Biofilm je konsorcium bunék
mikroorganismt pevné pfichycenych k povrchu a k sobé
navzajem pomoci extracelularni matrix, kterou si samy
vytvaieji*’. P¥itomnost matrice biofilmu snizuje moZnosti
imunitniho systému hostitelského organismu zneskodnit
toto spoleCenstvi a vyznamné prispiva ke vzniku antibio-
tické rezistence bunék v ném obsazenych®. Méné sledova-
nym, avSak velmi Castym podminénym patogenem této
skupiny, je T. cutaneum, kterému je vénovana tato prace.
Zpusobuje alergické pneumonie a je v disledku ptivodcem
koznich onemocnéni'?. PiestoZe se jedna o relativng ne-
Skodna onemocnéni, disledkem stéle se zvySujici rezisten-
ce k antimikrobialnim latkam téchto zastupct rodu Tri-
chosporon dochazi uimunosuprimovanych pacientd
k rozvoji invazivni formy infekci a k vyskytu vysoce rezis-
tentnich kment odolnych k antifungalnim azolim, kaspo-
funginu nebo i amphotericinu B (cit.").

Tato prace se zaméfuje na pouziti tii biologicky aktiv-
nich latek s potencialnim antibiofilmovym u¢inkem. Jedna
se o chitosan, pfirodni polysacharid ziskavany castecnou
N-deacetylaci z chitinu s vyznamnym antimikrobidlnim
potencidlem, baicalein, flavonoid izolovany ze Scutellaria
baicalensis s prokdzanym antibiofilmovym uc¢inkem
u ne¢kterych gramnegativnich bakterii a amphotericin B,
polyenové antibiotikum typické pro funglni terapii’®.
Schopnost téchto latek interferovat s procesem tvorby bio-
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filmu T. cutaneum byla sledovana v riznych stadiich tvor-
by biofilmu.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Pouzity mikroorganismus a riistové médium

Trichosporon cutaneum CCY 30-5-10 byl ziskan
z mikrobiologické sbirky Zbierka kultar kvasiniek
(Culture Collection of Yeast) Chemického tistavu Sloven-
ské akadémie vied. Mikroorganismus byl uchovavan
v 50% glycerolu pii —70 °C. Jako rtstové médium byl
pouzit Zivny bujéon (Carl Roth, Némecko), pfipraveny
v koncentraci 8 g 1", Kultivace inokula probihala do pozd-
ni exponencialni faze (72h) na orbitalni tfepacce pfi
150 min™" a 30 °C.

Antimikrobialni latky

Amphotericin B (Sigma-Aldrich, USA) byl rozpustén
v rastovém médiu do finalnich koncentraci 2,5; 5; 7,5; 10
a 20 mg I"'. Nizkomolekularni chitosan (50190 kDa; Sig-
ma-Aldrich, USA) byl pfipraven rozpusténim v okysele-
ném rastovém médiu (1% CH;COOH; Penta, Ceska re-
publika) pomoci sonikace a byl déale pouzit ve findlnich
koncentracich 5; 10; 15; 20 a 40 mg I"!. Baicalein (Aldrich
Chemistry, Cina) byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (Carl
Roth, Némecko) a dale byl pouzit ve finalnich koncentra-
cich 20; 40; 50; 60 a 80 mg I'' a piidan do riistového mé-
dia tak, aby dimethylsulfoxid tvofil maximalné 1 % celko-
vého objemu (dimethylsulfoxid v této koncentraci neovliv-
nil kultivaci, pro dalsi experimenty byla pouzita kontrola
bez pfidavku dimethylsulfoxidu). Jako kontrola byl pouzit
experiment sledujici rist mikroorganismu bez ptitomnosti
antimikrobidlnich latek, pouze v pfitomnosti ristového
média.  VsSechny  experimenty  byly  provedeny
v 16 paralelach.

Tvorba biofilmu

Kultivace bun€k za ucelem analyzy tvorby biofilmu
probihala v 96jamkovych mikrotitra¢nich sterilnich poly-
styrenovych destikach (TPP AG, Svycarsko). Inokulum
(ptiprava viz vyse) bylo odstredéno (23 000 g, 10 min, 4 °C)
a bunky byly resuspendovany v ristovém médiu. Opticka
densita suspenze bunék byla upravena na ODggg nm = 0,800.
Kazda jamka obsahovala 210 pl této suspenze bunck. Ob-
sah jamky byl doplnén 70 pl média a ptipadné antimikro-
bialni latky v zévislosti na daném experimentu:

1. sledovani vlivu antimikrobialnich latek na adhezi bu-
nek biofilmu: antimikrobialni latky byly pfidany do
suspenze bunék na pocatku kultivace (72h pfi
150 min ' a 30 °C),

sledovani vlivu antimikrobialnich latek na rozvoj ros-
touciho biofilmu: antimikrobialni latky byly pfidany
po 48 hodinach kultivace pii 150 min™' a 30 °C, bio-
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film byl dale kultivovan pfi stejnych podminkach
24 h,

3. sledovani eradikace vzniklého biofilmu pomoci anti-
mikrobialnich latek: po 48 h kultivace pii 150 min™'
a 30 °C byla suspenze bun¢k v jamkach odsata a bio-
film byl tfikrat promyt 200 ul fyziologického roztoku
(0,9% NaCl (aq); Penta, Ceska republika), nasledn&
byl pfidan roztok antimikrobidlni latky v rdstovém
médiu v objemu 200 pl a biofilm byl dale inkubovan
24 h pii 150 min " a 30 °C.

Analyza biofilmu

Pro vyhodnoceni vlivu antimikrobidlnich latek na
tvorbu a eradikaci biofilmu 7. cutaneum byl pouZit auto-
maticky inverzni  svételny  mikroskop  Cellavista
(SynenTec, Némecko), podrobny postup byl publikovan’.
Biofilm byl po ukonceni kultivace promyt tiikrat 200 pl
fyziologického roztoku a pomoci zafizeni Cellavista byla
stanovena plocha dna jamky osidlend buitkami biofilmu
v relativnich procentech vztazenych ke kontrolnim jam-
kém obsahujicim biofilm bez ptidavku antimikrobidlnich
latek. Bylo pofizeno 25snimki (5x35, 0,2m?
2048 x 2048 px, 8 MB, svételna mikroskopie) biofilmu ve
sttedu kazdé jamky. Parametry zafizeni byly nastaveny na
expozicni Cas 25 ms, citlivost 16krat, objektiv 20krat,
a 100% intenzitu. Pofizené snimky byly pievedeny do
binarniho zobrazeni a analyzou obrazu byla vyhodnocena
plocha osidleni dna jamky biofilmem (Cell Confluence,
software Cellavista)®”.

Vysledky a diskuse

V této praci byl sledovan vliv tfi antimikrobialnich
latek — amphotericinu B, chitosanu a baicaleinu na adhezi
bunek 7. cutaneum CCY 30-5-10, rozvoj biofilmu a na-
slednou eradikaci jiz vzniklého biofilmu. Amphotericin B
byl vybran jako zastupce klinicky vyznamnych antibiotik,
chitosan a baicalein byly vybrany na zakladé jejich biolo-
gické aktivity a znamych interakci s podminéné patogenni-
mi kvasinkami napf. z rodu Candida ajejich biofil-
mem'™"". V nasi praci bylo zji§téno, e amphotericin B
znacn€ stimuluje adhezi bunék k polystyrenovému po-
vrchu (obr. 1).

Jak naznacuji i snimky (obr. 1), T. cutaneum tvoti
v pritomnosti amphotericinu B kompaktni shluky. Pti kon-
centraci 10 mg "' doglo v p¥itomnosti amphotericinu B ke
zvySeni adheze T. cutaneum, a to az o 40 % osidlené plo-
chy oproti kontrole. Tento efekt mize byt zptisoben napf.
obrannou reakci mikroorganismu na pfitomnost antibiotika
v podobé¢ zvysené tvorby biofilmu. V literatuie je uvadéno,
7e jiz pii koncentraci amphotericinu B 1 mg 1™ doslo
k 50% snizeni tvorby biofilmu Trichosporon spp.'>. Am-
photericin B v nasi praci nemél vyznamny vliv na eradika-
ci jiz vytvofeného biofilmu, v tomto uspofddani experi-
mentu nedoslo k ovlivnéni osidlené plochy o vice nez
10 %.
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Obr. 1. Vliv amphotericinu B na adhezi bunék (m), tvorbu
biofilmu (m) a eradikaci biofilmu () 7. cutaneum CCY 30-5-10
(72 h, 30 °C, 150 min 1). Binarné¢ zpracované snimky (A: adheze,
B: tvorba biofilmu, C: eradikace biofilmu) znazorfuji vliv am-
photericinu B na plochu osidlenou biofilmem (tmavé oblasti).
Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku z 16 paralel.
Use¢ka v pravém dolnim rohu obrazkidl predstavuje méfitko
(200 um)

Utinek chitosanu na kvasinky je studovan pievazné
na zastupcich rodu Candida, vliv chitosanu na rod 7ri-
chosporon zatim detailné studovan nebyl. V nasi praci jiz
nejniz§i pouzita koncentrace chitosanu (5 mg I'') zptisobila
71% pokles plochy osidlené biofilmem 7. cutaneum pti
sledovani jeho u¢inku na adhezi bunc¢k. Podobny efekt
méla nejvy$§i pouzita koncentrace chitosanu (40 mg1™),
ktera zpusobila inhibici adheze bun¢k o 69 %, viz obr. 2.
Pti sledovani vlivu chitosanu na tvorbu biofilmu bylo zjis-
téno, 7e koncentrace chitosanu 5 mg 1" zmensila plochu
osidlenou biofilmem o 47 %. Vyznamny vliv na eradikaci
biofilmu nebyl pozorovan. Nizkomolekularni chitosan
(50 kDa) byl schopen z 50 % inhibovat tvorbu biofilmu
ruznych kmenl Candida parapsilosis v rozmezi koncen-
traci 20-80mg 1", u riznych kmend C. krusei se to-
to rozmezi koncentraci pohybovalo pfevazné mezi 40 a 80
mg I"". Kmeny C. albicans vykazovaly vyssi odolnost —
rozmezi koncentraci chitosanu inhibujici tvorbu biofilmu
250 % se pohybovalo mezi 80 az 630 mgl' (cit.").
U suspenznich bunék Saccharomyces cerevisiae byl
popsan vliv chitosanu jako induktoru stresovych odpovédi
a s tim souvisejicich zmén v transkripci'®.

Nejvyssi ucinek vykazoval ze studovanych latek bai-
calein, ktery vyrazné inhiboval adhezi bunek 7. cutaneum
(pii nejvyssi testované koncentraci 80 mgl' o 87 %)
(obr. 3). Baicalein v koncentraci 50 mg 1" zpiisobil 45%
zmenSeni plochy osidlené biofilmem (inhibice tvorby bio-
filmu). Baicalein byl nejvice G¢inny proti jiz vytvofenému
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Obr. 2. Vliv chitosanu na adhezi bunék (m), tvorbu biofilmu
(m) a eradikaci biofilmu () 7. cutaneum CCY 30-5-10 (72 h,
30 °C, 150 min ). Binamé zpracované snimky (A: adheze, B: tvor-
ba biofilmu, C: eradikace biofilmu) znazoriiuji vliv chitosanu na
plochu osidlenou biofilmem (tmavé oblasti). Chybové usecky
predstavuji smérodatnou odchylku z 16 paralel. Usetka v pravém
dolnim rohu obrazkl predstavuje méfitko (200 pum)

zralému biofilmu a ze vSech sledovanych latek nejlépe
eradikoval vytvofeny biofilm 7. cutaneum. Znacny pokles
obsahu plochy osidlené biofilmem byl zaznamenan jiz od
koncentrace baicaleinu 40 mg I”' (o 76 %). Inhibice meta-
bolické aktivity bunek biofilmu C. albicans na 50 % byla
v literatufe zjisténa jiz pii koncentraci baicaleinu 4 mg 1™,
&tyinasobna koncentrace (16 mg I'") zptisobuje 90% inhi-
bici®. Vliv baicaleinu byl v publikované literatufe pozoro-
véan jiz v niz8ich koncentracich, ndmi sledovand nejniZsi
koncentrace 20 mg 1™ neméla vyznamny inhibi¢ni efekt
ani na adhezi, ani na tvorbu ¢i eradikaci biofilmu.

Ze zjisténych dat vyplyva vyznamny potencial
v ramci kombinace inhibi¢nich vlastnosti pfirodnich latek
s antibiotiky. V literatufe je zminovano synergické puso-
beni baicaleinu s amphotericinem B, pficemz MIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace) samotného baicaleinu
pro C. albicans je 4mgl' a MIC amphotericinu B
0,75 mg 1" (cit."””). V kombinaci se pak jednotlivé MIC
snizily na koncentrace 0,5 a 0,0234 mg I"'. Baicalein je tak
jednoznacné latkou vysoce tcinnou proti fungalnim pato-
genim, jeho vyhodou je dale i schopnost synergismu
s fadou antibiotik, na coz bude navazovat nas dalsi vy-
zkum.
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Obr. 3. Vliv baicaleinu na adhezi bunék (m), tvorbu biofilmu
(m) a eradikaci biofilmu () 7. cutaneum CCY 30-5-10 (72 h,
30 °C, 150 min ). Binamé zpracované snimky (A: adheze, B: tvor-
ba biofilmu, C: eradikace biofilmu) znazoriuji vliv baicaleinu na
plochu osidlenou biofilmem (tmavé oblasti). Chybové usecky
predstavuji smérodatnou odchylku z 16 paralel. Usecka v pravém
dolnim rohu obrazkl predstavuje méfitko (200 pum)

Zavér

T. cutaneum je vyznamnym fungalnim podminénym
patogenem, jehoZz virulence je spjata s tvorbou biofilmu.
Tato studie se zamefila na vliv tfi antimikrobidlnich latek
(amphotericinu B, chitosanu a baicaleinu) na biofilm
T. cutaneum. Bylo zjisténo, ze z téchto latek byl baicalein
nejvice ucinnym pii ovliviiovani adheze i eradikace biofil-
mu. Také chitosan vyrazné€ sniZil tvorbu biofilmu tohoto
mikroorganismu. Nejslabsi antibiofilmovy efekt byl pozo-
rovan u amphotericinu B, ktery mél na biofilm
T. cutaneum naopak znacn¢ stimulacni vliv.

Tato prace byla realizovana v ramci projektit OPPK
CZ.2.16/3.1.00/21537 a CZ.2.16/3.1.00/24503 za podpory
projektu NPU I LO1601.
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P. Kasparova, E. Vaiikovda, O. Matitkova,
and J. Masak (Department of Biotechnology, University
of Chemistry and Technology, Prague): The Effect
of Amphotericin B, Chitosan and Baicalein on Biofilm
Formation of Trichosporon cutaneum CCY 30-5-10

Trichosporon cutaneum is the second most significant
opportunistic pathogen of genus Trichosporon after
T. asahii. Its virulence is strongly tied to biofilm formation
and colonization of various medical materials. Tricho-
sporon spp. infections are ordinarily treated with antifun-
gal azoles or polyene antibiotics. Nowadays, this type of
therapy often fails and there is a great effort aimed at find-
ing new antimicrobial substances, often originating from
plant sources. These sources are frequently used as the
components of traditional medicine.

This study is focused on the effect of antibiotic am-
photericin B, polysaccharide chitosan, and flavonoid bai-
calein on the biofilm formation of 7. cutaneum CCY 30-5-10.
Their effects were studied by inverse microscope Cel-
lavista using the image analysis evaluation of the area
colonized by the biofilm in 96well microtitre plates. Bai-
calein was the most effective substance (concentration
40 mg L' caused 50% inhibition of cell adhesion and 75%
eradication of mature biofilm). A significant effect was
also observed when chitosan was applied (concentration
40 mg L' caused 69% inhibition of cell adhesion). Poly-
ene antibiotic amphotericin B had distinctly stimulating
effect on cell adhesion and only slightly eradicated the
mature biofilm of T. cutaneum CCY 30-5-10.

Keywords: Trichosporon cutaneum, trichosporonosis,
amphotericin B, baicalein, chitosan, biofilm, Cellavista



