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Kvasinky patří mezi významné původce nozo-
komiálních infekcí, jejichž význam vzrostl zvláště
v souvislosti s rostoucím počtem imunokompro-
mitovaných pacientů, podáváním antibiotik a stá-
le častějším používáním implantátů v současné
medicíně. Zde se jako významný faktor virulence
uplatňuje schopnost růstu ve formě biofilmu [4].
Stanovení citlivosti k antimykotikům i dezinfekč-
ním prostředkům pak hraje klíčovou úlohu v boji
s těmito infekcemi. Při testování účinku antimy-
kotik a dezinfekčních látek na kvasinky, a zvláště
na kvasinky rostoucí ve formě biofilmu, je problé-
mem hodnocení přítomnosti životaschopných
mikroorganismů [5, 8].

U planktonických forem se pro stanovení citli-

vosti asi nejčastěji používá diskových difuzních
testů, přestože jejich spolehlivost není zrovna nej-
vyšší, a E-testů. U obou se zástava růstu mikrobů
vlivem antimikrobiální látky projeví vznikem
inhibiční zóny. Tyto poměrně snadno proveditelné
a jednoduše odečitatelné testy však nelze použít
pro zjišťování citlivosti biofilmových forem. Pro
tento účel se používají metody založené na princi-
pu dilučních či mikrodilučních testů. Při těchto
testech je zkoumaná kultura vystavena účinku
různých koncentrací testované látky a poté je hod-
nocena přítomnost mikrobů buď rostoucích – při
zjišťování minimální inhibiční koncentrace (MIC)
a minimální biofilm inhibiční koncentrace
(MBIC), či živých – při stanovení  minimální bak-
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Souhrn

Rostoucí význam kvasinek schopných tvořit biofilm sebou nese nutnost testování citlivosti jak pro
jejich planktonické formy, tak pro formy biofilmové. Průkaz životaschopnosti, případně metabo-
lické aktivity kvasinkových buněk po expozici vůči antimikrobiální látce má klíčovou úlohu při
hodnocení výsledků. K tomuto účelu se s výhodou používají kolorimetrická média, která na pří-
tomnost metabolicky aktivních buněk reagují změnou barvy. V této práci byla ověřena možnost
využít kolorimetrického média s redoxním indikátorem resazurinem ke sledování vlivu hustoty
kvasinkového inokula na rychlost redukce tohoto indikátoru. Bylo zjištěno, že rychlost barevné
změny odpovídá hustotě inokula a tímto způsobem lze orientačně kvantifikovat množství života-
schopných buněk. Test by bylo možno s výhodou použít nejen pro zjišťování citlivosti planktonic-
kých forem kvasinek k antimykotikům, ale i forem biofilmových.
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Summary

Růžička F., Holá V.: Detection of Viable Metabolically Active Yeast Cells Using
a Colorimetric Assay

The increasing concern of yeasts able to form biofilm brings about the need for susceptibility
testing of both planktonic and biofilm cells. Detection of viability or metabolic activity of yeast cells
after exposure to antimicrobials plays a key role in the assessment of susceptibility testing results.
Colorimetric assays based on the color change of the medium in the presence of metabolically
active cells proved suitable for this purpose. In this study, the usability of a colorimetric assay with
the resazurin redox indicator for monitoring the effect of yeast inoculum density on the reduction
rate was tested. As correlation between the color change rate and inoculum density was observed,
approximate quantification of viable cells was possible. The assay would be of relevance to
antifungal susceptibility testing in both planktonic and biofilm yeasts.
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tericidní koncentrace (MBC) a minimální biofilm
eradikující koncentrace (MBEC). Právě průkaz
životaschopnosti kvasinkových buněk, případně
jejich metabolické aktivity, po expozici vůči anti-
mikrobiální látce hraje u těchto testů klíčovou úlo-
hu pro správné hodnocení výsledků [5, 8 13]. Při
stanovení MIC na základě změny turbidity média
[10] se obvykle mikrobiální růst hodnotí u plank-
tonických forem. Při testování citlivosti biofilmo-
vých forem, stejně jako při stanovení MBC, nejsou
turbidimetrické metody příliš vhodné. Buňky
v biofilmu, případně buňky v klidové fázi, které
nerostou, nemusí zákal vytvořit. To pak může vést
k falešně negativním výsledkům [13].

Další možností pro průkaz životaschopných
buněk v kultuře vystavené antimikrobiální látce
je vyočkování na pevná média a sledování tvorby
kolonií. Tato metoda sice dává poměrně spolehli-
vé výsledky, je však pracná a časově náročná.
U biofilmových forem je navíc komplikována sku-
tečností, že je nejprve potřeba rozrušit vrstvu bio-
filmu na nosiči, nejčastěji pomocí ultrazvuku  či
vortexováním [3]. Při těchto postupech se výrazně
zvyšuje riziko kontaminace vzorku a výsledky
mohou být také zkresleny nedokonalou disociací
buněčných agregátů.

Jako vhodné řešení detekce vitálních buněk se
nabízí použití kolorimetrického média, které by
změnou barvy indikovalo metabolickou aktivitu
testovaných kvasinek. Pro zjišťování metabolické
aktivity a tím i životaschopnosti kvasinkových
buněk se často používá test, při kterém jsou tet-
razoliové soli redukovány na barevné produkty –
formazany [5, 8 13]. Princip dalších, ne příliš čas-
to využívaných kolorimetrických metod je založen
na fermentaci sacharidů a tím pádem i okyselení
média, což vede ke změně barvy přidaného indi-
kátoru pH [6]. Tato metodika však zatím nedo-
znala většího rozšíření.

Perspektivní, levnou a jednoduchou metodou
detekce vitálních buněk je použití kolorimetrické-
ho média s redoxním indikátorem resazurinem,
který má v oxidované formě barvu sytě modrou
a je-li redukován, zrůžoví [9]. Tato látka je hlavní
součástí poměrně hojně využívaného redoxního
indikátoru Alamar blue [12, 17]. Ve své práci jsme
se zaměřili na posouzení možnosti využít resazu-
rin pro kvantifikaci (semikvantifikaci) vitálních
kvasinkových buněk v médiu a na zjištění citli-
vosti této metody.

Materiál a metody

Vliv koncentrace kvasinkových buněk na rychlost redukce
resazurinu byl testován na planktonických formách kmenů
Candida parapsilosis ATTC 90018, Candida tropicalis ATCC

750, Candida albicans ATTC90028 a ATCC 24433, z které
byly získány české sbírky mikroorganismů. Z 48hodinových
kultur testovaných kmenů kvasinek byly ve fyziologickém
roztoku s fosfátovým pufrem (PBS) připraveny suspenze
o hustotě odpovídající stupni 108 kvasinkových buněk/ml.
Tyto suspenze byly dále decimálně ředěny PBS tak, že vznik-
la řada ředění s koncentracemi buněk101 – 107 buněk/ml.
Koncentrace buněk v jednotlivých ředěních byla kontrolová-
na jejich dalším ředěním a následným vyočkováním na
Sabouraudův agar (HiMedia, Mumbai, Indie). Množství
buněk, resp. CFU v suspenzi bylo vypočítáno na základě
počtu narostlých kolonií po 48 hodinách kultivace při 30 °C.

Dvaceti mikrolitry každého ředění byly inokulovány tři
jamky 96jamkové mikrotitrační destičky (GAMA Group, Trho-
vé Sviny, Česká republika) s rovným dnem, které zároveň
obsahovaly 170 μl média RPMI 1640 (HiMedia, Mumbai,
Indie) pufrovaného pomocí 0,165 M morfolinopropansulfonové
kyseliny (MOPS, Sigma, St. Luis, USA) na pH = 7,0. Do jamek
bylo poté přidáno 10 μl 0,02% zásobního roztoku resazurinu.
Zásobní roztok byl připraven rozpuštěním sodné soli resazuri-
nu (Sigma, St. Luis, USA) v destilované vodě a sterilizován
filtrací. Jako negativní kontrola sloužily jamky se 190 μl ste-
rilního RPMI média a 10 μl zásobního roztoku resazurinu.

Inokulované mikrotitrační destičky byly kultivovány při 37
°C a po 4, 8, 18, 24, 48 a 72 hodinách byla vizuálně hodnocena
změna barvy média a pro hodnocení stability barvy byly nega-
tivní kontroly dále sledovány i po týdnu kultivace za stejných
podmínek. Za pozitivní výsledek byla považována změna bar-
vy z modré na růžovo-fialovou až růžovou. Tmavě fialová bar-
va byla ještě považována za negativní výsledek. Změna média
byla hodnocena i pomocí spektrofotometru (Anthos Labtec
Instruments 10.500, Salzburg, Austria) při vlnové délce 595
nm, referenční filtr 690 nm.

Výsledky a diskuse

Při vizuálním hodnocení změny barvy kolori-
metrického média s resazurinem obsahující různé
koncentrace kvasinek jsme zjistili, že koncentra-
ce kvasinkových buněk 106 CFU/ml (CFU – Colo-
ny forming unit) vedla ke změně barvy u všech
testovaných kmenů do 4–8 hodin. Při množství
buněk v médiu 105 CFU/ml i 104 CFU/ml byla
změna pozorovatelná za 18 hodin, u nižších kon-
centrací 103 CFU/ml a 102 CFU/ml za 24 hod.
Koncentrace 101 CFU/ml se projevila změnou
barvy až za 48 hodin. Redukci resazurinu, která
je příčinou změny barvy média, jsme hodnotili na
základě poklesu absorbance (A) měřené v oblasti
absorpčního maxima resazurinu. Opticky snadno
hodnotitelná změna barvy média, kdy došlo k zře-
telnému zrůžovění, odpovídala na spektrofoto-
metru naměřeným hodnotám absorbance (A595)
v rozmezí 0,810 až 0,790. Dynamika růstu reduk-
ce resazurinu v médiu při jednotlivých koncent-
racích je vidět v grafu 1 a odpovídá vizuálnímu
pozorování.

Potvrdili jsme také vysokou stabilitu barvy
resazurinu ve sterilním médiu RPMI 1640.
V jamkách negativních kontrol se sterilním médi-
em nedošlo k samovolné změně barvy ani po týd-
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nu sledování a médium zůstalo modré. Také hod-
nota absorbance  sterilního média nepřesáhla
A595 = 0,880. V jiných médiích (BHI, živný bujon,
Sabouraudův bujon) však docházelo poměrně
rychle k samovolné redukci.

Využívání kolorimetrických metod pro detekci
růstu či metabolické aktivity buněk založených na
principu redoxních indikátorů je poměrně rozšíře-
né. Mezi ně patří i tzv. Alamar blue, jejíž hlavní
složku tvoří resazurin [12, 17]. Na redukci modré-
ho resazurinu na růžovo-červený produkt resoru-
fin se podílí enzymy s redukovanými nikotin-
amidadenindinukleotidfosfátem (NADPH),
flavinadenindinukleotidem (FADH2), flavinmono-
nukleotidem (FMNH2) a nikotinamidadenindinuk-
leotidem (NADH) a také cytochromy [13]. Množ-
ství těchto látek je v rostoucích, metabolicky
aktivních buňkách výrazně zvýšené a změna barvy
média tak indikuje jejich přítomnost.
Resazurin/Alamar blue je využíván např. pro
detekci mikrobiální kontaminace mléka [11]
a detekci přežívajících eukaryotických buněk v tes-
tech toxicity [10]. Řada autorů prokázala užiteč-
nost doplnění standardních dilučních testů citli-
vosti resazurinem/Alamar blue, pro snazší
hodnocení výsledků, u mnoha mikroorganismů,
jako jsou enterokoky, stafylokoky [2], gramnegativ-
ní bakterie [1], mykobakteria [9], vláknité houby
(Aspergillus) [7]. Zvláště dobře jsou zmapovány
možnosti použití této metody při stanovení citli-
vosti u kvasinek [15, 18] a to i v komerčních tes-
tech SensititreYeast One (Trek Diagnostic Sys-
tems, Ohio, United States) [14]. Tento indikátor byl
také s úspěchem použit pro testování citlivosti sta-
fylokokového biofilmu [13].

Nabízí se tedy využití této metody pro testová-
ní citlivosti biofilmových forem kvasinek k anti-
mykotikům. U kvasinkových biofilmů se dosud
k hodnocení účinku antifungálních látek využívá
především metod založených na průkazu přežíva-

jících buněk pomocí redukce tetrazoliových solí,
především MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl tetrazolium bromid, a XTT, sodná sůl
kyseliny 3’-([1-fenylamino]-karbonyl)-3,4-tetrazo-
lium)-bis(4-metoxy-6-nitro)benzene-sulfonové, na
barevné produkty [5, 7, 8, 13]. Tetrazoliové soli
jsou však toxické a provedení testů je poměrně
pracné a finančně náročnější. U MTT je navíc
nutno nerozpustný produkt solubilizovat, nejlépe
pomocí dimetylsulfoxidu. Po tomto kroku dochází
k destrukci buněk a není tedy možno provádět
další měření. XTT zase není efektivně redukován
a pro účinnou redukci je nejprve potřeba přidat
do reakce menadion [8, 13]. To komplikuje celý
postup a může dojít k ovlivnění výsledku reakce.

Použití resazurinu pro průkaz živých, metabo-
licky aktivních buněk je tedy v porovnání s tetra-
zoliovými solemi výhodnější, mimo jiné díky nižší
ceně a jednoduchosti provedení. Výsledek testu lze
odečítat pouhým okem, změna barev je výrazná.
Objektivní odečet výsledků lze zajistit použitím
spektrofotometru. Na základě rychlosti barevné
změny, případně i její intenzity, lze i orientačně
kvantifikovat množství životaschopných buněk.
Test by bylo možno s výhodou použít nejen pro
zjišťování citlivosti planktonických forem kvasi-
nek k antimykotikům, ale i forem biofilmových.

Tato práce byla podpořena grantem IGA MZ
NR/7980-3 Interní grantové agentury Minister-
stva zdravotnictví České republiky.
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Fig. 1. Effect of inoculum concentration on the resazurin reduction rate in a colorimetric assay
A595, absorbance measured at  λ = 595 nm; t, measurement time; K, negative control
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