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Prukaz zivotaschopnych, metabolicky aktivnich
kvasinkovych bunék pomoci kolorimetrického média

Ruzi¢ka F., Hola V.
Mikrobiologicky dstav LF a FN u sv. Anny v Brné

Souhrn

Rostouci vyznam kvasinek schopnych tvorit biofilm sebou nese nutnost testovani citlivosti jak pro
jejich planktonické formy, tak pro formy biofilmové. Priukaz Zivotaschopnosti, pfipadné metabo-
lické aktivity kvasinkovych bunék po expozici vié¢i antimikrobialni latce ma kli¢ovou ulohu pii
hodnoceni vysledku. K tomuto ucelu se s vyhodou pouZivaji kolorimetricka média, ktera na pri-
tomnost metabolicky aktivnich bunék reaguji zménou barvy. V této praci byla ovéfena moZnost
vyuzit kolorimetrického média s redoxnim indikatorem resazurinem ke sledovani vlivu hustoty
kvasinkového inokula na rychlost redukce tohoto indikatoru. Bylo zjisténo, Ze rychlost barevné
zmény odpovida hustoté inokula a timto zptusobem lze orienta¢né kvantifikovat mnozZstvi Zivota-
schopnych bunék. Test by bylo mozZno s vyhodou pouZit nejen pro zjistovani citlivosti planktonic-
kych forem kvasinek k antimykotiktim, ale i forem biofilmovych.

Kli¢ova slova: kvasinky - Candida - biofilm - Alamar blue - resazurin - redukce - kolorimetrické
médium.

Summary

Ruzicka F., Hola 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.

Key words: yeasts — Candida - biofilm - Alamar blue - resazurin - reduction — colorimetric assay.

Kvasinky patii mezi vyznamné ptvodce nozo-
komialnich infekei, jejichz vyznam vzrostl zvlasté
v souvislosti s rostoucim poétem imunokompro-
mitovanych pacientd, podavanim antibiotik a sta-
le ¢astgjSim pouzivanim implantatt v soucasné
mediciné. Zde se jako vyznamny faktor virulence
uplatniuje schopnost rustu ve formé biofilmu [4].
Stanoveni citlivosti k antimykotiktm i dezinfeké-
nim prostfedktim pak hraje klicovou tulohu v boji
s témito infekcemi. P¥i testovani tcinku antimy-
kotik a dezinfekénich latek na kvasinky, a zvlasté
na kvasinky rostouci ve formé biofilmu, je problé-
mem hodnoceni pritomnosti Zivotaschopnych
mikroorganismu [5, 8].

U planktonickych forem se pro stanoveni citli-

vosti asi nejéastéji pouziva diskovych difuznich
testu, prestoze jejich spolehlivost neni zrovna nej-
vy$§i, a E-testa. U obou se zastava rastu mikrobu
vlivem antimikrobialni latky projevi vznikem
inhibi¢ni zény. Tyto pomérné snadno proveditelné
a jednodus$e odeditatelné testy vSak nelze pouzit
pro zjistovani citlivosti biofilmovych forem. Pro
tento tcel se pouzivaji metody zalozené na princi-
pu diluénich ¢ mikrodiluénich testt. P¥i téchto
testech je zkoumana kultura vystavena uéinku
ruznych koncentraci testované latky a poté je hod-
nocena piitomnost mikrobt bud rostoucich — p#i
zjistovani minimalni inhibi¢éni koncentrace (MIC)
a minimalni biofilm inhibiéni koncentrace
(MBIC), ¢i Zivych — pii stanoveni minimalni bak-
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tericidni koncentrace (MBC) a minimalni biofilm
eradikujici koncentrace (MBEC). Pravé prukaz
Zivotaschopnosti kvasinkovych bunék, piipadné
jejich metabolické aktivity, po expozici vaci anti-
mikrobialni latce hraje u téchto testi klicovou tlo-
hu pro spravné hodnoceni vysledka [5, 8 13]. Pri
stanoveni MIC na zakladé zmény turbidity média
[10] se obvykle mikrobialni rist hodnoti u plank-
tonickych forem. P#i testovani citlivosti biofilmo-
vych forem, stejné jako pii stanoveni MBC, nejsou
turbidimetrické metody p#ili§ vhodné. Burnky
v biofilmu, piipadné bunky v klidové fazi, které
nerostou, nemusi zakal vytvorit. To pak muze vést
k falesné negativnim vysledkam [13].

Dalsi moznosti pro prukaz zivotaschopnych
bunék v kultute vystavené antimikrobialni latce
je vyoCkovani na pevna média a sledovani tvorby
kolonii. Tato metoda sice dava pomérné spolehli-
vé vysledky, je v8ak pracni a Gasové naroéna.
U biofilmovych forem je navic komplikovana sku-
teénosti, Ze je nejprve potfeba rozrusit vrstvu bio-
filmu na nosiéi, nejéastéji pomoci ultrazvuku ¢i
vortexovanim [3]. Pii téchto postupech se vyrazné
zvySuje riziko kontaminace vzorku a vysledky
mohou byt také zkresleny nedokonalou disociaci
bunéénych agregatu.

Jako vhodné feSeni detekce vitalnich bunék se
nabizi pouziti kolorimetrického média, které by
zménou barvy indikovalo metabolickou aktivitu
testovanych kvasinek. Pro zjistovani metabolické
aktivity a tim i zivotaschopnosti kvasinkovych
bunék se ¢asto pouziva test, pri kterém jsou tet-
razoliové soli redukovany na barevné produkty —
formazany [5, 8 13]. Princip dalSich, ne p¥ilis ¢as-
to vyuzivanych kolorimetrickych metod je zaloZen
na fermentaci sacharida a tim padem i okyseleni
média, coz vede ke zméné barvy ptidaného indi-
katoru pH [6]. Tato metodika vSak zatim nedo-
znala vétsiho rozsiteni.

Perspektivni, levnou a jednoduchou metodou
detekce vitalnich bunék je pouziti kolorimetrické-
ho média s redoxnim indikatorem resazurinem,
ktery ma v oxidované formé barvu syté modrou
a je-li redukovan, zrazovi [9]. Tato latka je hlavni
souasti pomérné hojné vyuzivaného redoxniho
indikatoru Alamar blue [12, 17]. Ve své praci jsme
se zaméFili na posouzeni moznosti vyuzit resazu-
rin pro kvantifikaci (semikvantifikaci) vitalnich
kvasinkovych bunék v médiu a na zjisténi citli-
vosti této metody.

Material a metody

Vliv koncentrace kvasinkovych bunék na rychlost redukce
resazurinu byl testovan na planktonickych formach kment
Candida parapsilosis ATTC 90018, Candida tropicalis ATCC

-

750, Candida albicans ATTC90028 a ATCC 24433, z které
byly ziskany ¢eské sbirky mikroorganismut. Z 48hodinovych
kultur testovanych kment kvasinek byly ve fyziologickém
roztoku s fosfatovym pufrem (PBS) pfipraveny suspenze
o hustoté odpovidajici stupni 108 kvasinkovych bunék/ml.
Tyto suspenze byly dale decimalné fedény PBS tak, Ze vznik-
la fada fedéni s koncentracemi bun&k10! — 107 bunék/ml.
Koncentrace bunék v jednotlivych fedénich byla kontrolova-
na jejich dal§im fedénim a naslednym vyockovanim na
Sabourauduv agar (HiMedia, Mumbai, Indie). Mnozstvi
bunék, resp. CFU v suspenzi bylo vypoc¢itano na zakladé
pocétu narostlych kolonii po 48 hodinach kultivace pii 30 °C.

Dvaceti mikrolitry kazdého ¥edéni byly inokulovany tii
jamky 96jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky (GAMA Group, Trho-
vé Sviny, Ceska republika) s rovnym dnem, které zaroveri
obsahovaly 170 ul média RPMI 1640 (HiMedia, Mumbai,
Indie) pufrovaného pomoci 0,165 M morfolinopropansulfonové
kyseliny (MOPS, Sigma, St. Luis, USA) na pH = 7,0. Do jamek
bylo poté ptidano 10 ul 0,02% zasobniho roztoku resazurinu.
Zasobni roztok byl pifipraven rozpusténim sodné soli resazuri-
nu (Sigma, St. Luis, USA) v destilované vodé a sterilizovan
filtraci. Jako negativni kontrola slouzily jamky se 190 ul ste-
rilniho RPMI média a 10 ul zasobniho roztoku resazurinu.

Inokulované mikrotitraéni destic¢ky byly kultivovany pii 37
°C apo 4,8, 18,24, 48 a 72 hodinach byla vizualné hodnocena
zména barvy média a pro hodnoceni stability barvy byly nega-
tivni kontroly dale sledovany i po tydnu kultivace za stejnych
podminek. Za pozitivni vysledek byla povazovana zména bar-
vy z modré na ruZovo-fialovou az rizovou. Tmavé fialova bar-
va byla je$té povazovana za negativni vysledek. Zména média
byla hodnocena i pomoci spektrofotometru (Anthos Labtec
Instruments 10.500, Salzburg, Austria) pii vilnové délce 595
nm, referenéni filtr 690 nm.

Vysledky a diskuse

Pfi vizualnim hodnoceni zmény barvy kolori-
metrického média s resazurinem obsahujici razné
koncentrace kvasinek jsme zjistili, Ze koncentra-
ce kvasinkovych bungk 106 CFU/ml (CFU — Colo-
ny forming unit) vedla ke zméné barvy u vSech
testovanych kment do 4-8 hodin. Pi#i mnozstvi
bunék v médiu 10° CFU/ml i 10* CFU/ml byla
zména pozorovatelnd za 18 hodin, u nizsich kon-
centraci 103 CFU/ml a 102 CFU/ml za 24 hod.
Koncentrace 10! CFU/ml se projevila zménou
barvy az za 48 hodin. Redukci resazurinu, ktera
je pri¢inou zmény barvy média, jsme hodnotili na
zakladé poklesu absorbance (A) méfené v oblasti
absorpéniho maxima resazurinu. Opticky snadno
hodnotitelna zména barvy média, kdy doslo k zie-
telnému zrtzovéni, odpovidala na spektrofoto-
metru naméienym hodnotdm absorbance (Agg;)
v rozmezi 0,810 az 0,790. Dynamika rastu reduk-
ce resazurinu v médiu pii jednotlivych koncent-
racich je vidét v grafu 1 a odpovida vizualnimu
pozorovani.

Potvrdili jsme také vysokou stabilitu barvy
resazurinu ve sterilnim médiu RPMI 1640.
V jamkach negativnich kontrol se sterilnim médi-
em nedoslo k samovolné zméné barvy ani po tyd-
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Obr. 1. Vliv koncentrace inokula na dynamiku redukce kolorimetrického média s resazurinem
Aggs, absorbance méfena pii A = 595 nm; t, as méieni; K, negativni kontrola

Fig. 1. Effect of inoculum concentration on the resazurin reduction rate in a colorimetric assay
A5, absorbance measured at A = 595 nm; t, measurement time; K, negative control

nu sledovani a médium zustalo modré. Také hod-
nota absorbance sterilniho média neptesahla
A;y- = 0,880.V jinych médiich (BHI, zivny bujon,
Sabouraudtav bujon) vSak dochazelo pomérné
rychle k samovolné redukei.

Vyuzivani kolorimetrickych metod pro detekci
rustu ¢i metabolické aktivity bunék zalozenych na
principu redoxnich indikatort je pomérné rozsiie-
né. Mezi né patii i tzv. Alamar blue, jejiz hlavni
slozku tvori resazurin [12, 17]. Na redukci modré-
ho resazurinu na ruzovo-erveny produkt resoru-
fin se podili enzymy s redukovanymi nikotin-
amidadenindinukleotidfosfatem (NADPH),
flavinadenindinukleotidem (FADH,), flavinmono-
nukleotidem (FMNH,) a nikotinamidadenindinuk-
leotidem (NADH) a také cytochromy [13]. Mnoz-
stvi téchto latek je v rostoucich, metabolicky
aktivnich bunkach vyrazné zvysené a zména barvy
média tak indikuje jejich  pritomnost.
Resazurin/Alamar blue je vyuzivan napt. pro
detekei mikrobialni kontaminace mléka [11]
a detekci prezivajicich eukaryotickych bunék v tes-
tech toxicity [10]. Rada autorti prokazala uZite¢-
nost doplnéni standardnich diluénich testa citli-
vosti resazurinem/Alamar blue, pro snazsi
hodnoceni vysledki, u mnoha mikroorganism,
jako jsou enterokoky, stafylokoky [2], gramnegativ-
ni bakterie [1], mykobakteria [9], vlaknité houby
(Aspergillus) [7]. Zvlasté dobie jsou zmapovany
moznosti pouziti této metody pii stanoveni citli-
vosti u kvasinek [15, 18] a to i v komeré¢nich tes-
tech SensititreYeast One (Trek Diagnostic Sys-
tems, Ohio, United States) [14]. Tento indikator byl
také s uspéchem pouzit pro testovani citlivosti sta-
fylokokového biofilmu [13].

Nabizi se tedy vyuziti této metody pro testova-
ni citlivosti biofilmovych forem kvasinek k anti-
mykotikim. U kvasinkovych biofilmu se dosud
k hodnoceni déinku antifungélnich latek vyuziva
predevsim metod zaloZenych na prukazu preziva-

jicich bunék pomoci redukce tetrazoliovych soli,
piredev§im MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl tetrazolium bromid, a XTT, sodna sul
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 vSak toxické a provedeni testd je pomérné
nutno nerozpustny produkt solubilizovat, nejlépe
pomoci dimetylsulfoxidu. Po tomto kroku dochazi
k destrukci bunék a neni tedy moZno provadét
dalsi méfeni. XTT zase neni efektivné redukovan
a pro uéinnou redukci je nejprve potfeba piidat
do reakce menadion [8, 13]. To komplikuje cely
postup a muze dojit k ovlivnéni vysledku reakce.

Pouziti resazurinu pro prukaz zivych, metabo-
licky aktivnich bunék je tedy v porovnani s tetra-
zoliovymi solemi vyhodnéjsi, mimo jiné diky nizsi
cené a jednoduchosti provedeni. Vysledek testu 1ze
odecitat pouhym okem, zména barev je vyrazna.
Objektivni odecet vysledkt lze zajistit pouzitim
spektrofotometru. Na zakladé rychlosti barevné
zmény, pripadné i jeji intenzity, lze i orientaéné
kvantifikovat mnozZstvi Zivotaschopnych bunék.
Test by bylo mozno s vyhodou pouzit nejen pro
zjistovani citlivosti planktonickych forem kvasi-
nek k antimykotiktim, ale i forem biofilmovych.

Tato prdce byla podporena grantem IGA MZ
NR/7980-3 Interni grantové agentury Minister-
stva zdravotnictvi Ceské republiky.

Literatura

1. Baker, C. N., Banerjee, S. N., Tenover, F. C.
Evaluation of Alamar colorimetric MIC method for
antimicrobial susceptibility testing of gram-negative
bacteria. J Clin Microbiol, 1994, 32, 5, 1261-1267.

2. Baker, C. N., Tenover, F. C. Evaluation of Alamar
colorimetric broth microdilution susceptibility testing

6

—



Epidemiologie 1-08

10.

11.

15.1.2008 10:54 str. 7

method for staphylococci and enterococci. J Clin
Microbiol, 1996, 34, 11, 2654-2659.

Ceri, H., Olson, M. E., Stremick, C., Read, R. R.,
Morck, D., Buret, A. The Calgary Biofilm Device: new
technology for rapid determination of antibiotic
susceptibilities of bacterial biofilms. J Clin Microbiol,
1999, 37, 6, 1771-1776.

Douglas, L. J. Candida biofilms and their role in
infection. Trends Microbiol, 2003, 11, 1, 30-36.

Hawser, S. P.,, Douglas, L. J. Resistance of Candida
albicans biofilms to antifungal agents in vitro.
Antimicrob Agents Chemother, 1995, 39, 9, 2128-2131.
Hola V., Ruziéka F., Tejkalova R., Votava M.
Stanoveni citlivosti k antibiotikiim u biofilmpozitivnich
forem mikroorganismu. Klin Mikrobiol Infeke Lek, 2004,
10, 5, 218-222.

Jahn, B., Stuben, A., Bhakdi, S. Colorimetric
susceptibility testing for Aspergillus fumigatus:
comparison of menadione-augmented 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide and
Alamar blue tests. J Clin Microbiol, 1996, 34, 8,
2039-2041.

. Kuhn, D. M., George, T., Chandra, J., Mukherjee,

P. K., Ghannoum, M. A. Antifungal susceptibility of
Candida biofilms: unique efficacy of amphotericin B lipid
formulations and echinocandins. Antimicrob Agents
Chemother, 2002, 46, 6, 1773-1780.

. Martin, A., Camacho, M., Portaels, F., Palomino, J.

C. Resazurin microtiter assay plate testing of
Mycobacterium tuberculosis susceptibilities to second-
line drugs: rapid, simple, and inexpensive method.
Antimicrob Agents Chemother, 2003, 47, 11, 3616-3619.
National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS). Reference method for broth dilution testing of
yeasts: Approved standard, NCCLS document M27-A2. 2.
vyd. Wayne, Pensylvania: NCCLS, 2002. 29 s., ISBN 1-
56238-469-4.

Nero, L. A., Beloti, V.; Barros, M. A. F., Santana, E. H.
W., Pereira, M. S. et al. Assessment of the efficiency of
SimPlate™ total plate count color indicator (TPC CI) to

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

quantify mesophilic aerobic microorganisms in
pasteurized milk. Braz J Microbiol, 2002, 33, 44-48.
O’Brien, J., Wilson, I.,, Orton, T., Pognan, F.
Investigation of the Alamar blue (resazurin) fluorescent
dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
Eur J Biochem, 2000, 267, 17, 5421-5426.

Pettit, R. K., Weber, C. A., Kean, M. J., Hoffmann, H.
et al. Microplate Alamar Blue Assay for Staphylococcus
epidermidis Biofilm Susceptibility Testing. Antimicrob
Agents Chemother, 2005, 49, 7, 2612-2617.

Pfaller, M. A., Espinel-Ingroff, A., Jones,
R. N. Clinical evaluation of the Sensititre YeastOne
colorimetric antifungal plate for antifungal susceptibility
testing of the new triazoles voriconazole, posaconazole,
and ravuconazole. J Clin Microbiol, 2004, 42, 10,
4577-4580.

Pfaller, M.A., Vu, Q., Lancaster, M., Espinel-Ingroff,
A. et al. Multisite reproducibility of colorimetric broth
microdilution method for antifungal susceptibility testing
of yeast isolates. J Clin Microbiol, 1994, 32, 7, 1625-1628.
Ramage, G., Walle, K. V., Wickes, B. L., Lopez-Ribot,
J. L. Standardized method for in vitro antifungal
susceptibility testing of Candida albicans biofilms.
Antimicrob Agents Chemother, 2001, 45, 9, 2475-2479.
Rasmussen, E. V. Use of fluorescent redox indicators to
evaluate cell proliferation and viability. In Vitro Mol
Toxicol, 1999, 12, 47-58.

To, W. K., Fothergill, A. W, Rinaldi, M. G.
Comparative evaluation of macrodilution and alamar
colorimetric microdilution broth methods for antifungal
susceptibility testing of yeast isolates. J Clin Microbiol,
1995, 33, 10, 2660-2664.

Do redakce doslo 17. 1. 2007

MUDr. Filip RuZicka, Ph.D.
Mikrobiologicky ustav LF MU
Pekarska 53

656 91 Brno

e-mail: fruzic@fnusa.cz

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie



