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Anotace

Biofilm je komplexni struktura produkovana bakteriemi, které je tvofena vysoce
hydratovanou extracelularni vlaknitou strukturou a je béznou soucasti svéta kolem nas.
Vyskytuje se jak v pfirod€ tak v antopogenné zménéném prostiedi. Napiiklad ve vodé
se vyskytuje jako silné ulpivajici slizovita vrstva na kamenech a dal$ich pevnych
pfedmétech. Biofilm lze vyuzit napiiklad pfi CiSténi odpadnich vod a v procesech
bioremediace. Tvorba biofilmu je vSak nezadouci v mediciné. Tady biofilm tvofici
bakterie nejdiive kolonizuji povrchy katetrti, kloubnich a jinych nahrad a tim tvoti zdroj
chronické infekce, které znemoziuji hojeni nebo normalni funkci nahrad. Produkce
biofilmu je rovnéz divodem, pro¢ infekce P. aeruginosa u pacientu s cystickou fibrézou
prechazeji do chronického stadia. Tato etapa je charakterizovana kultivaénim prikazem
kmene P. aeruginosa s mukoznim fenotypem.

V bakalaiské praci jsem analyzovala klinicky materiadl a kmen P. aeruginosa,
ktery disocioval na mukoézni a hladky fenotyp pomoci svételné, elektronové (TEM) a
imunofluorescenéni mikroskopie. NavrZzeno bylo originalni zpracovani bakteridlni
kultury zalité v agardéze pro TEM, které se vSak neosvédcilo. Svételnd mikroskopie a
imunoflouresce vsak umoznila prokazat biofilm ve sputu pacienta, ale i extracelularni
material v bakteridlni kultufe mukozniho fenotypu. Izolaty byly identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie a klonalni analyza obou izolatd byla provedena pomoci
RAPD PCR, ktera potvrdila, ze se jedna o stejny kmen. Citlivost disociované kultury P.
aeruginosa k aminoglykosidim se vzajemné lisila. Paradoxné¢ mukoézni fenotyp 142M
(M) byl na rozdil od hladkého fenotypu 143S (S) citlivy. ReSerSe k zavedeni
specializované metody pro stanoveni citlivosti biofilmu k antibiotikim umozni jeho

zavedeni pro vySetfeni kmend P. aeruginosa od pacientti s CF s chronickou infekei.
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Annotation

Biofilm is a complex structure produced by bacterial cells which contain highly
hydratated filamentous exopolysacharides. Biofilm exists everywhere in our
surroundings or nature. It creates for instance a sticky viscous structure covering the
surface of stones or other solid objects underwater. The technology of sewage cleaning
remediation is essentially dependent on the presence and function of biofilm producing
bacteria. Adhered biofilm in medicine has usually negative consequences for patient
health, hence, reduction of its role is a goal of researches in the field. Here biofilm first
of all adheres and colonizes catheters or artificial joints or other implants and is a source
of a chronic infection which limits the healing process or normal function of the
implants. In cytic fibrosis patient biofilm production is also responsible for the fact that
acute infection caused by P. aeruginosa could change within a few months in chronic
infection when mucoid strain could be cultivated from the patient.

In my bachelor thesis | have analyzed clinical material and bacterial isolate of P.
aeruginosa of a cystic fibrosis patient which dissociated into mucoid and smooth
phenotype using light-, electron- and immunofluorescence microscopy. | have applied
an original method using resuspended bacterial culture in solid agarose to process
samples for electron microscopy which was finally not suitable for the microscopy.
Biofilm in patient sputa and also extracellular substances from mucoid bacterial culture
of P. aeruginosa could be proved using light microscopy and imunofluorescent
microscopy. Smooth and mucoid isolates from the patient were identified by mass
spectrometry as P. aeruginosa. Clonal analysis of the isolates confirmed that the isolates
belong to one strain. The isolates differed in susceptibility to aminoglycosides.
Paradoxically, the mucoid isolate 143M (M) was susceptible compared to resistant
smooth isolate142S (S). Literature review of biofilm susceptibility assay will be a
source of essential information which can be used for introducing the special method for

susceptibility testing of P. aeruginosa biofilm in chronically infected CF patients.
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1 Seznam zkratek

EPS

MDR systém

CF

MIC

BIC

ATP

ATB

MH bujon
MH

DD metoda
CFTR

QS

S

M

PCR
RAPD
TEM
SEM

UA

CFU
CAMHB

extracellular polymeric substances, extracelularni polymerni latky
multi- drug resistance system

cystické fibrosa

minimalni inhibi¢ni koncentrace

baktericidni inhibi¢ni koncentrace biofilmu k antibiotikiim
adenosin trifosfat

antibiotika

Mueller-Hintonv bujon

Mueller-Hintondv agar

diskova difuzni metoda

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene
quorum sensing

smooth - hladky fenotyp

mucoid- mukoézni fenotyp

polymerazova fetézova reakce

random amplification of polymorphic DNA

transmisni elektronovy mikroskop

skenovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie
uranylacetat

colony forming units

cation-adjusted Mueller-Hinton broth
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2 Uvod

Téma své bakalatské prace ,,Studium biofilmu Pseudomonas aeruginosa a
zavedeni novych metod pro stanoveni citlivosti k antibiotikim* jsem si vybrala pro sviyj
zajem o tuto problematiku. Na vyskyt biofilmu neexistuje jednotny pohled, nazori na
jeho ,uzitecnost™ ¢i ,,Skodlivost je mnoho a mnohdy nejsou zcela jednoznacné.
V piirodnim prostfeni poskytuje biofilm Zivotni prostor pro mnoho riznych organismd,
at uz se jednd o bakterie, prvoky nebo larvy hmyzu. Jeho vlastnosti jsou hojné
vyuzivany c¢lovékem naptiklad k ¢isténi odpadnich vod, kdy biofilm napomaha
degradaci dusikatych latek. V nékterych odvétvich lidské cinnosti je vSak vyskyt
biofilmu nezadouci jako napiiklad v medicingé, kde je vyskyt a tvorba biofilmu
pfedmétem mnoha studii a je vyvijeno zna¢né usili k zamezeni tvorby biofilmu.
Nejcastéji je tady problematika tvorby biofilmu spojovana s pacienty trpicimi
imunodeficienci nebo s tvorbou biofilmu na katetrech ¢i kloubnich nahradach.

Mezi nejznaméjsi producenty biofilmi a piavodce infekci s biofilmem
asociovanych patii P. aeruginosa, jejiz vyskyt se bedlivé sleduje hlavné u pacientt
s CF. Diagnostika infekci P. aeruginosa u pacientiit s CF hraje vyznamnou roli pro
zvoleni vhodné antimikrobialni 1é¢by. Kmeny P. aeruginosa v pribéhu infekce mohou
produkovat biofilm, ktery vznika jako odpovéd na neustilé zmény podminek v
dychacich cestach. Tyto zmény jako je napt. zména pH a tcinek peroxida fagocytarniho
puvodu v kombinaci s pisobenim antibiotik puisobi jako stresové faktory vedouci k
produkci biofilmu. Prikaz infekce P. aeruginosa u pacientii s CF provazena tvorbou
biofilmu, ktery in vitro odpovida prikazu mukézniho kmene, ma horsi prognézu a
znamena chronickou infekcei, ktera se tézko ovliviiyje 1é€bou antibiotiky.

V soucasné dob¢ se vynaklada znac¢né usili ke studiu a pochopeni mechanismt
tvorby biofilmu a vzniku antimikrobialni rezistence biofilmu. Cetné studie v soudasnosti
analyzuji procesy podminiujici vznik a fungovéni biofilmu. Soucasné s novymi poznatky
dochazi také k inovaci stavajicich a vyvoji novych metod, kterymi lze stanovit citlivosti

kment P. aeruginosa k antimikrobialnim latkam.
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3 Biofilm

Biofilm je nedilnou soucasti svéta kolem nds. Jisté kazdy se s nim jiz nekdy
setkal. At uz to bylo v 1été€ na fi¢nich kamenech, kde biofilm vytvéii slizovité narosty
nebo ve formé Zelezitych inkrustaci ve vodovodnim potrubi. Tvorba biofilmu byla
zaznamenana prakticky ve vSech oblastech lidské cinnosti. Biofilmy se tvofi
Vv ptirodnim prosttfedi ale 1 v prostiedi, které je zménéno lidskou ¢innosti (antropogenni),
kde jejich ptitomnost neni zadouci. Biofilm obvykle pevné ulpiva na povrsich a
zasadnim zpuisobem muiize ménit jejich vlastnosti.

V mnoha odvétvich primyslu, jako je biotechnologie, ¢isténi odpadnich vod
nebo bioremediace, je naopak pfitomnost biofilmii nezbytna. Diky pfitomnosti biofilmu
ve filtrech cisticek odpadnich vod je mozné tyto znecisténé vody zbavovat dusikatych
latek. Biofilmovy systém vyuziva kombinaci aerobniho procesu nitrifikace amoniaku a
anaerobniho procesu denitrifikace neboli redukce vzniklého dusi¢nanu na dusik
k pfeméné dusikatych latek obsazenych v odpadnich vodach na plynny dusik [6, s 236].

Zcela samostatnou, ale nesmirné¢ dulezitou a v soucasnosti nejvice studovanou
otazkou je vyskyt biofilmi v medicing, pfedevS§im na cizich télesech v lidském téle,
jako jsou kanyly, katetry ¢i plastové protetické implantaty, kde biofilm je trvalym
zdrojem chronickych a rekurentnich infekci.

Studiem biofilmid se zabyva mnoho odvétvi, liSi se vSak zaméfenim 1 polem
pusobnosti  jednotlivych vyzkumt. Existuji rizné pohledy na ,Skodlivost” ¢i
,»uziteénost™ biofilmd. V biomedicing je biofilm nezadouci a tudiz je snaha omezit jeho
tvorbu nebo jej zcela eliminovat. K jeho studiu se vyuZzivaji multidisciplinarni ptistupy a
metody, proto byva nékdy obtizné porovnat vysledky z téchto studii. Tento fakt muze
byt pfi¢inou nejednotnosti definice biofilmu.

Jedna z definic, pouzivana mezi biology oznacuje biofilm jako: .,...aktivni
biologickd vrstva slozend z mikroorganizmti (bakterii, ftas, hub, prvokda,
mnohobunéénych) a jejich extraceluldrnich polymernich produktii, kterd je pfichycena
na povrchu nejriznéjsich podklada, které jsou v kontaktu s vodou...“ [6, s. 13].

Definice biofilmu se rovnéz v zavislosti na probihajicich vyzkumech stale méni.
Jedna z nejaktualnéjsich definic, ktera zahrnuje i fyziologické vlastnosti organismi
zjjicich v biofilmu a schopnost transkripce geni, fikd, Ze biofilm je: ,,...pfisedlé

spolecenstvo mikroorganizmi, charakterizované tim, ze buiky, které jsou ireverzibilné
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pfichycené k podkladu nebo jedna k druhé, jsou zapusténé v matrici extracelularnich
polymernich latek témito buitkami produkovanych, které dale vykazuji odlisny fenotyp
s ohledem na rychlost ristu a transkripci gent.” [6, s. 13]; [6, s. 11-13]; [1, s. 61-62].

3.1 Struktura biofilmu

Biofilm je primarné¢ tvotfen prisedlymi koloniemi mikroorganismi a jejich
extracelularnimi produkty (EPS= extracelular polymeric substancis). Polymerni
produkty vytvareji zakladni matrici. Paralelou pro biofilm in vivo jsou mukézni
bakterialni kolonie in vitro. Mukozni kmeny P. aeruginosa produkuji velké mnozstvi
exopolysacharidu (alginatu), ktery dodava koloniim hlenovity vzhled. Alginat patii
mezi komponenty EPS, které si zaslouzi zvlastni pozornost. Jde 0 nejlépe znamy
komponent biofilmu mukoéznich kment P. aeruginosa. Alginat je chemicky linearni
kopolymer kyseliny p-D-manuronové a a-L-guluronové. Jeho tvorba neni pro
vznik biofilmu nezbytna a jeho absence nijak neovliviiuje jeho strukturu. Produkce
alginatu je povazovana za jeden z faktoru virulence. Infekce u pacient s CF zplsobené
kmeny P. aeruginosa, které¢ produkuji alginat, maji t€z§i prub&h nez u kmend, které
alginat neprodukuji [6, s. 101]; [5]; [4, s. 7945].

Polysacharidov4 matrice ma pavucinovitou strukturu, ktera nabizi dostate¢nou
mechanickou stabilitu pro udrzeni prostorového uspotfadani biofilmu. Tato matrix
interaguje s prostfedim napiiklad tim, Ze pftichyti biofilm k povrchu a diky svym
sorpénim vlastnostem, které umoziuji izolaci rozpusténych latek a Castic substanci
z okoli, poskytuje ziviny pro bunky biofilmu [4, s. 7945].

Mezi EPS patii 1 dalsi latky, cela fada bilkovin, glykoproteinti, glykolipidl a
v nékterych ptipadech 1 prekvapivé mnozstvi extracelularni DNA (eDNA). Biofilm dale
obsahuje latky, které patii do systému ,,quorum sensing* (QS), ktery je zpisobem
vnitrobiofilmové, mezibunécné bakterialni komunikace. Zakladem je produkce
signalnich latek (tzv. autoinduktorti). Koncentrace signélnich latek stoupa se zvysujici
se hustotou populace a dochdzi k hromadéni vysokych koncentraci téchto latek v
buiikach i v jejich okoli. V dobé¢ kdy dojde k piekroceni prahové koncentrace signalnich
molekul, se signalni molekula navaZze na membranovy receptor na povrchu bakterialni
buiiky a poté se aktivuje intraceluldrni regulatorovy protein. Ten spousti fosforylacni
kaskadu, kterd vede k expresi celé fady gend, které ovliviluji tieba regulaci exprese

faktort virulence a podili se na regulaci tvorby biofilmu [6, s. 31-33].
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Autoinduktory Ize také prokazat na misté, odkud byl biofilm odstranén. Tyto
latky mohou ukazovat na vyskyt biofilmu v uréitych mistech a jejich detekce mize
prokazat piitomnost biofilmu [6, s. 31].

Struktura biofilmu neni homogenni, obsahuje soustavu ¢etnych kanali a dutin,
které slouzi k cirkulaci vody, pfisunu zivin a kysliku. Jsou to spletité, vzajemné
komunikujici kanalky rozmanitého tvaru, které zasobuji latkami a plyny bakterie Zijici
v biofilmu. Bakterie tvofi v biofilmu shluky bun¢k, takzvané mikrokolonie.
Architektura biofilmu je rGznoroda, neustale se méni v prostoru a Case v dasledku
vng&jSich a vnitinich procesu [2]; [4, s. 7946]; [6, s. 11]; [1, s. 61-63]; [8, s. 30- 32].

EPS jsou také vysoce hydratované, protoze dokazi zaclenit velké mnozstvi vody
do svych struktur pomoci vazby vodiku. Je znamo, ze produkce EPS a s tim i souvisejici
tloustka biofilmu je ovlivnéna dostupnosti Zivin a mineralnich latek v Zivném médiu [1,
S. 63]; [2]. Naméfené hodnoty tloustky biofilmu kolisaji od n¢kolika az po téméf stovky
mikrometru [1, s. 63].

Je znamo, Ze produkce EPS a stim 1 souvisejici tloustka biofilmu zavisi na
dostupnosti zivin a na tom, zda je biofilm slozZen z jednoho ¢i vice bakterialnich druhi.

V piirozeném prostiedi je spolecenstvi nékolika druhti obvyklejsi.

~.~ Polysacharidy
%o Proteiny

XX eDNA
@ Bunky
* Plyny

Obrazek 1: Slozeni biofilmu: Biofilm je primarné tvofen bunkami a jejich

extracelularnimi produkty (EPS).

3.2 Vznik a funkce biofilmu

Podminkou vzniku biofilmu je, aby se volné plovouci planktonické bunky

ptichytily k povrchu. Déje se tak za pomoci specifickych adhezinii na povrchu
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mikrobidlni bunky, které se vazi na receptorové molekuly hostitelskych bunék nebo
k vhodnému povrchu.

Vlastnosti biofilmu jsou siln¢ zavislé na typu povrchu, ktery bakterie kolonizuji a
na prevladajicich fyzikdlné-chemickych podminkach prostfedi. Proto jsou znacné
rozdily ve fyziologickych vlastnostech, organizaci a metabolizmu bunék mezi biofilmy,
které se tvoti naptiklad uvnitt potrubi, implantatech v lidském téle, ficnich ¢i motskych
sedimentech, mékkych rostlinnych a Zivocisnych tkénich. Povrchy na kterych se

biofilmy mohou vytvaiet 1ze rozdélit na 3 typy (Obrazek 2) [6, s. 17-19]:

A. Rozhrani pevné a vzdusné faze (Solid/ air interference)
Tento povrch se nachazi napiiklad v plicich a uplatiiuje se pifi rozvoji plicni
infekce. Biofilm ziskava Ziviny a vlhkost z pevné faze a kyslik z faze vzdusné.

Vysledkem je vznik opa¢nych gradientii Zivin a kysliku (Obrazek 2A).

B. Rozhrani inertni pevné a tekuté faze (Inert solid/ liquid intefaces)

Tento povrch nalezneme napiiklad v potrubich, kloubnich implantatech,
katetrech. Ziviny a kyslik jsou ziskavany z tekutého prostiedi, jejich gradient
s rostouci hloubkou biofilmu klesa (Obrazek 2B).

C. Rozhrani pevné a tekuté faze (Solid nutrient/liquid interfaces)

Tento povrch se uplatiiuje napiiklad u infekei mékkych tkani, v pidnim
prostiedi. Ziviny a kyslik jsou ziskavany jak zpevné tak i z tekuté faze.
Vysledkem je vznik rozmanitych chemicko-fyzikalnich gradienti uvnitf

biofilmu (Obrazek 2C) [6, s. 19].

TEKUTA FAZE

VZDUSNA FAZE TEKUTA FAZE KYSLIK A ZIVINY

KYSLIK KYSLIK A ZIVINY

BIOFILM BIOFILM BIOFILM

ZIVINY

AI Bl cl
Obrazek 2: Znazornéni 3 typd povrchl, na kterych se tvofi biofilm a znazornéni

gradientt zivin a kysliku v biofilmu [6, s. 19].
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Tésné pred adhezi bakterii k povrchu se spousti fada gent nebo se jejich aktivita
dramaticky zvySuje. Rovnéz biciky se podileji na adhezi, kdy pii kontaktu s povrchem
se jejich tvorba zvySuje. V biofilmu se naopak jejich tvorba snizuje, az GipIné ustane [1,
S. 65-66]; [6, s. 17-18].

Po pfichyceni se buiky zacnou délit, zaroven zméni své chovani a fenotyp.
Nejprve zméni vlastnosti na trovni regulace gend. U bun€k biofilmu dochézi asi u
tretiny bilkovin ke zméné pomért produkce oproti planktonicky Zijicim bunkam. Po
prisednuti bun¢k k povrchu se zacina produkovat velké mnozstvi EPS, tim vznika
primarni biofilm. Na primarni biofilm se mohou pfichycovat i dalsi buiiky a tim vznika
sekundarni biofilm. Buiiky v primarnim biofilmu rostou pomaleji nez naptiklad bunky
sekundarniho biofilmu ¢ bunky planktonické. Prodlouzena doba rlstu je
pravdépodobné spojend s adaptaci na podminky ptisedlého rastu ¢i fenotypovymi
zménami bunék biofilmu. Toto zpozdéni v ristu bunék priméarniho biofilmu se nazyva
,surface associated lag time* [6, s. 18]; [1, s. 66].

V biofilmu se buniky mnoZi a vytvafi tak mikrokolonie. Na urcity impulz se
mohou jednotlivé buniky ¢i celé mikrokolonie z biofilmu uvoliovat a znovu piechéazet
do planktonického stavu (Obrazek 3/5). Tyto bunky jsou primarné zodpovédné za
manifestaci onemocnéni, protoze vyvolavaji imunitni odpovéd hostitele. Volné
planktonické buriky odplouvaji a mohou tak kolonizovat dalsi povrchy (Obrazek 3/1).
Mizeme tedy fict, Ze jednou z funkci biofilmu je ,,zasobarna* mikroorganizmi. Vyzrala
vrstva biofilmu také tvofi bariéru, ktera chrani bunky v ném rostouci proti vnéj$im
vlivim, jako jsou napfiklad desinfekéni latky, antibiotika, ochranné mechanismy
hostitele. Buiiky biofilmu jsou aZ tisickrat vice rezistentni k antibiotiklim nez bunky
planktonické. Jako jedno z vysvétleni této zvySené rezistence mize byt sniZeni difuze
antibiotika skrz husty biofilm. I pfes snizenou difuzi antibiotikum do biofilmu po delsi
dob¢ pronikne. Nektera antibiotika se vSak mohou navazat na polysacharid matrice
biofilmu a tim ztratit svou aktivitu nebo byt inaktivovana enzymaticky [8, s. 34 ]; [1, S.
65]; [6, s. 176].
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Alginat, ktery je soucasti biofilmu, brani P. aeruginosa pted fagocytoézou
neutrofily i makrofagy vychytavd a odstranuje reaktivni radikaly kysliku a chlornan.
Také brani G¢inné opsonizaci P. aeruginosa, pravdépodobné tim, Ze zahaluje jeji povrch
a tak ji chrani pted kontaktem s protilatkami a komplementem. Ackoli je alginat pro
makroorganismus latka cizorodd, nepfitahuje leukocyty, naopak dochézi k inhibici
jejich chemotaxe. Alginat ve vysokych davkach, které jsou v plicich pfitomné, potlacuje
oxidativni vzplanuti uvniti fagocytl, proto buiiky rostouci v biofilmu vyvolavaji u

neutrofilti mensi oxidativni vzplanuti nez bunky planktonické [6, s. 101].

Obrazek 3: Vznik a vyvoj biofilmu - e bunék na povh (3/1) a nasledna tvorba
extracelularnich latek (3/2). Postupné dochazi ke zpomaleni riistu, zméné chovani bunék
a zrani biofilmu (3/3; 3/4). Nékteré bunky mohou opét piechazet do planktonického
stavu (3/5) a tak kolonizovat dalsi povrchy (3/1) [13].

3.3 Biofilm u pacientti s cystickou fibrézou

Ditikaz, ze v plicich se pii cystické fibroze vyskytuje bakteridlni biofilm, potvrdila
pritomnost dvou riznych L-homoserinlaktont, coz jsou signaly pro QS typické pro P.
aeruginosa, a to ve stejném poméru jako v pseudomonadovém biofilmu [6, s. 102]. U

zdravych lidi jsou planktonické bunky, které byly vdechnuty odstranény z plic a trachey
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béhem 20 minut. Zdrava plice si umi $patn¢ poradit s bakteriemi ¢i kvasinkami, které se
do dolnich ¢asti dychaciho traktu dostaly jako soucast fragmenti biofilmu. Jejich
odstranéni je obtizné a v plicich mohou pfetrvavat nékolik tydnti az mésici. U plic
pacientli postizenych cystickou fibrézou vse navic komplikuje vazky hlen a Spatna

pohyblivost fasinkového epitelu [6, s. 103].

3.4 Citlivost biofilmu k antibiotikiim

Bakterie rostouci v biofilmu jsou mnohem odolné&jsi vac¢i antibiotikim a
desinfek¢énim prostfedkiim nez planktonicky rostouci buiiky stejného izolatu. Rezistence
biofilmu také zavisi na jeho stari. Uvadi se, ze 7 dni staré biofilmy mohou mit 100-1000
krat vy$si hodnoty MIC a MBC nez mladé, 1 den staré biofilmy téhoz izolatu [3, s. 26].
Vzhledem Kk vysoké rezistenci biofilmu k antimikrobialnim latkam, je léceni
biofilmovych infekci velmi obtizné. V ptipadé biofilmové infekce cizich téles a
implantatl je jedinou moznosti 1é¢by vyjmuti infikovaného implantatu. Coz pfinasi
dalsi zatéz a rizika pro pacienta [6, s. 175-176]. Mechanismus biofilmové rezistence
neni dosud zcela objasnén a je stale pfedmétem zkoumani [6, s. 176]. Mechanismy
bunééné rezistence lze rozdelit na fenotypovou adaptaci, kterd se projevuje
prizptisobenim se bakterie na zménéné metabolické pochody nebo zménu geneticky
podminénou. Ke genetické modifikaci mize dojit modifikaci genu na chromozomu
nebo pievzetim genetického materidlu naptiklad plazmidi od rezistentnich bun¢k [6 S.
190].

Odolnost bakterii tvoticich biofilm vii¢i antibiotikim (napf. aminoglykosidy, B-
laktamova antibiotika, fluorochinolony) mize byt zpiisobena mnoha mechanismy, které
vedou Kk zvySeni rezistence bunék biofilmu. Mezi nejvyznamnéj$i a nejvice

prostudované mechanismy rezistence biofilmu k antibiotikiim patii:

A. Zpomaleny ¢i Zadny prunik antibiotika do biofilmu
Biofilm vytvafi fyzikalni a chemickou bariéru, kterd brani bunky v ném Zijici, at’
uz se jednd o antimikrobidlni latky nebo velké molekuly imunitniho systému hostitele
jako jsou naptiklad antimikrobidlni proteiny - lysozymy a komplement. Biofilmova
vrstva muze difuzi latek zabranovat dvéma zpisoby.

Muze fungovat jako ,,sito, exopolysacharidova matrice tvoii pocatecni bariéru,

kterd zpomali prinik urcitych sloucenin antimikrobidlnich latek, coz miize poskytnout
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vice Casu pro enzymovou degradaci téchto latek. Neni vSak schopna jejich proniknuti
zcela zabranit.

Biofilm muze také urcité latky vazat na zaklad¢ fyzikalnich interakci ¢i s nimi
chemicky reagovat. S vyuzitim exopolysacharidi lze snizit citlivost k mnoha
antimikrobialnim latkam. U biofilmu P. aeruginosa jiz 2% suspenze alginatu inhibuje
diftzi gentamicinu a tobramycinu. Tento efekt mize byt zvracen pouzitim alginat lyazy.
Negativné nabity exopolysacharid je u¢innou ochranou bunék pied pozitivné nabitymi
aminoglykosidy. Bylo zjisténo, Ze rychlost difuze antibiotik pies alginatovy gel je
rychlejsi u p-laktamovych antibiotik nez prdvé u aminoglykosidi. Difuze
amynoglykosidl se zrychli po pocatecni 80- 100 minutové prodlevé. Tato prodleva se

vysvétluje jako ¢as nutny k nasyceni volnych vazebnych mist biofilmu [3]; [6, . 177-

188].

B. Rezistentni fenotyp— existence rezistentnich bunék- perzistori

I kdyz je existence perzistori velmi dobfe popsana, neni zatim zcela jasné, jaky je
pfesny mechanismus perzistence. Nejednd se na piiklad o mutanty ani o bunky ve
specialni fazi bunééného cyklu. Vime, ze jsou to buiky vyskytujici se v bunééné
populaci, vykazuji vyssi rezistenci viici antimikrobialnim latkdm nez ostatni bunky téze
populace. Perzistory nalezneme jak v planktonické populaci, tak v populaci bunék
biofilmu, pocet perzistori v planktonické populaci je vSak nékolikafadoveé niZs§i nez
v biofilmu. V planktonické populaci bunék Ize nalézt 0,001 % perzistentnich bungk,
které jsou schopné piezit pii koncentraci antibiotika inhibujici rlst ostatnich bun¢k v
populaci. V kultufe planktonickych bun€k ve stacionarni fazi je perzistord vice (cca
1%). V biofilmu se pocet perzistort odhaduje na 0,1%, coz je méné nez u
bunck. Bunky ve staciondrni fazi nerostou, zatim co buiiky biofilmu rostou 1 kdyZ jen
velmi pomalu. Tvorba perzistort je zavisla na stupni metabolické aktivity, to znamena,

ze s niz8i rychlosti mnozeni stoupa Vv populaci frekvence perzistoru [6, S. 184-185].

C. Aktivace univerzalni odpovédi na stres (general stress response)
Bakterie odpovidaji na stres, ktery mtize byt zplisoben nedostatkem zivin, vysokou
hustotou bun¢k, zménou pH, tepelnym Sokem, vlivem chemickych latek a jinymi druhy
environmentalniho stresu produkei faktori, které reguluji transkripci uréitych gent,

jejichz produkty zmirnuji G€inky stresu. Syntézou téchto produkti bakterie odpovidaji
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na pusobeni stresovych faktorGi z okoli. Coz méa za nasledek aktivaci mechanismu
univerzalni odpovédi na pusobeni stresovych faktoru. Tento mechanismus je zaloZen na
zméné permeability bunééné membrany a expresi proteinu opravujici nebo preventujici
nasledky puisobeni stresu na komponenty bakterialni buiiky [6, s. 182].

Zpomaleny rust v bunice nemusi byt zplsoben pouze nedostatkem zivin, ale
muze byt zplisoben i univerzalni odpovédi na stres, kterou vyvolava rust v biofilmu.
Odpovéd organismu na stres vede k urCitym fyziologickym zménam, které maji chranit

bunku pied jakymkoli stresem z vné&jsiho prostiedi [6, s. 183].

D. SniZena rychlost rastu bunék v biofilmu.

Pokud buiiky v kultufe stradaji, jejich rust se zpomali. Tento piechod
k pomalému rustu je doprovazen zvySenim rezistence k antibiotikiim.

Pomaly rist bunék je ochranou pied ucinky antibiotik. Citlivost planktonickych i
biofilmovych forem k ciprofloxacinu Se zvySuje s rostouci rychlosti rdstu. Pokud je
rustovd rychlost planktonickych bunék i bunék biofilmu nizka, jsou buiky stejné
rezistentni k ciprofloxacinu. Pokud se vSak rychlost ristu v obou kulturach zvysi,
bunky biofilmu jsou vice rezistentni oproti buitkdm planktonickym [6, s. 180].

Mnohé studie prokazaly, ze zpomaleny rist nema vliv na citlivost vic¢i vSem
antimikrobidlnim latkdm. Zpomaleny rast P. aeuruginosa ma vliv na citlivost

K tetracyklinim, ale na citlivost k tobramycinu vliv nema [6, s. 181].

E. Zména mikroprostiedi

Ve vyzralych biofilmech je vytvofena komplexni trojrozmérna struktura s
mnoha odliSnymi typy mikroprostiedi. V téchto mikroprostiedich panuji odliSné
podminky, mohou se liSit napiiklad rozdilnou osmolaritou, pfisunem Zivin a bunéénou
hustotou. Diky této heterogenité prostiedi, mizeme v biofilmu v ramci jedné populace
pozorovat bunky s mnoha odlisnymi projevy jejich fenotypu [6, s. 181]. Odpoved
jednotlivych bun¢k biofilmu na plsobeni antibiotik se vyrazné 1isi v zavislosti na pozici
buniky uvnitt biofilmu. Tento fakt by mél byt bran v uvahu i pifi 1é¢bé biofilmovych
infekcei [6, . 180-182]. V mikroprostfedich s nedostatkem Zivin ¢i pfebytkem odpadnich
produktl a jinych metabolitl, mize byt ucinek antibiotika antagonizovan. Stejné tak
Vv téchto prostifedich dochazi ke zpomaleni ristu bakterii, a tim mize dojit ke sniZeni

ucinku antibiotik, ktera pisobi na rychle rostouci bunky [6, s. 177].
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F. Impermeabilita bunééné stény a pouziti aktivnich pump

DalSim z mechanizml rezistence, jsou tzv. Sirokospektré odtokové pumpy
(multidrug efflux pumps). Ty mohou z bunky vylou¢it i chemicky nepfibuzné
antimikrobialni latky, jejich ucast na rezistenci K antimikrobialnim latkdm zatim zcela
potvrzena nebyla. U P. aeruginosa jsou dosud znamé tfi druhy MDR pump a u dalsich
nékolika systému, kodovanych v genomu P. aeruginosa, se jejich funkce ptredpoklada
[6, s. 190]; [6, s. 180-182]. U jedné z téchto pump (MexAB-OprM) byl prokazan
vyznam v biofilmové rezistenci k ofloxacinu. Bylo prokdzéno, Ze biofilmy bez této
MDR pumpy byly citlivgjsi k nizkym koncentracim ofloxacinu [6, S. 187]. Zatim neni

zcela jasné, jakou roli hraji MDR pumpy v biofilmové rezistenci [6, S. 191].

G. SniZeni permeability membran

DalS§i mechanizmus rezistence, ktery muze byt indukovan biofilmovymi
buiikami, je snizeni permeability membran. Jednd se o odpovéd na pulsobeni
antimikrobidlnich latek. Ke zméné permeability membran dojde zménou
membranovych proteind ¢i jejich slozeni [6, S. 188]. VétSina antibiotik plsobi na
metabolické pochody tim, Ze se vazou na proteiny bakteridlni bunky a jsou do buiky
aktivné transportovana pomoci bunéénych prenaseci.

Aktivni transport je energeticky velice naroény proces, proto ho lze omezit
snizenim produkce ATP. ,Impermeabilita bunééné stény se uplatiluje napi. u

aminoglykosidd, tetracyklind ¢i chinolont.“[6, s. 191].

H. Enzymaticka inaktivace cilové bakterialni struktury
Ke vzniku rezistence dochéazi, kdyZ builka zméni cilovou molekulu, a tim
znemozni navazéani antibiotika. Tento mechanizmus rezistence je znamy napi. u

rezistence na makrolidy, linkosamidy, ale i -laktamy [6, s. 191].

I. Enzymaticka inaktivace - §tépeni molekuly ATB
Enzymaticka inaktivace je nejobvyklejsim mechanizmem pienosné rezistence.
Rezistentni kmeny produkuji enzymy, které bud’ $tépi molekuly antibiotika a €ini je
netcinnymi nebo antibiotika substituuji a obsazuji jim vazebnd mista na cilovych
molekulach. Patii sem enzymy rozkladajici pB-laktamy - rizné B-laktamazy

(penicilinazy, cefalosporinazy, karbapenemazy aj.) [6, S. 191].
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J. Enzymaticka modifikace molekuly ATB
P. aeruginosa produkuje enzymy, které mohou modifikovat molekuly antibiotik
a tim inhibovat jejich ucinek. Patii sem napiiklad enzymy modifikujici aminoglykosidy
- napf. N-acetyl- transferazy, O-fosfotransferazy, O-nukleotidyltransferazy apod [6, S.
191].

K. Enzymaticka substituce molekuly ATB
V buiice muze dojit k substituci antibiotik a tim se obsadi vazebna mista na
cilovych molekulach, tudiz nemize dojit k navazani samotného antibiotika [6, s. 191].
Piisobeni vsSech téchto mechanismiit mize byt jednotlivé, nebo se mohou
vzajemn¢ dopliiovat. Mnohem slozitéjsi je tato problematika biofilmové rezistence u

biofilmu tvofenych vice druhy mikroorganismu [6, s. 177].

Pii terapii infekci zptisobenych P. aeruginosa je vhodné vyuzit kombinace dvou
antibiotik, mtzeme tak docilit zvySeni u¢inku, sniZzeni pfipadné toxicity a moznosti
vzniku rezistence. V soucasné dobé se k 1é¢bé infekci P. aeruginosa nabizi fada
antipseudomonadovych antibiotik: Z protipseudomonddovych penicilinii  (napft.
piperacilin a jeho chranéna varianta s tazobaktamem), cefalosporinii 1. (ceftazidim) a
IV. (cefepim) generace, karbapenemii (imipenem, meropenem), protipseudomo-
nadovych aminoglvkosidz (netilmicin, amikacin) nebo fluorochinolonz (ciprofloxacin,
levofloxacin) apod. [16, s. 35-36]. Pro inhibici tvorby biofilmu P. aeruginosa se
vyuziva makrolidovych antibiotik, ktera inhibuji jak tvorbu alginatu, také reakci
protilatek na n¢j a zaroven potlacuji systém QS [6, s. 103].

ey

Antimikrobialni 1éc¢ba infekce tispéSné odstrani planktonicky Zijici buniky a st
buné¢k Zzijicich v biofilmu. Imunitni systém si rovnéz dokaze poradit s planktonickymi
buiikami, ale nedokaZe znicit bunky v biofilmu. Vysledkem je malé mnoZstvi bunék,
které se mohou po skonceni 1é€by znovu zacit mnozit. Vysledkem je recidiva infekce

[6, s. 176].
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Zpomaleni pruniku

<——Rezistentni fenotyp

Zmeéna mikroprostredi

SUBSTRAT

Obrazek 4: Mechanismy rezistence biofilmu k antimikrobialnim latkam a

bakterialni bunky, které ovliviji [6, s. 177].

4 INFEKCE PSEUDOMONAS AERUGINOSA U
PACIENTU S CYSTICKOU FIBROZOU A TVORBA
BIOFILMU

Cystickd fibr6éza je autozomalné recesivni, dédi¢né onemocnéni se zavaznou
prognézou. Onemocnéni zpusobuje mutace CFTR genu na lokusu 7g31.2. Incidence
tohoto onemocnéni v Ceské republice je podle poslednich Gdajii 1: 2700 narozenych
déti. Ro¢né je to 40-50 novorozenct. U téchto déti je dilezita v€asna diagnostika tohoto
onemocnéni, tj. do dvou mésicli od narozeni vyrazné ovlivni 1écbu a sni souvisejici
progndzu onemocnéni.

V Ceské republice miize byt az kazdy 26. ¢lovék prenaseGem mutace tohoto genu.
Toto onemocnéni postihuje hlavné dychaci a travici soustavu. Casto je doprovazené i
poruchou plodnosti. U pacientl s cystickou fibrozou je zfetelné zna¢né neprospivani
organismu, vyrazn¢ slany pot. K prvnim projevim onemocnéni dochdzi v détstvi a s
pribyvajicim vékem dochazi kjejich vyraznému zhorSeni. Cystickd fibréza je

onemocnéni nevylécitelné, 1écbou lze jeji projevy pouze zmirnit.
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Cysticka fibroza diive také nazyvana mukoviscidoza kviili vazkému hlenu, ktery
se tvofi ve zldzach s vnitini sekreci, jako jsou potni zlazy, slinivka bfi$ni, hlenové
zlazky ve vystelce pridusek aj. Pii¢inou je porucha transportu sodnych a chloridovych
iontd. Hlen, ktery se tvofi, ma vyssi viskozitu. Tento hlen je az 10x hust§i nez u
zdravych lidi a tim znemoznuje pohyb fasinek, proto je z plic obtizn¢ odstraiiovan.
Spolu s hlenem nemohou byt tedy odstranovany ani bakterie, které do plic pfisly spolu s
vdechnutym vzduchem z divodu poruchy mukociliarni funkce [6, s. 101].

Prvni kolonizace P. aeruginosa pievladaji ve srovnani s jinymi bakterialnimi
druhy u dospivajicich pacientii. Obvykle v prubéhu nékolika let piechazi akutni infekce
v chronickou, ktera vede k postizeni okolnich tkani a nasledné plicni nedostatecnosti a
smrti [6, s. 101]. Jako jedna z moznosti prevence by pfipadalo v uvahu vyuziti
polyvalentnich vakcin pfipravenych ze somatickych O antigent P. aeruginosa [16, s.
35].

Mezi neptiznivé vlivy, které mohou na P. aeruginosa v plicich plsobit patii
aktivované polymorfonuklearni leukocyty, které se nachazi na vystelce dychacich cest.
Tyto bunky uvolnuji toxické kyslikové radikaly, coz vede ke vzniku biofilm
produkujicich bakteridlnich bunék zalozenych na mutaci genu mucA, jehoz produkt
zahajuje pochody nutné k expresi operonu pro biosyntézu alginatu [6, s. 102-103].
Alginat G¢inkuje napiiklad jako mitogen a polyklonalni aktivator B-bunék, ¢imz
pfispivd ke zvySeni hladiny gamaglobulinu, které je vzdy spojeno se zhorSenim
klinického stavu. S tim souvisi, Ze pfitomnost protilatek tfidy IgG a IgA proti alginatu
koreluje se Spatnou funkeci plic.

Uloha alginatu je chranit buiiky biofilmu proti nep#iznivym vné&j§im podminkam,
které panuji v plicich pfi cystické fibroze. P. aeruginosa na tyto stresové podminky
reaguje zvySenim tvorby alginatu. P. aeruginosa je totiz schopna rist v podobé
biofilmu, aniz tvofi alginat. Tvorba algindtu neni pro vznik biofilmu nutna, ale
ovlivituje jeho vyvoj a kone¢ny vzhled [6, s. 102-103].

Biofilm obsahuje i jiné latky, které jsou vyznamné pro patogenezi P. aeruginosa.
Pigment pyocyanin a jeho derivat 1-hydroxyfenazin plsobi jako inhibitory
mitochondrialnich enzymt v savcich tkanich a zplisobuje zpomaleni az GpIné zastaveni
pohybu fasinek ciliarniho epitelu. Timto dochédzi k naruSeni primarni nespecifické
obrany hostitele a znemoZnéni eliminace patogennich bakterii. Pyocyaninem zptisobené
zpomaleni fasinek je spojeno s poklesem intracelularniho cyklického adenosin 5'-

monofosfatu (AMP) a adenosin 5'-trifosfatu (ATP) [18, s. 1115].
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Vzniku pseudomonadového biofilmu brani slozka vrozené odolnosti- laktoferin,
produkovand leukocyty. I v nizkych koncentracich laktoferin chelatuje zelezo.
Nedostatek zeleza podnécuje dcefiné buniky k pohybu. Ty pak nezlstavaji na misté,
netvoii shluky, a tudiz nedochazi ani k tvorbé biofilmu.

Laktoferin je vsSak rozkladan proteolytickymi enzymy pochazejicimi jak
z mikrobialnich bunék, tak z bunék lidskych naptiklad enzymem katepsinem. Coz vede
k opétovnému zvySeni hladiny Zeleza, ktera ma za nasledek piechod bunék
z planktonického zptsobu zivota do prisedlého a naslednou tvorbu biofilmu [6, s. 102-

103].

4.1 Identifikace a klonalni analyza

P. aeruginosa je gramnegativni, nefermentujici tycinka, nesporuluje a nema
pouzdro. Jeji pohyb zajiStuje jeden nebo dva polarné umistnéné biciky. Je striktné
aerobni. Anaerobné muze rlst jen v piitomnosti nitratd. Neni narocnd na podminky,
roste i na jednoduchych pidach v Sirokém rozmezi teplot. VEétSiny kmenii maji typicky
vzhled kolonii, které maji perletovy az kovovy vzhled, produkuji pigment. Jejich vyskyt
provazi charakteristicky zapach. P. aeruginosa muze tvofit celou fadu pigmenti.
Vétsina z téchto pigmenti je zelenych (odtud pochazi druhové jméno aerugo -
médénka). Mezi nejCastéjsi pigmenty patii modrozeleny pyocyanin (z feckého pyon -
hnis, kyaneos - modry) a Zlutozeleny fluorescein. P. aeruginosa ma typickou vuni.
Mladé kolonie maji ovocnou vini, star§i kolonie pachnou po amoniaku. P. aeruginosa
vykazuje pestrou biochemickou aktivitu, ktera je vyuzita v testech k jeji identifikaci.
Stépi fadu cukrii a vykazuje oxidazovou aktivitu, v testu reaguje velmi rychle do 30
sekund. Dale také vykazuje katalazovou a ureazovou aktivitu. Biochemické identifikace
je vyznamna zejména u nepigmentovanych kment P. aeruginosa, které tvoti 5-20%
vSech izolatd tohoto druhu [16, s. 35]. Pro tGcely typizace k potvrzeni podobnosti kloni
se vyuziva: typizace pomoci bakteriocini (pyocyntl), typizace pomoci bakteriofagu,
serologicka typizace za pomoci O-antigenu, H-antigenu. Na zakladé¢ somatickych
antigenl rozliSujeme 17 sérotypt. Téméf vSechny kmeny vSak patii ke 4 az 5
sérotyptim. Kromé somatickych antigenii maji pseudomonady také antigeny bicikové a
fimbrialni. Jako nejjednodussi a nejspolehlivéjsi se pouziva sérotypizace a typizace

pomoci pyocini.
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Pro identifikaci na zdkladé DNA se vyuziva naptiklad restrikéni endonukleédzova
analyza (restriction endonuclease analysis) nebo metody vyuzivajici PCR jako je tfeba
RAPD PCR [7, s. 297-298]; [16, s. 35]; [18, s. 1118-1120].

Hmotnostni spektroskopie MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization,
ionizace laserem za pfitomnosti matrice) v kombinaci s detektorem TOF (= time of
flight= doba letu) se vyuziva pro analyzy nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich
organickych i anorganickych latek [19].

Klonalni analyzu lze provést pomoci RAPD (random amplification of polymorphic

DNA) PCR, ktera vyuziva kratkych primera a nizké teploty annealingu.

4.2 Biologické vlastnosti

P. aeruginosa je adaptibilni, ptirozené rezistentni k desinfekénim latkam a
antibiotikiim. P. aeruginosa a je oportunni patogen, infekce se rozviji hlavné u pacienti
rizikovych vékem, imunosupresivni terapii nebo celkovym tézkym stavem [7, S. 297-
298]. Velka adaptabilita je podminéna jednim z nejvétSich bakterialnich genomi s
velikosti 6,3 Mbp a nejvétsi zndmou proporci (8,4%) regulacnich gend. Kmeny P.
aeruginosa vétsinou produkuji dva exotoxiny (exotoxin A, exoenzym S) a dalsi
cytotoxické latky jako jsou naptiklad: proteazy, fosfolipazy, pyocyanin a ramnolipidy.
Kmeny mukozniho fenotypu produkuji exopolysacharid alginatového typu. Vyznam
téchto piedpokladanych faktord virulence zavisi na misté a povaze infekce. Proteazy se
uplatniuji pfi vzniku viedu na rohovce, exotoxin a proteazy se uplatiuji napiiklad u
popalenin a fosfolipazy, proteazy a alginat hraji roli u chronické plicni kolonizace [7, .

298].

4.3 Vyskyt

Rod Pseudomonas obsahuje vice nez 200 druhti. BéZzné se vyskytuji v piirodé
naptiklad ve vodé, pudé. VétSina téchto druhti je saprofytickych, nékteré druhy jsou ale
patogenni pro rostliny, hmyz, zvifata a ¢lovéka.

Mezi patogeny ¢loveéka patii hlavné P. aeruginosa, v nékterych oblastech svéta
také P. mallei a P. pseudomallei [7, s. 297].

P. aeruginosa je oportunni patogen, mize se bézn¢ vyskytovat na kuzi, hlavné

v axilarni oblasti. Nejvétsi hrozbou je vSak pro oslabené jedince. Jeji vyskyt je
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nezddouci hlavné v nemocnicnim prostfedi. Rychle nabyva rezistence vici

antibiotikim, ma mnoho faktort virulence [7, s. 297-298].

5 CIL
Priikaz biofilmu P. aeruginosa ve sputu pacientt s CF pomoci nové zavedenych
mikroskopickych technik, stanoveni citlivosti klinickych kment P. aeruginosa k

vybranym antibiotikim a reSerSe novych metod pro stanoveni citlivosti biofilmu k

antibiotikum.

6 MATERIAL

6.1 Kontrolni kmeny

P. aeruginosa CCM 1960 (Ceska sbirka mikroorganismii, Pi¥F MU, Brno)

6.2 Analyzované klinické izolaty

forma | pacient | vék material oddéleni
Centrum cystickeé
142 M 18 sputum
A fibrozy, Motol
Centrum cystické
143 S 18 sputum

fibrozy, Motol

6.3 Kultivaéni média, diagnostické soupravy
Mueller-Hinton agar (CM337, Oxoid, Velka Britanie)
Mueller-Hinton bujon (CM405, Oxoid, Velka Britanie)
Diagnostické soupravy ke stanoveni MIC, gramnegativy 1. a I1. fada (Trios, CR)
Etest (AB Biodisk, Svédsko)
Antibiotické disky (Oxoid, Velka Britanie)
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6.4 Material pro molekularné biologickou analyzu

6.4.1 Roztoky
5% Chelex® 100 resin solution (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK)

6.4.2 Primery, reagencie pro PCR
primer RAPDI, primer RAPD2 (Drtevinek, Pediatricka klinika Motol)
PCR mix (Taqg polymeraty, nukleotidy, Mg"" ionty)
gel pro elektroforézu (Agilent BioAnalyser, USA)
reagencie pro PCR (Agilent BioAnalyser, USA)

7 METODY

7.1 Odbeér klinického materialu

Jako material pro prikaz infekce dolnich dychacich cest pacientd s CF se
pouziva sputum. Optimalni je provadét odbér rano. Pacient si pfed odbérem vyplachne
usta vodou. Pacient vykaslava hlenovity sekret z dolnich cest dychacich pfimo do
sterilni odbérové nadobky. Nadobku se sputem uzavieme, fadn¢ ozna¢ime a zasleme do
laboratote. Material je vhodné zpracovat do 2 hodin po odbéru.

Odbér sputa provadime pied zahajenim antimikrobidlni 1écby. V pribéhu 1écby
se odbér provadi, pokud dojde k zhorSeni stavu pacienta (exacerbaci) nebo u pacientt s
CF v prubehu pravidelnych kontrol, které jsou provadény v optimalnim ptipad¢ 4 krat

ro¢né [17].

7.2 Mikroskopie sputa a bakterialnich kultur

Pro priikaz biofilmu se nejCastéji vyuziva svételné mikroskopie. Za pomoci
Vhodnych barviv Ize odlisit biofilm 1 jednotlivé druhy bakteridlnich bun¢k. Pozorovani
biofilmu za pomoci svételného mikroskopu je limitovano tloustkou biofilmu, skrz

kterou pronikne svétlo.
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K vizualizaci vytvoieného biofilmu ¢i jeho jednotlivych slozek 1ze pouzit také
fluorescencni mikroskopie. Vhodnym barvenim lze pozorovat biofilm vytvofeny na
povrchu neprtihlednych predmétti, jako jsou naptiklad katetry nebo kloubni nahrady.
Dale se da vyuzit k posouzeni metabolické aktivity bun¢k uvnitt biofilmu.

Konfokalni laserova mikroskopie je vyuzivana pro pozorovani biofilmt o vétsi
tloust'ce (5-10um) [6, s. 65]. Je schopna analyzovat prostorové struktury biofilmu.

Elektronova mikroskopie (EM) se bézné nepouziva k prikazu biofilmu, hlavné
asi proto, Ze nepracuje szivymi buikami [14]. Sjeji pomoci vSak lze sledovat

prostorové uspoiadani biofilmu (SEM).

7.2.1 Svételna mikroskopie

Mikroskopii jsme provedli z bakterialni kultury izolované od pacienta s CF (A).
Izolat P. aeruginosa disocioval a rostl v koloniich typickych jak pro mukozni (M) tak
pro hladky (S) fenotyp (Obrazek 19, kapitola 8.2.1). Z téchto kultur jsme pfipravili
preparaty pro svételnou mikroskopii a zafixovali je nad plamenem. Takto pfipravena
podlozni sklicka s biomasou jsme dale barvili dle Grama, karbolfuchsinem, krystalovou

violeti nebo tusi.

7.2.2 Elektronova mikroskopie

Priprava biologického materialu

Nejprve jsme si vyockovali kmeny P. aeruginosa s M a S fenotypem na MH
agar a kultivovali 48 hodin v termostatu pti 37°C.
A. Priprava vzorki zalitim do agarozy
Zalévani vzorku do agardzy se provadi u materialt, které nejsou celistvé jako
naptiklad bunécné suspenze.
Postup:
a) Pripravili jsme si 2% low melting point agar6zu do které jsme pfi
40°C vmichali biomasu (Obrazek 5a). Mukoézni kolonie se $patné
resuspenduji, proto jsme biomasu nenechali ve vétSich castech.

Hladké kolonie (S) jsme bez vétsich problému pienesli do agarozy.
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b) Agar6zu s koloniemi jsme pipetou po kapkach prenesli na podlozni
skli¢ko (Obrazek 5b).

c) Spodni podlozni sklicko s kapkami agar6zy a biomasy jsme piiklopili
druhym vrchnim podloznim sklickem. Mezi obéma sklicky byla po
stranach umistnéna dalsi dvé sklicka tak, aby po pfikryti spodniho
podlozniho sklicka vrchnim podloznim sklickem vznikla mezera
1mm (Obrazek 5¢).

d) Po zchladnuti a ztuhnuti agarézy jsme vrchni podlozni sklicko
sejmuli. Pripravenym krycim sklickem jsme agar6zu natezali tak, ze
vznikly krychli¢ky o hrané 1mm (Obrazek 5d).

e) Nakrajenou agarézu jsme umistnili do zkumavky s fyziologickym

roztokem (Obrazek 5e), aby nedoslo k jejimu vysychani.

Ptipravili jsme si 4 zkumavky s 2,5% glutaraldehydem. Vzali jsme zkumavku
s nakrajenou agardzou a fyziologickym roztokem, odsali fyziologicky roztok a nahradili

ho glutaraldehydem (Obrazek 5f) a tim agar6zu a buiiky v ni obsazené zafixovali.

B. Priprava vzorki resuspendovanim biomasy v glutaraldehydu
Do zbylych dvou zkumavek s2,5% glutaraldehydem jsme pienesli piimo

biomasu z kultiva¢ni plotny.

Ziskali jsme tedy Ctyfi zkumavky, ve dvou je biomasa s mukdznim fenotypem P.
aeruginosa a ve dvou s hladkym fenotypem. Kazda kolonie je zpracovana dvéma
zpiisoby, prvni je ve formé bunék zalitych v agardze, druhy piimo resuspendovana

biomasa ve fixaénim roztoku glutaraldehydu.
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Obrazek 5: Postup zpracovani biologického materialu resuspendovanim bunék v 2,5%

glutaraldehydu nebo zalévanim do agar6zy.

Zalévani do smési Durcupan—Epon

Zalévani vzorkl se provadi proto, aby bylo mozné vzorky krajet na ultratenké
tezy, které se dale zpracovavaji.

Modifikace pro materidl, ktery nelze rychle ziskat v den zpracovéni, napf.
zpracovavat solidni vzorky tkdné nebo tfeba bunécné suspenze imobilizované agar6zou
(velikost vzorku idealné kolem 1 mmg).

V pfipadé¢ neimobilizovanych bunéénych suspenzi je zapotiebi vzdy pied
vyménou roztoku vzorek centrifugovat a opét roztiepat. Obvykle sta¢i 5 min pii 1.000
ot/min mezi kroky 1,2 a 2,3. Na konci kroku 3 se vzorek centrifuguje 5 min pti 13.000
ot/min. Vé&tSinou vznikne pevna peleta, kterd se da rozdé¢lit na kousky o vhodné
velikosti, se kterymi se dale pracuje jako s tkanovymi vzorky. Pokud se peleta piili§
rozpada, musi se centrifugovat mezi kazdymi dvéma dal§imi kroky. Timto postupem
vSak dochazi pfi promyvani jednotlivymi roztoky K ¢asteénym ztratim vzorku. U
vzorkl u kterych predpokladame, ze nevytvoii peletu, volime jiné postupy K ziskani

kompaktniho materidlu, tim mtze byt pravé zaliti do agarozy.
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Vzorky se promyvaji jednotlivymi roztoky ve zkumavkach vhodné velikosti

(obvykle plastové zkumavky s plochym dnem o objemu 10 ml nebo eppendortky). Je

vhodné zkumavky obcas promichat. Jednotlivé roztoky vymeénujeme pomoci

pasteurovych pipet.

Postup:
1.

9.

10.
11.
12.
13.

Vzorek (agardzu s buiikami nebo peletu ze suspenze bunék) umistnime
ptes noc nebo i déle do 2,5% glutaraldehydu v kakodylatovém pufru
pH 7,2.

Vzorek oplachneme kakodylatovym pufrem pH 7,4.

Pifeneseme do 2% OsOs V kakodylatovém pufru o pH 7,4 nechdme
reagovat 60 min.

Dale pfevedeme do roztoku 50% alkoholu fedéné¢ho 1% uranylacetatem
(2,5 ml 100% alkoholu + 2,5 ml UA), nechame reagovat 15 min.

Nasleduje roztok 70 % alkoholu fedény 1% uranylacetatem (3,5 ml 100%
alkoholu + 1,5 ml UA), nechdme reagovat 15 min.

Vzorek dale umistnime do roztoku 90% alkoholu fedéného 1%
uranylacetatem (4,5 ml 100% alkoholu + 0,5 ml UA), po dobu 15 min.

Dale vzorek pieneseme do 100% alkoholu a nechame 30 minut reagovat,
opakujeme 5x.

Nasleduje roztok 100% alkoholu a propylenoxidu v poméru 1:1,
nechame reagovat 15minut, opakujeme 2x.

Dale vzorek umistnime do propylenoxidu na 30 min, opakujeme 3x.

Nasleduje propylenoxid + Durcupan-Epon 1:1 — po dobu 60 min.

Dale Durcupan-Epon — pfes noc.

Rano provadime blockovani.

Nasleduje polymerizace 72 hodin pii 58°C (ne pies 60°C).

Priprava smési Durcupan-Epon

Zakladni davka — 26,25 ml

Obsah 1 zelatinové bezbarvé kapsle — 0,4 ml (pramér kapsle 6 mm, délka 16

mm).

Pfed vazenim je tfeba komponenty vytemperovat v pokojové teploté 3-4 h
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Durcupan AM: 5ml=5,6 g

Epon 812:6,25ml=7,6 g

Durcupan B (hardener): 15 ml =15,8 g
Durcupan C (akcelerator): 2% = 0,6-0,7 ml

Michame sklenénou ty¢inkou po dobu 30 min.

Kontrastovani ultratenkych rezi
Kontrastovani se provadi, aby se doséhlo vizualizace jednotlivych struktur

vzorku.

Piiprava reagencii:

Priprava citratu olova:
Piiblizn¢ kazdé 2 mésice je tieba piipravit Cerstvy roztok.
Do 50 ml baiky navazime:
1,33 g dusi¢nanu olovnatého Pb(NO3);
1,76 g citratu sodného
30 ml destilované vody
Roztok tfrepeme 30 minut, 1 minutu usilovné. Pfiddme 8 ml 1M NaOH (musi dojit

k vyjasnéni roztoku). Destilovanou vodou doplnime na objem 50 ml.

Piiprava 1 M NaOH :
Ve 100 ml destilované vody rozpustime 4 g NaOH.

Priprava 0,01 N NaOH :
Do 99 ml destilované vody pfeneseme 1ml 1 M NaOH.

Postup:
1. Na misku s voskem (nebo parafilmem) nakapeme 2% uranylacetat
2. Do kapky se polozi sitka s fezem- fezem doli. Kazda sitka ma vlastni kapku
UA. Sitku bereme opatrné pinzetou za krajicek sitky. Nechame reagovat 5

minut. Cas je nutné piesné dodrzet, proto pouzivame stopky.
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3. Sitku vyjmeme z UA, rychle oplachneme destilovanou vodou a nechame osusit
na filtraénim papite- fezem nahoru.

Na misku s voskem (nebo parafilmem) nakapeme citrat olova.

Do kapky umistnime sitku fezem dolii a barvime 1 min.

Sitku oplachneme 0,01 M NaOH a destilovanou vodou.

N a &

Sitku nechame osusit na filtraénim papife- fezem nahoru.

7.2.3 Imunofluorescenéni mikroskopie

Barveni calcofluorem

Calcofluor je sice nespecificky fluorochrom, ktery se vaze na celulosu a chitin obsazeny
V bunééné sténé hub a dalSich organisml. Barveni se pouzivd na prikaz pavodch
mykotickych infekci. Pfi analyze pacientli s CF s chronickou infekei je vSak vysoce
specificky pro prikaz EPS biofilmd. Barveni calcofluorem bylo provedeno ve
spolupraci s MUDr. Vandou Chrenkovou z Ustavu lékatské mikrobiologie ve FN
Motol.

Postup (Obrazek 6):

Ptipravili jsme si nékolik sad podloznich sklicek se vzorky. Prvni sada
podloznich skli¢ek obsahovala pacientské sputum. Na podlozni sklicko jsme nanesli
sputum pacienta a zafixovali metanolem. Druhd sada byla pfipravena z Cerstvé
bakterialni kultury P. aeruginosa s muko6znim (M) a hladkym (S) fenotypem.

Sterilni kli€¢kou jsme nabrali ¢ast kolonie nebo sputa a rozetteli na podlozni
sklicko. Preparaty jsme zafixovali metanolem nebo nad plamenem.

Na podlozni sklicko s pfipravenym preparatem jsme kapli jednu kapku
calcofluoru a jednu kapku 10% KOH. Ptikryli jsme krycim sklickem a buni¢inou odsaly
pfebyteCnou tekutinu. Obarvené preparaty jsme pozorovali fluorescenénim

mikroskopem pii 100- 400x zvétSeni.
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Obrazek 6 : Grafické znazornéni postupu barveni calcofluorem

7.3 Kultivacni prikaz P. aeruginosa s S a M fenotypem

7.3.1 Fenotypova identifikace

Fenotypova identifikace kmene 143S a 142M byla provedena pomoci
skriningovych metod (mikroskopie, produkuje oxiddzu) a na zékladé hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF). Metody zalozené na kultivaci se nejéastéji pouzivaji
k prikazu mukéznich kment in vitro, které odpovidaji ptitomnosti biofilmu in vivo i ke
studiu jejich fyziologie [6, s. 66].

7.3.2 Klonalni analyza

Klonalni analyza (typizace) bakterialnich izolatd slouzi k jejich zatfazeni do
jednotlivych kment (klont). Podle informaci o vysetfovanych pacientech, lze zjistit
zdroj infekce a pravdépodobnou cestu jeho ptenosu. Tyto informace maji zasadni
vyznam v epidemiologii onemocnéni. Kmeny P. aeruginosa, které pochazeji od
pacienti s CF nejsou, az na vyjimky, epidemiologicky pfibuzné a patii k riznym
klonim. V literatuie je vSak popsano nékolik epidemickych klont P. aeruginosa.
Pacienti s CF jsou nejdiive kolonizovani a pozdé&ji infikovani vétsinou kmenem P.

aeruginosa, ktery pochazi nejcastéji z venkovniho prostiedi.
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Ke klonalni analyze P. aeruginosa lze vyuzit celou fadu typiza¢nich metod,
které jsou zalozené na makrorestrikéni analyze celogenomové DNA pomoci pulzni
elektroforézy, fingerprintovych metodach (napf. metoda RAPD) nebo na sekvenéni
analyze gent P. aeruginosa [20, s. 23].

Pro analyzu kmenti byla pouzita metoda RAPD PCR. Vyhodou metody je, zZe
neni nutné znat specifické primery pro analyzované bakteridlni druhy. Pouzivaji se
kratké primery (10 bp) v kombinac i snizkou teplotou annealigu (34-37°C). Medota vSak
ma nizkou reprodukovatelmost (pfi opakovani se ziskaji rizné profily u stejného
kmene), coz je zpisobené hlavné rozdily pii odecitani profilti v gelu. Tuto nepiesnost
odstranuje standardizovana elektroforéza na malém gelu, pomoci mikrofluid technologie
(Agilent Bioanalyser, USA) kdy reprodukovatelnost ziskanych profili je velmi vysoka
[20, s. 37-38].

7.4 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

Testovani citlivosti k antibiotikiim je dulezité pro 1éCbu pacienta, ale i z divodi
monitorovani rezistence V rdmci oddéleni, nemocnice nebo regionu.

Mnoho bakterii totiz vykazuje v testech provadénych in vitro citlivost k riznym
antimikrobidlnim latkam a chemoterapeutikiim, pfitom je k témto latkdm rezistentni.
V soucasné dob¢ pribyva kment bakterii, které jsou rezistentni k t€ém antibiotiklim, ke
kterym byly diive citlivé. Tato skuteCnost miize byt velmi zivaznd naptiklad
V nemocni¢nim prostiedi, kde se mohou snadno §ifit rezistentni kmeny baterii. Nemluvé
o ekonomické strance véci, kdy dochazi k zvySovani nakladi na 1écbu.

Testovani citlivosti  k antibiotikim lze provadét kvalitativnimi  nebo

kvantitativnimi metodami.

Kvalitativni testy

Testovani citlivosti k antibiotikiim se provadi ptevazné kvalitativni diskovou
metodou. Jedna se o metodu nevyzadujici pfistrojové vybaveni ani vysoké naklady na
material. Je to tedy metoda, kterd se vyborné hodi pro rutinni vySetieni citlivosti, a proto
je vhodna i pro malé laboratorni provozy.

Pfesto jsou tu 1 nevyhody. Napiiklad ji nelze pouzit pro pomalu rostouci,
naro¢né mikroby vcetné anaerobnich bakterii. Rovnéz neni vhodné tuto metodu

pouzivat pro vySetfeni klinicky zavaznych stavli jako jsou naptiklad sepse,
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endokarditidy, meningitidy a stavy provazené poruchou ¢i snizenim funkce imunitniho
systému jako jsou napiiklad AIDS, transplantace, t¢zké popaleniny apod..

Diskovy difusni test sdm o sobé témét neni schopen odhalit nékteré piipady klinicky
vyznamné rezistence mikrobl. Zde je pak na misté uziti jinych, specialnich postupt.
Metoda se nehodi ani pro stanoveni citlivosti k antibiotikiim pro pomaleji rostouci

bakterialni patogeny pacientt s CF [11, s. 76, ustni sdéleni, skolitel].

Kvantitativni testy

Mezi kvantitativni testy patfi napiiklad mikrodiluéni metoda, ktera slouzi
K pfesnému stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) daného antibiotika ¢i
chemoterapeutika pro vySetfovany kmen. MIC je nejniz$i koncentrace antimikrobialni
latky, ktera dokaze zastavit rist testovaného kmene bakterie, udavéd se v jednotkéach
mg/l nebo v pg/ml. Obdobnou hodnotou je minimalni baktericidni koncentrace (MBC).
Tato hodnota udava koncentraci antimikrobialni latky, ktera je schopna vysetfované

bakterialni bunky zcela eliminovat [11, s. 76].

Dilu¢ni mikrometoda

Tato metoda se provadi vjamkéach mikrotitratnich desticek. Kazda jamka
obsahuje tekuté kultivacni médium (MH bujon) a zfedéné antibiotikum. V kazdém
sloupci je antibiotikum fedéno geometrickou fadou. Na jednou lze testovat citlivost
kmene az ke 12 antibiotikim. Za hodnotu MIC se povazuje nejnizSi koncentrace

antibiotika, které zfeteln¢ inhibuje rust vysetfovaného kmene v jamce [11, s. 78-79].

Kombinované metody

Etest je kombinaci difusniho testu a dilu¢ni metody. Pfi této metodé se pouziva
plastikovy prouzek. Jedna strana prouzku obsahuje exponencialni gradient koncentraci
ATB latky, na druh¢ stran¢ prouzku je kod této latky a stupnice odpovidajici fedénim
antibiotika ¢i chemoterapeutika. Po pfilozeni prouzku na plotnu s naockovanym,
vySetfovanym kmenem a nasledné inkubaci vznika elipsovita inhibi¢ni zéna stejné jako
u DD metody. Hodnota MIC je v bod¢, kde se hranice inhibi¢ni zony dotyka prouzku
[11s. 79-80].
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7.4.1 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim diskovou difuzni metodou

Jednd se o metodu kvalitativni, jejimz ucelem je prokazat, zda je dany kmen
k antibiotiku citlivy ¢i rezistentni. A podle vysledku zvolit spravnou antibiotickou 1é¢bu
pacienta.

Zakladem této metody je vznik inhibi¢nich zo6n, které se tvoii v blizkosti diskd.
Papirové disky jsou napusténé zvolenym mnozstvim antibiotika, které se z nich
uvoliuje. Koncentrace antibiotika v okoli disku se se vzdalenosti od n¢j snizuje a vznika
tak koncentra¢ni gradient. Pfitomné bakterie se nemnozi ve vzdalenosti, kde
koncentrace antibiotik dosahuje baktericidnich nebo bakteriostatickych hodnot. Podle
velikosti inhibi¢ni zény (Tabulka 1) lze urcit, zda je testovany kmen k danému

antibiotiku citlivy ¢i rezistentni.

Postup:
1. Nejprve si ptipravime inokulum ve fyziologickém roztoku o zdkalu 0,5 Mc
Farlanda (1,5 - 3,0.10® CFU na 1 ml suspenze).
2. Pomoci vatového tamponu rozetfeme suspenzi po celé plose Mueller-Hinton
agaru v nékolika smérech.
3. Nechame zaschnout a po té nana§ime antibiotické disky.
4. Plotny umistnime do termostatu na 24-48 hodin. Misky se pokladaji dnem

vzhiiru, nebot’ vysrazena kondenzni voda by mohla znehodnotit vysledek testu.

Antibiotikum difunduje z disku a vytvaii koncentra¢ni gradient v okoli disku.

Pro reprodukovatelnost a srovnatelnost vysledkii je nezbytné dodrzet spravné
podminky, jako jsou napiiklad standardni sloZeni pady, vrstva agaru, koncentrace
inokula, vybér vhodnych a kvalitnich antibiotickych disku, teplota a doba inkubace,
spravné odecteni velikosti inhibi¢nich zoén a interpretace vysledku [12]; [11, s. 73].
Interpretace vysledkd diskového testu se provadi podle kritérii Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), pro jednotliva antibiotika (Tabulka 1).
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antibiotikum inhibi¢ni | antibiotikum inhibi¢ni
z6na z6na
CT-colistin (10ug) 10 mm CIP-ciprofloxacin (5ug) 21 mm
CN-gentamicin (10 ug) 15 mm OFX- ofloxacin (5ug) 16mm
NET-netilmicin (30ug) 15 mm FEP-cefepim (30ug) 18 mm
TOB-tobramycin (10 ng) 15 mm SCF-cefoperazon/sulb. (105pg) | 21 mm
TZP-piperacilin/taz. (30ug) 18 mm IMI-imipenem (10pg) 16 mm
CAZ-ceftazidim (30png) 18 mm MEM meropenem (30u.9) 16 mm
AK.amikacin (30pug) 17 mm TGC-Tigecyklin (15u9) 19mm

Tabulka 1: Velikosti inhibi¢nich zon pro citlivé kmeny P. aeruginosa

7.4.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace antibiotik (MIC)

Kvantitativni diluéni metoda

1.

Postup:

Nejprve si pfipravime inokulum ve fyziologickém roztoku o zakalu 0,5- 1 Mc
Farlanda (1,5 - 3,0.10® CFU na 1 ml suspenze).

Toto inokulum pieneseme do jamek mikrotitracni desticky. MnoZstvi
prenesen¢ho inokula by nemélo pfesahnout desetinu objemu jamky (obvykle se
ockuje 1 - 5 pl inokula). O¢kovani 1ze provadét vicekanalovou pipetou nebo s
pouzitim replikatoru.

Po naockovani umistnime desti¢ky do termostatu na 24 hodin pfi teploté 35-
37°C.

Rist baterii se projevi zdkalem na dné¢ jamky. Pro jednotlivé antimikrobidlni

latky se odecitaji nejniz8i koncentrace, které zietelné inhibuji rist vySetfovaného kmene

(MIC= minimalni inhibi¢ni koncentrace). DosaZzenou MIC pro dané antibiotikum je

nutné porovnat s referencni hodnotou pro referen¢ni citlivé kmeny, pokud je dosazena

hodnota nizsi, pak lze vySetfovany kmen oznacit jako citlivy pro dané antibiotikum [11,
s. 78-79].
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Vyhodnoceni citlivosti k antibiotikim jsme provedli po 24 hodinach pro kmeny

142M a 143S. Po vyhodnoceni jsme dali desticky déle inkubovat. Po celkové dobé

inkubace 3 dnti jsme znovu vyhodnotily citlivost kmene 142M ke vSem antibiotikiim a

citlivost kmene 143S k vybranym antibiotikiim a porovnali hodnotu MIC.

ATB - Gl Obsah od — do ATB - G1 Obsah od — do
(ng/ml) (ng/ml))

AMP- Ampicilin PIP- Piperacilin

0,5-64 1-128
AMS- PIP/PPT-
Ampicilin/Sulbactam 0,25-32 Piperacilin/Tazobactam 0,5-64
CZL- Cefazolin CPR- Cefoperazon

1-128 0,5-64
CRX- Cefuroxim CTX- Ceftotaxin

0,5-64 0,125-16
CXT- Cefotaxim -

0.5 64 CTZ- Ceftazidin 0,25 -32
GEN- Gentamicin .

02532 CPM- Cefepim 0,063 -8

T- i I

COT- Cotrimoxazo 1128 Cefoperazon/ Sulbactam 0,5-64

Tabulka 2: Rozmezi koncentraci pro jednotliva antibiotika pouzita pro stanoveni MIC

mikrodiluéni metodou.

ATB -Gl Referencni ATB - GllI Referenéni
hodnoty hodnoty

Ampicilin (AMP) 4,000 — 4,001 | Piperacilin (PIP) 16,000 — 16,001
Ampicilin/Sulbactam (SAB) | 8.000-8.001 | Piperacilin/Tazobactam (TZP) | 16,000 — 16,001
Cefazolin (CZL) 4.000 - 4,001 | Cefoperazon (CPR) 8.000 —8.001
Cefuroxim (CRX) 4,000 — 4,001 | Cefotaxim (CTX 4,000 - 4,001
Cefoxitin (CXT) 4.000 — 4,001 | Ceftazidim (CTZ) 4.000 — 4,001
Gentamicin (GEN) 4.000 — 4,001 | Cefepim (CPM) 4.000 — 4,001
Cotrimoxazol (COT) 4.000 — 4,001 | Cefoperazon/ Sulbactam (CPS) | 8.000 —8.001
Colistin (COL) 32.000 —32.001 | Meropenem (MEM) 4.000 - 4,001
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Kys. Oxolinova (OXO) 4.000 — 4,001 | Ciprofloxacin (CIP) 1,000 — 1,001
Ofloxacin (OFL) 8.000 —8.001 | Tigecyklin (TIG) 1,000 -1,001
Tetracyklin (TET) 2.000-2.001 | Tobramycin (TOB) 4.000 - 4,001
Aztreonam (AZT) 8.000 - 8.001 | Amikacin (AK) 8.000 - 8.001

Tabulka 3: Rozmezi koncentrace pro jednotliva ATB

Etest
Postup:

1. Na povrch HM agarové plotny, naoCkujeme za pomoci sterilniho vatového
tamponu inokulum o zakalu 0,5Mc Farlanda (1,5 - 3,0.108 CFU na 1 ml
suspenze).

2. Nasledné pfilozime na plotnu prouzek Etestu tou stranou, ktera obsahuje
antibiotikum.

3. Nechéame riist v termostatu po dobu 24 - 48 hodin pti 37°C.

Po inkubaci se hodnoti elipsa inhibi¢ni zony ristu kolem prouzku. Hodnota MIC
je koncentrace antibiotika v misté, kde elipsa inhibi¢ni zony protind okraj
prouzku [11, s. 79-80].

7.4.3 Stanoveni baktericidni inhibiéni koncentrace biofilmu k
antibiotikim (BIC)

V prubéhu chronické infekce P. aeruginosa u pacienti s CF dochazi z pravidla
ke wvzniku biofilmu v dolnich dychacich cestich. Tento fenomén je doprovazen
mukoznim (M) fenotypem, ktery interaguje s identifikaci a stanovenim citlivosti k ATB.
Je znamo, ze mukézni kmeny jsou vice rezistentni k antimikrobidlnim latkdm nez
kmeny s hladkym (S) fenotypem.

Z téchto divodl byly navrzeny modifikace metod, kterymi se citlivost

mukdznich forem stanovuje.
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7.4.3.1 Vysetreni citlivosti pomoci Biofilm susceptibility assay

10.

11.

12.

13.
14.

Postup:

Kmeny uchovavame pii -80° C, vyockujeme je a kultivujeme pfes noc na
CAMHB nebo na minimélnim médiu.

Pfipravime si buné¢nou kulturu do zivného média o zakalu 0,5 Mc Farlanda (1,5
- 3,0.10° CFU na 1 ml suspenze).

Do kazdé jamky mikrotitracni desticky pfeneseme 100 pl této suspenze
(Obrazek 7a).

Nasleduje inkubace pii 37°C po 20 hodin pii houpani o frekvenci 20Hz nebo
Vv klidu. Béhem inkubace se vytvari vrstva biofilmu (Obrazek 7b).

Po 20 hodinach sejmeme vicko s kolicky a tfikrat ho oplachneme sterilni vodou.
Toto vicko pfemistime do nové mikrotitracni desticky, ktera vSak uz obsahuje
antibiotika (antibiotic challenge plate); (Obrazek 7c).

Desticku s antibiotiky inkubujeme po dobu 18- 20 hodin pfi teploté 37°C.

Po té znovu vyjmeme vicko s kolicky a tfikrat oplachneme destilovanou vodou a
umistnime do nové mikrotitracni desticky bez antibiotikové CAMHB (biofilm
recovery plate).

Nyni je tfeba prevést biofilm z koli¢cki do jamek (Obrazek 7d). Soupravu
nechame temperovat pii pokojové teploté podobu Smin.

Desticku i s vickem centrifugujeme 805 x g po dobu 20 minut. Mikrotitra¢ni
desticky maji tendenci se zlomit pfi vyssi centrifugacni rychlosti.

Po ukoné¢eni centrifugace vyjmeme vicko s kolicky a nahradime ho standardnim
vickem (Obrazek 7e).

Zmé&fime absorbanci jednotlivych jamek pfi 650nm.

Po zméfeni absorbance ddme desticku inkubovat po dobu 6 hodin teploté 37°C.

Po inkubaci (Obrazek 7f) znovu zmé&fime absorbanci v jednotlivych jamkach.

Pokud byl kmen k antibiotiku citlivy, nedojde pii zavérecné kultivaci k rustu

nebo je rast minimalni, tudiz nedojde ani ke zméné absorbance nebo je zména

minimalni. Za rezistentni je kmen povaZovan, pokud rozdil absorbance méfené pred

kultivaci (Oh) a po ukonceni kultivace (6h) je vétsi nez 0,05 [15].
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111 TP [ [

a b C d

NNRN|NERN

e f

Obrazek 7: Grafické znazornéni postupu vysetfeni citlivosti biofilmu za pouziti Biofilm

suspectibility assai [15].

a) Jamky mikrotitraéni desti¢ky se suspenzi bun¢k testovaného kmene.

b) Tvorba biofilmu na koli¢kach vi¢ka mikrotitraéni desti¢ky pfi inkubaci po dobu
20 hodin a teploté 37°C.

c) Biofilm narostly na kolickach mikrotitraéni desticky je vystaven pusobeni
antibiotik pfi inkubaci po dobu 18- 20 hodin a teploté 37°C.

d) Kolicky s biofilmem, ktery byl vystaven u¢inkim antibiotik, pfeneseme do
jamek bez antibiotik. Biofilm je z koli¢kti odstranén a zlistava na dné jamek.

e) Vicko s koli¢ky je nahrazeno béznym vickem a je zméfena absorbance.

f) Desticka po inkubaci po dobu 6 hodin a teploté 37°C. N&které jamky vykazuji

rast biofilmu. Druhé méfeni absorbance.

8 VYSLEDKY

8.1 Mikroskopie sputa a bakterialnich kultur

8.1.1 Svételna mikroskopie

Pomoci svételné mikroskopie v kombinaci s riznymi barvivy, jsme se snazili zachytit

ptitomnost struktur S a M kmene a vzajemné je porovnat.

42



[Zadejte text.]

Obrazek 8: Biofilm (konglomerat v centru) ve vzorku sputa barveného podle Grama.
Samotné bunky P. aeruginosa jsou viditelné jako zrnita struktura. Na snimku jsou vidét

jesté granulocyty.

Obrazek 9: Preparaty barvené dle Grama, rozdilné barveni kmene 143S, S forma (vlevo)

a mukozni formy 142M (vpravo) (foto: Mosni¢kova)
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Obrazek 10: Preparaty barvené karbolfuchsinem, rozdilné barveni kmene 143S, S forma

(vlevo) a mukozni formy 142M (v pravo) (foto: Mosnic¢kova)

Obrazek 11: Preparaty barvené krystalovou violeti, rozdilné barveni kmene 143S, S

forma (vlevo) a mukoézni formy 142M (v pravo) (foto: Mosnickova)

Obrazek 12: Preparaty barvené karbolfuchsinem a tuzi, rozdilné barveni kmene 143S, S

forma (vlevo) a mukozni formy 142M (v pravo) (foto: Mosnickova)
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8.1.2 Elektronova mikroskopie

el Y , 00m | ' So0nm_
Obrazek ¢13: P. aeruginosa zobrazena pomoci TEM, rozdilné barveni kmene 143S, S
forma (vlevo) a mukozni formy 142M (vpravo), métitko 500 nm. Snimky byly potizeny

ze vzorkl bun¢k resuspendovanych v glutaraldehydu (foto: Uhlik, Mosnickova)

Snimky bakterii t¢hoz kmene ziskané z agardzy s buiikami a ze suspenze bun¢k
se liSily pouze v hustoté bun¢k. Ke zpracovani vzorkl zalitim do agardzy se pfistupuje
Vv ptipadé, kdy nelze vytvofit peletu. Do agarézy se vSak musi prenést velké mnozstvi
bunek.

Pfi zpracovani vzorkli kmen 143S netvofil pelety, material nebyl kompaktni a
stale se rozpadal. Mezi jednotlivymi buiikami byla pozorovana hmota, kterd by mohla
branit soudrznosti pelety. Tato hmota vSak nevykazovala zadnou vlaknitou strukturu.
(vis Obrazek 13 vlevo). Bunky kmene 142M tvorily kompaktni peletu, kterd se
nerozpadala. Mezi jednotlivymi buiikami kmene 142M jsou pozorovatelné vlaknité
utvary, mohlo by se jednat o extracelularni latky produkované bunkami P. aeruginosa
izolatu 142M (Obrazek 14 vpravo). Obrazky ziskané ze vzorkl zalitych do agarozy
nebyly do ptehledu zatazeny z divodu piili§ nizké koncentrace bunck. Zpusob
zpracovani vzorkl zalitim do agarézy by byl vhodny u kmene 143S s hladkym
fenotypem. Je vsak tieba dbat na to, aby bylo do agardzy pieneseno opravdu velké

mnozstvi biomasy.
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Obrazek 14: P. aeruginosa zobrazena pomoci TEM, rozdilné barveni kmene 143S, S
forma (vlevo) a mukozni formy 142M (v pravo) obsahuje v mezibunééném prostoru
vlaknité utvary. Mohlo by se jednat o EPS. Métitko 200 nm. (foto: Uhlik, Mo$nickova)

8.1.3 Imunofluorescencéni mikroskopie

Barveni calcofluorem (Calcofluor White Stain)

Obrazek15 : Sputum barvené calcofluorem, na obrazku je zachycena kolonie bakterii,
ktera je pravdépodobné obklopena né&jakym druhem extracelularnich latek (foto:

Chrenkova, Mosnickova)
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Obrazek 16: P. aeruginosa zobrazena pomoci barveni calcofluorem 143S (vlevo) a
mukoézni forma 142M (vpravo). Mukézni buiiky maji kolem sebe svétlou vrstvu, mohlo

by se jednat o néjaky druh extracelularnich latek (foto: Chrenkova, Mosnickova).

8.2 Kultivaéni prukaz P. aeruginosa s riznym morfotypem

8.2.1 Fenotypova identifikace

Kultura disociujici na hladky (S) a muko6zni (M) fenotyp (Obrazek 17)pochézela z
jednoho vzorku sputa pacienta s CF. Identifikace obou izolata 142M a 143S byla
provedena pomoci hmotnostni spektrometrie. Druhova identifikace byla v obou
ptipadech P. aeruginosa se skorem vys§im nez 2,2, coz je hranice deklarovana pro

spolehlivou identifikaci.

Obrazek 17: Hladké kolonie kmene 143 S tvotici zelenomodry pigment (vlevo) a

mukodzni kolonie kmene 142 M izolované ze sputa jednoho pacienta (vpravo) z jednoho

vzorku.

47



[Zadejte text.]

8.2.2 Klonalni analyza

Klonalni analyza byla provedena pomoci RAPD typizace v laboratoti mého konzultanta
MUDr. Pavla Dievinka, PhD.

[bp]
Ladder 142 143

10z20 —
FOOO — =—

2000 — ————

1500 — 00— e e

1000 —
Foo — ——

S00 — —

00 — —

S0 —

Obrazek 18:Klinické izolaty 142M a 143S (obr. 142 a 143) sdileli stejny profil a byly

tudiz izogenni, tzn. patfily ke stejnému klonu (kmenu).
8.3 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim

8.3.1 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim diskovou difuzni metodou

Tabulka 4 znazorfiuje naméfené velikosti inhibi¢nich zon (mm) pro jednotliva
antibiotika a analyzované izolaty. Naméfené velikosti inhibi¢nich zon byly srovnany s
hodnotami pro citlivé kmeny (viz Metody 7.4.1). Antibiotika, vi¢i kterym je
vysetfovany izolat rezistentni, jsou zvyraznény Zluté. Mukozni izolaty jsou znaceny M a
izolaty s hladkym fenotypem S. U mukoézniho izolatu 142M jsme Vv jednom piipadé
ptipravili inokulum pouze z bunék kmene 142M (142M buriky). Chtéli jsme porovnat,

zda ma puvodni polymerova matrice vliv na testovani citlivosti.

CT CN NET | TOB | TZP | CAZ | AK CIP | OFX | FEP | SCF | IMI | MEM

142M 119 | 18 | 20 | 24 | 40 | 26 | 20 | 25 | 17 | 28 | 25 | 30 | 32

bunky

142M 1 18 | 18 | 20 | 23 |38 |34 | 21 |28 |17 | 30 | 23 | 30 | 32

Lass 15| 6 | 6 | 6 | 34|27 | 6 |29 |18 |18 | 26 | 30 | 40

Tabulka 4: Velikosti inhibi¢nich zon (mm) pfi testovani citlivosti diskovou difuzni
metodou pro izolaty P. aeruginosa. Antibiotika, ke kterym je vySetfovany kmen

rezistentni jsou zvyraznéna Zlute.
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Diskovou difuzni metodou jsme stanovili, ze mukézni izoldt 142M je
k aminoglykosydovym antibiotikim (gentamicin, netilmicin, tobramycin, amikacin)

citlivy. Zatim co izolat 143S je k témto aminoglikosydim rezistentni.

Obrazek 19: Vysledek testovani citlivosti izolatu 143S s hladkym fenotypem (vlevo) a
mukozniho izolatu 142M (vpravo) k aminoglykosidovému antibiotiku tobramycinu.

Kmen 143S je rezistentni, zatim co mukozni kmen 142M je citlivy.

8.3.2 Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace antibiotik (MIC)

Diluéni metoda:

Naméfené hodnoty MIC pro jednotliva antibiotika jsou uvedena v Tabulce 5.
Hodnoty byly méfeny po jednodenni a tfidenni. Antibiotika, vici kterym je vySetiovany
izolat rezistentni, jsou zvyraznény zluté. Mukoézni izolaty jsou znaCeny M a izolaty S
hladkym fenotypem S. U mukoézniho izoldtu 142M jsme odecitali hodnoty MIC pro
vSechna antibiotika po inkubaci 1 den a 2 dny. U izolatu 143S jsme odecitali hodnoty
MIC pro vSechna antibiotika po inkubaci 1 den a pro vybrana antibiotika po inkubaci 3

dny.
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142M 143S 142M 143S | Hranice rezistence

ATB Kultivace 3dny Kultivace 1 den

AMP >64 >64 16 4
AMS 16 >64 2 8
CZL >64 >64 >64 4
CRX >64 >64 32 4
CXT >64 >64 8 4
GEN 2 16 1 8 4
COoT 64 32 32 32
COoL 0,25 0,5 0,25 4
OXO >64 >64 16 8
OFL 8 4 0,25 2
TET >16 >16 16 2
AZT >16 >16 1 8
PIP 32 16 8 16
PIP/PPT 64 16 4 16
CPR 32 8 2 8
CTX 8 2 2 4
CTz 4 1 4 4
CPM 16 8 >16 4
CPS 32 4 2 8
MER 8 1 0,25 4
CIP 16 4 0,25 1
TIG >16 8 8 1
TOB 2 32 0,5 32 4
AMI 16 32 16 >32 8

Tabulka 5: Namétené hodnoty MIC pro kmeny 142M a 143S po inkubaci 1 den a 3 dny.

Kmeny jsou rezistentni pro antibiotika zvyraznéna zluté. Hodnoty antibiotik jsou

uvedeny v pug/ml
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Etest:
Minimalni inhibi¢ni koncentrace tobramycinu byla u kmene 142M 1,0 pg/l a u kmene
143S 12ug/l (Obrazek 20)

Obrazek 20: Vysledek testovani kmene s hladkym fenotypem 143S (vlevo) a
muko6zniho kmene 142M (vpravo) k tobramycinu. Z velikosti inhibi¢ni zony je ziejmé,

ze kmen 143S je k tobramycinu rezistentni na rozdil od kmene 142M (v pravo)

9 Diskuze

Studie se zabyva problematikou tvorby biofilmu P. aeruginosa u pacientt
s cystickou fibrozou. Tito pacienti v disledku dédiéné mutace genu CFTR trpi poruchou
chloridového kanalu, coz ma za nasledek tvorbu vazkého hlenu ve Zlazach s vnitini
sekreci. Tento hlen se tvoii i v plicich pacientii s CF, odkud je obtizné odstranovan.
Plicni parenchym téchto pacienti postrdda nékteré obranné mechanismy a je tak
snadngji kolonizovan riznymi patogeny, mezi né patii i P. aeruginosa. Pokud dojde ke
kolonizaci plic P. aeruginosa, je tfeba neprodlené zahajit 1é¢bu pomoci ATB.

Studované klinické izolaty P. aeruginosa s rozdilnym fenotypem pochazejici ze
stejného vzorku pacienta s CF. Izolaty byly identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF) a typizovany pomoci RAPD PCR, ktera prokazala Ze jsou

isogenni, tzn. ze jde o identicky klon (kmen).

51



[Zadejte text.]

V ptipad¢ tvorby biofilmu in vivo je mozné kultivacné prokazat mukézni kmen
P. aeruginosa. Pomoci svételné mikroskopie lze u mukoéznich izolati vhodnym
barvenim pozorovat projasnéni kolem bunék P. aeruginosa, toto projasnéni by mohlo
byt zpusobeno pfitomnosti extracelularni hmoty (EPS) produkované bunkami P.
aeruginosa. Toto projasnéni v bezprostifedni blizkosti bakteridlnich bunék jsme
pozorovali pii barveni preparatu dle Grama, karbolfuchsinem, karbolfuchsinem ale i
tuzi (vis. kapitola 8.1.1).

Pti barveni calcofluorem jsme pozorovali podobny efekt jako ve svételné
mikroskopii. Bunky mukoézni formy P. aeruginosa byly obklopeny extracelularni
hmotou, ktera podle konzultace s profesorem Hoibym (Department of Medical
Microbiology, Righospitalet, Kodan) ptimo souvisi s tvorbou biofilmu in vivo. Rozdily
mezi mukdéznim kmenem a hladkym kmenem nebyly tak vyrazné. Ale pfi barveni spiita
tohoto pacienta s chronickou infekci P. aeruginosa se biofilm a bakterialni buniky v ném
calcofluorem vyrazné¢ obarvily. Limitaci této metody je kratkd doba, za kterou se
intenzita fluorochromu snizi natolik, Ze naddle neumoziiuje kvalitni pozorovani
struktury biofilmu. Metoda je vhodnd pro prikaz biofilmu piimo ve sputech
chronickych pacienti s CF pouze v pfipadé provedeni pozorovani zkuSenym
mikrobiologem.

Elektronova mikroskopie se bézné pro prikaz biofilmu nepouziva. Z duvodu
izké spoluprace s Ustavem histologie a embryologie jsme se rozhodli vyuZzit metodu
TEM pro prukaz extracelularnich polysacharidi (EPS) v kultufe mukézniho kmene
(142M) a porovnat ho s kmenem rostoucim v S formé (143S) od téhoz pacienta. Ke
zpracovani vzorkidl byla pouzita origindlni metoda zalévani bakteridlnich bun¢k do
specidlni agardzy s nizkym teplotou rozpousteni, kdy nedochdzelo k teplotni destrukci
bun¢k. Tato metoda se vSak neosvédcila pro pfipravu vzorkli na rozdil od metody
suspenznich bunék, ktera poslouzila k ptipravé preparatu, kde bylo mozné sledovat u
mukdzniho kmene rovnéz vnéjsi struktury a Slo tudiz pravdépodobné o EPS.

Mukézni izolat (142M) byl k aminoglyosidiim citlivy na rozdil od izolatu, ktery
rostl v S formé&. I kdyz jde o tentyZz kmen, rozdily v citlivosti jsou piekvapujici.
Literatura uvadi, Ze mukdzni izolaty jsou vice rezistentni k antibiotikiim neZ izolaty s S
fenotypem. NaSe situace byla ale zcela opac¢na. Geny aminoglykosidové rezitence u
naSich izolatd ani jiné mechanismy rezistence jsme dosud nestudovali a budou

pfedmétem dalsiho studia.
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Reserse literatury pro stanoveni citlivosti biofilmu k ATB poslouzi k zavedeni
specialni metody (biofilm susceptibility assay). Biofilm narostly ve specialni desticce se
vystavi uCinku ATB, jejichz ucinek (BIC) se stanovuje inhibici ristu v tekutém
kultivacnim médiu. Metoda je vhodna rovnéz k testovani kombinace antibiotik, které se

bézné netestuji. Je vhodna zejména pro pacienty s CF.

10 Zaver

Prikaz biofilmu P. aeruginosa pitimo v klinickém materialu pacienta s CF nebo v
bakterialni kultufe byl proveden pomoci svételné, imunofluorescencni a elektronové
mikroskopie. Pfi testovani citlivosti kmene, ktery disocioval na kolonie mukoézniho (M)
a hladkého (S) fenotypu byla paradoxné prokazéana rezistence k aminoglykosidim u
kmene s S fenotypem. Mechanismus této rezistence neni znamy a bude pfedmétem
dalsiho studia. Byla provedena reserse literatury pro stanoveni citlivosti biofilmu k ATB
pomoci specialni metody (biofilm susceptibility assay), ktera je zakladem pro zavedeni

této metody u nasich pacientli s CF.
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