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Nazev prace: Biofilmy a lidské télo
Podtitul: Vyskyt producentl biofilmu na centrdlnich Zilnich katétrech a vliv xanthohu-

molu na biofilm vybranych klinickych izolat(

Cil prace: Cilem prace bylo znazornit ¢etnost vyskytu biofilmu na katétrech, ktery vede
k zavainym zdravotnim komplikacim. Ve druhé ¢asti prace jsme zjistovali, jak odolny je
biofilm tvoreny béZznymi pulvodci biofilmu, jako je Staphylococcus aureus a Entero-

coccus faecalis, vici pfirodnim latkam, konkrétné xanthohumolu.

Metody: Cast prace sledujici vyskyt producenttl biofilmu na katétrech byla zpracovana
pomoci tabulek a grafi v programu Microsoft Excel. K testovani xanthohumolu byly
pouzity laboratorni techniky jako barveni biofilmG na mikrotitracni desticce krystalo-
vou violeti, stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace pomoci mikrodiluéni metody,
minimalni baktericidni koncentrace byla stanovena na Columbia krevnim agaru, potla-
¢eni uvolfiovani bakterii z biofilmu bylo sledované na mikrotitracnich destickach

za plUsobeni xanthohumolu ve dvojkovém fedéni.

Vysledky: Béhem sledovanych péti let klesa pocet producentl biofilmu na katétrech.
Stejné tak sledujeme klesajici rliznorodost mikroorganismd schopnych tvofit biofilm.
NejcastéjsSim producentem na centrdlnich Zilnich katétrech je Staphylococcus aureus.
Xanthohumol potlacuje rast planktonickych bakterii i uvolfiovani planktonickych bakte-
rii z biofilmu. Koncentrace ovliviujici biofilm je vyssi nez koncentrace potlaéujici volné

Zijici bakterie. Enterokoky vykazuji pod vlivem xanthohumolu vyssi nepredvidatelnost

nez stafylokoky.

Zavéry: Bakterie produkujici biofilm jsou ¢astou komplikaci zdravotniho stavu ¢lovéka,
nicméné se zda, Ze se zlepsujici se zdravotnickou péci se dafi vyskyt téchto komplikaci
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potlacit. Xanthohumol v nizkych koncentracich inhibuje rlist patogennich mikroorga-
nismU. Ve vysSich koncentracich ovliviiuje uvoliovani bakterii z biofilmu, coz muze

omezit Sifeni patogen( v organismu.



2 ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Author: Adéla Chlupacova
Supervisor: PharmbDr. Petr Jilek, CSc.
Supervisor specialist: doc. MUDr. Pavel Cermak, CSc.

Title of Diploma thesis: Biofilms and human body

Subtitle: The occurrence of biofilm producers on central venous catheters

and the effect of xanthohumol on the biofilm of selected clinical isolates

Background: The aim of the work was to show the frequency of appearance of biofilm
on the catheters, which leads to serious health complications. In the second part
of the thesis we investigated the biofilm resistance of common biofilm agents such
as Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis to natural substances, namely xa-

nthohumol.

Methods: Part of the thesis which monitors the occurrence of biofilm producers
on catheters was processed using tables and charts in Microsoft Excel. To testing xant-
hohumol were used laboratory techniques such biofilm staining with crystal violet
in microtiter plate, the minimal inhibitory concentrations of xanthohumol were deter-
mined using the broth microdilution method, the minimal bactericidal concentrations
were determined on Columbia blood agar, inhibition of bacterial release from biofilm

was monitored in microtiter plates with xanthohumol using a twofold dilution system.

Results: During the monitored five years the number of biofilm producers on catheters
decreases. We also monitor the decreasing diversity of microorganisms capable
of forming biofilm. The most common producer on central venous catheters is Staphy-
lococcus aureus. Xanthohumol inhibits the growth of planktonic bacteria and the relea-
se of planktonic bacteria from biofilm. The concentration influencing the biofilm is
higher than the concentration suppressing planktonic bacteries. Enterococci exhibit
higher unpredictability than staphylococci under the influence of xanthohumol.
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Conclusions: Bacteries producing biofilms are a frequent complication of human he-
alth, however, it seems that improving health care is successful in suppressing
the occurence of these complications. Xanthohumol inhibits the growth of pathogenic
microorganisms at low concentrations. At higher concentrations it affects the release
of bacteries from the biofilm, which can reduce the spread of pathogens in the orga-

nism.
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Qs
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XTH

technika zamku (antimicrobial lock technique)

antibiotika

geny pro rezistenci na antibiotika (antibiotic resistance genes)
anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni

mozkosrdcova infuze (brain heart infusion)

jednotky tvotici kolonie (colony forming units)

cysticka fibréza

membranovy prenasec typu chloridového kanalu (cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator)

cyklicky guanosinmonofosfat

centralni Zilni katétr

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxyribonukledza

extraceluldrni ve vodé nerozpustny endotelidlni polysacharid
jednovtefinova vitalni kapacita plic

fluorescenéni hybridizace in situ

minimalni baktericidni koncentrace

minimalni inhibi¢ni koncentrace

methicillin rezistentni Staphylococcus aureus (methicillin resistant
S. aureus)

nesteroidni antiflogistika

polysacharid tvofici pelikulu na povrchu biofilmu (pellicle)
polysacharidovy mezibunécny antigen (polysaccharide intercellular
antigen)

plasmakoagulaza negativni

operon kodujici syntézu polysacharidu (polysacharide synthesis locus)
qguorum sensing

odezvu regulujici protein (response regulator protein)

xanthohumol
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4 UVOD

Povlak na povrchu zubu, sliz na dné potoka nebo narlst na korenech rostlin.

Pfedstavy lidi o biofilmu se mohou lisit, podstata je vSak neménna.

Costerton s kolektivem definovali biofilm jako strukturované spolecenstvi bak-
teridlnich bunék umisténé v polymerni matrix, kterou bakterie sami vyprodukovaly,
a pfichycené na Zivy Ci nezZivy povrch (Costerton, Stewart et al. 1999). Elder s kolegy
vymezil biofilm z pohledu kooperace jako funkéni konsorcium mikroorganismi uvnitf
exopolymerni matrix. Zakladem biofilmu je tedy spolecenstvi mikrobu, glykokalyx

a povrch, na ktery mikroby pfisedaji (Elder, Stapleton et al. 1995).

Definici biofilmu v klinickém prostfedi doplnil Hall-Stoodley s kolektivem v roce
2012. Nové pozmeénéna definice fika, Ze pojem biofilm zahrnuje agregované mikrobial-
ni buniky obklopené polymerni, osobné vyprodukovanou matrix, ktera mize obsahovat
komponenty hostitele. Mikroorganismy ¢asto vyuZivaji k pfisedani a tvorbé biofilmu
soucasti hostitelského organismu. Prikladem mohou byt zubni plaky, kde mikroorga-
nismy potrebuji proteiny ze slin k pfiseddni na povrch zubu. Jiné bakterie se mohou
vazat na povrch implantatu pomoci fibronektinu. Endokarditidu zptsobuji mikroorga-

nismy propletenim s fibrinem hostitele (Hall-Stoodley, Stoodley et al. 2012).

Biofilm je spolecenstvi mikroorganism, které se tvofi na pfirodnich i syntetic-
kych podkladech za rozlicnych podminek. Jsou studovany biofilmy uvnitf lidského téla
na organech, tkanich a umélych katétrech, ve vodnim prostredi i jinde v pfirodé. Jedna
se o Utvar heterogenni, tvofeny rliznymi druhy organism( a dutinek. Bunky se shlukuji
do mikrokolonii a jsou doplfovany vyprodukovanymi polysacharidy, proteiny a nukleo-
vymi kyselinami, tzv. matrix. Biofilm pfedstavuje nejbéznéjsi zivotni styl mnoha mikro-

organismu (Wakeman, Moore et al. 2016).

Biofilm vytvafi bakterie gramnegativni i grampozitivni, dale kvasinky i vétsi or-
ganismy, jako jsou prvoci. Slouéenim ziskavaji mikroby odlisné vlastnosti, nez maji vol-
né Zijici mikroorganismy. Mikrobialni bunky tvofici biofilm jsou chranény proti vnéjsSim
vlivim, bakteriofagim, parazitim, imunitnimu systému hostitele a také proti dezin-
fekénim a lé¢ivym pripravkim. Latky z vnéjsiho prostredi se dostanou dovniti formace

jen v malém mnozstvi, ackoli se mohou snadno adsorbovat na povrch biofilmu. Mikro-
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organismy se nemnozi vibec nebo velice pomalu, proto jsou vice rezistentni vici pua-
sobeni antibiotik a chemoterapeutik, kterd plsobi pouze na mnozici se buriky bud mi-
krobistaticky nebo mikrobicidné (Klaban 2011). Volné se vyskytujici, tzv. planktonické
mikroorganismy, se na rozdil od pfisedlych mohou pohybovat, rychleji rostou, vyznacu-
ji se vyssi virulenci a zaroven vyssi vnimavosti k 1é¢bé antibiotiky. Tato forma Zivota
vyZaduje vice dostupnych Zivin nez biofilm (Pirrone, Pinciroli et al. 2016).

Fyziologicky biofilm, napfiklad vaginalni mikrofléra, je Zadouci a vyhodny i pro
hostitele, ktery je tak chranén pred pfisednutim patogennich mikroorganismu. Biofilmy

se uplatiuji také v biotechnologickych postupech. Casto je viak biofilm pro ¢lovéka

nevitanou pric¢inou zdravotnich problém (Klaban 2011).

Obrazek 4-1 Biofilm

O matrix . jiné druhy ‘ retézce DNA

@ mikroorganismu

~N\@» planktonicks

bakterie -
¥ signalni molekuly % polysacharidy

O bakterie prisedié

L @ ) . \ oroteinv
\.organické molekulyi‘.," Quorum sensing /

Zdroj: Hoiby 2014 (prepracovdno z textu do obrdzku)
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V ramci tvorby diplomové prace jsem dostala pfilezitost spolupracovat s panem
doc. MUDr. Pavlem Cermakem, CSc., primafem Oddéleni klinické mikrobiologie Tho-
mayerovy nemocnice v Praze, na vyzkumu cetnosti vyskytu producentl biofilmu
na centralnich Zilnich katétrech. Nékteré kmeny bakterii jsou tvorbou biofilm0 obzvlast
vyznamné a mohly by byt pfi€inou zavaznych infekénich komplikaci [éCby. V soucasné
dobé zndme pouze malo latek, které dokazi ovlivnit tvorbu biofilmu a pravé proto hle-
dame nové zplsoby, jak lé¢it nemoci, u kterych byla prokdzana pritomnost biofilmu.
Nové latky se hledaji i mezi pfirodnimi slou¢eninami. V experimentalni ¢asti diplomové

prace jsme zkouseli vliv antibakteridalné ucinného xanthohumolu na biofilm.
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5 ZADANI A CiL PRACE

Cilem prace bylo shrnout dostupné informace o biofilmech, jejich vzniku, vlast-
nostech a o vyznamu biofilmu pro ¢lovéka. Biofilmy mohou mit funkci fyziologickou,
mohou vsak také plsobit zdvaznd onemocnéni nereagujici na béznou Iécbu. Ve druhé
Casti prace jsme znazornili ¢etnost vyskytu biofilmu na katétrech. Poslednim Ukolem
prace bylo stanovit, jak odolny je biofilm tvoreny béZznymi plvodci biofilmu, jako je
Staphylococcus aureus a Enterococcus faecalis, vaci prirodnim latkdm, konkrétné xant-

hohumolu.
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6 TEORETICKA CAST

6.1 Obecna charakteristika biofilmu

6.1.1 Historické aspekty
Prvni zminka o biofilmu v databazi PubMed pochazi z roku 1975 od autora Ma-
cka a kolektivu. Prispévek pojedndva o tvorbé biofilmu na filtrech pfi ¢isténi odpadnich

vod (Mack, Mack et al. 1975). Od té doby zajem o biofilmy prudce stoupa.

Graf 6-1 Pocet clanki na téma biofilm v databdzi PubMed v letech 1975-2016
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Zdroj dat: PubMed

Vess

Mikroorganismy Zijici ve shlucich, obklopené osobné vyprodukovanou hmotou,
prisedlé na plochach, tkanich nebo sekretech jsou pozorovany jiz od vzniku samotné
mikrobiologie. Tento jev popisoval uz Leeuwenhoek a Pasteur. Prvni mikroskopicka
pozorovani zverejnil okolo roku 1700 Anthony van Leeuwenhoek. Zaznamy pochazi
z let 1683 az 1708. Tento holandsky védec pozoroval vzorky ze své vlastni dutiny dstni,
z povrchu zub( a jazyka. Francouzsky védec Louis Pasteur pozoroval a skicoval agrega-
ce bakterii ve viné, pficemzZ objevil princip pasterizace. Zajem mikrobiologického vy-
zkumu byl neustdle soustfedén také na volné Zijici, tzv. planktonické bakterie a jejich

chovani a patogenitu (Hoiby 2014).
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Pojem film se zacal pouZivat v souvislosti s bakteriemi v morské mikrobiologii.
Angst roku 1922 formuloval nazor, Ze sliz na dné lodi je disledkem zandseni (znecisté-
ni) mikroorganismy, tzv. biofouling (Zobell a Allen 1935). Henrici pojmem film nazval
prisedlé mikroorganismy a odlisil je tak od volné Zijicich. Studoval pfimou mikroskopii
biofouling ve vodé a pfisel na to, Ze vétSina bakterii ve vodé Zije pravé prisedle (Henrici
1933). ZoBell a Allen poté studovali vyvoj biofoulingu. Jako prvni zacali pouZivat termin

biofilm a to v oblasti pfirodniho prostredi a techniky (Zobell a Allen 1935).

Hoiby poprvé pozoroval shluky bakterii Pseudomonas aeruginosa ve sputu
a plicni tkani pacient(l s cystickou fibrézou za vyuziti bézné mikroskopie s barvenim
podle Grama v letech 1970 az 1972. Pozdéji popsal také sliz okolo mikroorganismu
a vyslovil domnénku, Ze by je mohl chranit pfed imunitnim systémem hostitele. Zubni
Iékati mezi prvnimi potvrdili problém se spolecenstvimi mikroorganism( v souvislosti

s tvorbou zubnich kazl a periodontitidy (Jendresen a Glantz 1981, Hoiby 2014).

Jendresen a Glantz pouzili jako prvni termin biofilm v mediciné a biofilm v me-
dicinské mikrobiologii predstavil Costerton v roce 1985. Costerton importoval pojem
do této oblasti a prosadil ho tu diky své iniciativnosti a mnohym pozorovanim. Dal po-
jem biofilm do spojitosti se zvysSujici se rezistenci oproti volné Zijicim bakteriim. Do té
doby se v oblasti mediciny nazyvaly biofilmy jako bakterie Zijici pfisedlym Zivotem

a termin biofilm zUstaval pouze v oblasti techniky a Zivotniho prostiedi (Jendresen

a Glantz 1981, Costerton, Cheng et al. 1987).

Pfenos infekci prostiednictvim biofilmu a obecné biofilm ve zdravotnictvi je ob-
jektem zdjmu méné nez 40 let. Od té doby nemoci zpusobené biofilmem nabyly

na dlleZitosti a vSeobecném povédomi (Hoiby 2014).

6.1.2 Metody vyzkumu biofilmu
6.1.2.1 Vyvoj experimentdlnich metod
Pfed rokem 1980 badatelé studovali biofilm pouze za pomoci svételné a elek-
tronové mikroskopie na pevném povrchu (Hoiby 2014). Po roce 1990 byl jiz k dispozici
konfokalni laserovy skenovaci mikroskop, ktery umoznil pozorovani zZluté, zelené nebo
modre fluorescen¢né barvenych proteint v jednodruhovém ¢i vice druhovém biofilmu

za rtznych podminek. Mikroskop umoznuje analyzovat silné biofilmy s velkym poctem
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bunék a sestrojit trojrozmérny obraz biofilmu. Pozorovany byly bufky uvnitf biofilmu,
avsak strukturu biofilmu ze 73-98 % tvofi extracelularni material a prazdné prostory.
Tato pozorovani rozsitila obzory a chapani zakladnich vlastnosti biofilmu a Zivota mi-

kroorganismu (Lawrence, Korber et al. 1991).

Kultivace biofilma v jamkach mikrotitracnich desticek spolu s barvenim krysta-
lovou violeti umozZnilo sledovat schopnost bakterie tvofit biofilm, interakci biofilmu
s antibiotiky (ATB) nebo rlst bakterie v biofilmu. Ceri s kolektivem navrhli metodu
zkouseni biofilmu v 96 jamkach najednou, pficemz se biofilmy témér nelisi a nasledné
hodnoti skenovaci elektronovou mikroskopii (Ceri, Olson et al. 1999). Metodu
s barvenim krystalovou violeti jsem si mohla sama vyzkouset a sledovat vlastnosti bio-

filma rlznych mikroorganism, jak uvadim dale v experimentalni ¢asti.

Dalsim zplsobem zachyceni tvorby biofilmu je na kuponech z nerezové oceli.
Testuji se rizné metody a plochy a jejich sklon k tvorbé biofilmu. Napfiklad Listeria
monocytogenes, ktera je ¢astym plvodcem biofilmu a kontaminace v potravinarstvi,
byla testovana v prostredi kupon( z oceli a na mikrotitracnich destickach. Rust biofilmu

mikroorganismu se v rliznych podminkach lisil (Djordjevic, Wiedmann et al. 2002).

Graf 6-2 Metody vyzkumu biofilmu s naznacenim vyvoje

svételna
N

elektronova

| S laserova
vyzkumu konfokalni

Zdroj: Hoiby 2014, Lawrence, Korber et al. 1991, Ceri, Olson et al. 1999 (prepracovdno
z textu do grafu)
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6.1.2.2 Diagnostika biofilmu v humdnni mediciné

Biofilmy v klinickych vzorcich, jako je sputum nebo tkan ziskanda biopsii, mohou
byt pozorovany svételnym mikroskopem. Pfesna identifikace vSech sloZzek biofilmu je
mozna pomoci DNA hybridizace. K rozeznani jednotlivych slozek matrixu biofilmu ba-
datelé pouzivaji také specidlni barvici techniky (Bjarnsholt, Jensen et al. 2009). Bakterie
jsou pred testovanim uvolfovany z biofilmu za pomoci ultrazvuku. Doba pulsobeni ul-
trazvuku po jednu minutu rozvolni biofilm, delSi pdsobeni by zplsobilo usmrceni bak-
terii. Tak je umoZnéna detekce jednotlivych mikroorganismu a jejich DNA (deoxyribo-

nukleova kyselina) (Kobayashi, Bauer et al. 2007).

Prikladem diagnostické metody mUZe byt studie Olejni¢kové s kolektivem, ktera
se zabyva testovanim tvorby submerzniho biofilmu katétrovych izolatl Pseudomonas
aeruginosa pomoci Christensenovy metody. Do jamek mikrotitracni desticky pipetovali
mozkosrdcovou infuzi (BHI-Brain heart infusion), glukézu a bakteridlni suspenzi.
Po dvaceti ¢tyf hodinové kultivaci jamky proplachli a fixovali biofilm susenim. Poté ad-
herovany biofilm v jamkdach desticky barvili krystalovou violeti, barvivo rozpustili
v ethanolu a spektrofotometricky kvantifikovali narlst. Aerovany biofilm urcili za po-
dobnych podminek, pouze mikrotitracni desticka byla nahrazena polystyrenovymi
zkumavkami. Po kultivaci hodnotili pfitomnost a charakter blanky na povrchu média,
ktera byla nasledné pohybem zkumavky pfichycena ke sténé, promyta, fixovana suse-
nim a barvena. Pseudomonas aeruginosa jako aerobni mikroorganismus castéji tvoril
aerovany biofilm. Prostfedi mocovych infekci je vSak vice podobné prostredi pro tvor-
bu submerzniho biofilmu a ddva tak blizsi predstavu o infekcich na mocovych ka-
tétrech. Submerzni biofilm tvofilo 80 % izolatl a aerovany biofilm 90 % izolat( Pseu-
domonas aeruginosa. VétsSina kmend, jez netvofila biofilm submerzni, byla schopna

tvofit biofilm aerovany (Olejni¢kova a Hola 2012).

Bézné kultivacni techniky ukazuji vlastnosti planktonickych bakterii, urcit vlast-
nosti biofilm0 vSak muize byt znacné sloZitéjsi (Hoiby, Bjarnsholt et al. 2010). Ze studii
napt. vyplyva, Ze minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni kon-
centrace (MBC) ATB potiebna k potlaceni bakterii rostoucich v biofilmu mlze byt 100

az 1000 nasobné vyssi nez na bakterie volné Zijici (Anwar a Costerton 1990).
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6.2 Stavba biofilmu
6.2.1 Stadia tvorby biofilmu

Na pocatku formovani biofilmu se na pevny povrch adsorbuji organické moleku-
ly tvotici béhem desitek minut molekuldrni film. Poté se na tento film prichytavaji bak-
terie, které v pribéhu 24 hodin vytvareji tzv. bakteridlni osidleni. Prvni faze je vratna,
nebot bakterie udrzuji slabé Van der Waalsovy sily, elektrostatické interakce, slabé
molekulové vazby nebo privésky tél bakterii, napf. biciky a fimbrie (pili). SoudrZnost je
ovlivnéna rliznymi faktory, jako je pohyb bakterii, tlak a teplota prostfedi, koncentrace
planktonickych organismld nebo vlastnostmi povrchu, na ktery bakterie pfisedaji
(Garrett, Bhakoo et al. 2008, Klaban 2011, Gupta, Sarkar et al. 2016, Pirrone, Pinciroli
et al. 2016).

Vyznamnou roli pfi adherenci mikroorganismu hraji také hydrofobni interakce
mezi nepolarnim hydrofébnim povrchem a bakteriemi. Toto plsobeni napomdha pre-
konat odpudivé sily a usnadiuje prisedani. Plsobeni bylo sledovdno v souvislosti

se schopnosti mikroorganismU degradovat nepolarni polymery (Tribedi a Sil 2014).

Druhym krokem tvorby biofilmu je aktivace signalnich molekul a tvorba bunéc-
nych interakci jako nasledek zesileni vazeb a nevratného ptisedani dalSich bakterii.
Po inicidlni fazi mize ndsledovat adherence vyssich organismu trvajici obvykle nékolik

dnl (Garrett, Bhakoo et al. 2008, Klaban 2011, Pirrone, Pinciroli et al. 2016).

Pro treti a Ctvrtou fazi je typické tzv. zrani (maturace), které se projevuje na-
hromadénim bunék, formovanim mikrokolonii, ristem mikrokolonii, komunikaci mi-
kroorganismi a nasledné expresi specifickych genl. Uvolnéni exopolysacharid(i umozni
rychly a vyznamny rlst biofilmu. Jakmile biofilm dosdhne dostate¢ného poctu mikro-
organismu, zacne pracovat fidici jednotka quorum sensing (QS) (Davies, Parsek et al.

1998, Klaban 2011, Gupta, Sarkar et al. 2016, Pirrone, Pinciroli et al. 2016).

QS reguluje uvoliovani enzymu a toxinl z biofilmu. Specifické enzymy v této fa-
zi rozrusuji extracelularni matrix, tim umozni uvolnéni bakterii do okoli a kolonizaci
novych mist. Mnozi autofi toto stadium pocitaji jako paté (Pirrone, Pinciroli et al.
2016). Jednotlivé druhy bakterii uvoliuji konkrétni specifické enzymy. Pseudomonas

aeruginosa a Pseudomonas fluorescens napt. uvoliuji enzym alginat lyazu, Escherichia
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coli N-acetyl-heparosan lyazu a Streptococcus equi produkuje enzym hyaluronidazu
k rozruSeni matrixu biofilmu. Pfitomnost odliSnych druh( bakterii v biofilmu prostred-
nictvim kooperace, komensalismu, kompetice, genetického prenosu a komunikace
zajistuje adaptabilitu k prostredi (Hoiby, Bjarnsholt et al. 2010, Gupta, Sarkar et al.
2016).

Jini autofi déli vyvoj biofilmu na tfi obdobi. Prvni fazi je reverzibilni (vratnd) ad-
heze, nasleduje ireverzibilni (nevratnd) adheze a poté tvorbu biofilmu. Kazda faze za-
hrnuje genovou expresi jednoho nebo vice produktl (Dunne 2002). Prvni stadium
tvorby biofilmu je podle této skupiny autor(i nazyvano jako docking. Bakterie pfisedaji
na povrch, ale faze je vratna. Tato etapa je pfirovndvdna k lodi a pfistavisti. Lod uz sice

je v pristavu, ale stale ji vitr m0Ze zanést zpét na more (Dunne 2002, Klaban 2011).

Ve druhém stadiu lod spousti kotvu a je v pfistavu nevratné zakotvena. Mikro-
organismy ireverzibilné adheruji k povrchu diky produkované matrix a fimbriim ¢i jinym
vazbdm. Mikroorganismy poté za¢nou produkovat adheziny, jez zarudi prisedani dal-
Sich druh(i mikroorganismu. Zrani biofilmu je pak zavislé na ptisunu Zivin, pH prostredi,
pfitomnosti kysliku, uhliku a osmolarité. Kdyz biofilm dosahne urcitého rozméru, zacne

uvolnovat planktonické bakterie, které kolonizuji jind mista a povrchy (Dunne 2002).
Obrazek 6-1 Stadia tvorby biofilmu

S ~~a» planktonickéa

NN prisedajici bakterie
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Zdroj: Gupta, Sarkar et al. 2016 (prepracovdno z textu do obrdzku)
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6.2.2 Jednotlivé slozky biofilmu
6.2.2.1 Seskupeni mikroorganismi a matrix

Zastoupeni jednotlivych mikroorganism( uvnité biofilmu je ovlivnéno mnoz-
stvim protein(, kovd, Zivin a rlznymi antimikrobnimi latkami v prostfedi (Wakeman,
Moore et al. 2016). Biofilmy mohou byt jednoduché (jednovrstevné) nebo vicevrstev-
né. Bakterie tvori Castéji vicevrstevnd shromdzidéni, interakce vsak byly studovany
na jednovrstevnych strukturach, kde jsou sily vice viditelné. Vnéjsi vrstva biofilmu se
chova jako difuzni bariéra pro kyslik a propousti pouze omezené mnozstvi. V hlubsich
vrstvach biofilmu neni kyslik pfitomen a vyskytuji se zde anaerobni mikroorganismy.
Jednotlivé vrstvy se mohou lisit také elektrickym ndbojem, coZ ziejmé usnadniuje

transport latek v biofilmu (Karatan a Watnick 2009, Klaban 2018).

Podoba biofilmu se lisi podle druhu mikroorganismu. Lisi se tloustka vrstev
a usporadani organismu. Biofilm rodu Pseudomonas napf. ma tésnéji spojené buriky
na povrchu biofilmu a dostdva tvar pyramidy. Pfesné naopak je staven biofilm bakterie
Vibrio parahaemolyticus, jejiz tvar je oznacovan jako tvar houby. Analyza pomoci
fluorescen¢ni hybridizace in situ ukdzala, Ze kolonie Pseudomonas aeruginosa ve smi-
Seném biofilmu se nachazi na spodu biofilmu, zatimco Staphylococcus aureus obyva

povrch biofilmu (Lawrence, Korber et al. 1991, Dunne 2002).

Pohyblivé bakterie vyuZivaji fimbrie (pili) na svém povrchu k osidleni svrchni
Casti biofilmu. Prfes ostatni kolonie se transportuji az na vrchol a vytvofi néco jako Ce-
picku biofilmu. Biofilm je jinak strukturovany, nutné pro samotnou tvorbu biofilmu

vsak fimbrie nejsou (Klausen, Heydorn et al. 2003).

Biofilm umoznuje mikroorganismim rdzné druhy souziti. Prikladem mize byt
syntrofismus, cozZ je druh symbidzy, kde dvé bakterie navzajem vyuzivaji zplodiny me-
tabolismu jako zdroj energie. Mikroorganismy uvnitf biofilmu maji oproti volné Zijicim
odliSny metabolismus a vyvinutou metabolickou rozli¢nost i reprodukéni zpUsobilost

(Schink 1997, Tribedi, Gupta et al. 2015, Gupta, Sarkar et al. 2016).

Extracelularni matrix je sloZzena prevaziné z exopolysacharidd, které jsou vyrazné
hydrofilni a dodavaji bakteriim dostatek vody a Zivin pro rlst. Ma specifickou strukturu

s kanalky, které zajisti prisun kysliku, vody a Zivin hlubsSim vrstvam bakterii v biofilmu.
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Molekulami polysacharidd jsou prokladdny molekuly proteind a fetézci DNA. Da se
fici, Ze biofilm je vlastné hydrogel s viskdznimi a elastickymi vlastnostmi. Diky tomu
odolava mechanickému pusobeni (Gupta, Sarkar et al. 2016, Pirrone, Pinciroli et al.

2016).

Uvolfiované exopolysacharidy stabilizuji biofilm. Nezraly biofilm Pseudomonas
aeruginosa je proto citlivy k pusobeni deoxyribonukledz (DN4z), kdezto zraly biofilm
obsahujici vice polysacharid(i je mnohem vice odolny (Whitchurch, Tolker-Nielsen et al.
2002). Pseudomonas aeruginosa uvolnuje tfi typy polysacharidu: alginat, Pel a pen-
tasacharid Psl. Alginat reakci s dostupnymi Zivinami a vodou zprostfedkovava zdsobo-
vani biofilmu. Pel je polysacharid bohaty na glukézu formujici povrch biofilmu. Tyto dva
produkty bakterie P. aeruginosa vytvafti zaklad struktury jejiho biofilmu (Gupta, Sarkar

et al. 2016).

Biofilm gramnegativnich bakterii ma vétsSinou negativni ndboj dany pfitomnosti
tzv. O-antigenu (somaticky antigen). Ten je v3ak ve vicevrstevném biofilmu ¢asto ne-
utralizovdn pusobenim dalSich sil. M(zZe byt ovlivnén také mutaci genu pro dany anti-
gen, snizenim syntézy, syntézou exopolymernich sloucenin a dalsi (Feldman, Wacker

et al. 2005).

Biofilm bakterie Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis obsahuje
specificky polysacharidovy antigen nazyvany polysacharidovy mezibunécny antigen
(PI1A-polysaccharide intercellular antigen). Tento antigen zprostfedkovava mezibunéc-
nou adhezi a je nezbytny pro vytvareni a kumulaci biofilmu. Sklada se ze dvou polysa-
charidd, jeden je v nadbytku, ¢dstecné acetylovany a ¢astec¢né pozitivné nabity. Druhy
polysacharid je spiSe anionicky (Mack, Fischer et al. 1996). K jeho syntéze slouzi tzv. ica

lokus, jenz je celkové nezbytny pro tvorbu biofilmu (Cramton, Gerke et al. 1999).

Vyvinuty biofilm dosahuje tloustky okolo 100 um a obsahuje rizné druhy kolo-
nii mikroorganisma. Tim je umoZnéna vyména substratl, rozdélovani produktl latkové
vymény bakterii a odstranovani toxickych zplodin metabolismu (Gupta, Sarkar et al.

2016).
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6.2.2.2 Signalni systémy

Bunky uvnitf biofilmu si preddvaji informace pomoci chemickych signalG. Probi-
ha mezi nimi rychlejsi prenos genl a informaci nez mezi bunkami volnymi (Klaban
2011). V biofilmu funguji také signdlni sité, které prevadi informace z mikroregionu
zivotniho prostredi do snimaciho systému, a ten poté vygeneruje odpovéd. Snimaci
systém biofilmu zahrnuje dvousloZkovou soustavu, extracytoplasmatické signalni drahy
a QS. DvousloZkova soustava se sklada z histidin-kindzy ve funkci senzoru a z odezvu
regulujiciho proteinu (RR-response regulator protein). Systémy biofilmu pak v reakci na
podnét (Ziviny, tlak, teplota a dalsi) vytvari odpovéd v podobé malych molekul, napft.
cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), ktery stimuluje rist (Jonas, Melefors et al. 2009,

Bordi a de Bentzmann 2011).

Quorum sensing je zplsob komunikace mezi bakteriemi vyuzivajici autoinduk-
tory nebo feromony. Bakterie musi mit také receptory pro pfijeti signdlu od jiné bakte-
rie. Pro gramnegativni bakterie je molekulami QS ¢asto lakton N-acetylhomoserin, pro
grampozitivni jsou to oligopeptidy a pro kvasinky farnesol a tyrosol. QS aktivuje geny,
které nasledné spusti produkci enzym( a toxin(i. Dale QS usmérnuje pohyblivost, rlst
biofilmu, jeho toleranci k ATB, imunitni odpovéd’ a faktory virulence. Vztah mezi bio-
filmem a QS autofi nazvali sociomikrobiologie (Schauder a Bassler 2001, Hoiby,

Bjarnsholt et al. 2010, Bordi a de Bentzmann 2011).

6.3 Ochrana mikroorganismi uvnitf biofilmu

6.3.1 Odolnost biofilmu vici imunitnimu systému hostitele
6.3.1.1 Biofilm a imunitni systém

Mikroorganismy jsou schopny vytvofit biofilm na tkanich hostitele pouze za ur-
Citych podminek. Budovani biofilmu zavisi na stavu imunitniho systému hostitele. Po-
kud je imunitni systém oslaben ¢i narusen, bakterie se mohou shlukovat a snadnéji
prichytit. Tvorbé patologického biofilmu brani také jiz vytvoreny fyziologicky biofilm,
ktery pfi naruseni jako ochrana selze. Dlouho zvysené a aktivované obranné mecha-
nismy hostitele na druhou stranu mohou poskodit tkan hostitele a okoli stimulu. To se
poté projevi jako zhorSend kvalita Zivota pacienta s chronickou infekci (Beikler

a Flemmig 2011).
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Biofilm muUzZe také stimulovat vznik autoimunitnich chorob. Gallo a kolektiv
v roce 2015 popsali vztah sloZzek uvnitf bakteridlniho biofilmu. Amyloidni protein curli
produkovany bakteriemi zde tvofi vlakna spolu s bakterialni DNA, ndsledné je urychle-
na polymerizace a vytvari se komplexy curli-DNA, které poté aktivuji imunitni systém,
zahrnujici také dendritické buriky. Dendritické burnky zacnou produkovat cytokiny, kon-
krétné interferony typu |, jeZ jsou patogenni v systémovém lupus erythematosus

(Gallo, Rapsinski et al. 2015).

Problémem je také schopnost mikroorganism( z biofilmu napadat dalsi tkané
a pUsobit tak dalsi onemocnéni. Biofilmy dutiny Ustni tak mohou byt ischovnou mikro-
organismu, jez nasledné mohou vyvolat onemocnéni plic. Identifikovany na zubech
byly napf. patogeny Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae B, Streptococcus pyogenes a Moraxella catarrha-
lis. Sprdvna ustni hygiena by mohla sniZit vyskyt respiracnich infekci u starSich lidi

(O'Donnell, Smith et al. 2016).

6.3.1.2 Obrana hostitele proti biofilmu
Néktefi lidé maji obzvlast vysoké riziko infekce a vytvoreni patogenniho biofil-
mu, a to pacienti zatiZeni jinou chorobou, jako je diabetes mellitus a cysticka fibréza
(Mottola, Mendes et al. 2016). Jejich télo ma pouze malou schopnost branit stavbé

biofilmu (Ciofu, Tolker-Nielsen et al. 2015).

Hostitel reaguje na pritomnost bakteridlni infekce spusténim nékolika kaskad
imunitniho systému, cytokiny a expresi gen(i. Kromé rezistence na ATB se mlze u bio-
filmu projevit rezistence vici bakteriofagim, chemickym biocidnim latkam a dalSim
a celkové na imunitni odpovéd hostitele. Proces obrany hostitele tedy neni u infekci
spojenych s biofilmy Uspésny jako u onemocnéni zplisobenych planktonickymi bakteri-

emi (Wolcott, Rumbaugh et al. 2010, Hartmann a Schikora 2012).

Zastoupeni jednotlivych mikroorganism( uvnitt biofilmu je ovlivnéno mnoz-
stvim protein(, kovQ, Zivin a dalSimi latkami v prostredi, jak bylo jiz uvedeno vyse. Nu-
tricni imunita je proto dulezitym obrannym mechanismem hostitele. Mezi jeji principy
patfi vazba Zeleza pomoci proteint transferinu nebo laktoferinu, dale chelatace zinku
a horcéiku plsobenim kalprotektinu. Deplece Zeleza pak mUZe napfiklad zplsobit zvy-
Senou produkci alkylovych hydroxychinoloni u bakterie Pseudomonas aeruginosa.
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Tyto latky pak lyzuji bunky stafylokokl pro vlastni vyuZiti jako novy zdroj Zeleza

(Wakeman, Moore et al. 2016).

Kalprotektin je vrozeny protein imunitniho systému. Jeho antimikrobni aktivita
spociva ve schopnosti vazat prechodné kovy daleko od patogen(. Casto je viak distri-
buovédn nedplné kvili ochrannym mechanismim biofilmu. Kalprotektin zajistuje také
souZiti Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus tim, Ze potlacuje tvorbu an-
tistafylokokovych latek bakterii Pseudomonas aeruginosa. Kalprotektin je pfitomen
ve vzdusnych prostorach biofilmu, kde pak mohou koexistovat rdzné dalsi mikroorga-

nismy (Wakeman, Moore et al. 2016).

6.3.2 Odolnost vuci antibiotické lécbé

Biofilmy, jako forma souziti mikroorganismd, vykazuji mnohocetnou |ékovou
rezistenci a je vSeobecnym zajmem ji snizit. Mikroorganismy Zijici v biofilmu se casto
stavaji pavodci chronickych zavaznych a Zivotu nebezpecnych infekénich onemocnéni.
Selhani konvencni terapie a snizend ucinnost ATB je spojovana s biofilmy a biofilm-
tvoricimi bakteriemi a kvasinkami. Tento stav vyZzaduje ¢asto delSi 1é¢bu a vysoké davky
[éCivych |atek. Presto neni terapie vidy ucinnd. Volné Zijici bakterie a bakterie v prvni
fazi tvorby biofilmu, kdy bakterie pfisedaji k povrchu, jsou citlivéjsi na ATB. Pokud vol-
né Zijici bakterie rezistentni k ATB vytvoti biofilm, rezistence se jeSté zvysi (Hoiby,

Bjarnsholt et al. 2010, Bjarnsholt, Ciofu et al. 2013, Ribeiro, Felicio et al. 2016).

Antimikrobni latky zfidkakdy dosahnou efektivni koncentrace uvnitf extracelu-
[arni matrix biofilmu. K hlubSim vrstvam v biofilmu se latky dostanou jen v malé kon-
centraci. Biofilm také poskytuje mikroorganismim dostatek casu k Upravé genetické
exprese. Rlzné druhy organism( pak zajisti vyménu genu a synergicky zesili svou kapa-
citu pro preziti proti plisobeni ATB (Pirrone, Pinciroli et al. 2016). VSechny patogenni,
komenzalni bakterie i bakterie Zivotniho prostfedi, genetické elementy a bakteriofagy
tvori rezervoar pro geny tvofici rezistenci na ATB (ARGs, tzv. resistom), ze kterého pak
mohou patogenni bakterie ziskat rezistenci pfes horizontalni pfenos genu. Diky tomu
se infekce $iti z druhl bakterii Zijicich v pfirodé na druhy patogenni. Vétsi vyznam, nez
védci drive predpokladali, mize mit také transformace a transdukce bakterii (von

Wintersdorff, Penders et al. 2016).
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Obecné existuji tfi hypotézy o vzniku rezistence biofimu k ATB. Prvni pfedpo-
klada, Zze ATB neni schopno proniknout do biofilmu. Pfi snaze prostoupit biofilmem
a matrixem muize byt ucinek léku snizen. Aminoglykosidovd antibiotika se pfrichyti
na vnéjsi polymerni povrch biofilmu, ktery maze snizit penetraci ATB. Exopolysacharidy
(alginat, gellan) v roli bariéry studoval Kumon a kolektiv na biofilmu bakterie rodu
Pseudomonas. Pozitivné nabité molekuly hydrofilnich ATB jako jsou aminoglykosidy
nebo polypeptidy se napoji na negativné nabitou matrix biofilmu. Tato interakce brani
prichodu ATB do hloubky biofilmu. U jinych ATB jako jsou betalaktamy, makrolidy ne-
bo chinolony nebyla zaznamendna sniZzena aktivita. Reakci navic ovliviiuje pfitomnost
vapenatych kationtd a dalSich molekul (Kumon, Tomochika et al. 1994, Stewart

a Costerton 2001).

Druhy predpoklad fika, Ze prostredi biofilmu se méni, nebot v hlubsich vrstvach
neni dostupny kyslik pro potfebu mikroorganism(. Nékteré tfidy ATB, jako jsou amino-
glykosidy, ztraci v anaerobnim prostredi svij ucinek. V biofilmu se hromadi kyselé od-
padni latky, co? ma za nasledek zménu pH a ztratu ucinku daldich ATB. U¢inek mGze byt
snizen také, pokud je ¢ast biofilmu metabolicky inaktivni. Osmoticky stres zajisti snizeni
poctu porl v membrandach bunék a tim omezi transport léku (de Beer, Stoodley et al.
1994, Stewart a Costerton 2001). Treti ndzor predpoklada, Zze skupina bakterii Zijici
v biofilmu by upravila sv{j fenotyp na ochranny a tim nastolila rezistenci (Gupta, Sarkar

et al. 2016).

Boles a Singh ukazali, Ze oxidacni stres uvnitf biofilmu vyvolava snizeni ucinku
ATB a pridanim antioxidant( lze snizit druhovou rozmanitost kolonii. Oxidac¢ni stres
biofilmu vznika ndsledkem nepoméru mezi zvySenou produkci endogennich reaktivnich
forem kysliku a nedostatkem antioxidacnich systému. Oxidacni stres je pak pficinou

mutaci (Boles a Singh 2008).

6.4 Patogenni biofilm

6.4.1 Patogenni mikroorganismy tvorici biofilmy

Staphylococcus je rod zahrnujici vétSinou fakultativné anaerobni, nékteré ae-
robni grampozitivni koky, které se wvyskytuji ¢asto ve shlucich, nékdy jednotlivé,

po dvojicich nebo v kratkych fetizcich. Jsou nepohyblivé, netvofi spory, tvofi biofilm
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a vykazuji pozitivni katalazovy test. Staphylococcus aureus subsp. aureus, nékdy ozna-
Covany jako Staphylococcus pyogenes nebo zlaty stafylokok, je striktni patogen vyvola-
vajici rlzné hnisavé procesy v organismu clovéka i zvifat. Mezi lokalizovand onemoc-
néni patfi napf. folikulitidy, karbunkly, furunkly, impetigo, blefaritidy (zanét ocniho
vic¢ka) a infekce ran, zanéty mandli (tonzilitidy), zanéty stfedniho ucha (otitidy), zanéty

nosnich a Celistnich dutin (sinusitidy) a zanéty mlé¢né Zlazy (mastitidy) (Klaban 2018).

Podle soucasnych znalosti se na patogenité této bakterie podili substance vaza-
né na bunku, jako jsou adheziny, peptidoglykan, protein A, slizova vrstva, vazana
plasmakoaguldza, specifické antigeny a extraceluldrni faktory produkované do okolni-
ho prostredi. K extracelularnim faktorim patfi DNaza, rdzné hemolyziny, hyaluronida-
za, leukocidiny, volna plasmakoaguldza a lipdzy. DN4za hydrolyzuje 5-fosfodiesterové
vazby uvnitf deoxyribonukleové kyseliny, coZz umoznuje pronikani bakterii dale do tka-
né. Hnis, hromadici se v oblasti stafylokokové infekce, ¢asto obsahuje viskdzni DNA
uvolnénou z mrtvych fagocytli a ostatnich bunék. DNaza touto hydrolyzou zkapalfiuje

hustou tekutinu s obsahem hnisu (Klaban 2018).

MRSA (z angl. methicillin resistant Staphylococcus aureus) jsou kmeny Staphy-
lococcus aureus, které projevuji rezistenci na fadu polosyntetickych preparatl penicili-
nu a na mnoha dalsi ATB. Z tohoto dlivodu jsou obavanymi a nebezpecnymi bakteriemi
u pacientd v nemocnicich a jejich l1ééba mlzZe byt dlouha a komplikovana (Nostro,

Guerrini et al. 2016, Klaban 2018).

Staphylococcus epidermidis se béziné nachazi na kiiZi a sliznicich ¢lovéka. Je sou-
Casti pfirozené mikrofléry povrchu lidského téla. Jako pfileZitostny patogen vyvolava

infekéni endokarditidu a jiné nozokomidlni infekce (Klaban 2018).

Streptococcus je rod grampozitivnich bakterii okrouhlého aZ ovoidniho tvaru,
které Ziji ve dvojicich nebo tvofi rizné dlouhé retizky. Jsou fakultativné anaerobni, ne-
pohyblivé a netvofi spory. Podle schopnosti hemolyzovat okoli se déli na viridujici
streptokoky s ¢aste¢nou hemolyzou (hemolyza a, typickd mikrofléra dutiny ustni), upl-
né (hemolyza B) a tzv. y-hemolytické, tedy bez hemolyzy. Patogenni streptokoky pro-
dukuji latky s enzymatickou aktivitou, jako je deoxyribonukledza, dfive také zvana
streptodorndza, Stépici DNA, dale streptokinaza (fibrinolyzin), protedza a lipaza. Tyto

l[atky umoznuji Sifeni infekce ve tkanich (Klaban 2018).
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Streptococcus pneumoniae se vyskytuje ve dvojicich a jeho buriky jsou na strané
obracené k druhému clenu dvojice charakteristicky zplostélé. V priibéhu infekéniho
procesu uplatiiuje adheziny, zejména povrchovy antigen A, invaziny, konkrétné hyalu-
ronidaza a dvé neuraminidazy, protein A vazajici cholin a autolysin. Biofilmy této bak-
terie byly pozorovany u chronickych infekci. Mezi onemocnéni vyvolana Str. pneumo-
niae patfi bronchitidy a zanéty plic (pneumonie). Jsou vsak i béZnym ndlezem na slizni-
cich hornich cest dychacich u zdravé populace. Jako prevence pneumokokovych infekci
se podava vakcina vyrobend z polysacharid(i pouzdra bakterie Streptococcus pneumo-

nie Klaban 2018).

Streptococcus pyogenes reprezentuje nejdileZitéjsSi mikroorganismus z beta-
streptokokd. Je pficinou onemocnéni respiracniho traktu, napf. tonsilitid, faryngitid,
pneumonii, dale plsobi hnisavé infekce klze, sinusitidy, otitidy, mastitidy, infekce
kostni a koZni, a to jak povrchové infekce, napt. impetigo, tak i hluboké, jakou je celuli-
tida. Postinfekénimi (poststreptokokové) nasledky mohou byt revmaticka horecka ne-

bo akutni glomerulonefritida (Klaban 2018).

Zastupci rodu Enterococcus obyvaji stfevni systém ¢lovéka a zvifat. Mohou byt
grampozitivni a kataldza negativni. Enterokoky nikdy netvofti spory, jsou odolné vici
vysokému pH, hypertonickému prostfedi, vysokym i nizkym teplotdm. Vyznamnymi
zastupci jsou Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans a E. avium. Enterokoky pUsobi
infekce mocovych a Zluovych cest, prokdazany vsak byly i pfi endokarditidé a jinych

infekci v oblasti dutiny bfisni (Klaban 2018).

Listeria monocytogenes je grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, kterd
netvofi spory. Je schopna tvofit biofilm. Plsobi infekce listeridzy, které nejsou pfilis

Casté, ale zato zavazné (Schlech, Lavigne et al. 1983, Colagiorgi, Di Ciccio et al. 2016).

Escherichia je rod zahrnujici rdzné bakterie, z nichZ nejdllezitéjsi je Escherichia
coli. E. coli z Celedi Enterobacteriaceae je tylinkovita gramnegativni bakterie tvofici
biofilm. Fyziologicky se bakterie vyskytuje v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka a teplo-
krevnych Zivocich(, kde produkuje dalezZité vitaminy a brani rastu Skodlivych bakterii.
Pti premnozeni bakterie plsobi onemocnéni mocovych cest a prlijmova onemocnéni,
predevsim u malych déti. Zvyseny vyskyt E. coli ve vodé ¢i potravinach poukazuje
na tzv. fekalni kontaminaci (Nostro, Guerrini et al. 2016, Klaban 2018).
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Klebsiella pneumoniae z rodu Enterobacteriaceae je gramnegativni bakterie
ve tvaru tycinky s ndpadnym pouzdrem. Fermentuje laktdzu. Klebsiella je pfitomna
v Ustech, ve stfevech a na pokozce. MUze zpUsobit vazné potize predevsim u pacientt
s oslabenou imunitou, a to nemoci respira¢niho Ustroji, mocovych cest a dalsi prestu-
pem z krevniho fecisté. Biofilm této bakterie byl pozorovan na katétrech a implanta-
tech a je jednou z pficin chronicity onemocnéni, které pusobi (Podschun a Ullmann

1998, Jagnow a Clegg 2003, Schroll, Barken et al. 2010).

Pseudomonas aeruginosa je zastupcem v prirodé Siroce rozsSireného rodu Pseu-
domonas, s kterym se mlZeme setkat na rostlinach, ve vodé, v padé ¢i v lidskych a zvi-
fecich exkrementech. Tyto gramnegativni rovné nebo zahnuté tycéinky patti k tzv. nefe-
rmentujicim ty¢inkdm, netvofi spory, produkuji katalazu a oxidazu a maji Sirokou gene-
tickou variabilitu. Jsou plivodcem onemocnéni rostlin, zplsobuji kaZzeni potravin pre-
devsim ZivociSného plvodu. Pseudomonas aeruginosa patfi mezi fluorescencni druhy
produkujici fluorescein a pigment pyocyanin. Je plvodcem nozokomialnich ndakaz,
onemocnéni mocovych cest, zanéty stfedniho ucha, rGzné hnisavé procesy a lokalni
infekce v popaleninach a bércovych viedech ¢i nebezpecné sepse. Patogenita kmenl
P. aeruginosa spociva v antifagocytarni polysacharidové slizové vrstvé a produkci cyto-
lytickych exotoxin(, extracelularnich enzyma zvlasté enzyma proteolytickych, stépicich

kasein, fibrin a kolagen, ¢imz poskozuji stény cév (Klaban 2018).

Rod Legionella zahrnuje bakterie, z nichZz nejzndméjsi je Legionella pneumophila
subspecies (subsp.) pneumophila. Jedna se o gramnegativni pleomorfni druh vyskytuji-
ci se ve formé kokoidni, tyCinkovité nebo vlaknité v zavislosti na podminkach, ve kte-
rych Zije. Jeji Zzivotni cyklus se sklada z nepohyblivé replika¢ni faze a virulentni bicikaté
faze. Vyskytuje se v pudé a ve vodé, odkud se formou kontaminovaného aerosolu do-
stava vdechnutim do ¢lovéka. Bakterie plsobi bronchopneumonie, zanéty plic, legio-
narskou nemoc tzv. legionelézu nebo lehéi formu pontiatické horecky bez postizeni
plic. Vétsina legionel je spjata s biofilmem a v ném také detekovana (Rogers, Dowsett

et al. 1994, Fields, Benson et al. 2002, Klaban 2018).

Candida albicans je kvasinka z rodu Candida, ktera ma schopnost tvofit biofilm
a plUsobit onemocnéni kandiddzy. V prirodé se naléza v pudé a v exkrementech zvirat.

U clovéka se fyziologicky nachazi napf. na klzi, v dutiné Ustni, ve sputu, ve vagindlnich
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sekretech, vytérech zvukovod(, v modi a stolici, pfitomna je také ve vodé bazén(.
K jejimu prlkazu slouzi germinacni test (tzv. test tvorby zdrodecnych klick(). Jeji viru-
lence je ddna schopnosti tvofit zarodecné klicky, biosyntézou enzym( fosfolipazy
a proteindzy, konkrétné aspartylproteindzy (tzv. extraceluldrni proteolytickd aktivita)
a schopnosti prichyceni (adheze, adherence) k epitelidlnim burikdm (Hirota, Yumoto

et al. 2017).

Mycobacterium tuberculosis je tyCinkovita mykobakterie, kterd u ¢lovéka vyvo-
[dvd onemocnéni tuberkuldézu. Patfi do rodu Mycobacterium spolu s Mycobacteriem
leprae a dalSimi tzv. netuberkuléznimi mykobakteriemi, které tvofi biofilm (Mycobac-
terium avium a Mycobacterium smegmatis). Virulence M. tuberculosis je ddna jeho
schopnosti produkovat glykolipid trehaloso-6,6"-dimykolat, tzv. cord factor, a zp(isobi-
losti prezivat uvnitt makrofagl neimunnich jedincl. Mycobacterium tuberculosis je
zfejmé schopno tvofit biofilm, coz dokdzala studie autora Ojhy a kolektivu (Ojha,
Baughn et al. 2008, Faria, Joao et al. 2015). Zda je biofilm pfitomen v rozvoji tuberkulo-
zy, bylo zkoumano na plicich morcat. Kolonie pfipominajici biofilm byly pozorovany na

okraji mineralizujici centralni nekrdzy (Lenaerts, Hoff et al. 2007).

6.4.2 Choroby jako disledek tvorby biofilmu

Biofilm mUze byt pfitomen na mnohych ¢astech lidského téla, napf. na slizni-
cich, pokoZce a zubni skloviné. Pfirozena mikrofléra Clovéka je obvykle nepatogenni,
naopak chrani ¢lovéka pred patogeny z vnéjsSiho prostredi. Jeji biofilm brani kolonizaci
patogennimi bakteriemi a vytvoreni nového biofilmu. Navic mohou fyziologicky pfised-
Ié mikroorganismy chranit hostitele aktivné produkci latek, jako jsou bakteriociny (Kla-

ban 2018).
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Obrazek 6-2 Priklad vyskytu biofilmu na lidském téle

C:;} fyziologické biofilmy
e patologické biofilmy

dutina Gstni
povrch zubll ™

Q

vaginalni
biofilm -

Zdroj: Klaban a dalsi (prepracovani z textu)

Tabulka 6-1 Vyskyt hldsenych infekénich onemocnéni v Ceské republice, jez by mohla
byt hypoteticky spojena s tvorbou biofilmu

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Bakterialni stfevni infekce 2471 2831 3305 3178 3343 4607 5168 5797 6763 8146
Listeridza 78 51 37 32 26 35 32 35 37 34
Streptokokova septikémie 23 33 69 119 115 264 250 376 320 390
Jiné septikémie 343 431 670 861 824 926 1186 1154 1381 1604
Legionel6za 15 19 15 25 42 58 56 67 110 120
RuzZe - erysipelas 3561 3746 3631 3622 3503 3832 3773 3609 3822 3766
Bakterialni meningitida 145 168 141 154 130 149 160 150 122 121

Zdroj: Statni zdravotni ustav



6.4.2.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibréza (CF) neboli mukoviscidéza je dédicné onemocnéni. Pacienti se
nyni diky 1é¢bé doZivaji okolo 40 let véku. Nemoc je zplsobena autosomalné recesivni
dédi¢nou mutaci genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator),
ktery je lokalizovan na dlouhém raménku sedmého chromosomu a Fidi chloridovy ka-
nalek bunék rozlicnych organd. Vysledkem mutace je zvySena propustnost pro sodné
ionty a relativné nepropustnd membrana pro chloridové ionty. Poruchou pfenosu ion-
td se tvofi hlen, ktery je osidlovan patogennimi mikroorganismy. Vysoka koncentrace
chloridovych iontl snizuje antibakteridlni ochranu bronchialni sliznice a vznika perzis-
tujici infekce. Pro CF je typickym patogenem plsobici plicni infekce Pseudomonas
aeruginosa a Burkholderia cepacia. DalSimi pfitomnymi zdnétlivymi mikroorganismy
jsou Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae (Klener 2006, Hassett, Korfhagen

et al. 2010, Waters a Smyth 2015).

Pseudomonas aeruginosa vytvari u pacienta s chronickou CF tlusty biofilm v dy-
chacich cestach. Exopolysacharid bakteridlni alginat, hlen a DNA produkovana neutrofi-
ly tvofi stdly komplex, ve kterém se méni geny bakterii, jejich stavba a regulaéni sys-

tém, nasledné se uplatiiuje QS (Hassett, Korfhagen et al. 2010, Waters a Smyth 2015).

Vysetfovanim vzorkd z plic pacienta s CF bylo zjiSténo, Ze nejcetnéjsi skupinou
pfitomnych bunék imunitniho systému jsou neutrofily, Citajici 60-70 % vSech bunék
imunitniho systému. Neutrofilni granulocyty infiltruji oblast na poc¢atku onemocnéni
a hraji roli v patologickém procesu tim, Ze uvolfuji proteiny jako je neutrofilni elastaza,
jez poté pulsobi proteolyzu. Proces vede k destrukci tkané (Reeves, McCarthy et al.

2015).

Pricinou umrti pacientl s CF je snizend funkce plic, selhani dychaciho uUstroji
a Castd vzplanuti plicni choroby. Patogenezi CF znacdi zmenseny objem tekutého po-
vrchu v dychacich cestach a nasledné selhani mukociliarni clearance, coz ma za nasle-
dek hromadéni vazkého hlenu, ktery je idedlnim prostredim pro rlst bakteridlnich ko-
lonii Sifici zanét (Reeves, McCarthy et al. 2015).
6.4.2.2 Endokarditida
Endokarditida je Zivot ohroZujici choroba. Jeji podstatou je bakteridlni nebo

mykotické osidleni srdecnich chlopni nebo endokardu srdce. Incidence vzrlsta a posti-
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Zeno je pfiblizné Sest osob z 100 000 za rok ve véku 50-60 let (dfive okolo 40 let véku)
a muZi dvakrat ¢astéji nez Zeny. Mortalita i dnes zUstava okolo 20-30 %, pticinou jsou
vSak také komorbidity zplsobené vyssim vékem pacientd (Klener 2006, Vojacek

a Kettner 2009).

Endokarditida vznikd nasledkem spojeni téla mikroorganismu s povrchem endo-
telu. Spojeni je velice slabé, pfi jakémkoli poskozeni endotelu se vsak biofilm zesili
a muze poskodit srde¢ni chlopné. Stavu se Ucastni bakterie pritomné v krevnim recisti,
napf. nékteré stafylokoky, streptokoky, pneumokoky, druhy rodu Candida a nékteré
gramnegativni bakterie. Mikroorganismy se do krve dostavaji dychacimi cestami,
gastrointestindlnim a urogenitdlnim traktem. Adheze mikrob(i probihd vyhradné
na poskozeny endotel, kde se hromadi ¢ervené krvinky, krevni desticky a fibrin. Burky
endotelu uvolnuji fibronektin, ktery ma schopnost vazat fibrin, kolagen, bunky a stejné
tak bakterie. Druhy rod0 Staphylococcus nebo Streptococcus maiji pro fibronektin re-
ceptory a mohou v misté zranéni tvofit silné biofilmy (Kokare, Chakraborty et al. 2009).
Poskozeni endotelu a predispozice ke vzniku endokarditidy muze byt zplsobena napf.
degenerativni chlopenni vadou, chlopenni nahradou, vrozenou srdecni vadou, hyper-

trofii a jinym poskozenim srdce (Vojacek a Kettner 2009).

Nejcastéjsimi plvodci onemocnéni na nativnich chlopnich jsou streptokoky, en-
terokoky a stafylokoky, predevsim Staphylococcus aureus. Pfitomna muzZe byt také
Neisseria gonorrhoeae a Haemophilus sp. Gramnegativni ty€inky, napf. pseudomona-
dy, jsou vyznamné u endokarditidy na chlopennich protézach. Onemocnéni se snize-
nou letalitou plsobi bakterie Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella
a Kingella. Mykoticka endokarditida se vyskytuje u pacientll se silné oslabenou imuni-
tou nebo dlouhodobou kanylaci centrdlni zZily. U narkoman( jsou hlavnim plvodcem
stafylokoky a poté atypické mikroorganismy. U jedné ctvrtiny pacientll se nepodafi

plGvodce identifikovat (Klener 2006).

6.4.2.3 Bércové vredy a diabeticka noha
Mikroorganismy tvofi biofilm také v ranach a zranénich. Poskozeni se pak po-
malu hoji a stava se chronickym onemocnénim. Biofilm bakterie Staphylococcus aureus
je spojovan napft. se zranénimi diabetické nohy, otlak(i a bércovych viedu. Celkové je

Staphylococcus aureus detekovan u 88-98 % pripadld nakazy ran. Podobné biofilm
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Pseudomonas aeruginosa prodluzuje |éCbu zranéni a zvétSuje poranéni. Analyza pomo-
ci fluorescencni hybridizace in situ (FISH) odhalila, Ze biofilm bakterie Pseudomonas
zUstavd hluboko v rané, kdezto biofilm S. aureus se vyskytuje na povrchu rany

(Hansson, Hoborn et al. 1995, Bjarnsholt 2013, Gupta, Sarkar et al. 2016).

Chronické onemocnéni Zilni bércovy vied ovliviiuje kvalitu Zivota az jednoho
procenta dospélych obyvatel. Vfed vyZaduje dlouhodobou Ié¢bu a je napadan rdzno-
rodymi mikroorganismy. Studie na univerzité v Brazilii v roce 2014 sledovala vyskyt
biofilmu tvoficich se v prlibéhu onemocnéni. Vzorky biopsie viedu byly zkoumany po-
moci transmisniho elektronového mikroskopu a biofilm rozpozndn pomoci matrix ob-
klopujici mikroorganismy. Ve 45 vzorcich se objevoval jeden nebo dva druhy z mikrob(
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis a Escherichia coli.
Pritomnost biofilmu u viedd vysvétluje jejich nedspésnou IéCbu a prindsi nové zplsoby

|é¢by (Honorato-Sampaio, Guedes et al. 2014).

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni rozsitené po celém svété a jednou
z jeho vaznych komplikaci je syndrom diabetické nohy. Pfi testovani pomoci multiplex-
ni fluorescencni hybridizace in situ a testu na mikrotitracni desti¢ce ve trech ¢asech
Mottola s kolektivem v roce 2016 ziskali informace o tvorbé biofilmu u tohoto syndro-
mu. Nejvétsim plvodcem biofilmu byl v této studii Pseudomonas aeruginosa, nasledo-
van rodem Corynebacterium, Acinetobacter, Staphylococcus a Enterococcus. VysSSi
schopnost tvorby biofilmu pak vykazovaly vice druhové infekce (Mottola, Mendes et al.

2016).

Syndrom diabetické nohy studovali také na pacientech v Indii, kde je vysoky vy-
skyt diabetu mellitu. Incidence diabetické nohy je zde mezi 8-17 %. Studie sledovala sto
pacientd s vékem nad 18 let a u 38 z nich byl v infekéni rané detekovan rlst biofilmu.
Biofilm bakterie rodu Staphylococcus aureus dominoval u dvaceti procent z celkového
poctu, ddle byl pfitomen napf. Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Vétsina
infekci byla zplsobena jednim mikroorganismem a vykazovala mnohocetnou lékovou

rezistenci (Banu, Noorul Hassan et al. 2015).
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6.4.2.4 Vagindlni biofilm
6.4.2.4.1 Fyziologicky biofilm
Pfirozena mikrobiota a biofilmy jsou nezbytné v Zenském pohlavnim ustroji,
konkrétné ve vaginé, kde ptisedaji na epitelové bunky. Vaginalnimu prostfedi dominuje
biofilm grampozitivnich bakterii z rodu Lactobacillus. Nej¢astéjSimi druhy jsou Lacto-
bacillus jensenii, L. gasseri, L. iners a L. crispatus. U zdravé Zeny tyto laktobacily prevla-
daji a chrani oblast pfed nemoci ¢i nepfijemnym stavem, jeZ je obecné nazyvan vagi-
nalni dyskomfort. Dyskomfort je ¢asto zplisoben anaerobnimi bakteriemi nebo prvoky,
které mohou byt pfitomny pfirozené, a problémy vyvolavaji pfi premnozeni (Patterson,

Stull-Lane et al. 2010, Machado, Castro et al. 2015).

6.4.2.4.2  Vulvovaginalni dyskomfort
Nejcastéjsi vagindlni onemocnéni Zen v produktivnim véku je bakteriadlni va-
gindza. Jejim znakem je snizeny pocet laktobacill, zvySené mnozstvi anaerobnich mi-
kroorganisma a zvySeni pH nad 4,5. Normalni pH ve vaginé Zen pfed menopauzou vy-
kazuje hodnoty mezi 3,5 a 4,5. Vyssi hodnoty jsou vyvolany snizenym mnozstvi lakto-
bacild, zvySenym mnoiZstvi patogenl, menstruaci, nechranénym pohlavnim stykem

nebo antibiotickou |é¢bou (Patterson, Stull-Lane et al. 2010, Borges, Silva et al. 2011).

Dominantnim plvodcem vagindzy je Gardnerella vaginalis, dale Atopobium va-
ginae, Prevotella bivia, Veillonella sp., Fucobacterium nucleatum a Bacteroides sp. Spo-
le¢né vytvafi silny biofilm, ktery imunitni systém ani béZna ATB nedokazi uplné znicit.
Pficinou je tedy vice mikroorganism(, jez se vzajemné lisi schopnosti adherence
k epitelovym burnikdm a podobou biofilmu (Patterson, Stull-Lane et al. 2010, Machado,

Castro et al. 2015).

Samotna Gardnerella vaginalis by plsobila vagindzu castéji nez samostatné
kazdy dalsi pfitomny mikrob. Je inicidlnim kolonizatorem, protoZze ma schopnost adhe-
ze na vagindlni epitelové buriky a na ni mohou ptisedat mikroorganismy, jez tuto
schopnost nemaji. Biofilm gardnerelly je velice silny a tuhy. Bakterie produkuje navic
vaginolysin, toxin, ktery lyzuje lidské cervené krvinky a epitelidini bunky a tim vytvari
pory v epitelu. Bakterie je pfic¢inou i jinych onemocnéni. Ostatni anaeroby hrajici roli

béhem vagindzy disponuji naptiklad pouze jednou ze tfi schopnosti gardnerelly, mohou
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mit jiné pUsobeni nebo se stavaji patogeny az v pfitomnosti dalSich (Patterson, Stull-

Lane et al. 2010).

6.4.2.5 Zubni plak
6.4.2.5.1  Zubni kaz
Dentdlni plak je biofilm vytvofeny na povrchu zubu z mnoha mikrobialnich ko-
lonii, polysacharidové hmoty s nukleovymi kyselinami, z bilkovin a vody. Vyznamnou
dvoji tlohu tu hraji sliny. Sliny jsou hlavnim zdrojem Zivin pro mikroorganismy, a zaro-
ven vytvari ochranu proti zubnimu kazu. Vytvoreni silného zubniho plaku vsak zabrani

prostoupeni slin az k zubu a tim zpUsobi tvorbu zubniho kazu (Overman 2000).

Zubni kaz je jednim z nejcastéjSich onemocnéni mikrobialniho plvodu vsech
generaci v populaci. Jeho hlavnim plvodcem je Streptococcus mutans, ktery se podili
na tvorbé biofilmu a je béZné pritomen v dutiné Ustni. Tento grampozitivni kok rozkla-
da jednoduché sacharidy a uvolfiuje organické kyseliny, predevsim kyselinu mléénou.
Kyseliny poté demineralizuji zuby a zpUsobuji zubni kaz. Str. mutans ma navic schop-
nost vytvofit si ochranné polysacharidové pouzdro. Biofilm v dutiné Ustni neni pouze
na zubech, ale i na jejich podpUrnych strukturach a na mékkych tkanich. Mezi dalsi pfi-
tomné mikroorganismy patfi Streptococcus sanquinis, Streptococcus oralis, Strepto-
coccus gordonii, Streptococcus mitis a dalsi. Nerovnovdha mezi mikroorganismy se ma-
Ze projevit gingivitidou nebo periodontitidou (Mohammadi-Sichani, Karbasizadeh et al.

2016, Souza, Mota et al. 2016).

Autofi analyzovali souvislost mezi koncentraci sachardzy v potravé a schopnosti
adheze Str. mutans a tvorbou biofilmu v dutiné Ustni. Disacharid sachardza ovliviiuje
sloZeni biofilmu, mnoiZstvi bakterii a obsah extracelularniho ve vodé nerozpustného
endotelidlniho polysacharidu (EPC) v zubnim plaku. Bakterie pfitomné v Ustech fer-
mentuji sachardzu, snizuji pH biofilm( a tim méni jejich stabilitu a stavaji se kariogen-
nimi. Sacharéza snizuje také mnozstvi fosforu, vapniku a fluoridu. Demineralizace pak
poskozuje zubni sklovinu a dentin. Str. mutans pomoci glukosyltransferazy tvori EPC,
ktery vytvari podminky pro adherenci a akumulaci kariogennich bakterii. Se vzristajici
koncentraci sachardzy stoupd a nasledné klesa kariogenni schopnost bakterii. V inter-

valu koncentraci 0,45 az 2,4 % je nejvyssi. Zavislost tvorby zubniho kazu na davce
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a frekvenci vystaveni biofilmu sachardze prokazalo vice studii (Cai, Jung et al. 2016,

Diaz-Garrido, Lozano et al. 2016).

6.4.2.5.2  Periodontitida
Periodontitida je onemocnéni dasni zplsobené bakteriemi Fucobacterium
nucleatum a Pseudomonas aerobicus. Mikroby poskozuji mékké tkané i kosti drzici zu-
by a proces muZe vyustit ve ztratu zubu. Vznik problému obvykle podporuje chuda ust-

ni a zubni hygiena (Lamont a Jenkinson 1998).

6.4.2.6 Otitida

Otitida neboli zanét stfedniho ucha (otitis media) je béziné détské onemocnéni.
Jsou dostupné rtizné metody IéCby, presto védci hledaji nové moznosti. Nemoc se Cas-
to i pres zaléceni opakuje. Postihuje stfedni ucho, dutinu za usnim bubinkem, kde jsou
pfitomny usni kudstky, Eustachova trubice vedouci do nosohltanu, vzduchové buriky,
a vnitfni ucho. Rozsiteni ndkazy k meningdm a mozku, mize mit vazné nasledky. Duti-
na je vystldna modifikovanym dychacim epitelem s fasinkovymi a poharkovymi bun-
kami. Epitel produkuje hlen, jenz bézné odchazi do Eustachovy trubice (Qureishi, Lee et

al. 2014).

Chronicky zanét stfedniho ucha charakterizovany vypotkem vede k zanétlivé
reakci organismu a jesté vyssi produkci hlenu, ktery narusuje ocistovaci funkci vnitfni-
ho ucha. Je nejéastéjsi pricinou ohluchnuti déti ve vyspélém svété. BEhem poslednich
nékolika let bylo zjisténo, Ze jednim z hlavnich stimul( zanétu je biofilm. Biofilm zde
vytvari vétsinou Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae. Je také pficinou
navratu onemocnéni (Hall-Stoodley, Hu et al. 2006, Mandel, Doyle et al. 2008, Daniel,

Imtiaz-Umer et al. 2012).

6.4.2.7 Osteomyelitida

Osteomyelitida je zanét kosti bakterialniho nebo mykotického plvodu. Nakaza
se do kosti dostane krevnim fecistém nebo zranénim. Leukocyty vstupuji narusenou
kosti dovnitf, kde se snazi sekreci enzym( pohltit bakterie. Dochazi vsak k lyze kosti
samé. Tvori se hnis, ktery se Sifi cévami kosti a tim zastavuje krevni pratok. Dominant-
nim mikrobem onemocnéni je Staphylococcus aureus. Ma schopnost vazat se na fib-
rinogen, jenz je pritomny v dieni kosti, a tvorit zde biofilm (Ziran 2007, Gupta, Sarkar
et al. 2016).
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6.4.2.8 Rhinosinusitida

Rhinosinusitida neboli zanét nosnich dutin se projevuje bolesti v obliceji, hus-
tym hlenem na nosni sliznici a drazdénim nosni sliznice. Rhinoviry jsou pfi¢inou nosnich
infekci jako je nachlazeni, zanét dutin je kromé toho spojovan s bakteriemi Strepto-
coccus pneumoniae a Haemophilus influenzae. U chronické formy onemocnéni se vy-
skytuji také Staphylococcus aureus a Moraxella catarrhalis (Foreman a Wormald 2010,
Stephenson, Mfuna et al. 2010). Pravé u chronickych forem je ptitomen biofilm. Jedna
se o velice Casté onemocnéni spojené s vysokymi naklady z oblasti vefejného zdravi.

Biofilm ma velky vyznam na vyskyt a prdbéh nemoci (Madeo a Frieri 2013).

6.4.2.9 Tuberkuloza
Pritomnost biofilmu byla pozorovdna béhem tuberkulézy vyvolané mikrobem
Mycobacterium tuberculosis u morcat. Aceluldrni okraj primarniho granulomu v plicni
tkani obsahoval kolonie extracelularnich bunék, které by mohly byt ur¢itym typem bio-
filmu. Prokdzani téchto domnének a vysvétleni prezivani téchto mikroorganism( by

umoznilo hledat novy a Ucinnéjsi zplsob |écby tuberkuldzy (Lenaerts, Hoff et al. 2007).

6.4.3 Tvorba biofilmu na katétrech, implantatech a dalSich zdra-
votnickych prostredcich

Prvni onemocnéni spojend s tvorbou biofilmu souvisi se zdravotnimi prostred-

ky. Utvareni biofilmu bylo zaznamenano na kardiostimuldtorech, kloubnich protézach,

dialyzacnich zafizenich, Zilnich a mocéovych katétrech. Tato zafizeni se nedaji nahradit

a jsou pro Zivot pacienta nezbytna. Dnes jsou nazyvany jako chronické nakazy sdruzené

s polymery, nejcastéji jsou plsobené bakteriemi rod( Staphylococcus a Pseudomonas

(von Eiff, Heilmann et al. 1999).

Centralni Zilni katétr (CZK) slouZi k podani tekutin, 1é¢bé, podani Zivin nebo sle-
dovani hemodynamické aktivity. Typickymi mikroorganismy, které obydluji tyto oblasti,
jsou Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomo-
nas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae a dalsi. Biofilm mlzZe vyrlstat na vnéjsim po-
vrchu katétru i uvnitf, coz je bézné u delSiho pouzivani. Mikrobialni osidlovani katétru
nastava okolo 10 dnd od jeho zavedeni (Gupta, Sarkar et al. 2016). Pokud se biofilm

vytvofi na CZK, nastdva zavazna situace. Pacient katétr potfebuje k preZiti a zroven
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neni mnoho moznosti kam katétr premistit. CZK mGze byt zaveden pouze do vena sub-

clavia, vena jugularis interna a vena femoralis.

Obrdzek 6-3 Model infekce cévniho katétru

Katétr Osidleni katétru Mikroorganismy
migraci pres Zijici na pokoice
pokoiku?

¥

PokoZka

Osidleni katétru Kolonizace Zrani biofilmu Sifeni
prostfednictvim povrchu katétru mikroorganismu
krevniho ob&hu? do okoli

Zdroj: Cermdk, Klinické mikrobiologie-biofilm (pfepracovdno)

Mocové katétry, vyrobené z latexu nebo silikonu, se zavadi mocovou trubici do
mocového méchyre. Systém katétru mizZe byt otevieny nebo uzavieny. Pravé otevieny
systém, kde je moc¢ odvadéna na oteviené sbérné misto, je ¢astéji kontaminovan. Osid-
lovani katétru pak muze vyustit v zanét mocového traktu. Bezpecnéjsi je uzavieny sys-
tém s pripevnénym plastovym sackem. Typické mikroorganismy pro tuto oblast jsou
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis a nékteré gramnegativni bakterie

(Kokare, Chakraborty et al. 2009).
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Umélé srdecni chlopné mohou byt osidlovany druhy Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., gramnegativnimi bacily, Candida sp., Enterococcus sp. a difteroidy.
Béhem chirurgického zakroku pfi nahradé chlopné muize dojit k posSkozeni tkané
a hromadéni krevnich desti¢ek a fibrinu na Svu a implantatu, k ¢emuz maji mikroorga-
nismy vyssi afinitu nez k pfirozené zdravé tkani. Po kolonizaci nastava tvorba biofilmu.

Biofilm muzZe vyustit v endokarditidu (Kokare, Chakraborty et al. 2009).

Mistem kolonizace a tvorby biofilmu jsou také zavedend nitrodélozni téliska.
Biofilm muze i zde zpUsobit infekci. Kolonizatory jsou ¢asto Lactobacillus plantarum,
Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Staphylococcus aureus, nékolik druht

Corynebacterium, Enterococcus sp. a dalsi (Kokare, Chakraborty et al. 2009).

Povrch kontaktnich ¢ocek se mliZze stat mistem kolonizace Staphylococcus epi-
dermidis, Escherichia coli, nékolika druhd rodu Proteus, Serratia, Candida, dale druhd
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Tvorba biofilmu zavisi na druhu
polymeru, z néhozZ je ¢ocka vyrobena, na vlastnostech ¢ocky a kmeni bakterii (Kokare,

Chakraborty et al. 2009, Gupta, Sarkar et al. 2016).

6.5 Profylaxe a lécba chorob spojenych s biofilmy

6.5.1 Principy potlaceni tvorby biofilmu

Biofilm se stal védecky vyznamnym, zdvaznym problémem ve zdravi populace.
Tato forma Zivota zvysuje virulenci a patogenitu mnoha mikroorganism( a umoznuje
jim prezivat v rlznych podminkach. Kvuli jeho virulenci a rezistenci je nutné hledat
stale nové pristupy k prevenci a [é€bé. Implantaty jsou napf. obalovany antibakterial-
nimi latkami a zkousi se stadle nové kombinace antibiotickych 1ék( (Bjarnsholt 2013,

Gupta, Sarkar et al. 2016).

Hledat nové mozZnosti IéCby a branit vzniku rezistence mikrob( je vyzvou védcl
po celém svété, tématem populace a svétové zdravotnické organizace WHO. V posled-
nich desetiletich vyrazné vzrostl pocet bakterii patogennich pro ¢lovéka, které jsou
rezistentni na jedno nebo vice ATB. BéZzna lécba selhava a vyznamna ATB ztraci svoji

ucinnost (Frieri, Kumar et al. 2017).

Nové |éCebné postupy zahrnuji nové generace ATB, kombinovanou terapii, pou-

ziti prirodnich antibakterialnich latek a uplatnéni nanocdsticovych systému. Antibakte-
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ridlni a biocidni latky jsou hodnoceny podle citlivosti bakterii a rizika vzniku rezistence

(Frieri, Kumar et al. 2017).

Antibiofilmové plsobky by mély oslabit, rozrusit nebo usmrtit kolonie mikroor-
ganismU uvnitf biofilmu, preventivné nicit planktonické bakterie pred pfisednutim ¢i
shlukovadnim a blokovat stavbu biofilmu. Na pocéatku tvorby biofilmu je vyvoldn pouze
mirny zanét, proto je velice téZké az nemozné toto stadium u pacienta zachytit. Kdyz se
zanét projevi, biofilm je ¢asto jiz pfitomen a preventivni opatfeni jsou neucinna. Tento
princip je vyuzitelny napf. u onemocnénich spojenych se zavedenim katétru nebo im-
plantatu, kde se napadeni mikroorganismy ocekdava. Principem plsobeni mlzZe byt
oslabeni matrix a tim vystaveni doposud chranénych mikroorganismud plsobeni anti-
mikrobnich latek. Jinym mechanismem ucinku muazZe byt oslabeni virulentnich faktoru
nebo signalni drahy QS. | tyto mechanismy jsou ucinné jen u nezralého biofilmu, dokud
se signalni systémy neadaptuji (Bjarnsholt, Ciofu et al. 2013). Specifické virulentni fak-
tory jsou napfr. rhamnolipidy bakterie Pseudomonas aeruginosa, alfa-hemolyzin druhu
Staphylococcus aureus a beta-laktamaza obou zminénych zastupc(. Pti poufZiti protilat-
ky proti beta-laktamaze bylo zaznamenano zlepSeni plicnich funkci pfi 1é¢bé cystické

fibrozy pacientl s vysokym rizikem (Ciofu, Giwercman et al. 1995).

K odstranéni biofilmu tedy vede snaha zabrdnit bakterii pfichytit se k povrchu,
pouziti slou€enin, které narusi tvorbu biofilmu a navozeni degradace vytvoreného bio-
filmu (Yang, Liu et al. 2012). Bylo vyvinuto mnoho metod k zabranéni adheze bakterii
k povrchlim. Biochemicky pfistup zahrnuje navazani antimikrobni latky na dany povrch.
Vazba latky k povrchu muze byt kovalentni ¢i nekovalentni, popfipadé muze byt latka
obsaZzena v hmoté povrchu. Dfive se vyuZivaly antimikrobni peptidy navdazané na mi-
kroporézni fosfat kalcia, ktery obaloval titanovy povrch. U&inkovaly proti grampozitiv-
nim i gramnegativnim bakteriim, ucinek byl vSak pouze kratkodoby (Kazemzadeh-

Narbat, Kindrachuk et al. 2010, Yang, Liu et al. 2012).

Stélejsi principy s delSim plsobenim se neustale vyviji. Pfikladem mohou byt
jednosténné uhlikové nanotrubice se silnou antimikrobni aktivitou nebo elektrické po-
lymerni rohoze se zabudovanymi uhlikovymi nanotrubicemi s malym primérem
(Vecitis, Zodrow et al. 2010, Schiffman a Elimelech 2011). Blokdda adheze k povrchu

bez mikrobicidnich latek je také pouZivana. Povrch se chrani prfed pfichycenim bakterii
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prostfednictvim fimbrii. U druhu Salmonella typhi se osvédcil blok pomoci dvanacti-
merniho peptidu, ktery se navaze na strukturalni protein fimbrii (Wu, Zhang et al.
2005). Hovézi laktoferin podobné vaze pili Burkholderia cenocepacia a inhibuje jeji in-

vazi (Ammendolia, Bertuccini et al. 2010).

Fyzikalné-chemické pojeti k zabrané adheze mikroorganismu k povrchlim zahr-
nuje napfiklad pouZiti elektrolyticky lesténé nerezové i jinak modifikované oceli
(Arnold a Bailey 2000). Povrch z titanu muze byt modifikovdn pomoci tripeptidu
a u¢inna proti adhezi je také pegylovanad forma (Khoo, Hamilton et al. 2009). Yuan
a kolektiv otestovali navazani lyzozymu na konce polyethylenglykolu monomethakryla-
tu na povrchu z nerezové oceli. Studie prokdzala schopnost branit bakteridlni adhezi

a usmrcovat druhy E. coli a S. aureus (Yuan, Wan et al. 2011).

Biologicky pristup k blokadé adheze spociva v inhibici jednoho mikroorganismu
druhym. Jednou z hlavnich fidicich sil je kompetice o potfebné substraty ve vice druho-
vém biofilmu (Xavier a Foster 2007). Typickym ptikladem biofilmu, ktery fyziologicky
brani rozvoji patologického biofilmu, je zubni plak. Patologicky biofilm Streptococcus
mutans mUZe byt inhibovan protedzami, které produkuje Streptococcus gordonii. Pro-
tedzy inhibuji jeho signalni drdhy (Wang, Deutch et al. 2011). Jinym prikladem inhibic-
niho produktu proti Str. mutans je B-D-fruktosiddza z kultury Streptococcus salivarius

(Ogawa, Furukawa et al. 2011).

Inhibice vyvoje biofilmu spociva v kompetici o substraty, plisobeni na QS a dalsi.
Specifické rozruseni a prevence biofilmu Staphylococcus epidermidis je mozné chelata-
ci zine¢natych iontl. Dimerizace proteinl v pfitomnosti zinku je nezbytnd pro jejich
funkci mezibunéénych adhezinl (Conrady, Brescia et al. 2008).

K rozruseni biofilmu mohou byt pouzity slouceniny pUlsobici na QS. Nové tera-
peutické postupy vyuzivaji QS ke kontrole virulence patogenniho mikroorganismu. QS
pomaha také jako soucdst biotechnologickych pristupl ke zlepSeni primyslové vyroby
napt. ATB (Schauder a Bassler 2001, Bordi a de Bentzmann 2011).

Cilem anti-QS latek neni znicit mikroorganismus, ale potlacit jeho utok, pato-

genni puasobeni. Tim je posilena pfirozend imunita napadeného organismu nebo posili
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jiny terapeuticky pfistup. Skutecny prospéch a vyuZitelnost vsak musi byt jesté dokaza-

na (Hartmann a Schikora 2012).

Inhibitory QS se nachazi volné v ptirodé nebo jsou uméle syntetizovany a modi-
fikovany. U biofilmu P. aeruginosa tak funguje napf. azithromycin nebo vytazek

z Cesneku (Hoiby, Bjarnsholt et al. 2010).

V poslednich letech bylo identifikovano mnoho enzym(, které degraduji signaly
vysilané QS. Mohou byt aplikovany na povrch jako antibiofilmové plsobky. Jednim
z novéjsich objevu je napfiklad N-acyl-homoserinlakton-hydrolaza, kterou z pldy izolo-
val a charakterizoval Bijtenhoorn a kolektiv. Enzym pusobi na N-acyl-homoserin-
laktony, jez maji vyznamnou roli v mezibunééné komunikaci. Silné redukuje formovani

biofilmu Pseudomonas aeruginosa (Bijtenhoorn, Schipper et al. 2011).

Jinou pomoci mohou byt latky, které interferuji s biosyntézou c-di-GMP. Tento
druhy posel je dllezity u gramnegativnich bakterii k produkci extracelularnich polysa-
charidl a stimuluje rast bakteridlniho biofilmu. Sulfathiazol ze skupiny sulfonamidu
plsobi proti biofilmu Escherichia coli inhibici biosyntézy cGMP (Antoniani, Bocci et al.

2010).

6.5.2 Terapeutické postupy jiz pouzivané v praxi

V soucasné dobé je v |é¢bé skuteéné vyuzZivana antibioticka 1é¢ba a chirurgické
odstranéni biofilmu. Nové ptistupy, ackoli byla in vitro nebo na zvifecich modelech
prokadzana ucinnost, jsou ve stadiu vyvoje. Potieba je také zlepsit diagnostické metody

chronickych infekci, které jsou plisobeny biofilmem (Bjarnsholt, Ciofu et al. 2013).

Jednim z mdla Uspésnych léCiv, ktera mohou byt uzita v kombinované 1é¢bé in-
fekci zpUsobenych biofilmem Pseudomonas aeruginosa je azithromycin. Jeho Ucinnost
spociva v utlumu nebo uUplném potlaceni produkce virulentnich faktorl, jako jsou
elastdza a rhamnolipidy, ovliviiuje polymerizaci alginatu a inhibuje QS (Hoffmann, Lee

et al. 2007).

Obecné je antimikrobni 1é¢ba proti biofilmu nedcinna. Penicilin G a oxacilin
mohou byt pouzity k éCbé infekci jako je osteomyelitida a jako antibiotickd IéCba prvni
volby proti biofilmu Staphylococcus aureus. Dale jsou uzivany také linezolid, daptomy-

cin a vankomycin. Pfi nadmérném pouzivani vSak vankomycin mize byt ptfic¢inou infek-
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ce Clostridium difficile. Vankomycin byva pouzit v kombinaci s rifampicinem. Vyssi
ucinnost inhibice biofilmu u infekci v otevienych frakturdch s implantatem byla zazna-
mendna také pri pouZziti ATB spolu s perlickami siranu vdpenatého (Fraimow 2009,

Archer, Mazaitis et al. 2011).

Obrdzek 6-4 MoZnosti pisobeni proti tvorbé biofilmu
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Zdroj: Ribeiro, Felicio et al. 2016 (prepracovdno z textu do obrdzku)

Kombinace Iécivych latek ¢i jinych plsobkd maze mit v eliminaci biofilmu sy-
nergisticky ucinek. V kombinaci Iékd k terapii infekci spojenych s biofilmem se vyuzivaji
latky ucinné proti jednotlivym molekulam, konkrétné napf. narusujici membranu ¢i
syntézu proteinu, dale latky plsobici na slozky matrix (polysacharidy, extracelularni
DNA) a proti molekuldm signalniho systému (Bjarnsholt, Ciofu et al. 2013). Ne vidy je
vSak kombinace ATB vyhodnd, v mnohych pfipadech muze selhat kvili neschopnosti
pUsobit na biofilm nebo rezistenci vici ATB bunék uvnitf biofilmu (Wu, Moser et al.

2015).
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Jeden z nejstabilnéjsich biofilm( je vytvaren bakterii Staphylococcus aureus.
Nékdy musi byt odstrafiovan chirurgicky a poté se podava napft. vankomycin. Pacien-
tdm jsou podana ATB ordlné, pokud je to nezbytné napf. u muskuloskeletarnich infek-
ci, jsou ATB podavana intravendzné. Pacienty je pak nutno monitorovat kvili mnohym
toxickym acinkdm lécby (Osmon a Berbari 2002). S. aureus produkuje razné virulentni
faktory, jako jsou toxiny, enzymy, adheziny a dalsi bilkoviny, které mu umozni prezit

v kritickych podminkach a Sifit infekci tkdnémi dal (Frieri, Kumar et al. 2017).

6.5.3 Terapeutické postupy u konkrétnich chorob spojenych s bio-
filmy
6.5.3.1 Cysticka fibroza
Lécba plicnich nemoci pacientll s CF dosahla mnohych zlepseni. Prikladem jsou
aerosolové formy rGznych ATB jako je aztreonam k inhalaci. Je kombinovan s lysinem
na rozdil od intravendzni formy, kde byl pfitomen arginin. Ten sdm mohl plsobit zanét
v plicich. Po poddvani béhem studii se zlepSily symptomy zanétu, jednovtefinova vitalni
kapacita plic (FEV1) a hustota sputa zpUsobené Pseudomonas aeruginosa, neprokazaly
se ucinky u infekce zplisobené bakterii Burkholderia cepacia. Tato bakterie se mezi
lidmi pfenasi, proto je vhodna izolace pacienta s timto nalezem (Klener 2006, Waters
a Smyth 2015). Mlady, nezesileny biofilm Pseudomonas aeruginosa je citlivy k [é€bé
pomoci DN&z. Vrstva polysacharidl chranici biofilm je jesté tenka. Poté biofilm zesili

a tvofi se vice vrstev (Gupta, Sarkar et al. 2016).

Pripraven byl také levofloxacin k inhalaci nebo amikacin v lipozomové formé.
V suché praskové podobé k inhalaci je k dispozici tobramycin a kolistin. Vyhodou téch-
to forem je vysoka koncentrace v plicich, ale rezistence se muze i tak vyvinout. Zmirnit
ji mohou pomocné latky a jind 1é¢ba neZ antibiotickd, jako je galium, ¢esnek, antimi-
krobialni peptidy a latky pUsobici proti biofilmu napf. oligosacharidy alginatu (OligoG).

Existuji vakciny a protilatkova terapie (Waters a Smyth 2015).

Proti vyvijeni rezistence pomaha neantibioticka |écba. Vakcina proti Pseudomo-
nas aeruginosa brani rozvijeni infekce touto bakterii. Galium dokaze vystupovat jako
Zelezo a touto zaménou zastavit rast biofilmu P. aeruginosa. V kombinaci s lipozomal-
nim gentamicinem je vysoce vystupnovan ucinek a jako viibec jediny Iék schopny pIné

vymytit biofilm. Antimikrobni peptidy, defenziny, plsobi proti Sirokému spektru bakte-
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rii a lyzuji jejich buriky. Cesnek obsahujici allicin a ajoene plsobi na QS a znaéné zlep3u-

je vysledky l1é¢by ATB (Waters a Smyth 2015).

6.5.3.2 Vagindlni biofilm

Imunitni systém ani ATB nedokazi silny biofilm pfitomny u bakteridlni vagindzy
zlikvidovat, proto se nemoc ¢asto opakuje, vraci, a stava se chronickou. ATB navic pU-
sobi negativné na pfirozenou mikrofléru (Patterson, Stull-Lane et al. 2010, Machado,
Castro et al. 2015). Lécba tohoto onemocnéni tedy vyZzaduje specidlni pristup. Lékem
volby je metronidazol, ma vSak mnohé nezadouci ucinky. PouZiva se klindamycin a ti-
nidazol, pokud metronidazol nebo klindamycin nejsou tolerovany. Pfi testovani byla
u vétsiny pacientl obecné prokazana rezistence, kazdd soucast polymikrobialniho bio-
filmu vsak reaguje specificky. Pfedevsim biofilm bakterii Gardnerella vaginalis byl
po ukonceni lécby pfitomen. ATB ho jen docasné potlacila. Stejné tak se neosvéddila

Ié¢ba moxifloxacinem (Swidsinski, Dorffel et al. 2011, Machado, Castro et al. 2015).

Laktobacily udrzuji rovnovdahu mikrobioty nejen ve vaginalnim, ale také moco-
vém a gastrointestindlnim Ustroji, pti koZnich infekcich a zavadéni katétr(. Jejich vyuZiti
pfi |1é¢bé ma mnohé vyhody. Jako pfirozené mikroby jsou dobfe sndsené a vykazuji
nizkou toxicitu. Probiotickd l1é¢ba laktobacily je perspektivni moznosti [écby. Produkuji
navic antimikrobné pusobici latky, jako jsou organické kyseliny, konkrétné kyselinu
mlécnou, ktera udrzuje kyselé pH vaginy. DalSimi produkty jsou peroxid vodiku, bakte-
riociny a jiné dualeZité produkty jako jsou inhibitory adheze, povrchové aktivni bi-
osurfaktanty, tedy latky branici tvorbé biofilmu (Patterson, Stull-Lane et al. 2010,
Borges, Silva et al. 2011, Shokouhfard, Kermanshahi et al. 2015, Ventolini 2015).

Prvnim mechanismem pUsobeni laktobacill je blokada adheze k epiteliim, dru-
hym mechanismem pak produkce antimikrobnich substanci. Dokazi rozrusit biofilm
vytvoreny nepfirozené pfri bakterialni vagindzy. Nékdy jsou podavany pouze jako do-
pliikova lécba k ATB, které poskozuji pfirozenou mikrofléru. Prebiotika jsou latky, které
pomahaiji rdstu probiotickych mikroorganismd a mohou byt k 1é¢bé alternativné pouzi-
ty. Urychluji obnoveni sprdvného slozeni vagindlniho biofilmu (Machado, Castro et al.

2015).

Ventolini s kolektivem testovali ucinek biofilmu Lactobacillus jensenii ze vzorki
ziskanych od asymptomatickych pacientek po dokonceni antibiotické lécby bakterialni
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vagindzy. Vzorek laktobacilu ziskany vaginalni biopsii dokaze formovat biofilm in vitro.
Ventoliniho skupina provedla dokumentaci tvorby biofilmu in vivo. Celkové je dileZité,
ze je mozné biofilm izolovat, kultivovat a pak vyuZit k prevenci vaginéz (Ventolini

2015).

Pouziti rostlinnych pfipravkd je na vzestupu. Tyto pripravky zmirfiuji symptomy
tvorby biofilm{ a jsou dobfe tolerované. Inhibici biofilmu mikroorganismu Gardnerella
vaginalis thymolem obsazenym v silici tymianu prokdazali Braga s kolegy v roce 2010.
K dispozici jsou krémy s vytazky z rostlin, vaginalni pesary nebo Cesnekové tablety

(Machado, Castro et al. 2015).

Jinym pfristupem k IéCbé vagindlnich infekci mlze byt ovlivnéni pH vagindlniho
prostredi. Snizit infekci zvySené pH, tedy okyselit, mGzeme prostfedi napf. kyselinou
octovou nebo mlé¢nou ve formé mydla nebo roztoku. Lze vyuzit také pufrovaci Cinidla
jako je polykarbofil. Upraveny dokaze inhibovat rlst Skodlivych biofilm( (Machado,

Castro et al. 2015).

6.5.3.3  Zubni plak
Cilem prevence a lé¢by zubniho kazu i parodontdzy je eliminovat pritomnost
Streptococcus mutans a jinych patogennich bakterii. Dentalni plak je vSak chrani proti

antimikrobidlnim latkam (Mohammadi-Sichani, Karbasizadeh et al. 2016).

Zubni kaz a jini plvodci mohou infikovat korenové kandlky zubu. Endodoncie se
snazi eliminovat biofilm a vymytit mikroby. Dtive se pouzivaly latky chemické, jako je
chlorhexidin nebo ethylendiamintetraoctova kyselina, které vsak poruSovaly dentin
a jiné struktury zubu. Pfechazi se k prirodni |écbé kofenovych kanalkl. Mezi vyuzivané
extrakty rostlin mlze patfit napfiklad vytazek z Aloe vera, ktery je do jisté miry antibak-
faecalis a Candida albicans. Cinnamomum zeylanicum pusobi diky pfitomnosti eugeno-
lu antibakteridlné na Streptococcus mutans a Enterococcus faecalis. DalSi extrakty
vhodné k vyplachu jsou Allium sativum, Matricaria recutita, Zingiber officinale, Camelia
sinensis, Citrus Paradisi, Glycyrrhiza glabra, Myrtus communis, Copaifera multijuga,
Myristica fragrans. Maiji antibakteridlni ucinky, nékteré navic jesté antifungalni, antio-
xidacni, anestetické nebo antiedematdzni. Jejich vysledky pfi uZiti jsou nadéjné. Kom-

binaci extraktd se ucinek zvysuje (Venkateshbabu, Anand et al. 2016).
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Rostlinna lécba je ¢asto testovanou a vyuzivanou metodou |é¢by zubnich plaka.
Mohammadi a kol. testovali ucinky extraktu z dubének z iranskych druhd stromu Quer-
cus infectoria na rast biofilmu Streptococcus mutans. Dokazali, Ze extrakt ma silné
inhibi¢ni ucinky na tento biofilm. Je tedy potencidlnim zdrojem antibakteridlnich a pro-

tiinfekénich ¢inidel (Mohammadi-Sichani, Karbasizadeh et al. 2016).

6.5.4 Uziti nanocastic kovti v potlaceni tvorby biofilmu

Nanocastice kovl stfibra, zlata, médi, Zeleza a jejich oxidy se mohou uplatnit ja-
ko aktivni terapeutické pripravky nebo jako nosice léCiva do mista infekce. Extracelu-
[arni polymerni hmota biofilmu brani praniku molekul 1é¢iva dovnitt biofilmu. Rozméry
nanocastic prinasi unikatni fyzikalni i chemické vlastnosti. Vyhodou nanocastic je velky
povrch a urychlené rozpousténi, cozZ je zakladem pro antimikrobni ucinek latek zaloze-
nych na stfibfe, kdy jsou ionty stfibra Ucinnou latkou (Ribeiro, Felicio et al. 2016,
Wang, Gupta et al. 2016). Jako nosice se nanocastice uplatni pfedevsim u ve vodé ne-
rozpustnych léciv, kdy se vyrazné zvysi pranik |éciva do biofilmu. LéCivo je pouze zabu-
dovano do C¢astice bez potfeby modifikovat, dal$i vyhodou je kontrolovatelnd velikost
Castic. Turos a kolektiv testovali napf. polyakrylatové nanocastice s N-methylthio-

B-laktamy (Turos, Shim et al. 2007).

Navazany oxid dusnaty je dalSim prikladem vyuZiti nanoéastic. Oxid dusnaty je
ucinnou antimikrobialni latkou a nanocastice mu slouzi jako nosic. PUsobi zvyseni reak-
tivnich volnych radikald podobné jako zanétlivé buriky. Materiadl nanocastice nesmi
s oxidem dusnatym interagovat, vyuZiva se napfiklad oxid kfemiku. Hetrick s kolekti-
vem testovali in vitro biofilmy bakterii Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a Candida albicans. Jejich studie uka-
zala, Ze oxid dusnaty usmrtil 99 % bunék uvnitf biofilmu, nejuc¢innéjsi je oxid dusnaty
proti gramnegativnim bakteriim (P. aeruginosa a E. coli), kde byl vysledek eradikace

vV

antiseptik, jako je chlorhexidin (Hetrick, Shin et al. 2009).

Studie ukazaly, Ze prlnik nanocastice do biofilmu zaleZi na néaboji Castice
a hydrofobicité. Anionty a neutralni ¢astice nebyly schopny prliniku do biofilmu, kdezto
kationty prokazaly vysokou schopnost penetrace a akumulace uvnitf biofilmu. Nano-

Castice muUzZe byt pokryta kladné nabitym plastém a uvnitf mize byt hydrofobni pro
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fizené uvolfiovani. Hydrofobni ¢astice védci pozorovali i uvnitf bakterii, hydrofilni ¢asti-

ce se vyskytovaly pouze v extracelularni matrix (Wang, Gupta et al. 2016).

Nanodcastice z chitosanu pak navic maji schopnost remineralizace dentinu, pro
niz se vyuzivaji v endodoncii. Chitosan je antimikrobni latka inhibujici biofilm tvofici se
na vrstvé dentinu a zaroven se vaze prostrednictvim fosfatové vazby na ionty vapniku
v dentinu. Vytvorend vrstva fosforecnanu vapenatého napravuje demineralizovany

dentin a skvrnita vrstva mizi (Del Carpio-Perochena, Bramante et al. 2015).

U chronickych ran byl testovan ucinek lokalnich antibakteridlnich obkladd.
Uspéch byl zaznamenan u ran infikovanych Pseudomonas aeruginosa i kombinaci pa-
togenl Pseudomonas aeruginosa spolecné s bakterii Staphylococcus aureus. Obklad
testovany ve studii Setha a kolektivu obsahoval stfibrné ionty, kyselinu ethylendiamin-
tetraoctovou a benzethoniumchlorid. lonty stfibra plsobi antimikrobné, samotné by
viak proti biofilmu neobstaly. Kyselina ethylendiamintetraoctova posiluje schopnost

iontll a benzethoniumchlorid pomaha pfi rozruseni biofilmu (Seth, Zhong et al. 2014).

Nanocastice stfibra a obecné stfibro v rliznych podobach je antimikrobné vyu-
zZivano jiz od nepaméti. Rizné druhy kryti na Spatné se hojici a chronické rany se bézné
v terapii uzivd a doporucuje. Pomaha pfti hojeni popalenin, Spatné se hojicich zranéni
diabetikQl a dalSich diagndzach. Zmifovan je vSak pouze ucinek obecné antimikrobni,

proti planktonickym bakteriim, nikoli vyznam proti tvorbé biofilmu.

6.5.5 Substance proti biofilmu na bazi peptidu

Dalsi rozvijejici se moZnosti IéCby jsou syntetické antimikrobidlni peptidy U¢inné
proti volné Zijicim bakteriim i bakteriim tvofici biofilm. Tyto latky prokazaly vliv
i na multirezistentni bakterie. Endogenni kationické peptidy jsou jednim z obrannych
mechanismU{ organismu, na néz si bakterie nedokazi vytvorit rezistenci. Jednotlivé pep-
tidy se lisi ucinnosti, rozdilem v plsobeni na grampozitivni a gramnegativni bakterie
nebo napf. v prostupu pres bakteridlni membranu (Tan, Wu et al. 2017). Bylo vymeze-
no velké mnozstvi pfirodnich i syntetickych peptidl, které pUsobi proti vzniku biofilmu.
Nasledné se ucinek zlepsoval prevedenim peptidl do formy Iéku. Proces zahrnoval
snahu zvysit antimikrobni a imunomodulaéni aktivitu, redukci toxicity, zmenseni mole-

kuly a vytvoreni odolné formy proti protedzam hostitele. Upravy se tykaly predevsim
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specifickych aminokyselin, druhou moznost zahrnovala syntéza sloucenin na bazi pep-

tid(i (Mojsoska a Jenssen 2015).

Peptidy lze vyuzit také pti antimikrobidlni ochrané zdravotnich prostredkd. Pri-
kladem muze byt zkouSeny fuzni peptid sloZzeny ze dvou ¢asti, z kolagen-mimetického
peptidu a kationického antimikrobniho peptidu. Povrchy potazené peptidem pak pro-

kazovaly aktivitu proti tvorbé biofilmu (Li, Contreras-Garcia et al. 2015).

6.5.6 Vliv na biofilm jinych registrovanych léciv nez ATB
Latky, jeZ by potlacily tvorbu biofilmu, byly hledany i mezi schvalenymi léCivymi

l[atkami z jinych terapeutickych skupin. Utvareni biofilmu druh( Staphylococcus aureus

.....

.....

salicylova, diklofenak a etodolak, méné pak pusobi ibuprofen a dalsi NSAID. Tyto latky
blokuji syntézu prostaglandinli a pravé tu tvofi i zminéné kvasinky. Prostaglandiny jsou
zfejmé podstatné pro vytvoreni biofilmu a dalsi ristové procesy kvasinky. Alem a Dou-
glas predpokladaji, Zze potlaceni rlstu biofilmu souvisi s inhibici prostaglandin, ackoli
mechanismus neni pIné objasnén. Jejich pouziti v kombinaci mize byt vyhodné (Alem
a Douglas 2004). Aktivitu proti biofilmu projevily také latky ze skupiny cytostatik a anti-
depresiv. 5-fluorouracil, uzivany proti rakoviné, redukuje biofilm a virulenci Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Plsobi potlatenim genové
exprese genu, ktery reguluje biofilm a rezistenci vici kyselindm (Attila, Ueda et al.
2009). Maprotilin ze skupiny antidepresiv vykazuje ucinek proti biofilmu bakterie Fran-

cisella novicida. Inhibuje jeji dvouslozkovy signalni systém (Dean a van Hoek 2015).

Na druhou stranu Dotto a kolektiv studovali spojitost mezi kyselinou salicylovou
a rlstem biofilmu Staphylococcus aureus. Jejich studie ukazuje v pfitomnosti kyseliny
salicylové zvySeny narUst této bakterie v dychacich cestach hlodavci. Kyselina salicylo-
va méni metabolismus bakterii, pfikladem muUze byt zvySend produkce laktatu (fermen-
tace), ktery vaze Zelezo a zvysuje expresi riznych genl vedouci k zvySené tvorbé bio-
filmU a k rezistenci bakterii. Je mozné, Ze si lidé ¢asto uZivajici aspirin obsahuijici derivat
kyseliny salicylové neumysiné podporuji rozvoj chronickych infekci (Dotto, Lombarte

Serrat et al. 2017).
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Svétovym problémem se staly infekce zpUsobené bakteriemi druhu Pseudomo-
nas aeruginosa, jez jsou producenty biofilmu, a které jsou odolné vi¢i mnohym |éci-
vym latkam véetné fluorochinolond. Autofi fesili otazku, zda bézné podavané blokatory
vapnikovych kanald, konkrétné diltiazem, ovliviiuje spolu s podavanymi fluorochinolo-
ny rast biofilmu této bakterie. Studie prokazuje, Ze diltiazem muze vyvolat rezistenci na
pouzita ATB (Elkhatib, Haynes et al. 2008). Biofilm P. aeruginosa je rozrusen napf. lat-

kami vazajicimi Zelezo spolu s aminoglykosidy (Bordi a de Bentzmann 2011).

6.5.7 Prirodni latky ovliviujici biofilm

Annapoorani a kolektiv provedli virtuadlni screening sloucenin na zakladé struk-
tury, aby nalezli strukturdlné vhodné inhibitory QS. Kyselina rozmarynovd, uvolfiovana
koreny rostliny Ocimum basilicum, tlumi podle nasledujici studie QS biofilmu Pseudo-
monas aeruginosa inhibici receptorll pro urcité proteiny. Podobné se osvédcily i slou-
¢eniny naringin, chlorogenova kyselina a morin (Annapoorani, Umamageswaran et al.
2012). Allylsulfid (ajoene) izolovany z ¢esneku ma vliv na geny pro QS Pseudomonas
aeruginosa. Synergicky vystupuje spolu s tobramycinem u plicnich infekci (Jakobsen,
van Gennip et al. 2012). Zazvor tuto bakterii také ovliviiuje snizenim produkce cyklic-

kého guanosinmonofosfatu (cGMP) a celkové polysacharidli (Kim a Park 2013).

Singh v roce 2002 prokazal, Ze laktoferin, cheldtor Zeleza, inhibuje rist biofilmu
Pseudomonas aeruginosa. Metabolismus kovl ma kli¢ovou roli v signalnich drahach

biofilma i v produkci virulentnich faktora (Singh, Parsek et al. 2002).

Pseudomonas aeruginosa uvoliiuje cis-2-dekanovou kyselinu, ktera dokaze roz-
rusit biofilm mnohych bakterii jako je Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus a Candida

albicans (Davies a Marques 2009).

6.5.7.1 Chmel a jeho ucinky na biofilm
Chmel otacivy, latinsky Humulus lupulus, je vytrvala bylina z ¢eledi konopovi-
tych. Rostlina poskytuje drogy, které jsou v evropském lékopise uvedené jako Lupuli
flos. Vyznamnymi obsahovymi latkami jsou chinony humulon a lupulon. Dalsi obsaho-
vou latkou je xanthohumol (XTH), coz je chemicky prenylovany chalkon. Tradi¢né ma

chmel vyuziti jako amarum, stomachikum a sedativum (Jahodar 2009).

52



Obsahové latky chmelu maji prokazany antibakterialni, antivirovy a antifungalni
ucinek. Uplatnéni by mohly najit také proti plvodci maldrie, proti prvoku Plasmodium
falciparum. Obsahové latky chmelu vSak nepotlacuji rist kvasinek Saccharomyces cere-
visiae nebo bakterie Escherichia coli (Gerhduser 2005). Vyrazny antibakteridlni ucinek
prokazuji obsahové latky chmelu proti grampozitivnim bakteriim. Kramer a kolektiv
testovali Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes, kdy byl uc¢inek vyssi nez na
bakterie Escherichia coli a Salmonella enterica (Kramer, Thielmann et al. 2015). Cilem
nasi prace bylo zjistit, zda tyto substance, konkrétné XTH, dokazi ovlivnit ¢i zabranit

tvorbé biofilmu.

Obsahové latky chmelu neplsobi na gramnegativni bakterie, cozZ je dano uspo-
radanim a permeabilitou bunééné membrany mikroorganismu. Chmelové extrakty jsou
inhibitory lipidového metabolismu. XTH pUsobi jako inhibitor enzymu diacylglycerol-

acyltransferazy (Rozalski, Micota et al. 2013).

XTH je Zlutooranzova krystalicka latka. Ve vyssich koncentracich u ného byl pro-
kazan antioxidacni, antiinfekéni a antikancerogenni ucinek. B€hem vyroby piva vsak
vlivem varu a omezené rozpustnosti ve vodé dochazi k vyraznym ztratdm (Jelinek,

Karabin et al. 2013).

Abreu a kolektiv popsali schopnost XTH a lupulonu potencovat uéinek antibio-
tickych latek, konkrétné polymyxinu B, tobramycinu a ciprofloxacinu proti grampozi-
tivnim a gramnegativnim bakteriim. Schopnost spociva ve zméné permeability mem-

brany bakterii (Abreu, McBain et al. 2012).
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Obrdzek 6-5 Strukturni a molekulovy vzorec a molekulovd hmotnost xanthohumolu

Strukturnivzorec:

Molekulovy vzorec: C3;H;05

Molekulova hmotnost: 354,4 g.mol™

Zdroj: Daidalea

6.5.8 Vliv Zivych mikroorganismu

Fagy jsou predpoklddanou alternativou k antibiotické Ié¢bé nebo ke zlepSeni
konvencni [é€by. Jsou specifické a neposSkozuji prostfedi, kam jsou aplikovany. Pfikla-
dem postupu muize byt studie Carsona a kolektivu, ktefi prokazali Ucinek lytickych bak-
teriofagl proti biofilmUm Proteus mirabilis a Escherichia coli. FAgy mohou byt apliko-
vany také do hydrogelem potazenych katétr(l a branit tak vzniku biofilmu. Uspéch apli-

kace byl okolo 90 % (Carson, Gorman et al. 2010).

6.5.9 Ochrana zdravotnickych prostiedk

Slobodnikova a kolektiv ovérovali u¢innost dezinfekcénich pripravkl pouzivanych
na klzi a sliznice proti rlstu biofilmQ Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans, Candida krusei, Candida glabrata a Candida tropicalis. Konkrétné testovali
chlorhexidin diglukonat, jodpovidon, oktenidin hydrochlorid a superoxidovanou vodu.

Typicky tvofi tyto mikroorganismy biofilm na katétrech. In vitro prokazal nejvyssi aktivi-
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tu oktenidin, kterym byl potlacen rist témér viech biofilmd, nicméné Candida tropica-
lis zUstava problémem. Tento mikroorganismus tvofi na povrchu katétr( hrubé biofil-
my, které spolehlivé chrani mikroorganismy uvnitf biofilmu (Slobodnikovd, Hupkova

et al. 2014).

Antimikrobidlni technika zamku (ALT-antimicrobial lock technique) muize byt
pouzita k zastaveni rGstu biofilmu na katétrech. Velké mnoiZstvi antibakterialni, pred-
nostné baktericidni latky, je implantovano na povrch katétru. Nevyhodou je toxicita
a moznost sekundarni infekce pravé kvali nutnosti velké davky. Byly testovany rlzné
latky, napf. chelatacni Cinidla a ethanol. Kombinace latek muZe pulsobit synergicky.
Eliminace biofilmu vsak skute¢né prokazana nebyla, nebot vysledek je zaloZen na nega-
tivnich  vysledcich krevnich kultur a klinickych symptom( pacientl (Bordi

a de Bentzmann 2011).

Materidl mGze byt pred pfilnutim bakterii chrdnén pomoci kov(. Nejvice testo-
vané je v tomto sméru stfibro. Zabudovanim iontl stfibra do polyethylenovych vrstev
se material stavd antimikrobnim. Tento pfistup je zkousSeny v kryti na popaleniny

(Khundkar, Malic et al. 2010).

Silikon potazeny triklosanem odolava z99 % vzniku biofilmu Escherichia coli
arovnéz inhibuje biofilm tvoreny Staphylococcus epidermidis. Antimikrobni peptid
mangainin byl izolovan z drapatky vodni (Xenopus laevis) a usmrcuje grampozitivni
i gramnegativni bakterie. V urcitych ptipadech brani adhezi mikroorganisma k povrchu
(Humblot, Yala et al. 2009). Silikon spole¢né s kvartérnim amoniovym silanem z 90 %
redukuje rlst stafylokokli a u gramnegativnich bakterii byl rGst biofilmu potlacen
ze 65 % (Gottenbos, van der Mei et al. 2002). Kulicky pryskyfice potazené oxidy polye-
thylenu nebo peptidy, jako je arginylglycylaspartova kyselina, snizuji bakterialni infekci
a potlacuji rtst biofilmu. S pouzitim urcitych peptidd byl zaznamenan pokles biofilmové
infekce o 88-98 % u mikrobl Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans a Sta-

phylococcus epidermidis (Bruellhoff, Fiedler et al. 2010).

Branit mikroorganismim v Sifeni po povrchu mohou také mikroskopicky
brazdéné materidly. Gloag s kolektivem takto v roce 2016 sledovali Sifeni a usmérnéni
rastu biofilmu Pseudomonas aeruginosa a Proteus vulgaris do vytyéenych drah. Pfi
pouziti brazd s rozméry 5-10 um Siroky, 1 um hluboky a 10-20 um mezi brazdami bylo
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dokdazano nejvétsi potlaceni expanze. | toto je potencidlni moznost zachazeni s biofilmy

(Gloag, Elbadawi et al. 2016).

Antibakterialni ucinek vykazal pfi studii také lipofosfonoxin DR5026 vazany
na kostni cement. Tvorba biofilmu Staphylococcus epidermidis byla potlacena. Autofi
tak pfindsi novou moznost ndhrady pouzivaného cementu s vazanym ATB, ktery je ¢as-
to rizikovy. Je vSak tfeba provést dalsi testy toxicity a stability pfed zavedenim do praxe

(Vecerovd, Bogdanova et al. 2016).

V dutiné ustni se k pomocné lé¢bé mohou vyuzit implantaty z rGznych materia-
0. Na nich se vytvafi specificky biofilm, ktery je zavisly na Ustni mikrobioté, povrchu,
ale také na pH, Zivinach a kysliku v dutiné Ustni. Pouzivaji se protézy z titanu, porcela-
nu, slitiny chromu a kobaltu, implantaty ze zirkonia stabilizovaného s ytriem. Studie
ukdzaly, Ze nejvice kolonii se vyskytuje na slitindch chromu a kobaltu. Tyto vysledky
byly dokdzany méfenim absorbance i po&itanim kolonii na cm? (colony forming unit,
CFU.cm™). Titan a jeho slou&eniny byly pro své mechanické vlastnosti velmi ddlezitym
pouzivanym materidlem. Jejich vyhodou je odolnost proti korozi, biokompatibilita
a pevnost v tahu. Nyni se mnozi badatelé snazi vyvinout nové materidly s pouzitim zir-
konia, které by mély byt lepsi po strance estetické a soucasné i redukovat tvorbu bio-
filmu. Po 24 hodindch se na titanu vytvari nejméné kolonii z testovanych materialQ

(Souza, Mota et al. 2016).

6.6 Biofilmy v prirodnim prostredi a vyuZiti biofilmu v bio-
technologickych procesech

6.6.1 Biofilmy v pfirodnim prostredi

Biofilm se obecné podle vyskytu déli na in vivo (lidské tkané, tkané savcl i bez-
obratli), in vitro (pfirodni prostfedi-epiliton, biofilm na kofenech rostlin-rhizosféra,
na listech rostlin-fylosféra) a vytvareny za biotechnologickym ucelem. Biofilm m{ze mit
pozitivni i negativni vyznam. Jako pfiklad lze uvést prirozeny biofilm na listech rostlin,
ktery zabrani tvorbé patogenniho biofilmu, jenz by zplsobil chorobu, a mnohé dalsi

(Klaban 2011).
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Biofilmy se tvofi na riznych ¢astech lidského téla, na potravinach a ve vodé, coz
jsou zdkladni potteby kaZzdodenniho Zivota. Podili se na tvorbé a degradaci organického

materidlu, nitrifikaci nebo cisténi vody (Massol-Deya, Whallon et al. 1995).

Biofilmy se béiné vyskytuji ve vodnim prostfedi na povrchu kamen (epiliton),
na ponofrenych cizich predmétech ve zkoumané vodé jako je napft. sklicko (perifyton),
na vétvich a drevé (epixylicky biofilm), na bahennich dnech (epipelicky biofilm)
a na vnitfnich sténach potrubi. Jsou to dynamické struktury, jez se lehce pfizpUsobuji

(Klaban 2011).

Biofilm ve vodnim prostfedi je nazyvan také ndrost a je tvoren spoleCenstvim
bakterii, sinic a fas spolu s vy$simi organismy jako jsou bicikovci (Flagellata), larvy, roz-
sivky (Bacillariophyceae) a nalevnici (Ciliata). Ne vSechny bakterie dokdzi ve vodé Zit.
Jejich bunky se zmensi a pouze prezivaji, dokud se nepfichyti na povrch, coz je usnad-
néno jejich hydrofobnim povrchem. Biofilm jako dynamicka struktura se prizplsobi

lamindrnimu i turbulentnimu proudéni vody (Klaban 2018).

Bakterie v pitné vodé maiji diky biofilmu k dispozici vétsi mnoiZstvi Zivin nez
v okolni vodé a zajisténou ochranu vici dezinficienciim. Védci dokazali, Ze Mycobacte-
rium avium, Legionella pneumophila a psi Calicivirus, jako nahrada noroviru plsobiciho
onemocnéni lidi, dokazi v prostredi biofilmu prezivat i v proudici vodé az nékolik tydna.
Pfitomnost patogennich bakterii v pitné vodé je pro spotiebitele zdravotnim rizikem.
Escherichia coli prezivd za uvedenych podminek podstatné kratSi dobu a je citliva

k nizkym koncentracim chléru, je proto i mensi hrozbou (Lehtola, Torvinen et al. 2007).

V pudach se s biofilmy setkdme na povrchu jilovitych a zrnitych ¢astic. Plda je
heterogenni soustava. Povrch kofen( rostlin spolu s okolni pidou do 2 mm se nazyva
rhizosféra. Je to oblast, kde jsou Ziviny dostupnéjsi nez v okolni pidé, a védci zde pro-
kazali pfitomnost biofilmu. Rist mikroorganismU zde podporuji latky uvolfiované z ko-
fend, patfi mezi né napr. exudaty aminokyselin, jednoduchych sacharid( a organickych
kyselin. Dalsi vylu¢ované latky jako jsou disacharidy, oligosacharidy, enzymy, slizovité
latky a plyny (predevsim oxid uhli¢ity a ethylen) mohou pritahovat bakterie ke kore-

nam, kde pak soutézi o misto v biofilmu (Klaban 2011).
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6.6.2 Vyuziti biofilmu v biotechnologickych procesech

Uplatnéni biofilmy nalezly v zafizenich pro biologickou degradaci toxickych |3a-
tek a Cisténi odpadnich vod (Klaban 2011). VyuZiti pfi ¢iSténi odpadnich vod bylo doka-
zano pfi Cisténi podzemni vody kontaminované ropou. V Cistirnach odpadnich vod se
vicevrstevné biofilmy tvofi na filtrech, pres které voda protékd. Bakterie rozkladaji or-
ganické latky, prvoci (Protozoa) a virnici (Rotatoria) odstranuji pevné castice a pato-

genni mikroorganismy (Massol-Deya, Whallon et al. 1995, Klaban 2018).

Degradace toxickych latek plisobenim mikroorganismu v pfirodnim prostredi je
pfikladem jejich pozitivniho vyuzivani. Vliv mikroorganism muze byt také nezddouci,
nebot dochazi k ni¢eni vlastnosti i vzhledu stavebnich materialQ, historickych pamatek
Ci skal. Tyto pochody jsou oznacovany jako biodeteriorizace nebo také biodeteriorace.
Organismu, ktery tento proces zplsobuje, se fika biodeteriogen, pokud je mikroskopic-
kych rozmérd, potom jde o mikrobiodeteriogen. Biodeteriorace je zpUsobena tlakem
rastové aktivity biofilmUl, napomahd ji také vlhko, ve kterém napft. sinice a liSejniky
zvétsuji svoji velikost a rozpinaji se, tim se povrchy stavebnich materidll, mineralQ

a hornin rozrusuji (Klaban 2018).

NitrifikaCni a sirné bakterie pfi deterioraci vytvareji mineralni kyseliny, které
rozpousti kfemicitany a hlinitany vapenaté na rozpustné soli. Reakce je chemicky sub-
stituci, kdy bakterie vyméni anion uhli¢itanovy za anionty siranové nebo dusi¢nanové.
Jiné organismy produkuji organické kyseliny, které stejné jako mineralni kyseliny naru-
Suji strukturu povrchu, navic mohou narusit horniny tvorbou chelat(i vlivem hydroxy-
kyselin nebo karboxylovych kyselin (de Boer, Gunnewick et al. 1991, Edwards, Bond
et al. 2000).

Zasadni roli maji mikrobidlni biofilmy také béhem nitrifikace. Biofilm v rhizosfé-
fe, tedy plidé v oblasti kofene rostliny, ovliviiuje pozitivné plodnost a rist rostliny. Bio-
film mUzZe vyznamné ucinkovat v biogeochemickém cyklu siry v silné kyselém prostredi.
Je nutné dodat, Ze rovnéz biofilmy na polymernich substancich porusuji jejich povrch,
které vede k degradaci téchto materiadld (de Boer, Gunnewick et al. 1991, Edwards,

Bond et al. 2000).
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V biotechnologii nalezl biofilm funkci v octdfstvi, vinarstvi, pivovarnictvi nebo
v produkci organickych kyselin. Mikrobidlni biofilm svou pfitomnosti ovliviiuje organo-
leptické vlastnosti rady potravinarskych vyrobkd, jako jsou nékteré syry, jogurty a sa-

[dmy (Klaban 2011).

Dal$im vysledkem mikrobialniho plisobeni biofilmu mdze byt biokoroze. Zelez-
né konstrukce v pldé tak porusuji sulfat-redukujici bakterie. Probiha tzv. vyluhovani
zeleza neboli grafitace. Sirné bakterie v provzdusnéné pldé oxiduji sulfidy az na kyseli-

nu sirovou, jez zpUsobuje dalsi korozi (Klaban 2011).
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Hodnoceni zaznamii o ndlezech na centralnich Zilnich
katétrech

7.1.1 Metodika a material

Biofilm je ¢astou komplikaci zdravotniho stavu pacienta pfi zavedeni katétru.
Pracovnici Oddéleni klinické mikrobiologie z Thomayerovy nemocnice v Praze rutinné
testuji prfitomnost biofilmU na vSech katétrech. Se souhlasem vedeni nemocnice a pana
primare Oddéleni klinické mikrobiologie Thomayerovy nemocnice v Praze, pana docen-
ta Cermaka, jsme shromaZdovali vysledky o nélezech producenttl biofilmu na central-
nich Zilnich katétrech (CZK), které zaznamenali pracovnici mistnich laboratoFi. Dohle-
davali jsme vysledky zkou$ek v mistnim laboratornim informacnim systému Envis
LIMS.NET od vyrobce DS Soft Olomouc s.r.o. Soustiedili jsme se na pritomnost produ-

cent biofilmu na CZK.

Pfi vyhleddvani jsme si nejdfive prenesli vSechny zdznamy o vysSetfeni katétrd
z let 2012-2016 z databaze informacniho systému pouzivaného na oddéleni do pro-
gramu Microsoft Excel. Poté jsme vymazali zdznamy tykajici se jinych katétrQ nez cen-

tralnich Zilnich. Seradili jsme si nalezy podle sloupce s pfitomnym agens.

Nejdfive jsme secetli celkovy pocet zavedenych katétr(, to znamend jednotli-
vych vysetreni pacientll. Vyradili jsme vysetreni se stejnym cislem (duplicity), coz zna-
mena, Ze na jednom katétru bylo nalezeno vice mikroorganismu. Poté jsme vyclenili
vysetieni, kde nebyl nalezen zadny mikroorganismus a tak jsme dostali pocet katétru
s ndlezem patogenniho mikroorganismu. Tyto tfi hodnoty jsme urcili v kazdém roce

a shrnuli do Grafii 8-1, 8-5, 8-9, 8-13, 8-17 a 8-21.

V nemocnicnim systému jsme poté postupné dohledavali jednotlivé vysledky
vySetieni CZK z let 2012 ai 2016. Vysledky o tvorbé biofilmu jsme si zaznamenavali
k jednotlivym vysetifenim do programu Microsoft Excel. Pocitacovy program nemocni-
ce umoznuje rychlé zpracovani dat, vysledky tvorby biofilm( vsak statisticky zpracovat
nedokaze vzhledem k jejich umisténi mezi pozndmky. Zapisovali jsme si tedy vysledky
testly u jednotlivych ndlez( do poditacového programu Microsoft Excel a ve stejném

programu z nich poté vytvofili zaveéry.
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Pro dalsi vyhodnoceni jsme v souboru nechali duplicitni hodnoty, ale vyfadili
jsme vysSetfeni bez nalezu patogenu a ndlezy mikroorganismu, které se vyskytovaly
vyjimecné a mikroby netvofici biofilm. Zistali nam tedy nalezy béznych producentl

biofilmu, které se ¢asto vyskytuji na CZK.

V databdzi jsme se zaméfili na pocet napadenych katétr( rdznymi kmeny mi-
kroorganismd, na druh patogenniho mikroorganismu, jak ¢asto je tento mikrob nale-
zen na katétru, zda u ného byla tvorba biofilmu prokazovana a schopnost nalezeného
mikroorganismu tvoftit biofilm na mikrotitraéni desti¢ce. Nej¢astéjSim ndlezem na ka-
tétrech jsou stafylokoky plasmakoagulaza negativni (PK-). U tohoto agens jsme se za-

mérili také na pracovisté, kde byl katétr zaveden.

7.1.2 Zpracovani vysledk

Vysledky vyhledavani jsme si zaznamenavali do tabulek v pocitacovém progra-
mu Microsoft Excel. Vysledné hodnoty jsme ziskali s¢itanim, pfepoctem na procentual-
ni zastoupeni nebo prfepoctem na pocet hospitalizaci. Nadsledné jsme k nim v tomtéz

programu vytvofili grafy pro lepsi predstavu problematiky.

7.2  Stanoveni ucinku xanthohumolu na biofilm

7.2.1 Material

Cilem naseho experimentu bylo ovéfit a prokazat tvorbu biofilmu riznych dru-
h( bakterii a zjiSténi U¢inku XTH na bakterie a jejich biofilm. Kromé uréeni minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) XTH na plank-
tonické bakterie jsme zjistovali schopnost priniku XTH do biofilmu, kterd by se projevi-
la inhibici uvolfiovani planktonickych bakterii z biofilmu, coZ se nam ukaze jako nezaka-
lend jamka mikrotitracni desti¢ky. Posledni ¢asti experimentu byla zkouska, zda XTH

dokaze bakterie uvnitf biofilmu usmrtit.

7.2.1.1 Testovaci mikroorganismy
Testovaci kmeny mikroorganisma byly ziskany ze vzork( z katétr(i pacient(
z Thomayerovy nemocnice v Praze, prevainé se jednalo o katétry mocové. Kmeny byly
uchovavany v lednici pfi 8 °C. Poté byly nové preockovany. Pracovali jsme s kmeny Sta-
phylococcus aureus MRSA, Staphylococcus aureus 869, Enterococcus faecalis 890

a Enterococcus faecalis 881. Ciselny Gdaj za ndzvem mikroba pochazi ze seznamu Sbir-
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ky kmenG Thomayerovy nemocnice v Praze. Uvodni zkousky jsme praktikovali jesté
s dalSimi kmeny bakterii. Pro kazdy pokus byly pouzity kmeny kultivované na krevnim

Columbia agaru inkubované 24 hodin v termostatu pfi 37 °C.

7.2.1.2 Testovand latka
Experiment jsme provedli s XTH, ktery ndm dodal Vyzkumny Ustav pivovarsky
a sladarsky, a.s. Praha. Testovany XTH byl izolovdn z chmele z loriské sklizné, tedy
z podzimu 2016. Tento Zluty prasek mél koncentraci 80 % XTH. XTH jsme nejdfive roz-
pustili v dimethylsulfoxidu a poté smichali s BHI s 0,5 % glukdzy. Vysledny roztok XTH
mél koncentraci 512 ug/ml. Takto ptipraveny roztok jsme uchovavali zmrazeny
ve zkumavkach pfi -20 °C a pred kazdym pokusem jsme potfebné mnoZstvi rozmrazili.

Vsechny experimenty jsme provedli do 10 dnli od zamrazeni XTH.

7.2.1.3 Dalsi material
Pomuicky: mikrotitraéni desticky GAMA group a.s. Ceské Budéjovice, jednorazové klicky
velikosti 1 a 10 pul, kovové klicky s otocnikem, automaticka pipeta a Spicky, zku-

mavky

Pfistroje: termostat, chladnicka, mraznicka, elektricka tfepacka na zkumavku, tfepacka

na mikrotitracni desticky

Chemikalie: krevni agar Columbia agar BIO-RAD laboratories. Inc., Francie s pfimési
berani krve od LMS — Lab Medic Servis, s.r.o. Jaromér, brain heart infusion (BHI)
od spole¢nosti OXOID LTD United Kingdom, krystalova violet Dr. Kulich Pharma

s.r.o., dimethylsulfoxid, destilovana voda

7.2.2 Pracovni postup
7.2.2.1 Prikaz tvorby biofilmu riznych bakterii

K praci jsme pouzili mikrobidlni suspenzi mikroba v BHI s 0,5 % glukdzy. Kolonie
byla vidy prfenesena pomoci kovové klicky do zkumavky s BHI a fadné rozmichdna
na elektrické tfepacce. Bakteridlni suspenzi jsme pipetovali po 100 pl do jamek mikro-
titracni desticky. Po dvaceti ¢tyr hodinové inkubaci v termostatu pfi teploté 37 °C jsme
suspenzi z jamek vylili, opatrné jsme jamky vyplachli destilovanou vodou a biofilm
ulpély v jamce jsme barvili krystalovou violeti. Barvivo jsme vylili, desticku oplachli des-

tilovanou vodou a nechali uschnout.
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7.2.2.2 Stanoveni minimdlni inhibiéni koncentrace, minimadlni mikrobi-
cidni koncentrace a sledovdni potlaceni ristu biofilmu

Pro ndsledujici ¢ast prace jsme na mikrotitracni desticku do ¢tyr sloupct pipe-
tovali 100 pul bakteridlni suspenze. Poté jsme pipetovali do jamek XTH za pouziti dvoj-
kového fedéni, takze jsme dosahli koncentraci 512-4 ug/ml. Jeden sloupec jsme necha-
li bez XTH pro pozitivni kontrolu rdstu mikroorganismu. Po 24 hodinové inkubaci jsme
okem sledovali zadkal ¢i sediment a zapisovali, od které koncentrace je rlst mikroba
nebo sediment) jsme urcili jako MIC. Jamky od MIC a dalsi s vy3si koncentraci XTH jsme
vyockovali na krevni agar pro uréeni MBC. Poté jsme desticku opatrné vylili, vyplachli
destilovanou vodou a barvili krystalovou violeti. Pozorovali jsme, od které koncentrace
XTH byla potlacena tvorba biofilmu.

7.2.2.3 Sledovani potlaceni uvolriovani bakterii z biofilmu a schopnost
priniku xanthohumolu do biofilmu

Do dalSich mikrotitra¢nich desti¢ek jsme pipetovali 50 ul bakteridlni suspenze.
Na jedné desticce byl vidy jeden druh mikroba, aby pfi vylévani suspenze nedoslo
ke kontaminaci jinym kmenem. Po inkubaci 24 hodin jsme jamky vylili, vyplachli desti-
lovanou vodou a pfidali XTH pomoci dvojkového fedéni. Po dalsi inkubaci jsme sledo-
vali zakal, ktery vytvofily uvoliiované bakterie z biofilmu. Odebrali jsme klickou vzorky
z jamek, naredili v BHI a vyockovali na plotny s krevnim agarem klickou na koncentraci
o 10* mensi, aby byl vysledek pocitatelny. Opét vyplachnuté desti¢ky po predchazeji-
cim procesu jsme doplnili pouze o 100 pl BHI a nechali inkubovat do druhého dne. Poté
jsme opét sledovali zakal a tim zjistovali, zda se XTH dostal do biofilmu a inhiboval i
usmrtil mikroby uvnitf biofilmu a tim potladil i uvolfiovani planktonickych mikroorga-
nismU do BHI. Nakonec jsme biofilm mechanicky rozrusili a jamky vyockovali na krevni
agar. Tak jsme zjistili, zda byly mikroby uvnitf biofilmu usmrceny &i jen potlacen jejich

rUst a uvolriovani.

7.2.3 Zpracovani vysledkd
U kazdé zkousSky a u kazdého testovaciho mikroorganismu jsme provedli 4 az 7
opakovani méreni a pozitivni kontrolu. Z namérenych vysledkd jsme vypocitali aritme-

ticky prlimér a ten zaznamenali do tabulek nebo graf(.
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8 VYSLEDKY

8.1 Vyhodnoceni vysetieni producentii biofilmu na centrdl-
nich Zilnich katétrech

Rok 2012

V roce 2012 v laboratoti vysettili 209 vzork( s ndlezem patogenniho mikroorga-

nismu, coz je vice nez polovina z celkovych 369 vzork(l. RozloZeni zndzorniuje Graf 8-1.

Graf 8-1 Katétry s mikrobidlnim ndlezem a bez ndlezu v roce 2012, n=369

Nasledujici vysledky nalezd na CZK se tykaji bé&inych producent( biofilmu.
Graf 8-2 shrnuje zastoupeni producent( biofilmu na CZK v roce 2012. Nejvétsi zastou-
peni mél Staphylococcus PK-, nasledovaly ho druhy Enterococcus sp., Klebsiella sp.
a Staphylococcus aureus. Tyto kmeny mély nejvétsi zastoupeni béhem sledovanych let.
Rok 2012, co se zastoupeni jednotlivych druhl mikrobl tyce, se projevuje nejvétsi
rozmanitosti dalSich druhl mikroorganisma tvofticich biofilm. Skupina dalSich druh
kromé sledovanych nejcastéjsich tvori témér 15 % a je prfedstavovana sedmi druhy
mikrobU. Patfi mezi né Acinetobacter sp., Bacillus sp., Candida tropicalis, Enterobacter

sp., Escherichia coli, gramnegativni tyéinka nefermentujici a Morganella morganii.
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Graf 8-2 Procentudlni zastoupeni druh( mikroorganismii v roce 2012, n=263
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Tvorbu biofilmu jsme vyhodnocovali vici ndlezim na biofilm testovanym. Urci-
ty pocet nalezl totiZ testovan na pritomnost biofilmu nebyl. Nejcastéjsi producent bio-
filmu na CZK vroce 2012 byl Staphylococcus aureus, Staphylococcus PK- a Strepto-
coccus viridans. Str. viridans pusobi jako ¢asty producent, vysledek je vsak silné ovliv-
nén poctem zkoumanych nalez(. Ptiblizné polovina stafylokok( PK- z celkového poctu
149 vytvérela biofilm na CZK. Pies 50 % nalezt druhu Staphylococcus aureus bylo spo-
jeno s tvorbou biofilmu. Pseudomonas aeruginosa se neprojevil jako vyznamny produ-
cent biofilmu. Nejméné pozitivnich nalezl ze sledovanych mikrob( na zkousku na bio-

film bylo spojeno s rodem Klebsiella. Vysledky znazoriuje Graf 8-3.
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Graf 8-3 Pocty katétri s ndlezem mikroba a jeho schopnost tvoFit biofilm v roce 2012
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pocet nalezii na biofilm testovanych/ producenti biofilmu

Nejvice nalezl stafylokokl PK- bylo z oddéleni chirurgie dospélych. Biofilm byl
pfitomen priblizné u poloviny pozitivnich nalezt na vSech oddélenich. Jednotlivé pocty

ukazuje Graf 8-4.

Graf 8-4 Ndlezy Staphylococcus PK- podle oddéleni v roce 2012

M Poéet nalez( testovanych na pfitomnost biofilmu M Producenti biofilmu
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Rok 2013

V roce 2013 mirné klesa procento pozitivnich nalezd, jak zndzornuje Graf 8-5.
Klesl i celkovy pocet zavedenych katétri na 314. Bez nalezu patogenniho mikroorga-

nismu bylo uréeno 141 katétra.

Graf 8-5 Pocet katétrii s mikrobidlnim ndlezem a bez ndlezu v roce 2013, n=314

Zastoupeni hlavnich druhG mikrobd z(stava podobné, lisi se viak nalezy méné
pocetnych kmend, jak ukazuje Graf 8-6. V roce 2013 mame pouze 5 katétrl s nalezem

biofilmu téchto mikrobl a tvofi je 2 druhy bakterii, konkrétné Acinetobacter sp. a Mo-

raxella sp.

Graf 8-6 Procentudlni zastoupeni druh( mikroorganismii v roce 2013, n=187
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Nejvétsi zastoupeni mezi ndlezy maji vroce 2013 opét stafylokoky PK-. Bylo
shledano vyrazné méné nalez(i druhu Staphylococcus aureus. Stafylokoky jsou celkové
nejcastéjsimi producenty biofilmu. Témér 75 % stafylokokd PK- vytvati biofilm. U druhu
S. aureus byla tvorba biofilmu ovérena u vice nez poloviny ndlez(l. PocCet nalezl bakte-
rie Streptococcus viridans dvojnasobné stoupl oproti roku 2012 a producenti biofilmu
stale tvofi 50 % nalez(l. Nejméné castym producentem biofilmu se v tomto roce jevi

Pseudomonas aeruginosa. VSechny pocty shrnuje Graf 8-7.

Graf 8-7 Pocty katétri s ndlezem urcitého mikroba a jeho schopnost tvofFit biofilm
vroce 2013
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Jako v predchozim roce, i zde mame nejvice katétrd s nadlezem S. PK- z oddéleni
ARO, chirurgie a interna. Rozdilem je, Ze na oddéleni chirurgie a interny témér vsechny
nalezy patogenu vykazuji také pozitivni ndlez biofilmu, jak ukazuje Graf 8-8.
V predchozim roce byl biofilm vytvoren pfiblizné na poloviné napadenych katétr(. Nej-

nizsi pocet nalezl opét zaznamenali na neurologické klinice.
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Graf 8-8 Ndlezy Staphylococcus PK- podle oddéleni v roce 2013

50
024 2624
‘l " .‘ S
=S S
& o N . N
\> O @‘"" sQ ‘e} \\o O & Q¢
R NS R Obb ¥ be o8 056
O @ @ & 2 &
& ¢ @ ¢ W ©
Q o s &0 1.@(“ &0 &OC’
¢ O N &
$’ ¥) {\e‘
N

M Pocet nalezu testovanych na pfitomnost biofilmu ¥ Producenti biofilmu

Rok 2014

Pocet katétrl ve sledovaném roce 2014 vyrazné poklesl, a z celkovych 223 je

114 nalezl pozitivnich na pritomnost patogenniho mikroorganismu (viz Graf 8-9).

Graf 8-9 Pocet katétrii s mikrobidlnim ndlezem a bez ndlezu v roce 2014, n=223

Pocet nalezll jednotlivych patogen( poklesl, ¢astéji se objevuje Staphylococcus
aureus a méné zastoupené mikroorganismy tvofici biofilm viz Graf 8-10. Mezi kmeny

s méné Castym zastoupenim se vyskytuje Candida tropicalis a Corynebacterium sp.
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Graf 8-10 Procentudlni zastoupeni druhii mikroorganismi v roce 2014, n=120
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V roce 2014 byl vySetien jeden ndlez druhu Streptococcus viridans. Testovani na
pritomnost biofilmu u tohoto nalezu bylo negativni. V tvorbé biofilmu mezi nejsilnéjsi
producenty stale patfi stafylokoky, vyznamné biofilm vytvareji také enterokoky. Pocty

nalez( ukazuje Graf 8-11.

Graf 8-11 Pocty katétrii s ndlezem urcitého mikroba a jeho schopnost tvorit biofilm
v roce 2014
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Nejvice producentl biofilmu z kmene Staphylococcus PK- pochazi z interniho
oddéleni. Na Grafu 8-12 je vidét vysokd schopnost stafylokokd PK- tvofit biofilm
na rdznych oddélenich. Poprvé jsme objevili oddéleni, kde se s ndlezem biofilmu pro-

dukovanym kmenem S. PK- za cely rok nesetkali, a to je neurologicka klinika.

Graf 8-12 Ndlezy Staphylococcus PK- podle oddéleni v roce 2014
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Rok 2015

V roce 2015 se procento pozitivnich nalezd dostalo pod 50 %, jak ukazuje
Graf 8-13. Pocet zavedenych CZK je vy$si ne? v predchozim roce, ale z celkovych 253

katétr( bylo infikovano pouze 117 katétru.

Graf 8-13 Pocet katétrii s mikrobidlnim ndlezem a bez ndlezu v roce 2015, n= 253
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Zastoupeni producent(l biofilmu ukazuje Graf 8-14. Mezi malo pocetnymi kme-
ny tvofici biofilm se objevuje druh Corynebacterium sp. Zastoupeni ostatnich kmenu se

liSi, vyrazné méné se vyskytuje napf. druh Pseudomonas aeruginosa.

Graf 8-14 Procentudlni zastoupeni druhi mikroorganismii v roce 2015, n=123
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V roce 2015 pocet ndlezG druhu Staphylococcus aureus vzrostl a stejné tak
mnozstvi biofilmd, které vytvorily zlaté stafylokoky nalezené na CZK. TéméF viechny
nalezy S. aureus byly schopny formovat biofilm. Tvorbou biofilmu se projevili pouze
stafylokoky, casti producenti biofilmu. Streptococcus viridans formoval biofilm
u jednoho nélezu ze dvou testovanych. Dal$i mikroorganismy osidlujici CZK, které jsme
béhem péti let sledovali, v roce 2015 nevytvarely biofilm, jak znazornuje Graf 8-15.

Pocet nalezli Pseudomonas aeruginosa byl vyrazné nizsi nez v predchozim roce.
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Graf 8-15 Pocty katétri s ndlezem urcitého mikroba a jeho schopnost tvofit biofilm

v roce 2015
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Bez nalezu biofilmu S. PK- se ukazuje novorozenecké oddéleni. Na Grafu 8-16 je
vidét méné Casta tvorba biofilmu stafylokok(. Producenti biofilmu z interniho oddéleni
tvofi pouze tretinu ze vSech ndlez(i na tomto oddéleni. Na dalSich oddélenich je pro-

dukce biofilmu stdle pomérné vysoka k celkovému poctu nalezu.

Graf 8-16 Ndlezu Staphylococcus PK- podle oddéleni v roce 2015

30
10 5 5
l - l 0 0 2
[ S =——
0 K% A '\\ : ;:\\ o
?S‘ .\,‘\)“Q ‘5\(‘\ b°"q bg?}e' @i‘* 6&?}6 ‘5\(‘* 64&9’
© o ) 0 o ) o 0
‘_0 t\f;{‘ ‘Q\ ({\\ q\(} (2 \(}' ) C:{:%
X9 Q O @ \0 & o N
(2 a\ O 0 o 0 o
0 C N §° & &
N qﬂ & N)
\\0

M Pocet nalez( testovanych na pfitomnost biofilmu ¥ Producenti biofilmu

73



Rok 2016

Alkoli v roce 2016 pocet vysetfenych CZK stoupl na 305, u procenta pozitivnich
nalez( sledujeme stale klesajici trend. Shledali jsme pouze 116 katétrd s ndlezem mi-

kroorganismu. Graf 8-17 vyjadiuje zastoupeni v procentech.

Graf 8-17 Pocet katétri s mikrobidlnim ndlezem a bez ndlezu v roce 2016, n=305

Méné pocetné zastoupené druhy tvofici biofilm se v roce 2016 jiz nevyskytuji,
jak prezentuje Graf 8-18. Nesetkdvame se ani s bakterii Streptococcus viridans. Odol-

nost zfejmé ziskava druh Pseudomonas aeruginosa.

Graf 8-18 Procentudlni zastoupeni druhii mikroorganismii v roce 2016, n=112
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V roce 2016 netvofily enterokoky ani Pseudomonas aeruginosa biofilm. Jako
Casty producent se opét prezentuje S. aureus a S. PK-. TéméFr 75 % nalez( S. aureus

bylo spojeno také s vytvorenim biofilmu. Pocty ukazuje Graf 8-19.

Graf 8-19 Pocty katétrii s ndlezem urcitého mikroba a jeho schopnost tvofrit biofilm
v roce 2016
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V poslednim sledovaném roce 2016 se dvé oddéleni nesetkala s biofilmem
S. PK- na katétrech, a to détska klinika a novorozenecké oddéleni, jak ukazuje

Graf 8-20.

Graf 8-20 Ndlezy Staphylococcus PK- podle oddéleni v roce 2016
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Shrnuti dat ze vsech sledovanych let

Za sledovanych pét let bylo vy$etfeno 1464 CZK. Pracovnici oddéleni klinické
mikrobiologie shledali na 729 katétrech, tedy na 49,80 % CZK, nélez patogenniho mi-

kroorganismu. Druhd polovina katétra byla bez ndlezu patogenu, jak ukazuje Graf 8-21.

Graf 8-21 Pocet katétrii s mikrobidlnim ndlezem a bez v letech 2012 — 2016, n=1464

Nejvice nalezl na katétrech béhem péti let tvofi producenti biofilmu z rodu

Staphylococcus. Zastoupeni sledovanych druht bakterii prezentuje Graf 8-22.
Graf 8-22 Procentudlni zastoupeni druhii mikroorganismi v letech 2012 - 2016, n=805
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Graf 8-23 demonstruje celkové secteni nejcastéjsSich producentl biofilmu a je-
jich aktualni tvorbu biofilmu. Jako nej¢astéjsi producent biofilmu ze sledovanych druht
se jevi Staphylococcus aureus. U 65 % jeho nalezl byla zaznamenana také tvorba bio-
filmu. Enterokoky, druh Pseudomonas aeruginosa a Klebsiella sp. patfi mezi méné cas-
té producenty biofilmu.

Graf 8-23 Pocty katétrii s nalezem urcitého mikroba a jeho tvorba biofilmu v letech
2012-2016
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Nejvice vzork( s nalezem S. PK- pochazelo z interniho oddéleni, chirurgie a ARA.
62 % nalezenych stafylokok( na internim oddéleni formovalo biofilm. Ndlezy S. PK-
ze vSech oddéleni jsou spojeny s ¢astou produkci biofilmu. Nalezy S. PK- podle oddéleni

prezentuje Graf 8-24.
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Graf 8-24 Ndlezy Staphylococcus PK- podle oddéleni v letech 2012 — 2016
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Béhem stanovenych péti let pozorujeme pokles katétri s nadlezem patogenniho
mikroorganismu (Graf 8-25). BEhem let ubyva také schopnost mikroorganism( tvofit
biofilm, coz je patrné z nasledujicich graf(.

Graf 8-25 Vyvoj poctu katétrd, katétri s ndlezem patogenniho mikroorganismu
a katétri s producenty biofilmu od roku 2012 do roku 2016
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Prepocet poctu katétrl na pocet hospitalizaci ukazuje kvalitu péce v Thomaye-
rové nemocnici. BEhem sledovanych let 2012 az 2016 bylo v nemocnici zaznamenano
pramérné 36 167 hospitalizaci rocné. Nejméné hospitalizaci bylo zaznamendano v roce
2016 s poctem 34 883. Nejvice hospitalizaci (37 281) bylo zapocitano v roce 2014. Pre-
pocet nalezli na katétrech na 1000 hospitalizaci ukazuje klesajici trend poctu infekci
i poc€tu producent( biofilmu na katétrech. Pocet katétr( s producenty biofilmu pokles|

o vice nez polovinu, z 2,75 na 1,20 na 1000 hospitalizaci. Vyvoj znazoriiuje Graf 8-26.

Graf 8-26 Vyvoj poctu katétri, katétri s mikrobidlnim ndlezem a katétrii s producen-
ty biofilmu prepocitano na 1000 hospitalizaci v letech 2012-2016
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Od roku 2012 do roku 2016 klesa pocet nalezd S. PK-. Stejné tak sledujeme kle-

evvs

hodnoty u druhu S. PK-. Hodnoty podava Graf 8-27.
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Graf 8-27 Sledovani vyskytu ndlezu Staphylococcus PK- v letech 2012-2016
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Vyskyt nalezl na katétrech rodu Klebsiella ma klesajici trend. Zastupci rodu

Klebsiella jsou producenty biofilmu, ale biofilm tvofi méné ¢asto. PoCty nélez( v letech

2012 az 2016 shrnuje Graf 8-28.

Graf 8-28 Sledovadni vyskytu ndlezu Klebsiella sp. v letech 2012-2016
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Druh Staphylococcus aureus je vyznamnym ndlezem na katétrech a castym

producentem biofilmu. BEhem sledovanych let dosahuje produkce biofilmu S. aureus
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vysokych hodnot. Tvorba biofilmu tohoto mikroba na CZK vykazuje stoupaijici trend, jak

ukazuje Graf 8-29.

Graf 8-29 Sledovdni vyskytu ndlezu Staphylococcus aureus v letech 2012-2016
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Vyskyt enterokok(l na CZK klesa stejné jako jejich sledovand produkce biofilmu.
V poslednich dvou sledovanych letech nebyl vySetfen biofilm bakterie rodu Entero-

coccus na CZK. Pocty nélez(i ukazuje Graf 8-30.

Graf 8-30 Sledovdni vyskytu ndlezu Enterococcus sp. v letech 2012-2016
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Méné pocetné skupiny mikroorganism, které tvofi biofilm, jsme shromazdili
do jedné skupiny. VSechny sledované hodnoty vykazujici pravidelny klesajici trend.
Procentualni vyjadieni tvorby biofilmu sledované skupiny kolisa. Celkové pocty jsou
nizké a vyjadreni neposkytuje spolehlivou zavislost. Graf 8-31 prezentuje vyznamnou

klesajici riznorodost patogennich mikroorganismt na CZK.

Graf 8-31 Sledovdni vyskytu ndlezu ostatnich mikroorganismi tvoricich biofilm v le-

tech 2012-2016
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8.2  Ucinky xanthohumolu na biofilm

8.2.1 Prukaz tvorby biofilmu riznych bakterii

Prvnim pokusem jsme ovéfili, Ze nami zvolené mikroby jsou producenty biofil-
mu. Po inkubaci mikrobidlni suspense v BHI, kterd trvala 24 hodin, jsme desti¢ku opa-
trné vyplachli a barvili krystalovou violeti. Biofilm zlstal fialové zbarveny. Na Obrdzcich
8-1, 8-2 a 8-3 je vidét zretelny rozdil mezi silnymi a slabymi producenty biofilmu. Jako
silny producent se jevi Staphylococcus aureus 869 a Enterococcus faecalis 890 a E. fae-
calis 124. Odlisnou stavbou biofilmu jsem se zabyvala jiz v teoretické ¢asti, zde na foto-
grafii je zachycen zjevny rozdil viditelny pouhym okem. Zatimco jeden druh testované-
ho mikroorganismu tvofi biofilm se sedimentem na dné jamky, druhy vytvafi souvislou
vrstvu podél stén jamky a posledni zesilenou vrstvu.

Obrdzek 8-1 Detail biofilmu druhii Staphylococcus koaguldza negativni

829/11+enterokoky-Staphylococcus koaguldza negativni+Proteus-
Staphylococcus aureus 869
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Pfi vymyvani jamek jsme se zaméfili na pevnost a stdlost biofilmu. Biofilm Ize
snadno mechanicky rozrusit. Po druhém vyplachnuti destilovanou vodou se biofilm
z jamky vymyl, jak je vidét na Obrdzku 8-2.

Obradzek 8-2 Detail biofilmu druhii Enterococcus faecalis 890-Enterococcus faecalis
124-Enterococcus faecalis 881

s Rlint nraddfmntl hio
. —~ . | )G . ATl DO

Jamka s porusenym biofilmem po
druhém vyplachnuti destilovanou vodou

Obrazek 8-3 Biofilm druhu Staphylococcus aureus MRSA
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8.2.2 Stanoveni minimalni inhibicni koncentrace, minimalni bak-
tericidni koncentrace a sledovani potlaceni rlistu biofilmu

Vysledné hodnoty koncentrace XTH potrebné k inhibici rlstu ¢i usmrceni sledo-

vanych planktonickych mikroorganism( jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 8-1. Stalé

nizké koncentrace XTH postacovaly k ovlivnéni druhu Staphylococcus aureus MRSA.

MBC enterokokl byla vyssi nez nami zkousena koncentrace. Stafylokoky zkousena kon-

centrace XTH usmrtila, u enterokokl vSak pouze inhibovala rlist. Na Obrdzku 8-4 je

vidét vysledky této ¢asti experimentu a vizudlni odecitani hodnot MIC.

Obrdzek 8-4 MIC xanthohumolu na kmen bakterie Staphylococcus aureus MRSA

Tabulka 8-1 Priimérné hodnoty MIC a MBC ziskané experimentem

Druh mikroorganismu MIC [ug/ml] MBC [ug/ml]
Staphylococcus aureus 869 74,67 213,33
Staphylococcus aureus MRSA 16,00 85,30
Enterococcus faecalis 890 128,00 >256,00
Enterococcus faecalis 881 13,30 >256,00
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Sledovani potlaceni tvorby biofilmu barvenim podalo jen orientacni vysledky.
Vysledek byl silné ovlivnén vymytim desticky.
8.2.3 Sledovani potlaceni uvoliovani bakterii z biofilmu a schop-
nost priniku xanthohumolu do biofilmu
8.2.3.1 Potlaceni uvoliovadni planktonickych bakterii z biofilmu

Primérna koncentrace XTH, potfebna k potlaceni uvolfiovani planktonickych

vV

centrace XTH ovliviiuje druh Staphylococcus aureus 869, k inhibici ostatnich druh je

potieba vyssi koncentrace ucinné latky. Hodnoty shrnuje Tabulka 8-2.

Tabulka 8-2 Priimérné koncentrace inhibujici uvoliiovani bakterii z biofilmu

. . Primeérna Inhibiéni
Druh mikroorganismu
koncentrace [pg/ml]
Staphylococcus aureus 869 188,20
Staphylococcus aureus MRSA 240,00
Enterococcus faecalis 890 256,00
Enterococcus faecalis 881 256,00

8.2.3.2 Potlaceni uvolriovani planktonickych bakterii z biofilmu kvanti-
tativné

Po kvantitativnim vyockovani jamek mikrotitracni desticky na krevni agar jsme
sledovali pocty uvolnénych kolonii z biofilmu. Se stoupajici koncentraci XTH klesal po-
cet CFU Staphylococcus aureus 869. Pri koncentraci 512 pg/ml bylo u vétSiny méreni

uvolfiovani kolonii této bakterie zcela potla¢eno, jak je vidét na Grafu 8-32.
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Graf 8-32 Priimérny pocet CFU po vyockovdni na krevni agar S. aureus 869
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Graf 8-33 Priimérny pocet CFU po vyockovdni na krevni agar S. aureus MRSA
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Staphylococcus aureus MRSA vykazuje také primou zdvislost inhibice poctu ko-
lonii na vzristajici koncentraci XTH, jak ukazuje Graf 8-33. Potlacené uvolfiovani bakte-

rii vSak neni tak silné jako u prfedchoziho druhu.

Enterokoky se chovaji nepfedvidatelné a se stoupajici koncentraci XTH neklesa

pocet kolonii, pocet dokonce stoupd (Graf 8-34).

87



Graf 8-34 Priimérny pocet CFU po vyockovdni na krevni agar E. faecalis 881
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Pocet kolonii obou druhli rodu Enterococcus neni umérny pouzité koncentraci

XTH, jak prezentuje i Graf 8-35.

Graf 8-35 Priimérny pocet CFU po vyockovdni na krevni agar E. faecalis 890
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8.2.3.3 Koncentrace XTH pronikajici do biofilmu a tim potlacujici dalsi
uvolnovani planktonickych bakterii z biofilmu

Primérna koncentrace XTH pronikajici do biofilmu je shrnuta v Tabulce 8-3.

evvs

Tabulka 8-3 Priimérné koncentrace pronikajici do biofilmu a tak branici uvolfiovdni
planktonickych bakterii

bruh mikrooreanismu Primérné koncentrace
g pronikajici do biofilmu [pg/ml]
Staphylococcus aureus 869 224,00
Staphylococcus aureus MRSA 213,33
Enterococcus faecalis 890 146,29
Enterococcus faecalis 881 204,80

Po rozruseni biofilmu a vyockovani na krevni agar ve vSech pfipadech prezivaji

testované mikroby ve vSech koncentracich.
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9 DISKUSE

9.1 Vyhodnoceni ndlezii producenti biofilmu na centrdlnich
Zilnich katétrech

Osidleni zavedeného centralniho Zilniho katétru (CZK) mikroorganismy vede
k zavaznym zdravotnim komplikacim. O ¢etnosti problému jsme se mohli pfesvédcit pri
zpracovavani vysledk( vySetfeni CZK. BEhem sledovanych péti let bylo v Thomayerové
nemochnici vysetfeno 1464 CZK. Pfiblizné polovina byla osidlena patogennimi mikroor-
ganismy. VySetfovani nalezll na katétrech a testovani pritomnosti biofilmu bylo v ne-
mocnici zapocato jiz v roce 2010. V této praci jsme zacali sledovat vzorky od roku 2012,
takZze metoda byla praktikovana dlouhou dobu pred zac¢dtkem sbéru dat, a nemuseli

jsme se obavat ovlivnéni vysledk( jako u nové zavedenych metod.

Mezi bézné plivodce biofilmu a nalez na katétrech patti druhy Staphylococcus
aureus, Staphylococcus PK-, Enterococcus sp., Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa
a Streptococcus viridans. Fakt, Ze se jedna o b&iné kolonizatory CZK uvadél i Kokare

s kolektivem, jak je uvedeno jiz v teoretické ¢asti (Kokare, Chakraborty et al. 2009).

Vliv na pocet ndlez( a predevsim jejich klesajici trend (Graf 8-25) mlze mit vice
faktor(. Kazdy rok nemocnice méni pouzivané dezinfekéni prostredky (rotace dezinfi-
ciencii) i antimikrobni latky kvili predchazeni vzniku rezistence. Urcité latky mohou
rGzné ovlivnit jednotlivé druhy mikrob(, coZz se nam jevi jako vykyvy poctu ndlez( bé-
hem let. Zda se, Ze se zménou téchto latek se podafilo vymytit méné odolné kmeny
bakterii. Vliv maji zajisté také dalsi zlepSujici se hygienickd opatreni a péce o katétry.
Vztazeni poctu infikovanych katetr(i na pocet hospitalizaci Ize brat jako ukazatel zlep-
Sujici se péce o katetry v Thomayerové nemocnici (Graf 8-26). Pocet infikovanych ka-
tétr( na 1000 hospitalizaci poklesl béhem sledovanych 5 let pfiblizné na polovinu.

Mikroorganismy nalezené na CZK jsou testovany na produkci biofilmu na mikro-
titracnich destic¢kach. Technicky neni moziné vysetfit biofilm pfimo na katétru. Pokud

vSak mikrob biofilm na desticce tvori, da se predpokladat, Zze byl biofilm také vytvoren

na zavedeném katétru.

V roce 2015 se procento pozitivnich nalezi dostalo pod 50 %, jak ukazuje

Graf 8-13. Uspéch mlZeme pficitat opét zlepSujicim se hygienickym opatienim a kli-
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nické péci o katétry. Tento fakt se projevuje také na tvorbé biofilmu mikrobl. Néktefi
producenti nedokdzi vytvofit biofilm vlbec a tvorbou se projevuji pouze ¢asti produ-
centi Staphylococcus aureus a dalsi stafylokoky a streptokoky. Staphylococcus aureus
se naopak objevuje Castéji, coz by mohlo byt zplsobeno schopnosti mutace a rezisten-

ce mikroba.

Vysledky muze ovlivnit také zastoupeni pacientl. Pokud v roce bylo vice pacien-
td presunuto do nemocnice z jinych zdravotnich zafizeni, jejich mikrofléra bude mit
zajisté odlisné sloZeni nez u pacientll pfichazejicich z prostfedi domova. U dlouhodobé
hospitalizovanych pacient(i bychom ocekavali rezistentni mikroby v(ci |écbé, coZ souvi-

si s tvorbou biofilmu, kde jsou mikroby chranény.

Postupem casu se nicméné zavadi a zkousi nové materiadly pro vyrobu katétr(
nebo osetfeni katétrl rlznymi antimikrobnimi latkami. To mize byt divodem snizené
tvorby biofilmu u mnohych mikrobd. Mikroby nedokazi k povrchu katétru pak vibec

prisednout a tim dat zaklad biofilmu.

Ackoli v roce 2016 pocet katétri stoupd, u procenta pozitivnich nalezd sleduje-
me stale klesajici trend. Méné pocetné zastoupené druhy tvofici biofilm se jiz nevysky-
tuji (Graf 8-18). Mnohé moiné dlvody jiz byly feceny vyse. Odolnost ziejmé ziskava

druh Pseudomonas aeruginosa, nejevi se vsak jako Casty producent biofilmu.

Na katétrech se mezi roky 2012 a 2016 Casto objevovaly jesté dalSi druhy mi-
kroorganisma, jako je Bulkholderia cepacia, Candida albicans, Corynebacterium sp.,
Proteus mirabilis, Sarcina sp., Serratia sp. nebo Escherichia coli. Tyto mikroby vSak ne-
vynikaly tvorbou biofilmu, formaci netvorily viibec poptipadé vyjimecné v nékterém
roce. Pokud tyto druhy tedy osidli zavedeny CZK, nastalé komplikace Ié¢by by mohly

mit snazsi prabéh feseni nez s pfitomnym biofilmem, ktery by mikroby chranil.

Kaur a kolektiv sledovali 115 pacientl se zavedenym CZK a nemoci s katétry
spojené. Jejich studie probihala od fijna 2010 do listopadu 2011. Infekce v krevnim
fecisti byla prokdzdna u necelych 22 %, osidleno bylo 62 ze 106 katétr(i. Nejcastéjsim
nalezem byl Staphylococcus aureus (25,9 %), Acinetobacter calcoaceticus baumannii
complex (20,9 %), Enterococcus faecalis (13,6 %), Pseudomonas aeruginosa (12,3 %),

non-albicans Candida (11,1 %), Escherichia coli (7,4 %), Klebsiella pneumoniae (3,7 %)

91



a dalsi méné zastoupené kmeny. Vysledky se pfili$ nelisi od nasich zavéru (Kaur, Gupta

et al. 2015).

Vysetfeni katétru se provadi vidy pfi vytazeni z divodu podezieni na infekci.
Cim déle je katétr zaveden, tim vy$si je pravdépodobnost mikrobialniho osidleni. Pro
zhodnoceni tohoto faktoru by bylo nutné znat u kazdého katétru pocet dni, kdy byl

zaveden. Ziskani téchto Udaju bylo v ramci této prace neredlné.

9.2  Ucinky xanthohumolu na biofilm

Tvorba biofilmu spolu s vyssi rezistenci patogennich mikroorganismu vici lécbé
je vyznamny problém zdravotnictvi. Nové mozZnosti |éCby se nehledaji pouze mezi mo-
dernimi chemickymi molekulami, ale testuji se jiz zndmé latky syntetické i pfirodni.
Cilem naseho experimentu bylo prokdzat antibakteridlni ucinnost xanthohumolu, latky
ziskané z chmelu, a jeho schopnost plsobit na bakterie Zijici ve spolecenstvi biofilmu.
Pro experiment jsme pouZili silné a ¢asté producenty biofilmu zndmé jiz ze statistické-

ho vyhodnoceni nélezli na katétrech. XTH md prokazany antibakteriadlni, antivirovy,

antifungalni a antiprotozoalni uc¢inek (Gerhduser 2005).

Barveni mikrotitracnich desti¢ek krystalovou violeti potvrdilo, Ze vybrané kme-
ny jsou producenty biofilmu. Jako nejsilnéjsi producenti z testovanych kmena se jevili
Enterococcus faecalis 890 a Staphylococcus aureus 869. K podobnym zavérim dosel
i Kaur a kolektiv. Jejich studie uvadi jako silné producenty biofilm0 kmeny druhl rodu
Candida (mimo C. albicans) a druh Enterobacter faecalis. Jako slabsi producenti biofil-
mU se ukazaly kmeny bakterii Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa a Staphylo-

coccus aureus (Kaur, Gupta et al. 2015).

.....

vidime na fotografiich v ¢asti vysledk( (Obrdzek 8-1, 8-2, 8-3). Tento jev potvrzuje pra-
ce Gupty a kolektivu (2016) a dalSich autort. Celkova podoba biofilmu je ovlivnéna
seskupenim mikroorganismd, jejich rozlozenim a polohou uvnitf biofilmu. Poté se bio-
film na dné jamky mikrotitracni desti¢ky jevi jako souvisla vrstva po celém povrchu

jamky, usazenina na dné jamky nebo ztlustéld souvisla vrstva.

eer

Ovérovali jsme Ucinek XTH proti planktonickym bakteriim a bakteriim, které Ziji

v biofilmu. XTH potlacil ¢i zcela usmrtil obé formy Zivota bakterii. Koncentrace, jez by
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ovlivnily chranéné bakterie uvnitf biofilmu, jsou vSak vyrazné vyssi nez koncentrace

XTH pusobici na volné Zijici kmeny bakterii.

Minimalni inhibiéni koncentrace XTH na testovaci kmeny se pohybovala v roz-
mezi 13,30-128 pg/ml. Minimalni baktericidni koncentrace vykazovala ocekavané vyssi
hodnoty (Tabulka 8-1). Staphylococcus aureus MRSA ma MBC z testovanych kmenu
zkousenymi koncentracemi, tedy nad 256 pg/ml. DlleZitym zavérem je, Ze testovana
koncentrace XTH ma baktericidni i¢inek na stafylokoky a v uvedené koncentraci potla-

Cuje rlst enterokokd.

Studie autora Rozalského a kolektivu se zabyvala nejen XTH, ale i dalSimi obsa-
hovymi latkami z chmelu. Gramnegativni kmeny jsou v(ci chmelu odolné. Autofi sta-
novili mikrodilu¢ni metodou MIC obsahovych latek chmelu grampozitivnich bakterii
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (MIC 31,3 pg/ml) a Enterococcus faecalis ATCC
29212 (MIC 62,5 pg/ml). V Tabulce 9-1 jsou uvedeny hodnoty koncentrace XTH po-
tfebné k inhibici rlstu a usmrceni bakterii. Vysledky této studie vykazuji hodnoty v po-
dobném rozmezi jako vysledky naseho experimentu (Tabulka 8-1). Kazdy mikrob se
chova jedinecné a rlizné stafylokoky se znacné v citlivosti k XTH odliSuji. Enterokoky
jsou pouze inhibovany, nikoli v testovanych koncentracich usmrceny (Rozalski, Micota

et al. 2013).

Tabulka 9-1 Hodnoty MIC a MBC ze studie skupiny Rozalského

Druh mikroorganismu MIC [pug/ml] MBC [pg/ml]
S. aureus 29213 15,00 >500,00
S. aureus D5 125,00 500,00
S. aureus A7 125,00/62,00 250,00
E. faecalis 29212 62,00 >500,00

Zdroj: Rozalski, Micota et al. 2013
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Cermdk s kolektivem testovali u¢inek XTH na anaerobni kmeny Bacteroides
fragilis, Clostridium perfringens a Clostridium difficile. XTH prokazoval vyssi ucinek nez
ostatni latky ziskané z chmele, tedy humulon a lupulon. Ziskané hodnoty MIC a MBC
XTH byly v rozmezi 15-107 ug/ml, coZ jsou koncentrace blizké koncentracim ATB

(Cermak, Ol3ovska et al. 2017).

Srovnani ucinku pfirodnich latek na producenty biofilmu bylo predmétem praci
Mohammadi-Sichaniho a kolektivu a Bogdanové s kolektivem. Mohammadi-Sichrani
a kol. zkouseli antimikrobni Uc¢inek extraktu z dubének na druh Streptococcus mutans.
MIC a MBC byly ovlivnény pouzitym rozpoustédlem. MIC extraktu z dubének v acetonu
byla 160 pg/ml, MBC 320 pg/ml, extrakty v ethanolu a methanolu vykazovaly hodnoty
MIC 320 pg/ml a MBC 640 pg/ml (Mohammadi-Sichani, Karbasizadeh et al. 2016).
Bogdanova s kolektivem testovali obsahové latky z chmelu proti bakteriim Staphylo-
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus capitis. P¥i méreni MIC
a MBC ziskali nizké koncentrace XTH v rozmezi 2-4 ug/ml a MBC 2-7,5 pg/ml (Bogda-
nova, Roderova et al. 2018). Ndmi namérené koncentrace MIC a MBC XTH, které jsme
experimentem ziskali, odpovidaly v zavislosti na testovaném druhu bakterie vysledkiim

obou praci.

Barveni desti¢ek pfi sledovani potlaceni tvorby biofilmu bylo pouze orientacni.
Vysledky mohly byt snadno ovlivnény zplsobem promyti jamek. Koncentrace XTH po-
tfebna k potlaceni uvolfovani planktonickych bakterii z biofilmu je vys$si nez koncen-
trace ucinna vici planktonickym bakteriim. Stejny poznatek ziskali i Bogdanova a kol.,
kdy koncentrace XTH 30 pg/ml potlacila uvolfiovani z biofilmu minimalné 99,00 % ko-
lonii sledovanych druh( oproti kontrole (Bogdanova, Réderova et al. 2018). XTH proni-
ka do biofilmu nebo se pouze navaze na biofilm a brani uvolnéni mikrobt do okoli, coz
oboji v praxi mize znamenat omezeni Sifeni nemoci. Ziskané hodnoty koncentrace XTH
se u testovacich kmenl pohybovaly v rozmezi 188-256 pg/ml (Tabulka 8-2). Z4kal se
neobjevil tam, kde XTH potlacil uvolfiovani planktonickych bakterii z biofilmu. Kvantita-
tivni vyockovani ukazalo, Ze XTH ve vyssich koncentracich potlacuje uvolfiovani stafylo-
kokl, na enterokoky vSak nema jasny ucinek. Nejvyssi koncentrace XTH potlacila uvol-
néni nejvice stafylokokl, enterokoky vsak jasnou zavislost mezi koncentraci XTH a inhi-

bici nevykazuji (Grafy 8-32 aZ 8-35). Diskrepance mezi koncentraci XTH inhibujici uvol-
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novani bakterii z biofilmu (Tabulka 8-2) a pocty CFU po vyockovdni na krevni agar
u enterokokl (Grafy 8-34, 8-35) pravdépodobné souvisi s U€inky XTH na biofilmové
struktury téchto konkrétnich kmen(. Vyssi pocet CFU v jamkdch, které nevykazovaly
planktonicky rist bakterii, byl pravdépodobné zpisoben rozvolnénim biofilmu, nasled-
nym vyockovanim uvolnénych biofilmovych mas na krevni agar a kultivaci bakterialnich

bunék z biofilmu.

Dalsi pridani BHI do jamek ukazalo, zda XTH skuteéné pronikal do biofilmu.
Uvolfiovani bakterii do samotného BHI bylo potlaéeno pfi pfedchozich koncentracich
XTH v rozmezi 146-224 ug/ml (Tabulka 8-3). Bakterie uvnitt biofilmu nicméné prezivaji
plUsobeni XTH a po rozruseni biofilmu mohou opét kolonizovat dalsi tkané. Tento fakt
je zfrejmy po mechanickém rozruseni biofilmu a vyockovani jamek na krevni agar. Mo-
hammadi-Sichani s kolektivem sledovali také potlac¢eni biofilmu. Pfi koncentraci extrak-
tu z dubének 312,5 pg/ml byla u druhu dubu Mazouj inhibice okolo 80 %, u druhu dubu
Ghalghaf témér 100 % (Mohammadi-Sichani, Karbasizadeh et al. 2016). Podle Bogda-
nové a kol. koncentrace XTH, kterd prostoupila do biofilmu a usmrtila kolonie, byla

v rozmezi 125 a 60 pg/ml (Bogdanova, Roderova et al. 2018).

Mozné odlisnosti vyslednych koncentraci od jinych studii s XTH mohou byt zpG-
sobeny samotnou rostlinou, ze které byl XTH ziskan. Vliv na G¢innost latky mizZe mit
odrlda rostliny, oblast péstovani, stari rostliny, kdy doslo k odbéru vzorku XTH, a stari
extraktu. XTH se postupem casu rozkladd a jeho ucinnost zavisi také na obsahu roz-

kladnych produkt(, které snizuji koncentraci ucinné formy.

Vyznamnou roli hraji testovaci mikroby. Vysledky nami testovanych bakterial-
nich kmen( se velmi liSily. V dnesni dobé mohou byt mikroby odolnéjsi a mit vypésto-
vanou vyssi rezistenci nez tomu bylo v dfive provadénych studiich. V nasi praci jsme
navic pracovali s mikroby odebranymi z katétrd. Mikroorganismy vyskytujici se na ka-
tétrech jsou Casto jesté vice rezistentni, pfizplisobené k Zivotu patogenu a pusobici

vrve

trace byly pomérné vysoké.

Mnohé studie se zabyvaji ucinkem na planktonické bakterie, ucinky vaci biofil-

mu vsak tolikrat prokazovany nebyly a nelze nase vysledky zcela porovnat.
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10 ZAVER

Biofilm je spolecenstvi mikroorganismd adherované k urcitému povrchu nebo
situované ve tkanich Ci sekretech, obklopené mikroorganismy osobné vyprodukovanou
hmotou, tzv. matrix. Pfed necelymi 40 lety zacal byt tento fenomén spojovan s nemo-
cemi a medicinou. Ackoli je spojeni ¢asté a dllezité, nebyly doposud nalezeny vhodné
metody rutinnich vySetfeni nebo metody pro denni diagnostické vysetieni vzorki
od pacientd. Biofilm muUze mit vSak také roli fyziologickou, v podobé ochranné bariéry
pred patogennimi mikroorganismy (Hoiby 2014).

Mezi silné producenty biofilmu patfi Staphylococcus aureus, jiné druhy stafylo-
kokU a streptokokl. Bézné biofilm tvofri také enterokoky, rod Klebsiella a dalsi. Jedna se
o kmeny, které jsou Castou pri¢inou onemocnéni ¢lovéka. Mohou pfisedat na tkané,
sliznice nebo umélé zdravotnické pomlcky. Po zavedeni katétru je pfiblizné polovina
napadena patogennimi mikroorganismy. V pfipadé stafylokok( vice nez polovina mze
vytvaret biofilm. Tento jev mliZe znamenat pro pacienta zavazné zdravotni komplikace,
které nereaguji na béZznou lécbu. V letech 2012 az 2016 sledujeme pokles infikovanych

katétrd a nizsi produkci biofilmu sledovanych producentt biofilmu.

Nové moznosti |écby zahrnuji kombinace antibiotickych latek, predchazeni na-
padeni mikroorganismy dezinfekénimi prostfedky, pouzitim specidlnich material(
a hledani novych molekul. Snaha objevit Uéinny prostfedek zachazi vSak i mezi latky jiz

pouzivané a zndmé a hledaji se jejich nové vlastnosti.

Xanthohumol, obsahova latka chmelu, dokdze potlacit Sifeni stafylokok( z bio-
filmu. Tim mdze omezit Sifeni infekce krevnim fecistém a zamezit vzniku dalSich kom-
plikaci. Enterokoky ovliviiuje také, ale jejich chovani je podstatné vice nepredvidatelné.
Béhem experimentu jsme stanovili hodnotu MIC XTH v rozmezi 13,30-128 pg/ml, MBC
od 85,30 pg/ml. Koncentrace inhibujici uvolfiovani bakterii z biofilmu se pohybovala
mezi 188,20 pug/ml a 256 pg/ml. Po inkubaci 24 hodin prinik do biofilmu signalizovaly
koncentrace XTH 146,29 az 224 pg/ml. Bakterie uvnitf biofilmu vsak preZivaji ve vsech

testovanych koncentracich.

Nalezeni lé¢by a prevence tvorby biofilmu je vyznamnym cilem. Nadéji blizké

budoucnosti je naptiklad preventivni o¢kovani (Gupta, Sarkar et al. 2016).
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