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HISTORIE e

o n &
.+ 1676 Antony van Leeuwehoek e RO
sledoval bakterie v zubnim povlaku S e

Od dob Pasteura a Kocha 100 let TEh st
nikoho nenapadlo, ze mikrobi v prirode e ol S
rostou jinak, nez jako volné se vznasejici plankton v
tekutinach nebo jako kolonie na pevnych
pudach

1935 C. E. Zobel
prvni popis biofilmu u morskych bakterii

1950 - 1960
prvni zpravy o problémech s biofilmem

1978 J. W. Costerton
upozorneni na vsudypritomnost biofilmu
a jeho mozna ucast na perzistentnich infekcich




BIOFILM
Mikrobialni biofilm je spoleé¢enstvi mikroorganizmu,
které se tvofi na rozhrani fazi.

Pevne Ine k inertnim i zivym
povrchum.

Vedle mikrobialnich bunek byva
dulezitou stavebni slozkou
biofilmu i mezibunééna hmota.

V biofilmu probiha komunikace a kooperace mezi
jednotlivymi bunkami i celymi populacemi



Biofilm — adheze, kooperace, gradient

Planktonickd
forma

Biofilm

Mechanicka ochrana
Vliv na ucinek ATB
Ochrana pred chem. latkami

Vymeéna geneticke informace
Homeostaza - mikroprostredi
Kooperace a specializace bunek
Ochrana pred imunitnim systémem

Sifeni mikroorganizmul

Zpusob Zivota mimo
rozhrani fazi



Regulace tvorby biofilmu
hustota populace, slozeni spoleCenstva, koncentraci zivin a;j.

Systém quorum-sensing - malé extracelularni signalni molekuly
— akumulace — transkripce cilovych genu.

Jeden druh muze mit vice QS systému a vice signalnich molekul
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Biofilm — vyznamny faktor virulence
» mechanicka ochrana bunék (adheze k povrchum a matrix)

» Vrstva biofilmu tvofi vhodné_mikroprostredi v okoli mikrobu

» Kooperace a specializace bunék, prenos genu
» Ochrana pred uc€inky imunitniho systému
> Vliv na u€inek antimikrobialnich latek

- Snizena difuze do biofilmové vrstvy, vazba na struktury biofilmu,
- ZvySena degradace ATB ucéinkem enzymu

- Zmény vlastnosti mikroba, exprese odliSnych genl
(multidrug efflux pumps CDR, MDR)

- Heterogenita populace (geneticka variabilita), perzistori
-Zmény mikroprostredi
- Zmény rychlosti rustu



BIOFILMOVA ONEMOCNENI

» pomaly, chronicky prubéh

» Casto bez vyraznéjSich priznaku

» obcCas akutne exacerbuji

» antibioticka terapie miva omezeny efekt
» po vysazeni antibiotik infekce rekuruji

izolovana agens se mohou jevit dle MIC jako citliva



Biofilmové infekce spojené s pritomnosti implantatu
biofilmové infekce krevniho recisté (katétrove
sepse, infekce chlopennich nahrad, a;. ....),
endotrachealni kanyly, chirurgicke stehy,
infekce mocCovych katetru,

inf. kloubnich nahrad,
kontaktni CoCky

aj...

aj...

kolpitidy,

zubni kaz, rany
otitis, osteomyelitidy,
pneumonie u cystické fibrozy
subakutni endokarditidy, cholecystitidy

Biofimové infekce nativnich povrchu



BIOFILM V MAKROORGANISMU
HRAJE | PROSPESNOU ROLI

normalni mikroflora tvori vrstvu biofilmu na
sliznicich



Problémy s biofilmem jsou i mimo medicinu

» ZneCisténi povrchu
» Zvyseni turbulence protekajici tekutiny
»> Zuzeni prusvitu az ucpani potrubi

» Koroze ropovodu, nadrzi paliva v letadlech

> Cernani tekutin redukovanymi kovy
» Tvorba izolacni vrstvy v tepelnych vymenicich

» Zvyseni odporu lodniho trupu pri plavbe

aj.




Jak diagnostikovat infekce s
pritomnosti biofilmu?

Jak interpretovat schopnost agens
tvorit biofilm?

Jak |eCit infekce spojené s pritomnosti
biofilmu?



Laboratorni diagnostika biofilmovych infekci
Pevné prilnuti k povrchu - | zachytu mikroba.
Je pritomen biofilm? Jakou hraje roli v patogenezi?

Jak ovlivni biofilm terapii?

Prukaz infekce implantatu
A) Nevyzadujici vyjmuti implantatu

B) Prikaz kolonizace implantatu po jeho vyjmuti

Prukaz schopnosti tvorit biofilm

l

Ucinnost antimikrobialni terapie na biofilm



Fenotypové metody prukazu tvorby biofilmu

Vizualizace %=

Kultivacni prukaz

Prukaz klicovych slozek biofilmu

Povrchové vlastnosti mikroba L.

Prukaz genu zodpovédnych za biofilm



Kultivaéni prukaz tvorby biofilmu

Modifikace Christensenovy metody (christensen et al., 1982,1985)

1) Kultivace mikroba v pfitomnosti L. B B
vhodného kutivacniho povrchu ' , "

Zkumavkova metoda ;

Mikrodestickova metoda

Diskova metoda ‘ ‘

2 ) Promyti - odstranéni planktonickych bunek

3) Priikaz vytvorené 7 Zjisteni poctu CFU S
o ) ~___sBarveni + spektrofotometrické méreni
biofilmové vrstvy ——gysina

EKolorimetrické média (redukce tetrazoliovych

soli, resazurin aj.)
a dalsi



Klinicky vyznam prukazu tvorby biofilmu

Marker klinicke vyznamnosti kmene

Je kmen izolovany z hemokultur klinicky relevantni?
Nejde o kontaminaci?

Prukaz tvorby biofilmu muze pfinést cenné
klinické informace

Progndza. Jak postupovat v dalsi [eCbe?

Citlivost biofilmu k antimikrobialnim latkam

Jakeé antimikrobialni latky pouzit na katetrovou infekci?



MIKROBY V BIOFILMU JSOU
VZDY ODOLNEJSiI NEZ FORMY PLANKTONICKE

MIC neodpovida koncentracim antimikrobialnich latek
schopnych zasahnout biofilm (MBIC a MBEC)

Zvysena odolnost se tyka dezinfek€nich latek |
antibiotik/antimykotik

Rozdily v citlivost ¢ini az nékolik radu

Predpoklada se vice mechanizmu, které se na rezistenci BF
podili
MIC nema primy vztah k MBIC a MBEC

MBIC - minimalni biofilm inhibujici koncentrace
MBEC - minimalni biofilm eradikujici koncentrace



ZHORSENY PRUNIK

EXTRACELULARNI MATRIX - PENETRACNI
BARIERA

SNIZENI DIFUZE ANTIMIKROBIALNI LATKY
nelze vsak vzdy prokazat

VLIV POVRCHOVEHO NABOJE

Al v v s

se vazou na alginat (-) P. aeruginosa

SNIZENA DIFUZE ENZYMU jako jsou R-laktamazy
SnazsSi degradace antibiotik



ZMENA PROSTREDI

» vycerpani O, v urcitych oblastech
» zvyseni osmotického tlaku

» nahromadéni kyselych zplodin
metabolismu

primy ucinek - potlaceni ucinku antibiotika
chinolony, aminoglykosidy

nepfimy ucinek - sniZeni rustoveé rychlostsi
beta-laktamy, glykopeptidy



ZMENA MIKROBIALNI POPULACE

toxicka latka

N\

zabije vétSinu mikrobu v biofilmu

N\

zustane subpopulace bunék

k dané latce vysoce rezistentnich

,,Biofilmovy fenotyp” - exprese genu
zodpovednych za rezistenci

tato subpopulace odpovida za zvySenou rezistenci biofilmu



PREVENCE BIOFILMOVYCH INFEKCI
JE VYHODNEJSI NEZ LECBA

Spolecny zajem pacienta, Iékaie i ekonomu



Agens a jeho faktory virulence (adheze aj.)

Stav pacienta (imunosuprese, vék, dalSi onemocneni)

Typ implantatu (mechanické, konstrukéni a fyzikalné-chem.
viastnosti, zvl. charakter povrchu aj.)

Zpusob zavedeni a péce o implantat




Prevence biofilmovych infekci

Vhodna volba implantatu a zplusob zavedeni (asepticky!)
Zkuseny personal + kvalitni nasledna péce

Preventivni/preemptivni podani ATB u rizikovych
pacientt ???

Vhodny material (charakter povrchu: druh materialu,
povrchova energie, povrchovy naboj, hrubost aj.)

Impregnace implantatu - antimikrobialni latky a
antiseptika (chlorhexidin, Ag)



Terapie infekci spojenych
s tvorbou biofilmu




Terapie infekci spojenych s tvorbou biofilmu

‘

Ponechani infikovaného implantatu

Méné zavazné infekce
. ! patogennimi mikroby (napf. CoNS),
Likvidace J riziko disseminace

loziska Stabilizovany pacient, benigni prubéh,
bez komplikaci

QdStran?n' Reaguje na ATB terapii
implantatu
+
nasledna Pokus o likvidaci loziska biofilmu
ATM terapie

(Vysoka pravdépodobnost selhani)

(Doporuceni IDSA - Mermel et al, 2009)



Budoucnost

Prevence katétrovych infekci

Interference se signaly typu quorum sensing (furanony, RNAIII-IP,
AlIP)

Ovlivnéni povrchovych viastnosti katétru
Inhibice vzniku vysoce odolnych perzistoru

Vakcinace
?

Terapie katétrovych infekci
Rozvolnéni mezibunééné hmoty
enzymaticky (lyasy polysacharidt)
fyzikalné (ultrazvukem, elektromagnetickym polem)
Molekuly vyvolavajicich autodestrukci biofilmu

regulatory tvorby biofilmu (quorum sensing - furanony, RNAIII-IP, AIP)
?






