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Co nas dnes ceka

= Povidani o vztazich mezi organismy

= Rozvedeni povidani o biofilmu (o kteréem
uz byly zminky drive)

= Povidani o normalni mikroflore
jednotlivych casti tela



ekologie



Vztahy mezi organismy obecne

Ekologie je veda o vztazich mezi organismy navzajem
a mezi organismy a prostredim

Symbioza v sirsim slova smyslu znamena jakékoli
tésné souziti dvou rozdilnych organismu

Symbioza v uzsim smyslu znamena pouze vzajemne
prospésné souziti obou organismu (také
mutualismus, oba partneri maji ze souziti uzitek a
casto nemohou mimo ne prezit, napr. houba + rasa
= lisejnik)

Pripad, kdy jeden organismus druhemu skodi, se pak
nazyva antibioza (a pripadna latka za ni
zodpovedna je antibiotikum)

Vztah muze byt také indiferentni



Potravni vztahy dvou organismu

Komenzalismus — ,sdileni jidelniho stolu® (mensa).
Napriklad potraviny, které snime, vyuzivaji i mikroby
naseho streva

Saprofytismus — vyuzivani odumrelych casti
organismu Ci celych odumrelych organismu
(odloupanych epitelii Ci celych mrtvych tél)

Predace — organismus se zivi jinym zivym
organismem (lev — antilopa)

Parazitismus — pripad, kdy jeden organismus zije na
ukor druhého a napada jeho zivé bunky, ne vsak
s cilem rychlého usmrceni (jako u predace), ale
s cilem dlouhodobého preziti timto zpusobem (jmeli
— stromy). Sem patri i mnohé medicinsky
vyznamné mikroby.



Vztah parazit lmstitel

Je dynamicky a je ovlivhovan prostredim

par\<i‘<_’ ry/titel

prostredi

Pro parazita je zpravidla nejvyhodnegjsi situace,
kdy hostitel prezije, ale nesnazi se
parazita zbavit

Pro hostitele je ale ziveni parazita
nevyhodné, snazi se ho tedy zbavit — znicCit,
odstranit, nebo aspon lokalizovat




http://faculty.smu.edu/ayati/proteus/pro
teus1.gif

Saprofyt: Proteus se podili na likvidaci
nestravenych bilkovinnych zbytkt potravy



Biofilm



Co je to biofilm

= Biofilm je jeden ze zpusobu zivota bakterii. Je
to zpusob, kdy bakterie tvori souvislou vrstviCku
na urcitem povrchu

= Opakem biofilmu je planktonicka forma zivota
bakterie

= Biofilm se v prirode vyskytuje velice casto.
Biofilm je to, na Cem v lIéte uklouzneme
VvV rybnice, kdyz slapneme na kamen

= Biofilm muze byt jednodruhovy, Castgji vsak
byva vicedruhovy

= Mohou se na nem podilet bakterie, kvasinky,
Fasy a ruzné jiné mikroorganismy



Biofilm: dobry, nebo zly?

= Bezna mikroflora se vyskytuje zpravidla vice
Ci méneé ve formeé biofilmu. Takovy biofiim je
pro hostitele pozitivni a poskytuje mu ochranu
pred patogeny.

= Problem vsak je, pokud se ve forme biofilmu
vyskytnou patogenni mikroorganismy a
pokud dojde k naruseni rovnovahy mezi
mikroby a hostitelem.

= Zavazny a nebezpecny byva zejména biofilm
vznikly na umelych povrsich v organismu
(katetry, implantaty a podobné)



Pisef b&zné flory
My jsme skvela flora bézna
K nasemu Cloveku nezna
osidlime povrchy
cihame tu na mrchy

Schazime se kazdy patek
Za Ucelem tvorby latek
z kterych vznika biofilm
pevnejsi nez dub i jilm!

(Piseri bézné flory, in: O. Zahradni¢ek — Advent v dutine ustni. Zkraceno)



Vznik biofilmu

= Na zacatku je pevny povrch a plovouci
bakterie T

= Bakterie adheruje na povrch .
)

" Nasleduje agregace dalsich bakteriic==="s

= Bakterie zacnou produkovat

polysacharidovou matrix ==

® Az vznikne tridimenzionalni struktura

zvana biofilm g



Tvorba biofilmu

Nature Reviews | Drug Discovery

http://www.nature.com/nrd/journal/v2/n2/images/nrd1008-f1.gif



Vyznam tvorby biofilmu u bakterii

Bakterie mohou Iépe reqgulovat pocetnost populace
— v ramci biofilmu se totiz informuji produkci
urcitych latek (tzv. qguorum sensing)

Bakterie se stavaji odolnéjsi vuci vnéjsim vlivum:

= desinfekénim prostredkiim
= antibiotikiim
* imunitni reakci hostitele

Biofilm tvori jak bakterie bézné

flory (z hlediska organismu spise

pozitivni), tak i patogeny.

A TR S . - -, 5
v i 1 | - y ALk -
'a' \ . . y s - : 1
< A5 i Y -

Foto: Archiv Veroniky Holé

\‘:-



Patologicky biofilm — pribeh

= Muz, 58 let, v roce 2001 zaveden
kardiostimulator, v roce 2002 opakovane
hospitalizovan na internim oddeleni
s teplotami nejasné etiologie, vzestup
zanétlivych markeru

=" VV hemokulturach prokazan S. epidermidis
s velmi dobrou citlivosti

= Nekolikrat dlouhodobe preléecovan
vysokymi davkami antibiotik
v kombinacich (oxacilin, gentamicin,
rifampicin, cefazolin, cefalotin, klindamycin)



Pribeh — pokracovani
Zpocatku vzdy dobra odezva, poteé se objevuji ataky
teplot i v prubéhu terapie.

Pri vySetreni pres jicen nalez vegetace na komorove
elektrodeé o velikosti 1,5 x 1,5 cm.

Kardiologove opakovane odmitaji odstranéni
kardiostimulatoru. Nasazena kombinace antibiotik
oxacilin + gentamicin + rifampicin, pacient

v dobrem klinickem stavu.

Znovu vsak dochazi k vzestupu teplot a zvyseni
CRP. Nasazena terapie vankomycin + rifampicin, po
zlepseni stavu je pacientovi odstranén trombus a
vymeneéna elektroda (pod clonou ATB), to vede

k celkovemu zlepseni stavu pacienta.



Vinikem byl biofilm

N Fr v

tim, ze nebyla brana v uvahu vysoka
rezistence mikroba rostouciho ve formeé
biofilmu vuci témto antibiotikum.

= | éCba nebyla od sameho zacatku dostatecne

razantni a nedoslo k eradikaci loziska
biofilmu.

= Teprve odstraneni elektrody (pod clonou ATB)
doslo ke zlepseni stavu pacienta.



Predpokladane mechanizmy
ovlivaujici rezistenci k antibiotikum
(stale se zkouma)

= Vliv povrchoveho naboje

" Snizeni rustové rychlosti

= Horsi prostupnost antibiotika
= Nehomogenni matrix

= Fenotypoveé odlisnosti

= Intercelularni signalizace

" Imunitni mechanizmy



Biofilm a antibiotika

= Pokud jsou bakterie ve formé biofilmu,
nemusi antibiotika ,,zabrat“, | kdyz
klasické metody in vitro citlivosti davaiji lecbe
sanci.

= V takovychto pripadech neni vypovidajici
hodnota MIC ci MBC, ale hodnoty MBIC
(minimalni biofilm inhibujici koncentrace) a
MBEC (minimalni biofilm eradikujici
koncentrace)



Biofilm a antibiotika — pokraCovani

=" Hodnoty MBIC a MBEC lezi casto nad break
pointem pro dana antibiotika (bakterie jsou
kK nim tedy rezistentni).

= Nekdy jsou nékolikanasobneé vyssi nez
MIC, takze urceni MIC je malo vypovidajici

= Mikroby v biofilmu jsou zpravidla rezistentni i
ke kombinacim antibiotik, jedinou moznosti
potom zustava vyjmuti biofilmoveho loziska

(katetru, kloubnich nahrad, zubnich
implantatu apod.)



Rozdily v MIC, MBIC a MBEC - porovnani

Porovnani MIC, MBIC a MBEC (log)
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Zkratky antibiotik: pen — penicilin, oxa — oxacilin, ams — ampicilin/sulbactam, cmp -
chloramfenikol, te t — tetracyklin, cot — kotrimoxazol, ery — erytromycin, cli — clindamycin,
cip — ciprofloxacin, gen — gentamicin, tei — teikoplanin, van — vankomycin
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Biofilm a mikrobiologicka
diagnostika

" Protoze dnes vime, ze biofilm existuje a je
dulezity, nemuzeme se tvarit, ze tomu tak neni.
Biofilm ovlivhuje mikrobiologickou
diagnostiku v nasledujicich bodech:

» Pokud predpokladame tvorbu biofilmu, je treba to
zohlednit pfi zpracovani materialu (napr. u katetru)

= Je mozné primo detekovat tvorbu biofilmu, resp.
sklon bakterii tvorit biofilm

» Je mozneé (a uzitecneé) urcovat hodnoty MBIC a
MBEC.



Kultivace bakterii tvoricich biofilm

s Pokud bakterie tvori biofilm, je vhodné
zohlednit tuto skutecnost pri zpracovani
materialu

m V posledni dobe se vedou velké diskuse napr.
o tom, jak zpracovavat zilni katetry pred jejich
kultivaci v mikrobiologicke laboratori.

m Jsou vyvijeny metody, jejichz cilem je dobry
zachyt patogenu, jejich kvantifikace a zaroven
odcloneni kontaminace



Klasické zpracovani katetru

= Klasicka kultivace v bujonu: katetr se vlozi
do tekuté pudy a kultivuje 24 h. Je-li po této
dobe bujon zakaleny, je vyoCckovan na pevnou
pudu a pfipadné bakterie identifikovany.

= Co se stane: Uvolni se bakterie v planktonicke
forme. Bakterie ve formé biofilmu se uvolni
malo nebo vubec.

= VVzhledem k pouziti bujonu jako pomnozovaci
pudy nevime nic o kvantité (kontaminace x
infekce).



Nové moznosti zpracovani katetru

= Semikvantitativni metoda: Bujon se ovali po
povrchu pevné pudy. Co se stane:
Zzmapujeme povrch katetru a semikvantitativne
posoudit nalez, nevypovida vsak o bakteriich
uvnitr a bakterie se nemusi uvolnit z biofilmu.

= Sonifikace: biofilm rozbijeme ultrazvukem. Co
se stane: rozrusime biofilm na povrchu i uvnitr
katetru. VyoCkovani urcitého objemu vzorku je
kvantitativni metoda, takze dava moznost
posoudit mnozstvi mikrobu.



Moznosti detekce produkce
biofilmu u bakterii a kvasinek

= Prukaz biofilmu fenotypovymi metodami
(kultivace na agaru s konao cervenl
Chrlstensenova metod =

= Prukaz biofilmu genOtypuvylllllllelI.le'Jdllll



Spise pro vyzkumne a vyukove
ucely: Mikroskopie oralniho biofilmu

= V preparatech barvenych Gramem Ize pozorovat
shluky bakterii (G+ 1 G- ) a pripadnée bunky
makroorganismu (epitelie apod.)

= Jina barveni, napr. barveni aImanovou modrl
umozNnuji i znazorneni
polysacharidoveho materialu,
tj. nebunécné casti biofilmu,
bunky jsou zde znazorneny
negativnhim barvenim

Foto: Archiv Veroniky Holé



Jak zjistit biofilm na zubni sklovine
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m Dobrovolnik ma
pripravenou £
tabletku s barvivem
barvicim zubni plak.

m [abletka se necha
. | pUsobit v dutiné ustni cca
/2 min. Poté je vidét, kde
W se nejvice usazuje plak

Foto: Archiv Veroniky Holé



Kontrola rdstu

Stanoveni MBIC a
MBEC

= Pouziva se
podobnych desticek
jako pri urcovani
MIC, avSak specialni
metodika umozni
urceni hodnoty MBIC
ci MBEC.
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Foto: Archiv Veroniky Holé



Lécba: Eradikace biofiimu

= Antibioticka lecba casto potlaci pouze
priznaky infekce zpusobené bunkami
uvolnenymi z matrix biofilmu a jejich interakci
s imunitnim systemem, bunky ulozenée
v matrix biofiilmu neni schopna zasahnout.

= K eradikaci biofilmu je mozno vyuzit
vysokych koncentraci ATB Ci jejich
kombinaci (napr. ATB zatka katétru), pokud
lecba selhava, je nutno vyjmout lozisko
biofilmu



Prevence

" Prevence nadmerneho biofilmu v ustni dutinée
= Pravidelné Cisteni zubu a omezeni sladkych jidel a
napoju
" Prevence katetrovych biofilmu

» Katétry a kostni cementy z materialu
nepodporujicich tvorbu biofilmu, pripadne
s antimikrobialnimi substancemi, napr.
minocyklin Ci rifampicin

= Proplachy katétru

* Dodrzovani pravidel asepse, spravné
dekontaminacni postupy apod.






Normalni mikroflora a jeji vyznam

= Na ruznych mistech lidského téla je pfitomna
tzv. normalni (bezna) flora ¢i mikrofiora.
= Je tvorena komenzalnimi ci saprofytickymi
mikroby, ktere jsou hostiteli vice Ci méne
prospesne:
= kolonizaci prislusné sliznice brani tomu, aby
byla osidlena patogeny
= podileji se na stavu mikroprostredi, napr. pH
= ve streve likviduji nestravitelne zbytky

= mohou mit i dalsi pozitivni efekty pro hostitele
(napf. tvorba vitaminu stfevnimi bakteriemi)



Kde mikroflora je a kde neni

= Mikroflora neni ve tkanich, v parenchymu
organu, v krvi, v mozku ani mozkomisnim
moku. Zde je kazdy nalezeny mikrob velmi
pravdepodobne patogenem

= Mikroflora neni ani v nekterych dutych
organech, napr. v jicnu, v plicich, v mocovem
mechyri (krome starych osob) Ci v deloze

= Mikroflora je zejména v dutine ustni a
hitanu, v tlustém (a zCasti | tenkém) streve,
v pochvé a v mensim mnozstvi také na kuzi



Mikroflora v prubehu zivota Cloveka

" Plod nema zadnou béznou floru, po narozeni
zvolna zacina osidlovani

= Béhem prvnich mesicu a let zivota se bézna
mikroflora vyviji (zejmeéna strevni v souvislosti
se zmenami potravy)

= U zen se méni vaginalni mikroflora v dusledku
hormonu pfi menarche, dale pri za¢atku
pohlavniho zivota a pak v menopause

= U starsich osob dochazi k dalSim zménam
(napr. se casto ustanovi ,bezna flora”
vV mocovem mechyri, drive sterilnim)



Mikroflora jako ekosystem

= Kdysi lidé mysleli, ze vSechny skudce urody
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo
se ale, ze takovy brutalni zasah Casto
nadela vic skody nez uzitku, zviast kdyz
se pouzije nevhodnym zpusobem

= Podobne slozity ekosystem je i treba
strevni mikroflora. | proto dnes na strevni
infekce vetsinou nedoporucujeme
antibiotika, protoze system ,rozhodi” Casto
jeste vic.



Prehled bezné mikroflory

Kuze, nos, boltec, zevni
zvukovod, kozni adnexa

Hltan a ustni dutina

Tluste (i tenke) strevo

Vagina

Prechody (rty apod.)

Stafylokoky (i zlate),
korynebakteria, kvasinky

Ustni streptokoky a neisserie

Hemofily, mala mnozstvi
pneumokoku, meningokoku,
anaeroby, nepat. treponem.

Anaeroby, enterobakterie,
enterokoky, Entamoeba coli

Laktobacily, mala mnozstvi
nejruznéjsich mikrobu

Smeés zastupcu obou mist



Normalni osidleni dychacich cest

= Nosni dutina nema specifickou floru, prechazi
tam vsak mikroflora z kuze (predni Cast) a
hitanu (zadni Ccast)

= V hiltanu (stejne jako v ustni dutine)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnohé dalsi
tam jsou, ale vetsinou je nevykultivujeme

= Plice a dolni dychaci cesty jsou normalne
bez vétSiho mnozstvi mikrobu

= Na ostatnich mistech (hrtan) jsou ruzné
prechody (hrtan — jako v hitanu, ale méne)



Normalni osidleni travicich cest

= Rty znamenaji prechod kozni a ustni flory

= V ustni dutiné (stejne jako v hltanu)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnohe dalsi
tam jsou, ale vetsinou je nevykultivujeme

= Jicen a zaludek jsou za normalnich okolnosti
bez vetSiho mnozstvi mikrobu

= V tenkém a zejména tlustem streve
nachazime zpravidla asi 1 kg anaerobu, dale
enterobakterie, enterokoky, kvasinky, nekdy i
nepatogenni ameby

= Rit’ je op&t mistem prechodu stfeva a kize



Normalni situace v ustni dutine

= Ustni dutina je i za normalni situace velice
slozity ekosystém, slozeny z ruznych
druhu bakterii, usazenych materiald,
lidskych bunek a dalsich slozek

= Bakterie se v dutine ustni pritom nevyskytuji
v nejakem chaosu, ale v komplikovanem,
strukturovaném utvaru, zvaném biofilm.
V daném pripade jde o vicedruhovy
strukturovany biofilm, ve kterém napir.
anaeroby jsou pritomny ve vetsi hloubce
nez aerobni bakterie



MocCove cesty zdravého Cloveka
Ledviny — normalné bez mikrobu

Panvicky ledvinné — normalné bez mikrobu
Mocovody (uretery) — normalné bez mikrobu

Mocovy mechyr mladych a stredne starych
osob — normalné bez mikrobu

Mocovy méchyr senioru — i za normalnich
okolnosti muze byt osidlen mikroflorou, ktera
necini problemy a stava se ,béznou florou”

Mocova trubice — normalné bez mikrobu, ¢ast
prilehla k usti vS8ak muze byt osidlena zvendi



Normalni stav pohlavnich organu

= Za normalnich poméru nejsou mikroby
= U zeny v deloze, vejcovodech, vajecnicich
= U muze v prostate, chamovodech, varlatech

= Specifickou normalni floru ma vagina
(laktobacily, primés ruznych aerobnich i
anaerobnich mikrobu)

= Vulva tvori prechod vaginalni a kozni flory

= U muze je specificky predkozkovy vak,
vedle kozni flory jsou tu | napr.
nepatogenni mykobakteria apod.



Normalni osidleni kuze
= Prestoze kuze je pro mikroby nejdostupngjsi,
je jeji osidleni mnohem chudsi nez
v pripade napr. ust, pochvy Ci tlusteho streva
= Mikrob, ktery chce zit na kuzi, musi snaset
vyschnuti a vysoké koncentrace soli
= Na kuzi se tedy normalné vyskytuji
= koagulaza negativni druhy stafylokoku
= zlaty stafylokok — malé mnozstvi je normalni
= korynebakteria a pribuzné G+ tyCinky
= mala mnozstvi kvasinek



Péce o strevni mikrofloru

= \/ rekonvalescenci prujmu, ale i napf. po
celkové antimikrobialni terapii (kde mohlo
dojit k vybiti casti mikroflory) je vhodné snazit
se 0 obnovu normalniho stavu

® Pouzivaji se jogurty (nesladke, netucneé),
kyselé zeli, ruzné preparaty (Hylac)
» Nektere obsahuji substraty pro ,dobre” bakterie,

to jsou prebiotika.

= Nektere obsahuji primo ty dobré bakterie, to jsou
probiotika

= Nektere obsahuji oboje, to jsou symbiotika




PécCe o vaginalni mikrofloru

= Také vaginalni ekosystém muze byt
narusen antimikrobialni IléCbou Ci nejakym
onemocnenim

= Take zde doporucuji ,lidove receptury”
napr. aplikaci jogurtu do pochvy

= Jinak lze doporucit prebiotickeé ci
probioticke vaginalni Cipky

= Dulezita je take vyziva a uprava
hormonalnich hladin (antikoncepce)



Dekuji za pozornost



