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Mikrobiologicky Ustav uvadi

_4

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil dvanacty:

Pachatel v organizované skupine
aneb

Bakterialni biofilm




Na uvod

My jsme skvela flora béezna
K nasemu Cloveku nezna
osidlime povrchy

cihame tu na mrchy

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

(Pisen bézné flory, in: O. Zahradni¢ek — Advent v dutiné ustni. Zkraceno)
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Klinické pripady spojene s biofilmem

Diagnostické a experimentalni metody u biofilmu

Obrazky biofilmu




Klinické pripady
spojene
S biofilmem




Pribeh prvni (tentokrat skutecny)

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

m VV hemokulturach prokazan S. epidermidis
s velmi dobrou citlivosti

m Nekolikrat dlouhodobée preléCovan
vysokymi davkami antibiotik v kombinacich
(oxacilin, gentamicin, rifampicin, cefazolin,
cefalotin, klindamycin)



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

m Pri transesofagealnim vysetreni nalez vegetace na
Komorove elektrode o velikosti 1,5 x 1,5 cm.

m Kardiologové opakovane odmitaji odstraneni
Kardiostimulatoru. Nasazena kombinace antibiotik
oxacilin + gentamicin + rifampicin, pacient v dobrem
Klinickem stavu.

m Znovu vSak dochazi k vzestupu teplot a zvyseni CRP.
Nasazena terapie vankomycin + rifampicin, po
zlepseni stavu je pacientovi odstranen trombus a
vymenena elektroda (pod clonou ATB), to vede
k celkovemu zlepseni stavu pacienta.




Vinikem byl biofilm

m Neuspech zvolene ATB terapie byl zapriCinen
tim, ze nebyla brana v uvahu vysoka
rezistence mikroba rostouciho ve forme
biofilmu vuci témto antibiotikum.

m LécCba nebyla od samého zacatku dostatecne
razantni a nedoslo k eradikaci loziska biofilmu.

m [eprve odstraneéeni elektrody (pod clonou ATB)
doslo ke zlepseni stavu pacienta.




Pfib&h druhy

Michal byl 13lety kluk. Nenavidel rodiCe a rozhodl se
udéelat cokoli, co bude proti nim..

Rozhodl se, ze jedna z metod boje s rodiCi by mohla
byt blokada vseho, co po nem rodiCe chteji.

A tak si prestal cistit zuby, udrzovat poradek ve
svém pokoji a delat nekteré dalsi podobné veci.

Brzy ho ale zacaly bolet zuby. Musel k zubari, ktery
konstatoval tezky zubni kaz. Zubarka mu zuby
spravila, ale také nemilosrdne trvala na tom, ze si
musi zacit zuby zase Cistit, jinak ze bude mit problemy
Zznova — ne jen s ni (a ostatnimi z generace ,vratte-se-
do-hrobu), ale hlavne s vlastnimi zuby.
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Zlocincem byl

m ...opet prerostly biofilm.

m V ustni dutine je biofilm normalni. Je dokonce
uzitecny: normalni ustni flora se organizovana ve
formé biofilmu, a tak se muze branit vnejSim vlivum
vcetne patogennich agens

m Nicmene prilis prerostly biofilm (jako vysledek
prilis velkého mnoZstvi zkonzumovanych cukru a
prilis malého €isténi zubu) zpusobuje, Ze biofilm se
stava nepritelem, misto aby byl pritelem pacienta.



Zakladni
charakteristika
biofiimu




Biofilm: co je to?

= Biofilm je komplexni, organizovana
struktura

m Sklada se z zivych buneék (vetsinou bakterii)
a hmot jimi produkovanych (vetsinou
polysacharidu)

m Neni pritomen jen v zivych organismech, ale |
v prostredi. Napriklad kamen, na ktere jsme
uklouzli v lete v rece Ci rybniku, byl asi pokryt
biofilmem. Biofilm je vyznamny i napriklad

v potravinarstvi @




Vznik biofilmu

— m Na zacatku je pevny povrch a plovouci
bakterie = +

m Bakterie adheruje na povrch .
m Nasleduje agregace dalsich bakteril’-?-.’_-_

m Bakterie zacnou produkovat

polysacharidovou matrix e

m Az vznikne tridimenzionalni struktura zvana

biofilm
D

Biofilm muze byt jedno- Ci vicedruhovy
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Vyznam tvorby biofilmu u bakterii

E

Bakterie mohou lepe regulovat pocetnost populace —
v ramci biofilmu se totiz informuji produkci urcitych
latek (tzv. quorum sensing)

Bakterie se stavaji odolngjsi vuci vnéjsim vlivum,
napr..

= desinfekénim prostredkim
= antibiotikim
= imunitni reakci hostitele

m Biofilm tvori jak bakterie bézne flory (z hlediska
organismu spise pozitivni), tak i patogeny. L



Mechanizmy ovlivnujici
rezistenci k antibiotikum

m Vliv povrchoveho naboje
m Snizeni rustové rychlosti
m Penetracni bariéra

m Nehomogenni matrix

m Fenotypové odlisnosti

m Intercelularni signalizace
= Imunitni mechanizmy...




Eradikace biofilmu

m Antibioticka IeéCba Casto potlacCi pouze
symptomy infekce zpusobené bunkami
uvolnenymi z matrix biofilmu a jejich interakci
s imunitnim systémem, bunky ulozene
v matrix biofilmu neni schopna zasahnout.

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



Prevence v <

|

m Katétry a kostni cementy s antimikrobialnimi
substancemi, napr.

= minocyklin
= rifampicin
m Proplachy katétru

m Dodrzovani pravidel asepse, spravne
dekontaminacni postupy apod.




Diagnosticke a
experimentalni
metody u
biofiimu




Diagnosticke moznosti

WL

m Prukaz biofilmu fenotypovymi metodami
(Christensenova metoda, Kultivace na agaru
s kongo Cerveni)

Foto: Archiv Veroniky Holé

m Prukaz biofilmu genetickymi metodami

m Stanoveni citlivosti bakterii v biofilmu
k jednotlivym antibiotikim (MBIC, MBEC)




Mikroskopie oralniho biofilmu

Vedle oficialnich metod pro prukaz biofilmu existuji i
dalsi moznosti, jak zviditelnit biofilm.

V pripade oralnich biofilmu:

m Gramovo barveni umoznuje pozorovat shluky bakterii
(G+ i1 G-) a pripadné bunky makroorganizmu (epitelie
apod.). Polysacharidové hmoty zustavaji nezbarvene.

m Barveni alcianovou modri
naopak umoznuje i znazorneni
polysacharidoveho materialu, tj.
nebunécné casti biofilmu, bunky
Jjsou zde znazorneny negativnim
barvenim

Foto: Archiv Veroniky Holé



Prukaz vlivu C|sten| Zubu na
oralni biofilm ;

m Dobrovolnik ma
pripraveny jodovy
roztok Ci tablety

S barvivem barvicim
zubni plak.
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mRoztok se necha pusobit
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Foto: Archiv Veroniky Holé



Kultivace bakterii tvoricich
biofilm

m Pokud bakterie tvori biofilm, je doporuceno
pouzit pred vlastni kultivaci materialu
specialni postupy

m V pripade kultivace centralninho venozniho
katetru s predpokladanou kolonizaci existuji
dve metody. Obé jsou vyhodnegjSi nez klasicka
kultivace v bujonu, sonifikace je vsak jeste o
néco lepsi nez Makiho metoda




Moznosti

m Klasicka kultivace v bujonu: Uvolni se bakterie
v.planktonicke formeé. Bakterie ve forme biofilmu se
uvolni malo nebo vubec. Vzhledem k pouZziti bujonu
Jjako pomnozovaci pudy nevime nic o kvantite
(kontaminace X infekce).

m Semikvantitativni metoda: Umoznuje nam zmapovat
povrch katétru a semikvantitativne posoudit nalez,
nevypovida vsak o bakteriich v lumen a bakterie se
nemusi uvolnit z biofilmu.

m Sonifikace: rozrusuje biofilm na povrchu i v lumen
katetru. Vyockovani urCitého objemu vzorku je
kvantitativhi metoda, takze dava moznost posoudit
mnozstvi mikrobu.



Prukaz vlivu pritomnosti sacharidu na
tvorbu zubniho plaku

m Princip pokusu je jednoduchy. Na plastovem
dulku (ktery imituje povrch zubu) je
kultivovana jedna z ustnich bakterii pri
ruznych koncentracich glukézy a po ruzne
dlouhé Ccasove useky

m VVznikly biofilm je poté vizualizovan
gencianovou violeti a jeho intenzita je
kvantifikovana ve forme absorbance pomoci
spektrofotometru




Aby se zabranilo nahodné chybe, ma vzdy
Sest sousednich dulku stejneé hodnoty
koncentrace gic i cCasu

2 8 16 , 24 h
o LRI LI L ICIC)
900000000000

() 'EE' L EE' (O
900000006000
..tl.ﬁ!it!.i

5 OOCOCHOOCHOC
OO0

% qlc




Staré a nove zkratky pro urcovani
ucinnosti antibiotik

MIC — minimalni inhibiCni koncentrace je pojem, ktery
se u antibiotik pouziva pro oznaceni meze rustu
(mnozeni) mikroba

MBC — minimalni baktericidni koncentrace se pouziva
pro mez preziti bakterie. U virt by se pouzil pojem
,minimalni virucidni“ a podobne.

MBIC — minimalni biofilm inhibujici koncentrace
MBEC — minimalni biofilm eradikujici koncentrace




Diagnosticke
moznosti
— stanoveni MBEC

Kontrola ristu
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Foto: Archiv Veroniky Holé



Foto: Archiv Veroniky Holé

MIC versus MBEC

m Zatimco MIC je metoda urcujici minimalni
iInhibiCni koncentraci ATB u planktonicke form,
MBEC zjisti eradikaci bakterialniho biofilmu.

Vypovida tedy lepe o skuteChem ucinku antibiotika

[V 4

na bakterie zijici ve forme biofiimu.

m MBEC odpovida nejnizsi koncentraci antibiotika,
kde jeste prokazeme eradikaci biofilmu
(nepritomnost zivych bunék, nedochazi ke zméné
pH média, dulek tedy zustava Cerveny)




Rozdily v MIC, MBIC a MBEC- porovnani

Porovnani MIC, MBIC a MBEC (log)
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Diagnostické moznosti Il. A
|

‘= Hodnoty MBIC a MBEC leZi &asto nad break
pointem pro dana antibiotika (bakterie jsou
K nim rezistentni)

= Hodnoty MBIC a MBEC jsou casto dokonce
nekolikanasobne vyssi nez MIC

m Mikroby v biofilmu jsou zpravidla rezistentni | ke
kombinacim antibiotik, jedinou moznosti potom
zustava vyjmuti biofilmového loziska (katétru,
ale i kloubnich nahrad, zubnich implantatu
apod.)




Obrazky
biofilmu




Obrazky zloCince
Ruzné obrazky biofilmu

Biofilm na katetru

Foto: Archiv of Veroniky Holé



Obrazky zloCince
Ruzné obrazky biofilmu

Biofilm na katetru

Bakterie

Kanalek
Katetr

Polysacharidy

Foto: Archiv of Veroniky Holé
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yvoj biofilmu
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Vyvoj biofilmu, jiné schema
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Vyvoj biofilmu
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Biofilm utekl zubnimu kartacku a
stava se zdrojem kazu

3x webs.wichita.edu



Microbial Biofilms: ' . .

Sticking Together for Success oA B I Ofl I I I I

Single-celled microbes readily form communities ' -

in resilient structures that provide advantages of .
multicellular organization.
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- Prezentace byla vytvorena
f ve spolupraci ing.
Veroniky Holé, PhD.,
MUDr. Lenky
Cernohorské, PhD., a
MUDr. Ondfeje
ZahradniCka

(Studentka K. C.
pred tremi lety
zapomneéla index,
takze zapocet pak
dostala v hospode
©)

Foto: Archiv O. Z.



Bonus: vice o biofilmu
Kde vSude pusobi biofilm problemy

‘m biofilm vznikly na umélych povrsich
v organismu Cloveka i zvirete (katetry,
implantaty a podobne)

m mene casto biofilm na prirozenych povrsich
(zde si s tim organismus spise poradi), ale | zde
mohou byt komplikace (zubni plak Cloveka,
biofilm v zlazovem epitelu vemene u kravy)

m a samoziejmé také biofilm na ruznych
povrsich Ci v potrubnich systéemech mimo
organismy, zejména ve vodarenstvia

potravinarstvi



Materialy a mista >

Na Cem se tvofi:  Nejeastsjsi vyskyt:

m herez mrtva mista

a hlinik vyrotl?lnlho zarizeni
m venti

x sklo y
= klouby

n teflonu m tésnéni

B guma = apod.

m plasty

Pouzity texty z publikace: Petra Sedlackova, Petra Klodnerové, Miroslav Cefovsky:
Metody inaktivace a odstranéni biofilmu



Jaké jsou mozne problemy u
prumyslovych biofilmu D

o Zdl'Oj krlzovych postpasteracnlch a
poststerilacnich kontaminaci — znehodnoceni
potravinarskych produktu, kazeni potravin, popf.
prenos nakaz potravinami

m koroze kovovych casti zarizeni

m turbulence protékajicich tekutych materialu
v prutokovych trubkach

m shizeni ucinnosti a energeticke ztraty
v dusledku tvorby tepelné izolacni vrstvy ve

vymenicich tepla




Biofilm jako zdroj dalsiho Sireni

m Poté, co se biofilm vytvori, uvolnuji se
Zz ne] mikroorganismy, které pak mohou
kolonizovat zase dalsi povrchy, takze
biofilm vznika na dalSich mistech

m Neodstraneny biofilm tedy predstavuje
potencialni riziko pro vznik biofilmu na

jinych mistech {




Ucéinnost na biofilm # udinnost na bakterie

— m Ucinnost chemickych latek na biofilm jako
celek je dana zcela jinymi mechanismy a
vlivy nez ucCinek na bakterie samotné. Casto
se prave uplatnhuje povrchovy naboj

m Proto postupy méneé ucinneé na jednotlive
bakterie mohou byt ucinneéjsi na biofilm

m U biofilmu v chirurgickych ranach je
(napfr. koloidni stribro — povrchovy naboj) nez
celkove podana antibiotika D




Odstraneni biofilmu (obecne) @

m Odstraneni povrchu (vymeéna zarizeni, casti
potrubi apod.) je samozrejme radikalni krok.
Otazkou je, zda se biofilm nevytvori znovu,
bude-li nova cast stejné konstrukce

m K mechanickemu odstranéni biofilmu Ize
pristoupit, pokud to umoznuje situace

m Z fyzikalnich metod lze pouzit napr. ultrazvuk

m Chemicka cesta je mozna, je vsak nutné mit
overeno, ze prislusny postup (latka a
koncentrace) na biofilm pusobi. Casto se
pouzivaji chlorove preparaty

s Kombinace ruznych postupu je t€Z mozna



Detergenty a desinfekce: moznost
kombinace (v prumyslu) >

Uginna mazZe byt kombinace
m pusobeni detergentu, ktery rozpusti a rozrusi
organickou hmotu na povrchu biofilmu, nasledne

m oplachnuti rozruseny biofilm odplavi, a tim obnazi
mikroorganismy, a pote

m desinfekcni latka pronikne dovnitr biofilmu a
iInaktivuje pritomneé mikroorganismy

Nebo Ize vyuzit prostredku, které maji ucinek
detergentu i desinfekcniho prostredku;

problem je v tom, ze vlastni desinfekcni

ucinek detergentu je spise slaby.




Je mozna prevence? >

= Sanci pro prevenci davaji materialové védy,
zejmena makromolekularni chemie

m Povrchy nejsou stejne nachylne ke
kolonizaci; mene nachylné jsou zpravidla
hydrofobni povrchy. | jednotlivé plasty se lisi

m V medicine se jiz pouzivaji materialy se
specialni povrchovou upravou, pripadnée
dokonce napustené antibiotiky (to ovsSem

nelze v potravinarstvi pripustit) =



Shrnuti bonusoveho @ A

materialu

m Biofilm pusobi komplikace nejen ve
zdravotnictvi, ale i v jinych oborech

m NejCastejsim dalsim oborem, kde se biofilm
uplatnuje, je potravinarstvi

m | zde ovsem existuje vyznamna souvislost
s lidskym zdravim. Biofilm v technologickych
zarizenich se muze stat zdrojem
kontaminace potravin, pripadne vody




