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Mikrobialni biofilmy
3. Biofilmova spolecenstva
lidského téla a biofilmové infekce

Z celkového mnozstvi vSech bunék obsazenych v lidském téle je téch skutecné
lidskych pouze desetina (okolo 10!2). Celych 90 % tvofi buriky nasi pfirozené
mikrofléry, tedy bakterie (fadové 10'%). Velka ¢ast z nich se vyskytuje v biofil-
mu. Na druhou stranu v této formé rostou i bakterie patogenni, zpusobujici one-
mocnéni ruznych organu a organovych soustav. Biofilm jako forma existence
mikrobii je tedy z pohledu mediciny velmi dulezity. Mikroorganismy v biofilmu
se totiz vyznacuji zvysenou odolnosti vii¢i obrannym mechanismim hostitele
a schopnost rustu bakterii v biofilmu je téZ spojovana s vysokou pfirozenou
rezistenci téchto spolecenstev k ui¢inkim antibiotik, coz se z hlediska klinické
mikrobiologie povazuje za dilezity faktor virulence spoleény vSem biofilmitim.
Biofilmy se tak pro svou schopnost pfichytit se k povrchiim implantovanych
chirurgickych nahrad a zarizeni nebo k poskozenym tkanim mohou stat prici-

nou pretrvavajicich infekci.

V prvnim dilu tohoto seridlu (Ziva 2012,
3:104-106) jsme jiZz uvedli, Ze tvorba mi-
krobiadlniho biofilmu probiha v nékolika
zékladnich fazich — atrakce bunék, jejich
adheze, akumulace a disperze. Vzniku
biofilmu v3ak obvykle pfedchazi vytvote-
ni pelikuly — vrstvy iontt a organickych
molekul, které se na zdkladé fyzikalnich
interakci navdzou na &isty povrch a usnad-
fuji vazbu bakterii. Pelikula vznika v pro-
stfedi bohatém na organické latky (krevni
fecisté, dutina dstni apod.) béhem néko-
lika mélo minut. V krevnim Fecisti se na
jeji tvorbé podileji rtizné bilkoviny (napft.
albuminy), ionty sodiku a drasliku, glyko-
proteiny (napt. fibronektin) a dal$i makro-
molekuly.
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Pfitomnost takového povrchu zjisti vol-
né plovouci bakterie behem nékolika mi-
nut (atrakce) a ndhodné, nebo s pomoci
receptort se zatnou usazovat (faze adheze
a pozdéji akumulace). Pocatecni vazba je
ovlivnéna elektrickymi naboji vznikaji-
cimi mezi povrchem a butikami (tvorba
vodikovych mistki), Van der Waalsovymi
silami a elektrostatickou pfitazlivosti.
Pozdsgji se bakterie pevné pfichyti (adhe-
ruji) za vzniku specifickych vazeb. Vazby
maji povahu chemickou, nebo jde o vaz-
by mezi receptorem na povrchu bakterie
a adhezinem (molekulou zprostifedkujici
prichyceni) na kolonizovaném povrchu.
K pevné uchycenym bakteriim se pfidava-
ji dalsi, vznikaji mikrokolonie a dochazi
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5 Dnesni ,,civilizace“ se obrazi i ve
sloZeni naplavi, jak doklada naplav
Dunajce v ndrodnim parku Pieniny (!),
ktery pozistava pfedevsim z plechovek
priplavenych z , kulturni* krajiny

vys$e proti proudu. Snimky V. Lozka,
pokud neni uvedeno jinak

miky proudovych koridort a siteni druht
v krajiné, jejich reakce na povodiiovou
z4atéz i znecisténi apod., a viibec poprvé se
snazime tuto dynamiku kvantifikovat. Vy-
zkum meékkysa v ndplavech dosud zdale-
ka nefekl své posledni slovo a zejména
pokud by byl provazen i studiem dalsich
néplavovych objektd, predevsim vytfidé-
nych semen, mohl by poskytnout fadu
novych poznatki o pfirodnim déni.

k jejich rozrtistani délenim i koagregaci,
tedy vazbou dalsich bakterii k bakteriim
v biofilmu. Usazené buiiky produkuji poly-
mernf latky, zejména polysacharidy, kte-
ré tvoii dalsi ze zakladnich stavebnich
slozek biofilmové vrstvy. Extracelularni
hmota a voda pfedstavuji celkem asi 98 %
objemu bakteridlni biofilmové struktury.
Do této vrstvy se také mohou vézat buiiky,
bilkoviny a dalsi latky z téla hostitele.
Béhem hodin az dnf vzniké zraly bio-
film s houbovitymi strukturami bakterii
a exopolysacharidti, s dutinami a kanalky
umoziiujicimi p¥{sun Zivin i do jeho hlub-
$ich vrstev. Na pfirozenych povrsich lid-
ského téla (dutina ustni, stfevni sliznice,
vagina) se tvofi rozsahla konsorcia raznych
druht bakterii, k nimz se mohou pfidat
i jiné mikroorganismy (améby, kvasinky
apod.). P¥i kolonizaci umélych povrchi
v primarné sterilnich ¢astech lidského téla
(jako je napf. krevni fecisté) jde vétsinou
o biofilm jednodruhovy, zatimco umélé
povrchy v mistech s pfirozenou mikroflé-
rou osidluji vicedruhova spolecenstva.
Po dosaZeni ur¢ité buné¢né hustoty se
ze zralého biofilmu zac¢inaji oddélovat bud
jednotlivé buiky, nebo celé jejich shluky
i s ¢astmi biofilmu (faze disperze). Buitky
se uvolrniuji zpét do prostfedi, napi. do
krevniho Fedisté, a mohou kolonizovat dal-
$1 vhodné povrchy. Tim v biofilmu vznika
dynamicka rovnovéha, ktera je regulovana
dostupnosti Zivin, podminkami vnéjsiho
prostiedi, ale i butikami samotnymi, napf.
systémem quorum-sensing (hlavni regulac-
ni a komunikac¢n{ prostfedek bakterialniho
spoledenstva, bliZze Ziva 2012, 3: 104-106),
nebo produkci latek, které degraduji poly-
merni struktury biofilmu a napomahajf tak
uvolnéni bunék. Existuje fada rznych fo-
rem a struktur biofilmu, které vznikaji v za-
vislosti na vlastnostech okolntho prostiedi
(napf. pH, hydrodynamické sily), pfitom-
nosti a dostupnosti zivin a kysliku a podle
zastoupeni konkrétnich druht bakterii.

Rezistence k antimikrobialnim latkam

Je znamo, Ze mikrobialni buriky v biofilmu
jsou mnohondsobné odolnéjsi k antimi-
krobialnim latkam (biocidim) nez plank-
tonické buiiky stejného kmene. Zvysenéd
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rezistence biofilmi k biocidiim je proka-
zana in vitro (G¢innost biocidt byla o jeden
az Gty fady nizsi oproti buiikdm plankto-
nickym) a je vyznamnou komplikaci u in-
fekci implantati a cizich téles in vivo.

Biofilmova rezistence se projevuje né-
kolika zakladnimi mechanismy, které se
1i81 v zavislosti na druhu mikroba schop-
ného tvofit biofilm, a aplikované antimi-
krobidlni latky. Rozdil je tézZ v tom, jaké
reakce se projevuji v pocéate¢ni fazi riastu
a jaké u plné vyzralého a starého biofilmu.
Mezi nejvyznamnéjsi a nejvice prostudo-
vané mechanismy biofilmové rezistence
patii: fyzikalni a chemické bariéry brani-
ci priniku latek do biofilmové vrstvy, sni-
zenda rychlost riistu bunék v biofilmu, akti-
vace univerzalni stresové odpovédi, vznik
urcité rezistentni skupiny bunék (perzis-
torid), vznik fenotypu specifického pro
biofilm a exprese pravdépodobnych gent
rezistence. VSechny tyto faktory se v bio-
filmu spise vzajemné dopliiuji, nez pisobi
jednotlivé. Roli hraji i , klasické“ mecha-
nismy bakteridlni rezistence (jako napft. sni-
Zena propustnost bunécné stény, enzyma-
ticka inaktivace antimikrobialni latky, jeji
aktivni vylucovani z buriky nebo modifi-
kace ¢i nahrazeni cile jejtho t¢inku), které
se projevuji i v planktonickych bakteril-
nich kulturach. Ve vicedruhovém biofilmu
e Snizeny prinik latek do biofilmu
Biofilmova vrstva mtize tvofit bariéru dvé-
ma zpusoby — jako sito nepropousté&jici
vétsi molekuly, nebo jako donor volnych
vazebnych mist. Mechanismus sita po-
skytuje i¢innou ochranu proti velkym
molekuldm imunitniho systému hostitele,
jako jsou napf. antimikrobialn{ proteiny —
lysozymy a komplement. Pomérné silné
hydratované polyanionické polysacharidy
a glykoproteiny biofilmové vrstvy ptsobi
jako vyméniky iontt a adsorbuji kationty
antimikrobialnich latek. Ve vétsiné pi¥ipa-
dt vsak polysacharidové bariéra postup
téchto latek pouze zpomali — pFikladem
jsou fluorované chinolony. I tato ¢asova
prodleva vsak muze zvysit efektivitu obra-
ny bakterialni buiiky, napf. enzymatické
degradace pronikajici antimikrobialni latky.
e Pomaly rust biofilmu
a heterogenita mikrobialni populace
Pfi nasycen{ urc¢itého prostfedi bakteriemi
nebo pii tbytku Zivin dochazi v bakterialni
populaci ke zpomalenf{ rtstu, které obec-
né provazi zvysena rezistence k antibioti-
kiéim cilenym na rostouci bakterie. Nékte-
ré studie prokazaly, Ze rtstova rychlost
mikrobt (napi. Staphylococcus epidermi-
dis) v biofilmu silné ovliviiuje jeho citli-
vost — ¢im rychlejsi rist, tim d¥ive tato
antibiotika buriky inaktivuji.

Ve vyzralych biofilmech lze pozorovat
trojrozmérnou strukturu s mnoha typy
mikroprostfedi, jez se lii napf. osmolari-
tou, p¥isunem Zivin ¢i buné¢nou hustotou.
Gradienty Zivin, rizné odpadni produkty
a Getné signalizacéni faktory, to vSe piispiva
k heterogenité. Proto se nabizi pfedpoklad,
Ze 1 mikrobidlni spolecenstvo biofilmu je
heterogenni a jednotlivé buriky nebo jejich
populace Ziji v rozdilnych podminkach,
a tedy i rostou rtiznou rychlosti.

e Vznik perzistoru
Jiz v 1. 1944 publikoval Joseph W. Bigger
v ¢asopise The Lancet ¢lanek o svych vy-
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1 Rozlozeni subgingivalniho zubniho
plaku (¢asti zubu zanofené do dasné).
Podle: M. Gajardo (2009) kreslila

M. Chumchalova, upraveno

2 Vrstva smiSeného biofilmu s bakterie-
mi Staphylococcus epidermidis a kvasin-
kami Candida parapsilosis u pacienta

s katétrovou sepsi. Builky jsou p¥ichyceny
na povrchu katétru a tvotr{ mikrokolonie
obalené extracelularni hmotou. Diky
mikroskopickému priikazu biofilmu se
podaftilo odhalit oba ptivodce jesté v den
odbéru a zah4jit cilenou 1é¢bu o dva dny
d¥ive nez p¥i konvenénich technikdch
kultivace. Barveno toluidinovou modii.
Foto: V. Hola a F. Ruzicka

zkumech s t¢inkem penicilinu na bakterie.
Jednim z poznatkt bylo, Ze pfi vystaveni
stafylokokové kultury a¢inkiim penicilinu
prezila mala ¢ast buneék, které Bigger nazval
perzistofi. Pocet perzistort v bakterialni
populaci odhadl na 10 a ukézal téz, ze
jejich kultivaci a mnoZzenim vznika popu-
lace nerozeznatelné od té ptvodni — po-
dobné citliva k inhibici ristu penicilinem
a se stejnym procentem novych perzisto-
rd. Tyto pokusy se podafilo zopakovat se
shodnymi zavéry i u jinych bakterii — pfe-
zivajici perzistofi jsou tedy pouze fenoty-
povou variantou ptivodniho kmene. V fadé
studii byla pfitomnost téchto bunék identi-
fikovéana i v biofilmech.

e Univerzalni odpovéd na stres
Bakterie odpovidaji na nedostatek zivin
a na jiné environmentaln{ stresy synté-
zou sigma-faktort. Ty reguluji transkripci
gent, jejichZz produkty zmirnuji uéinky
stresu — aktivuje se mechanismus univer-
zalni odpovédi zaloZeny napf. na zméné
propustnosti bunééné membrany pro anti-
mikrobidlni latky.

e Vznik biofilmového fenotypu

Jiz pfed 10 lety se objevila v 1ékatské mikro-
biologii teorie, Ze primarni adheze bakte-
rif k povrchu muze vést k indukci nebo
represi gend, které mohou déle ovlivnit
mnohé fyziologické odpovédi. DNA micro-
array analyzy ukazaly, Ze se exprese gent
mezi biofilmovymi a planktonickymi buii-
kami skute¢né lisi, napt. u Bacillus subtilis
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06 %, u Pseudomonas aeruginosa o 1 %.
V ptipadé S. epidermidis se odlisnost
projevuje mimo jiné expresi specifickych
operont (tedy skupin gent vytvarejicich
funkeni jednotky se spole¢nou regulaci).
Takové indukce genotypu specifického
pro biofilm pak muze vést k aktivaci me-
chanism?t potlac¢ujicich t¢inky antimikro-
bialnich latek.

e Dalsi mechanismy

Role systému quorum-sensing v biofilmo-
vé rezistenci k antimikrobidlnim latkdm
neni dosud zcela jasna. Svou roli hraje
sta¥i a zralost biofilmové vrstvy, cemuz
odpovidaji i klinické zkusenosti s 1lécbou
biofilmovych infekci. V pfipadé ¢asnych
infekci byva napt. v ortopedii odstranéni
nez u pozdnich pooperaénich infekci,
které mély cas se ur¢itou dobu vyvijet.

V biofilmu se také diky dzkému kon-
taktu bunék mohou snéze 3itit plazmidy
a extrachromozomaélni iseky DNA. Pravé
plazmidy a transpozony kéduji rezistenci
k fad® antimikrobialnich latek. Cetnosti
tohoto horizontalniho p¥enosu (Ziva 2006:
1-6) genetické informace jsou v biofilmu
o nékolik ¥4dt vyssi nez v planktonické
kultufe stejné bakterie.

Biofilm v lidském téle
e Pfirozena mikrofléra
Na ridznych mistech naseho téla se mikro-
organismy udrzuji ¢asto pravé ve formé
biofilmu. Jde o biofilmy na povrchu sliz-
nic, zubni skloviny a pokozky, které jsou
vystaveny vlivu mikrobt z vnéjstho pro-
stfedi. Nase ptirozena mikrofléra je za nor-
maln{ situace nejen nepatogenni, ale na-
opak ptisobi pozitivné jako dalsi stupen
obrany pfed patogeny (colonisation resis-
tance, tedy obrana tim, Ze je povrch jiZ osid-
len zastupci pfirozené mikrofléry). Ptiro-
zena mikrofléra brani kolonizaci nejen
pasivné, ale i aktivné — produkci latek, kte-
ré vyuziva na svou ochranu, a tim poméaha
celému organismu. P¥ikladem muzZe byt
tvorba bakteriocinu (latek bilkovinného
charakteru s antibiotickym td¢inkem) nebo
tfeba kyseliny mlééné produkované lakto-
bacily na vaginalni sliznici. Pozitivnim
efektem pfirozené mikrofléry v travicim
traktu je rozklad latek, které nase vlastni
enzymy nejsou schopny $tépit, stejné jako
produkce latek, které si lidské télo samo
vyrobit nedokaze (napt. vitamin K). Pokud
se vSak narus$i rovnovaha mezi makroorga-
nismem a pfirozenou mikroflérou (napf.
oslabenim odolnosti hostitele, p¥ilisnym
namnozenim téchto mikrobt), mohou byt
i zéstupci pfirozené mikrofléry p¥ic¢inou
vzniku zdnétu v daném misté, nebo dalsi-
ho sifeni mikrobi v téle hostitele.
Vlastnosti a sloZenf pfirozené mikrofléry
se u jedince méni s vékem. Ekologické
podminky se téZ méni p¥i kazdém, i drob-
ném lékaiském zékroku v dané ¢ésti téla,
napf. pfi vytrzeni zubu nebo jakékoli ope-
raci. Do¢asné zmény ve sloZeni a stabilité
mikrobialnich spole¢enstev (zejména travi-
ciho traktu) mohou byt ovlivnény i frekven-
cf a typem stravy ¢i lécbou antibiotiky.
e Dutina ustni
Zdaleka ne v8echny mikroorganismy, které
se dostanou do dutiny ustni, jsou schopny
ji kolonizovat. Nachéazeji se zde rizné bio-
topy, které jsou osidleny rozdilnymi mi-
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krobialnimi spolecenstvy lisicimi se ne-
jen zastoupenim mikrobt, ale i slozenim
extraceluldrni slozky biofilmu. Zcela od-
lisnymi podminkami pro kolonizaci se vy-
znacuji povrchy sliznic, napf. rtl, vniténi
strany tvaii (bukalni sliznice), mékkého
patra nebo jazyka, a povrch zubt. Na zu-
bech najdeme rtizné typy biofilmu mezi
¢asti zanofenou do désné (subgingivalni,
obr. 1) a korunkou (supragingivéalni). Uda-
va se, Ze se v duting ustni vyskytuje ca 700
bakterialnich druht. Na jejich sliznicich
se vytvaii biofilmové spolecenstvo sloze-
né zejména z rtznych druht viridujicich
streptokokti a zastupcti rodu Neisseria, ale
i dalsich bakterialnich rodt, napt. Haemo-
philus a Lactobacillus. Na jazyku se pridé-
vaji anaerobni bakterie, napf. rody Veillo-
nella, Fusobacterium a Bacteroides.

Jednim z nejznaméjsich biofilm je zub-
ni plak. P¥i jeho tvorbé dominuji zpocatku
streptokoky, které v pribéhu nékolika dnt
nésleduji tzv. sekundarni a terciarni kolo-
nizétofi. Mezi typické sekundérni koloni-
zatory patii aktinomycety a Fusobacterium
nucleatum, které slouzi jako ,,most“ mezi
Streptococcus gordonii a pozdnimi kolo-
nizatory, napf. S. salivarius, zastupci rodu
Prevotella, Propionibacterium, Porphyro-
monas, Veillonella aj. Kongregace jednot-
livych bakteridlnich druht je zprostied-
kovéna specifickymi adheziny na jejich
povrchu. Plné vyzralého biofilmu mohou
mikroby dosdhnout zejména na $patné
piistupnych mistech, napf. v mezizubnich
prostorech. Do tohoto stavu se zubni plak
dostava v prabshu 2-3 tydnt, kdy se ustali
charakteristicky biofilm sloZeny z pomér-
né stalého spolecenstva bakterii. Zubni
plak pfirozené mikrofléry je dilezitou sou-
¢asti ochrannych mechanism hostitele —
poméhé brénit kolonizaci zubni skloviny
exogennimi mikroorganismy. Na druhou
stranu je vSak hlavni pfi¢inou onemocné-
ni désni a zdvésného aparatu zubt (paro-
dontopatie) a rozhodujicim faktorem pfi
tvorbé zubniho kazu. Jeho mineralizaci
vznika zubni kdmen.

Ve formé biofilmu k zubni skloving
adheruji i bakterie povaZované za nejvy-
znamnéjs$i pavodce zubniho kazu — strep-
tokoky ze skupiny S. mutans. Tyto bakte-
rie syntetizuji ze sachardzy polysacharidy
glukany a fruktany lepivé konzistence,

které slouzi nejen jako pomicka pro sil-
néjsi prilnuti k zubni skloving, ale i jako
zasobérna Zivin pro obdobi bez dostatec-
ného pfisunu cukri ve stravé. Tyto strepto-
koky jsou zaroveri schopny rychle tvofit
z cukri kyseliny a mnozit se i za nizkého
pH, pficemz hodnot pH nutnych k demi-
neralizaci skloviny dosahuji rychleji nez
ostatni bakterie. Zaostavéd za nimi i rod
Lactobacillus povazovany z hlediska vzni-
ku zubniho kazu za druhou silné rizikovou
skupinu. Vezmeme-li vak v avahu vyraz-
né rozdily v mikrobidlnim slozen{ zubniho
plaku odebiraného ze stejného mista v du-
tiné dstni v rizné dobé, je velmi neprav-
dépodobné, Ze za vznik a rozvoj zubniho
kazu mohou pouze tyto dvé malé skupiny
bakterii. Je znamo, Ze prakticky v3echny
mikroby zubniho plaku maji kvtli svym
biochemickym vlastnostem kariogenni u¢i-
nek (mohou vyvolavat vznik kazu).
Zubni plak i dalsi biofilmy tstni dutiny
jsou zdrojem bakterif, které mohou byt p¥i-
¢inou biofilmovych infekci krevniho Fecis-
té, vzniku endokarditidy (zdnétu srde¢ni
nitroblany), infekce cévnich implantatt
a katétra. Do krevniho obé&hu se dostavaji
pii invazivnich vykonech, ale i p¥i drob-
nych poranénich, napf. pfi ¢isténi zubti.
e Travici soustava
V travicim traktu se pfitomnd pfirozend
mikrofléra pfimo ti¢astni na jeho funkci.
Bakterie okyseluji stfevni obsah, produku-
ji vitaminy (napt. B, a K) a blokuji pfe-
ménu dusi¢nant na dusitany. Samotné
kolonizace stfevni sliznice nepfetrzité
stimuluje imunitni systém stfeva.
Sliznici stfeva pokryvé stile se obmériu-
jici hlenova vrstva, ktera je spolu s ptise-
dajicimi patogeny odstratiovéna peristal-
tikou. Kolonizace stieva bakteriemi je tedy
velmi dynamicky proces — p¥itomnost jed-
notlivych druht a kmeni bakterii se mize
¢asto ménit (kolonizace versus vytlacova-
ni). Ve sttevni mikrofléie bylo detekovano
kolem tisice bakteridlnich druht a zhru-
ba 10 tisic kment. Zastupci pfirozené mi-
krofléry vyuzivaji k pfeziti v tomto eko-
systému zejména adhezinu a bi¢ikad, diky
nimz jsou schopni udrZet se i ve vazkém
hlenu. Navic biofilm se podle nékterych
publikovanych praci nenachazi pouze na
stfevni sliznici, ale i na ¢asteckach potra-
vy, které stfevem prochazeji.

Rada zastupci pfirozené mikrofléry tré-
viciho traktu patfi mezi striktni anaeroby
(v tlustém st¥evé az 99 %), kam fadime
napf. zastupce rodi Bacteroides (ca 30 %
vSech bakterii ve stfevé), Fusobacterium,
Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococ-
cus, Ruminococcus a Eubacterium. Dalsi
bakterie se ve stieveé vyskytuji v mensi mife,
jako napt. enterobakterie (Escherichia coli,
rody Klebsiella a Enterobacter aj.), zastupci
bifidobakterii (nap¥. Bifidobacterium bi-
fidum), laktobacili (Lactobacillus acido-
philus, L. bulgaricus, L. casei aj.) nebo
Enterococcus faecalis.

o Kiize

Na kidzi vytvari biofilm zejména Staphylo-
coccus epidermidis. Usazuje se mezi bun-
kami dlazdicového epitelu do hloubky 5-10
vrstev a kolonizuje mazové zlazy a vlasové
a chlupové misky. Jeho pfitomnost snizu-
je riziko kolonizace kiize napt. S. aureus,
ktery by zde nasel rovnéz vhodné pod-
minky, ale ve srovnéni se S. epidermidis
predstavuje pro ¢lovéka vétsi riziko. Kro-
mé S. epidermidis se na kazi vyskytuji
i dalsi druhy stafylokoki, korynebakteria
a nekteré streptokoky.

e Dychaci trakt

I p¥i nerovnovaze v mikrobidlnim spole-
¢enstvu hornich cest dychacich se projevu-
ji infekce zptisobené mikroorganismy, které
jsou jinak soucasti pfirozené mikrofldry.
Jde napt. o Moraxella catarrhalis, Haemo-
philus parainfluenzae a Neisseria me-
ningitidis. Z nepatogennich bakterii v hor-
nich cestdch dychacich najdeme zejména
viridujici streptokoky. U urc¢itého procen-
ta jedincta pfetrvavaji v biofilmu hornich
cest dychacich i patogeny, napt. S. aureus
¢i H. influenzae. Po vétsinu ¢asu nevyvo-
lavaji klinické zndmky onemocnéni, které
zpusobuji, k propuknuti nemoci dochazi
opét aZ pii naruseni rovnovahy v organis-
mu (pFfedchozi virovou infekci hornich
cest dychacich apod.). I kolonizace pato-
geny, jako je S. aureus, muze byt pro jedin-
ce vyhodna — byla prokazéana souvislost
s pfitomnosti S. aureus v hornich cestach
dychacich a niz§im vyskytem hnisavych
streptokokovych angin.

e Urogenitélni trakt

Pfirozenou a nejpocetnéjsi slozkou vagi-
nélnich biofilmi jsou laktobacily, z nich
pak zéastupci komplexu L. acidophilus
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(zejména L. iners, L. crispatus, L. gasseri,
L. jensenii). Laktobacily produkuji kyselinu
mléénou snizujici okolni pH (na hodnoty
pH 3,8—4,2), peroxid vodiku a bakterioci-
ny. Kyselinu uvolniuji fermentaci glyko-
genu, jimz jsou vyplnény povrchové buiitky
vrstevnatého posevniho epitelu — glyko-
gen se tam hromadi pod vlivem Zenskych
pohlavnich hormont estrogenti a vaginal-
ni bunky tak vlastné podporuji bakterie
pro svou ochranu. Uvedené t¥i faktory spo-
le¢né vyrazné omezuji rist patogenni mi-
krofléry. Ve vaginalnim biofilmu se dale
nachézeji napf. i bifidobakterie, entero-
koky, peptokoky, peptostreptokoky a dalsi
aerobni i anaerobni bakterie.

Biofilmové infekce

a souvisejici onemocnéni

Bakterie ve formé biofilmu zptsobuji fadu
chronickych a obtizné lé¢itelnych one-
mocnéni. Rist ve formé biofilmu pro né
predstavuje vyznamny faktor virulence —
jiz bylo feceno, Ze usnadiiuje kolonizaci
umélych i pFirozenych povrchd, ale také
chrani pfed imunitnim systémem a G¢in-
kem antibiotik. U biofilmovych infekci se
Casto nedajf splnit Kochovy postulaty (sou-
bor ¢tyt pravidel prokazujicich pfi¢innou
souvislost mezi patogenem a onemocné-
nim) a da se proto obtiznéji prokazat, ze
biofilm je pivodcem dané choroby. V né-
kterych ptipadech lze nanejvys ¥ici, Ze
mezi pfitomnosti mikroorganismu v bio-
filmu a onemocnénim je urcity vztah —né-
kdy tésné&jsi (napt. u cystické fibrézy nebo
u postizeni chlopni pfi endokarditidé),
jindy slabsi (napf. u chronické prostatitidy
¢i zanétu sttedousi).

Umélé povrchy

Casté pouZivani implantatt a plastovych
pomicek v mediciné je jednou z hlavnich
pricin rostouciho vyznamu biofilmi. Tyto
povrchy pfedstavuji svymi fyzikalné-che-
mickymi vlastnostmi vhodny podklad pro
vznik biofilmu.

o Krevni recisté

Mezi nejzavaznéjsi biofilmova onemoc-
néni patii infekce umélych implantéata
zavedenych do krevniho Fecisté, tj. pte-
devsim katétrti, cévnich protéz, umélych
chlopni nebo kardiostimulaénich elekt-
rod. Jen v USA je kazdoro¢né zavedeno
vice nez 15 miliont katétrt, v Némecku
1,75 milionu katétrt za rok (infekce vznika
u 1-5 %), implantovéno vice nez 70 ti-
sic kardiostimulatort (infikovano 1-3 %)
a vice nez 18 tisic umélych chlopni (infiko-
vano 0,4—6 %).

Ke komplikacim spojenym s vysokou
umrtnosti (kolem 25 %) patfi infekce umé-
lych chlopni. Riziko jejich vzniku se tedy
pohybuje v rozmezi 0,4-6 % a nejcastéj-
§imi pivodci jsou stafylokoky. Z dalsich
bakterii se podileji, podobné jako u infek-
ci nativnich chlopni, viridujici strepto-
koky, enterokoky a S. aureus, méné casto
gramnegativni bakterie a kvasinky (rod
Candida).

U katétru bakterie kolonizuji jak vnéjsi,
tak vnitfni povrch. Nejcastéji byvaji izo-
lovany S. epidermidis a jiné koaguléaza-
negativni stafylokoky (50-70 %), dale pak
S. aureus, enterokoky, gramnegativni ne-
fermentujici tycky (pseudomonédy aj.),
enterobakterie (E. coli, Klebsiella pneumo-

ziva.aver.cz

niae aj.), kvasinky rodu Candida a dalsi.
Biofilm na katétrech se stava zdrojem dal-
1 infekce a muZe vést az k sepsi a selhani
zivotné dulezitych orgdnt. Zaroveii se
z loZiska uvoliiuji jednotlivé buriky, shluky
bunék i infikované tromby (krevni sraze-
niny) a po odneseni krevnim tokem mohou
zalozit nova loziska zdnétu. Relativné vy-
soké dmrtnost v téchto ptipadech (5-25 %)
je spojena pravé se vznikem sepsi a dalsich
komplikaci a s jejich obtiZnou lécbou.

@ Mocové cesty

Infekce mocovych cest spojené s dlouho-
dobou katetrizaci jsou velmi ¢astym problé-
mem zpusobenym biofilmy. Jejich vyskyt
souvisi s délkou doby zavedeni katétru.
U katétri zavedenych méné nez 7 dni
byvé infikovdano 10-50 % pacientt, pii
katetrizaci delsi nez 28 dni se infekce roz-
viji prakticky vzdy. Katétry jsou pro bakte-
rie pfimym vstupem az do mocového mé-
chyte a vyrazné jim usnadriuji kolonizaci
mocdovych cest. Dochazi pak k dal$im kom-
plikacim, napf. k ucpévani katétra krys-
talickymi nénosy bakteridlniho ptvodu,
tvorb& mocovych kament a pyelonefriti-
dam (zanéttim ledvin). Podle nékterych
studif muaze toto zvysené drazdéni moco-
vych cest vést az k nddorovému bujeni.

Mezi nejcastéjsi kolonizatory mocovych
katétrt pat¥i Enterococcus faecalis, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, druhy rodu Pro-
teus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylo-
coccus epidermidis, Enterobacter aero-
genes a dalsi. Velmi casto se vyskytuji
smiSené bakterialni populace. Bakterie se
na povrch katétrt mohou dostat jiz pii
jejich zavadéni, migraci z okolnich tkani
po jeho povrchu, nebo mohou postupovat
vnittkem katétru, napf. z vakd na shro-
mazdovani moci. P¥itomnost nékterych
bakterii (P. aeruginosa, druhy rodu Pro-
teus a dalsi) vede ke zvySovani pH modi.
Pti vysokych koncentracich vapniku a dal-
$ich minerald pak dochazi k mineralizaci
biofilmu a vzniku bakterialnich mocovych
kamenti (ty tvofi zhruba 15-20 % vSech
mocovych kament).

o Kloubni nahrady

Nejcastéjsimi patogeny infekci kloubnich
néhrad jsou stafylokoky. Velmi dobré pod-
minky se nachazeji v oblasti mezi vlastni
kloubni nédhradou a kosti, ktera je samot-
nym zakrokem traumatizovana. Pf¥ichyceni
a pomnozeni bakterif napoméhé pokryti
umélych ploch fibrinem a dal$imi bilkovi-
nami a pfitomnost hematomi z traumati-
zované tkédné. Infekce kloubnich nahrad
vedou k jejich uvolnéni a nefunkénosti,
bakterie mohou navic pfestoupit do okolni
kosti a tkani.

e Dalsi umélé povrchy

K dalsim povrchtim s rizikem vzniku in-
fekce patii napf. kontaktni ¢ocky, kde se
uplatiiuji zejména koagulazanegativni sta-
fylokoky, Pseudomonas aeruginosa a za-
stupci rodt Proteus a Candida. Tyto biofil-
my mohou obsahovat i améby (napi. zrodu
Acanthamoeba). Dochéazi k chronickému
drazdéni rohovky, pfipadné k rozvoji za-
nétu.

Rovnéz kolonizace povrchu nitrodéloz-
nich télisek mtize vést az k zanéttim délo-
hy a naslednému zanétu v oblasti panve.
Nitrodélozni téliska byvaji pravidelné
osidlena aktinomycetami a bakteriemi
posevni mikrofléry, u Zen trpicich zanéty

274

byly v tomto biofilmu prokazany také beta-
hemolytické streptokoky, S. aureus, E. coli
nebo anaerobni bakterie.

Bakterialni biofilm se vytvaii i na mno-
ha dalsich umeélych pomtckach a implan-
tatech, jako napt. na kanylach zavadénych
do prtdusnice (P. aeruginosa, K. pneumo-
niae aj.), postiZeny mohou byt i hlasivko-
vé protézy (streptokoky, stafylokoky, kan-
didy), dialyzac¢ni katétry, drény ran, zubni
protézy apod.

Biofilmy mékkych tkani
Dobfe prostudovana je role bakterii Burk-
holderia cepacia a Pseudomonas aeru-
ginosa vyvolavajicich tézké zdnéty plic
u nemocnych cystickou fibrézou. Snize-
néa samocistici schopnost sliznic v dol-
nich cestach dychacich u téchto pacienta
vede k jejich vy$si nachylnosti k infekcim.
Dochazi ke kolonizaci dychacich cest, B. ce-
pacia a P. aeruginosa produkuji velké
mnozstvi biofilmové polymerni matrix, jez
chrani bakterie pfed fagocytézou i ti¢inky
antibiotik. Bakterie dlouhodobé piezivaji
v plicni tkéni, a tak se rozviji t&zky chro-
nicky zanét plic, ktery $patné reaguje na
lécbu a vede az ke smrti nemocného.

Mezi zavazné biofilmové infekce piiro-
zenych povrchi patii infekéni endokardi-
tida. Jeji vyskyt se pohybuje kolem 3,6 p¥i-
padi na 100 tisic obyvatel za rok a byva
obvykle zptsobena streptokoky (viriduji-
ci streptokoky, pneumokoky a S. bovis),
stafylokoky a enterokoky, méné ¢asto pak
nékterymi gramnegativnimi bakteriemi
a kandidami. Pavodci téchto endokarditid
byvaji souctasti bézné mikrofléry sliznic
nebo kiize a do krevniho ob&hu se dosta-
vaji porusenim koZni nebo slizni¢ni barié-
ry. Vyznamnym pfedpokladem pro vznik
a rozvoj bakteridlni endokarditidy je také
srde¢ni vada — poskozeny endokard, na
ktery se bakterie pfichyti. Biofilm omezuje
spravné fungovani srde¢ni chlopné a dale
ji poskozuje. Zaroven p¥itomnost jeho lo-
ziska v krevnim fe¢isti je pfi¢inou chronic-
ké sepse (nelétend mtize béhem nékolika
mésicd vyustit v amrti pacienta). Uvolnéné
infikované tromby mohou vyvolat embolii
nebo rozsev infekéntho procesu do jinych
¢asti krevniho feciste.

Ruist bakterif ve formé biofilmu se podili
také napf. na zanétu stfedousi nebo pro-
staty. U téchto infekci, zejména v jejich
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3 Barveni karbolfuchsinem lze v rutin-

ni mikrobiologické diagnostice pouzit

k detekci biofilmpozitivnich mikrobti

z tekutych kultur. Kmen (nebo klinicky
vzorek) se kultivuje 24 hodin

ve zkumavce v nutri¢né bohatém bujonu,
poté se stér z vnitini stény nanese na
podlozni sklicko a fixuje. Natér se barvi
za tepla koncentrovanym karbolfuchsi-
nem a oplachuje roztokem modré
skalice. Buriky ziskaji syté fialovou
barvu, biofilmova vrstva (v okoli syté
fialovych bunék) barvu riZovou.

Na snimku kmen Pseudomonas
aeruginosa tvorici biofilm

4 Mikroskopicky snimek biofilmu
Staphylococcus epidermidis, barveno
alcidnovou modii, ktera se selektivné
vaze na polysacharidy. Stafylokoky
rostouci ve formé biofilmu produkuji
velké mnozstvi extraceluldrnich poly-
sacharidti — na obr. dobfe patrni
polysacharidova biofilmova vrstva
obklopujici shluky stafylokokovych
bunék.

5 Mikroskopicky snimek kvasinkového
biofilmu (typicka je tvorba pseudohyf)
barveného alcianovou modii.
Kvasinkové buriky rostouci ve formé
biofilmu produkuji pouze malé mnozstvi
extraceluldrni hmoty, ktera je tésné
obklopuje. Snimky V. Holé,

neni-li uvedeno jinak

6 Plné vyzraly biofilm je komplexni
trojrozmérna struktura s mnoha odlisny-
mi typy mikroprostiedi, coz pfispiva

k heterogenité v mikrobialni populaci
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biofilmu. Riznorodost je moZzné
zviditelnit barvenim akridinovou
oranzi. Vysledna barva je totiZ ovlivnéna
pomérem RNA/DNA. Buiiky s vysokym
relativnim obsahem RNA (rychle rostouci
buriky) se barvi do oranZova az oranzovo-
¢ervena, buriky s nizkym relativnim
obsahem RNA (pomalu rostouci)

do zelena aZ zlutozelena. Na snimku
obarveny biofilm bakterie Staphylo-
coccus epidermidis. Foto: V. Hola

a F. Razicka

7 Zastupci rodu Proteus jsou schopni
pohybu po povrchu mocového katétru.
Na snimku laboratorni test k prokdzani
této schopnosti u konkrétniho typu
katétru. Kmen bakterie se naockuje

na jednu polovinu agaru a po 24hodinové
kultivaci se hodnoti schopnost bakterie
dostat se na druhou polovinu Petriho
misky pfes mustek tvofeny testovanym
katétrem. Foto: V. Hol4 a T. Peroutkova

chronické fazi, ¢asto neni mozno mikroba
prokazat klasickymi kultiva¢nimi postupy
a zanéty neodpovidaji na 1é¢bu. Pfesto
v biopsiich 1ze pozorovat zfetelné biofilmy
obsahujici mikrokolonie bakterii uvnitf
polymerni matrix a pfitomnost mikrobt
1ze prokazat i pomoci molekularné-biolo-
gickych technik. U bakteridlnich zanétt
stfedousi nachdzime jako nejcastéjsiho
ptvodce Haemophilus influenzae, Strepto-
coccus pneumoniae, Moraxella (Branha-
mella) catarrhalis, Streptococcus pyogenes
nebo Staphylococcus aureus, Fidceji pak
i dalsi bakterie. Zanét prostaty, ktery je
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v ¢asnych fazich dobfe lé¢itelny antibioti-
ky, mtZe pfechazet do chronické prostati-
tidy, kdy je lécba jiZ mnohem obtiZnéjsi.
Jako nejcastéjsi pivodce se zde uplatiiuje
E. coli, ale pfi¢inou mohou byt i dalsi en-
terobakterie (rody Klebsiella, Enterobacter,
Serratia), P. aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis a dalsi koaguldzanegativni
stafylokoky nebo E. faecalis. Méné casto
jsou prokazanymi ptivodci prostatitid i za-
stupci rodt Corynebacterium, Mycoplas-
ma, Bacteroides, Chlamydia ¢i Gardnerella.

Kromé vyse uvedenych zanétl stfedo-
usi a prostaty biofilmy ztézuji lécbu téz
napf. u zanétd hltanu a patrovych mandli
(faryngitidy a tonzilofaryngitidy). Nejcas-
téj$im ptvodcem bakteridlnich faryngitid
a tonzilofaryngitid je u déti i u dospélych
S. pyogenes a lékem volby je tedy penici-
lin. PfestoZe dosud nebyl zaznamenén je-
diny pfipad kmene S. pyogenes rezistent-
niho k penicilinu, selhavé tato 1é¢ba az ve
treting pfipadd. Jednim z moZnych vysvét-
leni, které je podloZeno rovnéz opakova-
nymi experimenty, je pravé schopnost ris-
tu kment S. pyogenes ve formé biofilmu,
kde bakterie odoldvaji mnohem vy$sim
koncentracim antibiotik.

Problematika ran

Zvlastnim pfipadem jsou infekce ran. Ze-
jména v chronickych a $patné se hojicich
ranéch lze prokédzat komplexni mikrobialni
spolec¢enstva. Biofilm nachéazime jiz 10
hodin po infekci etiologickym agens. Nej-
dfive se objevuji zastupci aerobnich nebo
fakultativné anaerobnich bakterii, napf.
S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia, Entero-
coccus faecalis, Proteus mirabilis, E. coli
nebo druhy rodt Corynebacterium, Strep-
tococcus, Klebsiella apod., o néco pozdéji
anaerobni bakterie, napt. rody Bacteroides,
Peptostreptococcus, Peptococcus nebo Pre-
votella.

Dovétek

V3sechny biofilmové infekce znamenaji pro
pacienty i cely systém zdravotnické péce
delsi a slozitéjsi lécbu, delsi rekonvales-
cenci a vyssi ndklady. Proto by prevence
vzniku biofilmovych infekci méla byt ne-
zbytnou soucasti péce o pacienta.

ziva.avcr.cz



