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Abstrakt

Biofilm  je strukturované  společenství  buněk  adherovaných  k  povrchu  či  k  sobě

navzájem a obklopených extracelulární matrix.  Tvorba biofilmu probíhá v několika krocích

od  jednotlivých  buněk  adherovaných  k  povrchu  až  po  mikrokolonie  propojené  kanály.

Přítomnost biofilmu na zdravotnických materiálech a obtíže při léčení bakteriálních infekcí

spojených s  výskytem biofilmu jsou stále  aktuálním problémem,  kvůli  zvýšené  rezistenci

těchto bakterií k antimikrobiálním látkám. V centru našeho zájmu je bakterie tvořící biofilm

Streptococcus pneumoniae.  Jedná se o podmíněně patogenní bakterii, která kolonizuje horní

cesty dýchací a způsobuje řadu nemocí.  Biofilmy tvořené bakterií  S. pneumoniae vykazují

zvýšenou rezistenci k antibiotikům, a proto jsou v posledních letech studovány alternativní

antimikrobiální  látky.  Ke  studiu  biofilmu  jsou  používané  kultivační  systémy  otevřené

i uzavřené.  K  otevřeným  patří  „flow  cell“  a  biofilmové  reaktory,  mezi  uzavřené  řadíme

„Calgary biofilm device“ a Christensenovu metodu v mikrotitračních destičkách.

Klíčová slova: biofilm, tvorba biofilmu, quorum sensing, průkaz biofilmu, rezistence

bakterií v biofilmu, Streptococcus pneumoniae 

Abstract

Biofilm is a structured community of cells adhered to the surface or to each other and

surrounded by extracellular matrix. Biofilm is fomed in several steps starting from single cells

adhered to the surface up to microcolonies linked by channels. Because of a higher resistance

to  antibiotics  the  current  hot  topics  in  the  biofilm  research  are  formation  of  biofilms

on medical materials and treatment of bacterial infections associated with biofilms. This work

is  focused  on  a biofilm  forming  bacteria  Streptococcus  pneumoniae. It  is  a  potentially

pathogenic  bacterium  which  colonizes  the  upper  respiratory  tract  and  causes  a  number

of diseases.  Biofilms formed by  S.  pneumoniae exhibit  increased resistance to antibiotics,

therefore, alternative antimicrobial agents have been recently studied. For biofilm formation

studies both open and closed systems are used. The flow cell and biofilm reactors represent

commonly used open systems. Closed cultivation systems are for example a Calgary biofilm

device and a micro titer plate-system developed by Christensen et al.

Keywords: biofilm,  biofilm formation,  quorum sensing,  biofilm detection,  bacteria

resistance in biofilms, Streptococcus pneumoniae 
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 1. Úvod
Bakterie se v přírodě vyskytují jako buňky planktonní nebo ve vícebuněčných formách

jako  jsou například  kolonie  a  biofilmy.  Biofilmy jsou  strukturovaná  společenství  bakterií

přisedlých  k  povrchu,  rozhraní,  či  k  sobě  navzájem,  a  obklopených  extracelulární

polymerickou matrix. Život bakterií v biofilmu jim přináší řadu výhod, mezi nejvýznamnější

patří  zvýšená rezistence k antibiotikům a imunitnímu systému hostitele.  V dnešní  době si

biofilmy  zasluhují  naši  pozornost  zejména  kvůli  obtížím  při  léčení  infekcí,  problémům

v potravinářství a jejich přítomnosti  na různých materiálech používaných ve zdravotnictví,

například  na  implantátech,  hadičkách  nebo  zubních  náhradách.  Současný  výzkum

bakteriálních  biofilmů  se  převážně  zabývá  prevencí  jejich  tvorby,  případně  rozrušením

a odstraněním již existujících biofilmů. Dále jsou zkoumány mechanizmy řídící a ovlivňující

tvorbu biofilmu.

Streptococcus  pneumoniae je  jedna  z  mnoha  bakterií,  u  kterých  byla  pozorována

tvorba biofilmu. Tato bakterie je významným lidským podmíněným patogenem způsobujícím

například zápaly plic, záněty středního ucha a meningitidy. Světová zdravotnická organizace

uvádí,  že  tato  bakterie  je  příčinou  až  1,6  milionu  úmrtí  ročně  (World  Health

Organization 2007). Kvůli rezistenci biofilmu této bakterie k antibiotikům jsou v současné

době  studovány  baktericidní  účinky  antimikrobiálních  látek,  jako  jsou  například  analogy

bakteriálních metabolitů, rostlinné extrakty či bakteriální a fágové hydrolázy.

Předmětem této práce je shrnout obecné poznatky o tvorbě bakteriálního biofilmu se

zaměřením na bakterii S. pneumoniae, u které jsou představeny regulační mechanizmy tvorby

biofilmu,  hypotézy  vysvětlující  zvýšenou  rezistenci  biofilmů  k antibiotikům  a  účinky

antimikrobiálních  látek  na  biofilm  S.  pneumoniae.  V  práci  je  uveden  i přehled  metod

používaných pro studium a detekci bakteriálního biofilmu.
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 2. Biofilm u bakterií
Biofilm  představuje  zcela  specifické  prostředí  pro  život  buněk.  V  rámci  tohoto

společenství nalezneme buňky různého fyziologického stavu, v odlišné růstové fázi a dokonce

s rozdílnými typy metabolizmu od aerobních po anaerobní. Buňkám růst ve formě biofilmu

přináší  určité  výhody  oproti  buňkám  planktonním.  Mezi  hlavní  výhody  patří  zvýšená

rezistence  k antibiotikům a  imunitnímu  systému  hostitele,  možnost  růstu  na  široké  škále

povrchů, například na živých tkáních, zdravotnických pomůckách, v přírodních systémech,

na trupech lodí i v potrubí.

K  výzkumu  biofilmů  patrně  nejvíce  přispěl  J.W.  Costerton,  který  se  dlouhodobě

zabýval také problematikou formulování obecně přijímané definice. V článku z roku 1999

(Costerton  et  al. 1999)  biofilm definoval  jako  „[…]  strukturované  společenství  uzavřené

v hydratované polymerické matrix, kterou tyto buňky vyprodukovaly, a přisedlé k inertnímu

či  abiotickému povrchu.“ Stejnou definici  nalezneme i  v řadě současných prací  například

(Gilabert  et  al. 2015).  Sám  Costerton  původní  definici  dále  rozpracoval.  Nově  biofilm

vymezil jako „[…] mikrobiálně odvozenou přisedlou komunitu, charakterizovanou buňkami,

které jsou nevratně přisedlé k substrátu nebo rozhraní nebo k sobě navzájem, jsou uloženy

v extracelulární polymerické substanci, kterou tyto buňky samy vytvořily, a vykazují změněný

fenotyp s ohledem na růstovou rychlost a genovou transkripci“ (Donlan and Costerton 2002).

Tato definice však pravděpodobně nebere v úvahu disperzní stádium biofilmu, kdy dochází

k uvolňování  jednotlivých  okrajových  buněk  či  jejich  shluků  a  jejich  následnému  šíření

( Allison et al. 1990).

Jako  první  pozoroval  biofilm  Antonie  van  Leuwenhoek  již  v 17. století,  když

mikroskopoval  stěr  ze  svých zubů.  Novodobější  vědecká pozorování  tohoto  jevu se však

objevila  až  ve  30.  letech  20.  století,  kdy  byl  pozorován  vznik  mikrokolonií

na mikroskopických  sklíčkách  ponořených  v  mořské  vodě  (Zobell  and  Anderson  1936).

V sedmdesátých  letech  bylo  při  zkoumání  vodních  ekosystémů  zjištěno,  že  bakteriální

populace rostoucí ve vodě ve formě biofilmu mají početní převahu nad populacemi bakterií,

které  zde  žijí  planktonně (Costerton  et  al. 1978).  V pozdějších  letech  pak byly biofilmy

studovány zejména kvůli jevům, které nebylo možné vysvětlit existencí planktonních buněk.

Mezi tyto jevy patří například koroze kovů způsobená bakteriemi žijícími ve formě biofilmu

(Bryant  et al. 1991). Hlavním důvodem pro studium biofilmů v posledních desetiletích je

jejich zvýšená odolnost vůči antibiotikům (García-Castillo et al. 2007). V současné době si
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biofilmy stále zasluhují pozornost zejména kvůli jejich zvýšené odolnosti k antimikrobiálním

látkám.  Jak  poukazují  Demuyser  a kolektiv  (2014),  v  budoucnosti  by  se  další  výzkum

biofilmů měl orientovat zejména na přesné pochopení mechanizmů adheze a dalších interakcí,

které  jsou  příčinou  onemocnění  a na  studium  terapeutických  opatření  bránících  rozvoji

polymikrobiálních biofilmů.

 2.1. Bakterie Streptococcus pneumoniae
S. pneumoniae je nesporulující bakterie řadící se do rodu Streptococcus, který náleží

do  kmene  Firmicutes.  Dále  lze  tuto  bakterii  podle  vztahu  ke  kyslíku  zařadit  mezi

aerotolerantní anaeroby. Jedná se o grampozitivní bakterii, hlavní složkou její buněčné stěny

tedy je  peptidoglykan,  teichoové kyseliny a lipoteichoové kyseliny.  K těmto kyselinám je

připojován cholin ve formě fosforylcholinu, který nekovalentně váže cholin vazebný protein.

Tento protein je u S. pneumoniae jedním z faktorů virulence (Rosenow et al. 1997). V přírodě

můžeme najít  S. pneumoniae v opouzdřené i  neopouzdřené formě.  Doposud bylo popsáno

více  než  90  pneumokokových  sérotypů,  přičemž  každý  produkuje  jiné  polysacharidové

pouzdro. Mezi poslední objevené sérotypy patří 20A, 20 B (Calix et al. 2012) a 6E (Ko et al.

2013)

S.  pneumoniae je  významný  lidský  podmíněný  patogen  kolonizující  horní  cesty

dýchací. Existuje několik faktorů virulence pozorovaných u S. pneumioniae. Jedním z nich je

pouzdro bránící aktivaci buněčného komplementu a fagocytóze bakterií (Hyams et al. 2010),

dále hyaluronát lyáza rozkládající kyselinu hyaluronovou, která je součástí pojivové tkáně,

což umožňuje rozšíření bakterie do okolních tkání (Berry  et al. 1994). Důležitým faktorem

virulence je toxin pneumolysin tvořící póry v membráně a způsobující buněčnou lyzi (Alouf

and Geoffroy 1991 cit. dle Rubins  et al. 1994). Neuraminidázy NanA a NanB jsou enzymy

štěpící koncové sialové kyseliny z glykolypidů a glykoproteinů (Krivan et al. 1988). Dále se

mezi  faktory  virulence  řadí  autolysin,  který  rozrušuje  komponenty  buněčné  stěny,  čímž

způsobuje smrt buněk (Mosser and Tomasz 1970) a cholin vazebný protein, jehož funkcí je

zprostředkování adheze bakterií ke tkáni během kolonizace (Rosenow et al. 1997). Posledním

faktorem  virulence  bakterie  S. pneumoniae je  povrchový  protein  A  bránící  vazbě

komplementu na její povrch (Ren et al. 2012).
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 2.2. Struktura biofilmu
Biofilm má velice heterogenní strukturu, tvoří je bakteriální mikrokolonie, které jsou

obklopené  extracelulární  polymerickou  matrix  (extracellular  polymeric  matrix  –  ECM)

a propojené  vodními  kanály  sloužícími  k distribuci  živin  a kyslíku  (Sandt  et  al. 2007b).

Pozorováním biofilmů pomocí různých mikroskopických metod bylo zjištěno, že biofilmy

obsahují pouze 16-32 % buněk, zatímco zbytek tvoří ECM (Lee et al. 2005). 

Mikrokolonie jsou základní strukturní jednotkou biofilmu. Jedná se o jednodruhové či

vícedruhové  bakteriální  shluky  obklopené  ECM,  jejichž  tvar  a  struktura  jsou  určeny

podmínkami prostředí  (Wolfaardt  et  al. 1994).  Byly popsány dvě nejčastěji  se vyskytující

struktury  biofilmu,  a  to  „honey-like“ struktury  (Obr.  1)  a  „mushroom-sharped“ struktury

(Obr. 2).  „Mushroom-sharped“ struktura je  odvozena od tvaru houby skládající  se  z  třeně

a klobouku.  Pomyslná  třeň  je  tvořena  nepohyblivými  subpopulacemi  buněk,  klobouk

představují pohyblivé subpopulace,  které se na vrchol dostaly pohybem po nepohyblivých

buňkách. Tato struktura byla pozorována u Pseudomonas aeruginosa  (Klausen  et al. 2003),

Candida  albicans  (Douglas  2003) a  Caulobacter  crescentus (Entcheva-Dimitrov  and

Spormann 2004).  Další  struktury mají  tvar  šestiúhelníku připomínající  včelí  plástve.  Tyto

„honey-like“ struktury  tvoří  Streptococcus epidermis  (Schaudinn  et  al. 2007) a  Listeria

monocytogenes  (Pilchová  et  al. 2014). Moscoso  a  kolektiv  (2006)  pozorovali,

že mikrokolonie  bakterie  S.  pneumoniae vytvářejí  v  prostoru  „honey-like“ struktury.  Tyto

struktury pravděpodobně zvyšují mechanickou stabilitu biofilmu (Schaudinn et al. 2007).
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Obr.  1:  „Honey-like“  struktura.  Fotografie
mikrokolonií bakterie S. epidermis, zobrazeno
pomocí  rastrovací  elektronové  mikroskopie.
Vpravo  dole  je  uvedeno  měřítko. Převzato
z Schaudinn et al. (2007).

Obr.  2:  „Mushroom-sharped“  struktura.
Fotografie  mikrokolonií  bakterie
P. aeruginosa, zobrazeno pomocí konfokální
rastrovací elektronové mikroskopie. Červená
čára představuje 20  μm. Převzato z Klausen
et al. (2003)



ECM  je  hmota  produkovaná  buňkami  biofilmu,  které  obkolpuje  a  vyplňuje

mezibuněčné  prostory.  Tato  hmota  definuje  životní  podmínky buněk  biofilmu,  a  to  svojí

pórovitostí, obsahem vody, hydrofobicitou, sorpčními vlastnostmi a mechanickou stabilitou.

Dále  zajišťuje  strukturální  integritu,  soudržnost  a  udržuje  buňky  v  těsné  blízkosti,  čímž

umožňuje intenzivní mezibuněčnou komunikaci a horizontální přenos genů. ECM se skládá

z vody a  biopolymerů zvaných extracelulární  polymerická  substance.  Mezi  tyto  polymery

patří  polysacharidy,  proteiny,  nukleové kyseliny a lipidy (Platt 1985 cit.  dle Westall  et al.

2000).

Polysacharidy v ECM mají často jako substituenty acetylové skupiny, které zvyšují

přilnavost,  soudržnost a mechanickou stabilitu biofilmu (Tielen  et al. 2005). Dále v ECM

nalezneme proteiny. Ty se zde vyskytují jako enzymy štěpící složky ECM, což je důležité ze

dvou důvodů. Za prvé tyto naštěpené složky mohou být použity jako zdroj uhlíku pro buňky

biofilmu  (Zhang  and  Bishop  2003)  a  za  druhé  tak  dochází  k  uvolňování  živých  buněk

z biofilmu, což umožňuje jejich šíření, které může vést k založení nového biofilmu na jiném

místě  (Ma  et  al. 2009).  Stavební  proteiny  jsou  důležité  při  tvorbě  a  stabilizaci  ECM,

dále umožňují  vazby mezi  povrchem buněk a  extracelulární  matrixovou  substancí  (Lynch

et al. 2007). Extracelulární DNA také hraje roli při tvorbě biofilmu (Whitchurch et al. 2002)

a při  udržování  jeho stability.  Bylo zjištěno,  že  po odstranění  extracelulární  DNA vzrůstá

citlivost k antibiotikům a dochází k rozrušování struktury biofilmu (Kaplan et al. 2012). Další

složkou  ECM  jsou  lipidy,  které  se  zde  nacházejí  ve  formě  fosfolipidů,  glykolipidů

a lipopolysacharidů.  Jejich  hlavní  funkcí  je  zvyšování  hydrofobicity  a  přilnavosti  buněk

(Conrad et al. 2003).

 2.3. Tvorba biofilmu
Tvorba  biofilmu  je  dynamický  proces,  jehož  počáteční  fáze  jsou  iniciovány

podmínkami prostředí, mezi které patří pH, koncentrace živin, koncentrace kyslíku a teplota.

Tvorbu biofilmu můžeme rozdělit do několika fází (Obr. 3). První fází je počáteční adheze

buněk k povrchu. Následuje fáze spojování buněk v jednovrstevný biofilm a fáze migrace

a formování  vícevrstevných  mikrokolonií.  Předposlední  fází  je  stádium  produkce  ECM

následované zráním biofilmu a utvářením trojrozměrné struktury (Lemon et al. 2008).
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Prvotní adheze buněk k povrchu je vratná. Za podmínek indukujících tvorbu biofilmu

u  nepohyblivých  buněk  vzrůstá  exprese  adhezinů,  které  umožní  vzájemnou  vazbu  těchto

buněk  či  jejich  vazbu  k  povrchu.  U  buněk  pohyblivých  dochází  ke  ztrátě  pohyblivosti

a počáteční produkci ECM, která drží tyto buňky pohromadě (Lemon et al. 2008). V další fázi

se buňky dělí, komunikují chemickými signály a produkují větší množství ECM, která dodává

biofilmu stabilitu. Jak bylo pozorováno například u biofilmu P. aeruginosa, během pozdních

fází vývoje jsou uvolňovány buňky z okrajových částí biofilmu. (Sauer  et al. 2002). Buňky

uvolněné z biofilmu se mohou šířit se do okolí a zahájit tvorbu biofilmu na jiném místě.

Allegrucci  a  kolektiv  (2006)  pozorovali  tvorbu  biofilmu  bakterie  S.  pneumoniae

pomocí otevřeného systému „flow cell“. První den po inokulaci se na skleněném povrchu

objevili  adherovaní  diplokoci  a  řetízky  buněk.  Během  druhého  dne  docházelo  k  tvorbě

buněčných shluků vysokých a širokých 20 μm, které se dále zvětšovaly v průběhu třetího dne.

Výstupy  z  konfokální  laserové  skenovací  elektronové  mikroskopie  dokládají,  že  šestý

a devátý  den  vývoje  biofilm  obsahoval  mikrokolonie  (80  μm  široké  a  100  μm  vysoké)

propojené vodními kanály.

Yadav a kolektiv (2012a) pozorovali tvorbu biofilmu  S. pneumoniae v mikrotitrační

destičce. K tvorbě biofilmu došlo již 6 hodin po zaočkování, s maximálním růstem po 12-18

hodinách  inkubace.  Po  této  růstové  fázi  rychlost  tvorby  biofilmu  poklesla.  Buňky,  které

adherovaly  k  destičce,  vytvořily  biofilm  o tloušťce  20-30  μm  s  výraznou  trojrozměrnou

prostorovou  strukturou.  V  některých  oblastech  mikrokololonie  měly  nepravidelný

a nesouvislý  povrch,  který  obsahoval  otvory  různých  velikostí  představující  kanály  mezi

mikrokoloniemi.
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Obr. 3: Schéma tvorby bakteriálního biofilmu. Buňky ohraničené tečkovanou čarou
představují buňky planktonní. Fáze 1 znázorňuje přilnutí k povrchu, fáze 2 tvorbu
jedovrstevného  biofilmu,  fáze  3  existenci  mikrokolonií  a  fáze  4  zralý  biofilm
a disperzi buněk. Zdroj: vlastní zpracování.
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 2.3.1. Tvorba biofilmu u patogenních organismů

Na tvorbu biofilmu u patogenních organizmů může být nahlíženo jako na strategii

zajišťující  jejich  přežití.  Bakterie  žijící  ve  formě  biofilmu  vykazují  sníženou  citlivost

k antibiotikům, jak bylo pozorováno již v roce 1985 (Nickel  et al. 1985). Bakterie rostoucí

v biofilmu způsobují více než 60 % lidských bakteriálních infekcí (Moscoso et al. 2006). Růst

ve formě biofilmu byl  pozorován například u bakterií  způsobujících zánět středního ucha,

oční infekce, zubní kaz, cystickou fibrózu a zánět močových cest (Sawhney and Berry 2009).

Bakterie rostoucí v biofilmu jsou příčinou chronické fáze infekce, zatímco buňky z biofilmu

uvolněné  mohou  způsobit  akutní  fázi  infekce  (Ohgaki  1994).  U  patogenních  organismů

rostoucích  ve  formě  biofilmu  jsou  uvažovány tři  mechanizmy zvyšující  pravděpodobnost

vzniku  onemocnění.  Prvním  mechanizmem,  který  by  mohl  způsobit  onemocnění,

je uvolňování buněk z biofilmu (Allison et al. 1990). Druhý mechanizmus je založen na tom,

že prostředí  biofilmu  je  heterogenní,  čímž  se  zvyšuje  pravděpodobnost  přežití  patogenu

(Hammer and Bassler 2003). Třetí bere v úvahu hustotu buněk v biofilmu, kterou je ovlivněna

signalizace „quorum sensing“ řídící i některé virulentní mechanizmy (Zhu et al. 2002). 

 2.3.2. Vliv růstu S. pneumoniae v biofilmu na patogenitu

Pokud na tvorbu biofilmu nahlížíme jako na proces, zajišťující organismům zvýšenou

odolnost k antibiotikům a částečný únik před imunitním systémem hostitele, lze se domnívat,

že kmeny, které lépe tvoří biofilm, jsou i více virulentní. Tuto hypotézu testovali Lizcano

a kolektiv  (2010),  kteří  porovnávali  schopnost  tvořit  biofilm  u  klinických  izolátů

S. pneumoniae z jedinců s invazivním pneumokokovým onemocněním a ze zdravých jedinců.

Podle testované hypotézy by nejlepší tvůrci biofilmu měli způsobovat invazivní onemocnění.

Tato hypotéza však výsledkům experimentu neodpovídá. Bylo zjištěno, že schopnost tvořit

biofilm nesouvisí se vznikem invazivního onemocnění. K podobnému překvapivému zjištění

došeli i Sanchez a kolektiv (2011) při porovnávání schopnosti planktonních buněk a buněk

rostoucích  v  biofilmu  S.  pneumoniae vyvolat  invazivní  onemocnění  u  myší.  Část  myší

v experimentu byla infikována intranazálně nebo intratracheálně planktonními buňkami, další

část buňkami planktonními odvozenými z biofilmu a poslední část biofilmem. Podle jejich

výsledků  se  planktonní  buňky rychle  šířily  po  zvířecím  organismu,  měly  větší  potenciál

způsobovat  onemocnění  a  také  daleko  častěji  způsobovaly  smrt.  Zatímco  nejmenší  počet

onemocnění a úmrtí byl pozorován u myší infikovaných biofilmem. Podle výsledků tohoto
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pokusu se soudí, že ke změnám souvisejícím s růstem bakterií v biofilmu dochází zejména

proto, aby se usnadnila dlouhodobá kolonizace nosohltanu, nikoliv kvůli zvýšení virulence či

invazivity onemocnění.

 2.4. Mechanizmy uplatňující se při vývoji biofilmu
 Existuje mnoho mechanizmů uplatňujících se v regulaci vývoje biofilmu. Tento vývoj

může být ovlivněn signálními drahami, přítomností buněčných povrchových struktur, tvorbou

toxinů  či  zvýšenou  koncentrací  signálních  molekul  uvnitř  buněk.  Tvorbu  biofilmu  však

ovlivňují  i vnější  podmínky  prostředí,  jako  je  teplota,  přítomnost  antimikrobiální  látky

a přítomnost  metabolitů  produkovaných  případným  hostitelem.  Bakterie  tvorbu  biofilmu

regulují  na  úrovni  autoinduktorů,  přičemž  byly  pozorovány  3  mechanizmy  QS  systému

(viz níže).  Další  signální  molekulou  zapojenou  v  regulaci  tvorby  biofilmu  je  cyklický

diguanylát  (c-diGMP),  jehož  koncentrační  hladina  v  buňce  je  u  bakterie  P.  aeruginosa

ovlivňována  wsp signální dráhou (Hickman  et al. 2005). Teplotní regulace tvorby biofilmu

byla  pozorována  u  bakterie  Vibrio  cholerae,  u  které se  při  nižších  teplotách  zvýšila

koncentrace c-diGMP a také se zvýšila tvorba biofilmu (Townsley and Yildiz 2015). Mezi

další faktory ovlivňující tvorbu biofilmu můžeme zařadit přítomnost přítomnost bakteriálního

pouzdra  (Moscoso  et al. 2006) či struktur sloužících k pohybu na povrchu bakterií (Zhou

et al. 2014).  Dále  byl  také  zjištěno,  že  tvorbu  biofilmu  ovlivňuje  i  výskyt  jiných  druhů

bakterií v prostředí (Park et al. 2014).

 2.4.1. Quorum sensing

Quorum  sensing  (QS)  je  mechanizmus  mezibuněčné  komunikace  bakterií  sloužící

ke koordinaci  genové  exprese  v  závislosti  na  hustotě  bakteriální  populace.  Tento  systém

ovlivňuje tvorbu a strukturu biofilmu (Davies et al. 1998), bioluminiscenci (Meighen 1991),

sporulaci (Veening et al. 2005), produkci toxinů (Davies et al. 1998) a konjugaci (L. Zhang

et al. 1993). Během tohoto procesu bakterie produkují malé difuzní molekuly, autoinduktory.

Tyto molekuly se akumulují ve vnějším prostředí se zvyšující se hustotou populace buněk.

Po dosažení určité koncentrace jsou bakterie schopné autoinduktory detekovat a v důsledku

jejich  přítomnosti  dochází  ke  změně  exprese  řady  genů  a  ke  změně  chování  bakteriální

populace. Gramnegativní bakterie používají jako autoinduktory homoserin-laktony, zatímco

grampozitivní  bakterie  ke  stejnému  účelu  používají  peptidy.  U  obou  skupin  bakterií  byl

objeven další systém sloužící pro mezidruhovou komunikaci.
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 2.4.1.1. Quorum sensing u gramnegativních bakterií

U gramnegativních  bakterií  QS funguje  na  principu  LuxI-LuxR systému (Obr.  4).

Transkripcí genu LuxI dochází k syntéze acetylovaného homoserin-laktonu, který slouží jako

autoinduktor. Existují geny homologní ke genu LuxI, jejichž expresí vznikají různě dlouhé či

jinak  substituované  homoserin-laktony.  Bylo  zjištěno,  že  homoserin-laktony  s  kratším

postranním  řetězcem  volně  difundují  membránou.  Difuze  homoserin-laktonů  s  delším

postranním  řetězcem  je  podpořena  funkcí  MexAB-OprM  pump  (Pearson  et  al. 1999).

V prahové  koncentraci  se  homoserin-laktony váží  na  své  receptory,  vzniklé  expresí LuxR

genu. Takto vzniklý komplex aktivuje transkripci řady genů včetně transkripce genu syntázy

autoinduktoru (Engebrecht and Silverman 1984). Davies a kolektiv (1998) pozorovali tvorbu

biofilmu u divokého kmene P. aeruginosa a kmene mutantního v QS genech. Zatímco divoký

kmen tvořil strukturované biofilmy s mikrokoloniemi a vodními kanály, kmen mutantní tvořil

tenké jednotvárné biofilmy bez trojrozměrných struktur a mikrokolonií. Dále bylo zjištěno,

že tento systém má vliv na tvorbu biofilmu u  Yersinia pestis, kdy byla pozorována snížená

tvorba  biofilmu  u  QS mutant  (Bobrov  et  al. 2007).  LuxI-LuxR systém je  považován  za

obecný  model  QS u  gramnegativních  bakterií,  protože  byly  pozorovány další  homologní

systémy například  u  Agrobacterium tumefaciens  (Piper  et  al. 1993) a  Erwinia  carotovora

(Pirhonen et al. 1993). Bakterie mohou využívat i více systémů homologních k LuxI-LuxR.

Například  u  bakterie  P.  aeruginosa byly  objeveny  dva  homologní  systémy  RhII-RhIR

(Ochsner and Reiser 1995) a LasI-LasR (Pearson et al. 1994). 
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Obr.  4: Schématické  znázornění  QS  systému  u  gramnegativních  bakterií. U  obrázku
a) nedochází  k  aktivaci  exprese  cílových genů,  zatím co u obrázku b)  je  již  tato  exprese
aktivována v důsledku zvýšené koncentrace autoinduktorů vně buňky.  Autoinduktory jsou
znázorněny modře. Převzato a upraveno podle Jayaraman a Wood (2008). 
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 2.4.1.2. Quorum sensing u grampozitivních bakterií

Jako  autoinduktor  u  grampozitivních  bakterií  slouží  peptidy  neschopné  spontánně

difundovat buněčnou membránou. Vně buněk jsou tyto peptidy transportovány promocí ABC

přenašečů.  K  detekci  autoinduktorů  zde  slouží  dvoukomponentový  systém  sestávající  ze

senzorové proteinkinázy a  regulačního proteinu.  Interakce  autoinduktoru  s  proteinkinázou

aktivuje kaskádu fosforylačních procesů v poslední fázi zakončených fosforylací regulačního

proteinu, který aktivuje transkripci QS regulovaných genů (Pestova et al. 1996). Tento systém

(Obr. 5) byl popsán u S. pneumoniae (Alloing et al. 1998) a Bacilus subtilis (Magnuson et al.

1994).

 2.4.1.3. Quorum sensing založený na AI-2

Dále existuje QS systém používaný gramnegativními i grampozitivními bakteriemi.

Jedná se tedy o způsob komunikace, který může sloužit jak k vnitrodruhové, tak mezidruhové

komunikaci. Gen  LuxS je zodpovědný za syntézu autoinduktoru AI-2 (Surette  et al. 1999),

detekovaného pomocí periplazmatického AI-2 vazebného proteinu LuxP (Bassler et al. 1994),

který po vazbě AI-2 spouští kaskádu fosforylačních reakcí vedoucích k aktivaci transkripce

LuxS genu. Tento signální mechanizmus byl mimo jiné pozorován u Salmonella typhimurium

(Taga  et al. 2001),  Heliobacter pylori (Joyce  et al. 2000) a  Bacillus anthracis (Jones and

Blaser 2003).  Bylo zjištěno, že tento systém ovlivňuje tvorbu a zrání biofilmu u bakterie

Eikenella corrodens a také životaschopnost bakterií v něm rostoucích (Karim et al. 2013).

 2.4.2. Regulace tvorby biofilmu u bakterie S. pneumoniae

Tvorba biofilmu u S. pneumoniae je ovlivněna dvěma systémy QS. Prvním systémem

je QS založený na AI-2. Studie (Vidal  et al. 2011) porovnává časnou fázi tvorby biofilmu

u kmene D39 a u kmene mutantního v genu LuxS. Zatímco u divokého kmene byly buněčné

shluky  pozorovány  již  po  dvou  hodinách  experimentu  a v průběhu  experimentu  se  stále

zvětšovaly, u kmene mutantního biomasa biofilmu vytvořeného po osmi hodinách odpovídala

biomase  biofilmu vytvořené  divokým kmenem za méně než 4 hodiny.  Struktura  biofilmů

tvořených divokým kmenem byla vysoce organizovaná, bakterie vytvářely kompaktní vrstvy

a agregáty. U kmene mutantního byly pozorovány malé shluky buněk neschopné se vyvinout

ve zralý biofilm. V pozdější studii bylo prokázáno, že tento systém ovlivňuje tvorbu biofilmu

jak na abiotických površích, tak i na lidských buňkách (Vidal et al. 2013).

Druhý QS systém ovlivňující  tvorbu biofilmu u bakterie  S. pneumoniae se nazývá

ComABCDE  dráha  (Vidal et  al. 2013).  Tato  dráha  je  regulována  peptidem stimulujícím

kompetenci,  který  vzniká  jako  produkt  genu  comC.  Vně  buněk  je  přenášen  ComAB
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transportérem závislým na ATP (Hui and Morrison 1991). Následně dochází k jeho akumulaci

ve vnějším prostředí a detekci pomocí membránově vázané receptorové histidinové kinázy

comD (Håvarstein et al. 1996 cit. dle Håvarstein et al. 1997). Vidal a kolektiv (2013) pro svůj

experiment  vyvinuli  bioreaktor  s  živými  kulturami  lidských  plicních  buněk.  Ve  svém

experimentu  porovnávali  tvorbu  biofilmu  na  abiotickém  povrchu  a  tkáňových  kulturách

u divokého kmene a kmene s deletovaným genem comC.  Bylo zjištěno, že se ComABCDE

dráha podílí na řízení časné tvorby biofilmu S. pneumoniae na lidských buňkách, zatímco na

neživých  površích  tato  regulace  pozorována  nebyla.  Rozdíl  mezi  divokým  kmenem

a mutantem s  deletovaným genem  comC však  nebyl  pozorován  během počáteční  adheze

S. pneumoniae k  buňkám,  ale projevil  se  až  při  snížení  přírůstku  biomasy  biofilmu

v následujících hodinách.

Kromě QS systémů ovlivňují tvorbu biofilmu i další faktory. Jedním z těchto faktorů

je toxin bakterie S. pneumoniae, pneumolysin, který podle nedávné studie (Shak et al. 2013)

hraje  roli  během počáteční  tvorby biofilmu.  Bylo  pozorováno,  že  mutanty s  deletovaným

genem pro pneumolysin tvoří méně biomasy biofilmu než divoké kmeny. Pneumolysin byl

lokalizován na povrchu buněk a v ECM, což naznačuje jeho roli během fáze agregace buněk.

Dále bylo zjištěno, že na tvorbu biofilmu má vliv i přítomnost polysacharidů pouzdra

či pouzdro samotné. S. pneumoniae se řadí mezi druhy bakterií s velkým počtem různých typů

pouzder. Většina testovaných pouzder inhibovala tvorbu biofilmu až o 60 %, výjimkou bylo

pouzdro sérotypu 6B, které tvorbu biofilmu inhibovalo jen o 30 % (Moscoso et al. 2006).

Dále  byl  také  zkoumán  vliv  prostředí  in  vivo na  tvorbu  biofilmu  S.  pneumoniae.

Sandrini  a  kolektiv  (2014)  pozorovali  vliv  lidského  stresového  hormonu,  noradrenalinu,

na tvorbu  biofilmu.  Bylo  zaznamenáno,  že  biofilmy  rostoucí  v  médiu  s  noradrenalinem

a biofilmy kontrolní mají odlišnou morfologii. U buněk rostoucích v médiu s noradrenalinem

bylo  pozorováno  zvýšené  shlukování  bakterií,  které  představuje  důležitou  fázi  tvorby

biofilmu. Po třech dnech po inokulaci bakterií do média bylo měřeno množství adherovaných

buněk,  které  bylo  v  porovnání  s  kontrolními  vzorky  vyšší  u  bakterií  vystavených

noradrenalinu.  K odlišným závěrům však došli  Marks  a kolektiv (2013),  když pozorovali,

že pod vlivem noradrenalinu dochází k uvolňování buněk biofilmu do supernatantu. Sandrini

a  kolektiv  (2014)  se  snaží  tyto  rozpory  ve  výsledcích  vysvětlit  využíváním  rozdílných

metodologických postupů. Také nevylučují možnost, že funkce noradrenalinu se v průběhu

vývoje  biofilmu  mění.  V  počátečních  fázích  vývoje  může  noradrenalin  tvorbu  biofilmu

podporovat, zatímco v pozdějších fázích vývoje může napomáhat buněčné disperzi.
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 3. Biofilm a antimikrobální látky
Jak  bylo  uvedeno  výše,  mezi  hlavní  výhody  růstu  buněk  v  biofilmu  patří  jejich

zvýšená  odolnost  k  antimikrobiálním  látkám.  V  některých  případech  byla  dokonce

pozorována  až  tisíckrát  vyšší  odolnost  k  antibiotikům  u  buněk  biofilmu  oproti  buňkám

planktonním (Ceri et al. 1999). Antibiotika potlačují infekci tím, že zabíjí planktonní bakterie,

ale nedokáží vymýtit buňky rostoucí ve formě biofilmu. Po vymýcení planktonních buněk

dochází  k jejich dalšímu uvolňování z okrajových částí  biofilmu a návratu akutní infekce

(Costerton et al. 1999).

 3.1. Příčiny vyšší rezistence bakterií v biofilmu 
k antibiotikům

Existuje  několik  různých  hypotéz  vysvětlujících  příčiny  vyšší  odolnosti  biofilmu

k antibiotikům.  V  následujícím  textu  budou  představeny  hypotézy  vysvětlující  rezistenci

biofilmů pomocí existence ECM, heterogenity biofilmů, tvorby perzistentů, změny fenotypu

jako reakce na stres a mechanizmu zvaného „eflux“ (Obr. 5).

První z hypotéz se snaží zvýšenou rezistenci k antibiotikům vysvětlit tím, že ECM

zpomaluje, nebo inhibuje vstup antibiotika do biofilmu. Existuje několik faktorů omezujících

průchod  antimikrobiální  látky  biofilmem,  například  velikost  antibiotika  (Thurnheer  et  al.

2003), hydrofobní (Sandt et al. 2007a) a elektrostatické (Ganeshnarayan et al. 2009) interakce

mezi antibiotikem a složkami ECM a neutralizace antimikrobiální látky ve vnějších vrstvách

ECM (Stewart  et al. 2000). Úspěšnost inhibice záleží na druhu bakteriálního kmene a typu

antibiotika. Například ampicilin, patřící mezi beta-laktamová antibiotika, může pronikat do

biofilmu  tvořeného  bakteriemi  β-laktamázy-negativního  kmene  Klebsiella  pneumoniae,

není však  schopný  proniknout  do  biofilmu  tvořeného  bakteriemi  β-laktamázy-pozitivního

kmene. Dále bylo zjištěno, že se liší schopnost jednotlivých druhů antibiotik penetrovat do

biofilmu.  Odlišnosti  ve  schopnosti  penetrace  biofilmu  byly  pozorovány  u  ampicilinu

a ciprofloxacinu (Anderl et al. 2000).

Druhá  hypotéza  vysvětlující  rezistenci  k  antibiotikům  vychází  z  poznatků

o různorodosti biofilmu. K buňkám uvnitř biofilmu se dostává méně živin než k buňkám na

jeho povrchu, a proto buňky uvnitř biofilmu rostou pomaleji nebo téměř vůbec. Tyto pomalu

rostoucí či nerostoucí buňky se následně stávají rezistentní vůči antibiotikům, která působí

pouze na rostoucí buňky, například antibiotika beta-laktamová (Tuomanen et al. 1986).
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Dále  může  být  vyšší  rezistence  k  antibiotikům  vysvětlena  pomocí  fenoménu

perzistence,  kdy  malá  část  mikroorganismů  v  biofilmu  tvoří  unikátní  a  vysoce  odolná

fenotypová stádia. Tyto odolné buňky jsou nazývány perzistenty a při působení antibiotik jako

jediné  přežívají,  zatímco  zbytek  bakteriální  populace  je  usmrcen  (Brooun  et  al.  2000).

Tento jev nelze vysvětlit jako geneticky podmíněný, protože perzistenti jsou geneticky shodní

s buňkami, které byly zabity antibiotikem (Keren et al. 2004). Nabízí se tedy několik jiných

vysvětlení odolnosti perzistentů. Jedním z nich je výše popsaná hypotéza, podle které se jedná

o  buňky  se  zpomaleným  či  téměř  zastaveným  růstem,  takže  na  ně  některá  antibiotika

nepůsobí. Odlišný názor vychází z poznatků, že antibiotika sice působí na různé buněčné cíle,

ale buňky jsou v konečné fázi zabíjeny hlavně proto, že vlivem antibiotik dochází ke stimulaci

nadměrné  tvorby  reaktivních  kyslíkových  radikálů  spouštějících  apoptotickou  dráhu

(Kohanski  et  al. 2007).  U  perzistentů  tedy  nedochází  ke  zvýšené  tvorbě  reaktivních

kyslíkových  radikálů,  které  by  mohly  aktivovat  apoptotickou  dráhu,  a  proto  tyto  buňky

přežívají (Kim et al. 2011).

Další vysvětlení bere v úvahu to, že pokud se bakterie nachází v prostředí nevhodném

pro  jejich  růst,  dochází  k  aktivaci  stresových  genů  a  změně  fenotypu  buněk  na  více

rezistentní.  Tento  jev  je  pozorován  jak  u  buněk  planktonních,  tak  u  buněk  biofilmu.

Mezi stimulátory aktivace stresových genů patří nedostatek živin, teplota, pH a v neposlední

řadě také hustota buněčné populace. Právě poslední faktor bývá u biofilmů značně zvýšený

a může alespoň částečně vysvětlit vyšší odolnost biofilmů k vnějším stresorům a antibiotikům

(Brown and Gauthier 1993).

Posledním způsobem,  jak  se  bakterie  snaží  bránit  negativním účinkům antibiotik,

je jejich  aktivní  odčerpávání  z  buněk  pomocí  „efluxních“  pump.  Jak  bylo  prokázáno

u bakterie P. aeruginosa, některé z těchto pump jsou více exprimovány u buněk biofilmu než

u buněk planktonních, což může být příčinou jejich zvýšené rezistence k antibiotikům (Zhang

and Mah 2008).
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 3.2. Rezistence k antimikrobiálním látkám bakterie S. 
pneumoniae rostoucí v biofilmu
Na  konci  minulého  století  byla  hodnocena  účinnost  β-laktamových  antibiotik

u kmene  S. pneumoniae citlivého  k  penicilinu.  V  citlivosti  buněk  planktonních  a  buněk

biofilmu však po působení benzylpenicilinu, ampicilinu, co-amoxiclavu a cefuroximu nebyl

pozorován žádný rozdíl (Budhani and Struthers 1997).

Del Prado a kolektiv (2010) pozorovali účinnost antibiotik (amoxicilin, erythromycin

a levofloxacin) na buňky rostoucí v biofilmu a na buňky planktonní. U všech těchto antibiotik

byla pozorována vyšší citlivost buněk planktonních. Zvýšená rezistence k antibiotikům byla

také  zjištěna  u  pacientů  s  cystickou  fibrózou,  kdy  bakterie  S.  pneumoniae,  izolované

z bronchiálních sekretů pacientů a tvořící biofilmy, vykazovaly sníženou citlivost k penicilinu,

tetracyklinu a rifampicinu (García-Castillo et al. 2007).

Vandevelde  a  kolektiv  (2014)  zkoumali  vliv  antibiotik  (amoxicilin,  clarithromycin,

solithromycin,  levofloxacin  a  moxifloxacin)  na  biofilmy  S.  pneumoniae v  různém stádiu

zralosti. Pozorovali účinky antibiotik na biofilmy po 2 a 11 dnech vývoje. Pro studium tohoto
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Obr. 5: Schématický obrázek znázorňující mechanizmy zapojené v rezistenci k antibiotikům.
Pod obrázkem je legenda, vysvětlující symboly použité v obrázku. Zkratka HPG označuje
horizontální přenos genů. Převzato a upraveno podle Sherrard et al. (2014).
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vlivu  byly  použity  dva  modely  –  biofilmy  primární  a  indukované.  Jako  primární  jsou

označeny takové biofilmy, které vznikly z čerstvě vypěstovaných buněk. Indukované biofilmy

jsou  takové,  pro  jejichž  vznik  byly  použity  bakterie  sebrané  ze  supernatantu  biofilmů

primárních.  Všechna  antibiotik  byla  nejúčinnější  při  působení  na  dvoudenní  primární

biofilmy,  kdy nejvyšší  ztrátu životaschopnosti  způsobil  moxifloxacin.  Dále byl  vliv těchto

antibiotik zkoumán u biofilmu S. pneumoniae v závislosti na přítomnosti pouzdra. Účinnost

antibiotik se mezi kmeny s pouzdrem a bez pouzdra příliš nelišila, s výjimkou solithromycinu

a  clarithomycinu,  které  byly  účinnější  proti  dvoudennímu  primárnímu  biofilmu

produkovanému opouzdřeným kmenem.

Dále byl sledován vliv bakteriálních a fágových hydroláz na již vytvořený biofilm

S. pneumoniae. Z testovaných hydroláz měl největší účinek na odstranění biofilmu autolysin

LytA,  který  způsobil  rozpad  80  %  biofilmu.  Vysokou  účinnost  v  rozrušování  biofilmu

prokázaly také bakteriofágové lysozymy Cpl-7, které způsobily rozpad 70 % biofilmu a Cpl-1

způsobující rozklad 50 % biofilmu (Domenech et al. 2011).

Další  studie se  zabývala vlivem extraktu  z  ostružiníku  středomořského,  nazvaného

220D-F2, na biofilm S. pneumoniae. Bylo zjištěno, že pokud se zaočkují planktonní bakterie

zároveň s touto látkou, dojde k inhibici tvorby biofilmu v závislosti na množství přidaného

220D-F2. Dále bylo pozorováno, že tento extrakt snižuje populace buněk již vytvořeného

biofilmu (Talekar et al. 2014). Již dříve byl vyloučen toxický efekt této látky na savčí buňky

(Quave  et al. 2012). Další látkou, která velmi účinně ničí biofilmy bakterie  S. pneumoniae,

je caragenin CSA-13. Jedná se o malou, kladně nabitou synteticky produkovanou molekulu,

jejíž kostru tvoří kyselina cholová (Moscoso et al. 2014).

Yadav a kolektiv (2012b) zkoumali účinky 5-azacytidinu na tvorbu biofilmu bakterie

S. pneumoniae. V nízkých koncentracích u planktonních buněk nepozorovali žádný účinek na

buněčný růst a ve vyšších koncentracích byl buněčný růst částečně inhibován. Následně byl

pozorován pokles tvorby biofilmu při koncentraci 5-azacytidinu, která nebyla inhibující pro

růst buněk planktonních. Po přidání 5-azacytidinu k již vytvořeným biofilmům nebyl zřetelný

žádný efekt  této látky.  Předpokládá se tedy,  že látka 5-azacytidin inhibuje pouze rostoucí

biofilmy.

Dále byl studován vliv látky sinefungin na růst a architekturu biofilmu S. pneumoniae.

Yadav a kolektiv (2014) zjistili, že biofilmy pěstované v přítomnosti sinefunginu tvoří méně

biomasy.  Inhibice  tvorby  biofilmu  byla  zaznamenána  v  takových  koncentracích,

které neovlivňovaly růst  buněk planktonních.  Dále pozorovali,  že se po přidání sinefuginu
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k již utvořeným biofilmům snižuje životaschopnost buněk a opět se snižuje množství jejich

biomasy.  Biofilmy  pěstované  v  přítomnosti  sinefunginu  měly  také  odlišnou  architekturu

od biofilmů kontrolních.

Jak  je  z  textu  patrné,  existuje  mnoho  faktorů  ovlivňujících  citlivost  biofilmů

k antibiotikům. Účinnost antibiotik a antimikrobiálních látek závisí na druhu testované látky

a její  koncentraci,  dále  na  konkrétním  kmenu  bakterie,  na  zralosti  biofilmu  a  na  tom,

zda máme  k  dispozici  opouzdřenou  či  neopouzdřenou  formu.  Dále  si  lze  také  všimnout

snížené  účinnosti  antibiotik  při  inhibici  tvorby  biofilmu  i  rozrušování  biofilmů  již

vytvořených. Jako mnohem účinnější v destrukci biofilmů se projevily antimikrobiální látky

odvozené od bakteriálních metabolitů, rostlinné extrakty či bakteriální a fágové hydrolázy,

které nejen bránily tvorbě biofilmu, ale dokonce i rozrušovaly biofilmy již vytvořené.

 4. Metody používané pro studium biofilmu

 4.1. Obecné kultivační systémy
In vitro systémy pro studium biofilmů dělíme na otevřené a uzavřené. V otevřených

systémech jsou živiny neustále doplňovány a populační růst se nezastavuje. Mezi otevřené

systémy řadíme „flow cell“ a biofilmové reaktory, jako je reaktor vyvinutý v „Centers for

Disease  Control and Prevention“ (CDC) či rotační válcový reaktor. Tyto systémy dovolují

lepší  kontrolu  rychlosti  růstu  a  jiných  proměnných.  V systémech uzavřených  jsou živiny

a ostatní faktory omezeny, dochází k jejich postupnému vyčerpání a zastavení populačního

růstu. K uzavřeným systémům patří systém nazvaný „Calgary biofilm device“ (CBD). 

„Flow cell“  systém je složen z průtokové komůrky,  nádoby s kultivačním médiem

a peristaltické  pumpy,  která  do  komůrky  přivádí  čerstvé  médium.  Buňky  se  postupně

přichytávají k povrchu a začínají tvořit biofilm. Jako plochy pro růst biofilmu lze použít krycí

sklíčka.  Nárůsty  biofilmu  mohou  být  následně  zkoumány  pomocí  laserové  konfokální

mikroskopie či  mikroskopie elektronové (Wolfaardt  et  al. 1994).  Trojrozměrné konfokální

obrazy umožňují sledovat působení antibiotika na biofilm. Mrtvé buňky či oblasti biofilmu

mohou být identifikovány fluorescenčním barvením pomocí propidium jodidu (Swope and

Flickinger 1996). 

Mezi  biofilmové  reaktory  patří  například  rotační  válcový  reaktor  a  CDC.  Rotační

válcový  reaktor  se  skládá  ze  dvou  válců,  vnitřního  pohyblivého  válce  a nepohyblivého

vnějšího válce a částí přivádějících a odvádějících médium. Pohyb vnitřního válce způsobuje

pohyb  média  v  systému.  Do vnitřní  stěny vnějšího  válce  jsou  vložena  sklíčka  pro  odběr
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vzorků biofilmu. Tento systém se používá zejména ke studiu různorodosti biofilmu (Gjaltema

et  al. 1994).  CDC (Obr.  6)  se  skládá  ze  skleněné  reakční  nádoby a  víka,  na  kterém je

připevněno 8 tyčí. Na každé tyči jsou 3 místa, do kterých se vkládají plošky pro růst biofilmu.

Celkem lze tedy získat 24 vzorků biofilmu. Nádoba je umístěna na míchadlo, které zajišťuje

míchání  kultivačního  média.  Nové  médium je  do  nádoby přiváděno  pomocí  peristaltické

pumpy. Tento systém lze využít pro detekci tvorby biofilmu, popisu jeho struktury a stanovení

citlivosti k antibiotikům (Donlan et al. 2002).

CBD  metoda  využívá  96  jamkovou  destičku  s  víčkem,  na  které  je  připevněno  96

odnímatelných polystyrenových kolíků. Během inkubace dochází k adhezi některých buněk

tvořících  biofilm  na  povrchu  kolíku.  Tato  metoda  se  používá  k  rychlému  a snadno

reprodukovatelnému stanovení  citlivosti  biofilmu  k  antibiotikům.  Po vyjmutí  a opláchnutí

jsou bakterie inkubovány na kolících v mikrotitračních destičkách s roztoky antimikrobiálních

látek.  Následně jsou kolíky přemístěny a inkubovány v destičkách bez antibiotika.  Po 24

hodinách inkubace je biofilm přenesen do jamek a pomocí měření zákalu stanovuje citlivost

biofilmu k antibiotikům. Mezi výhody tohoto systému patří to, že na každém kolíku vznikají

rovnocenné  nánosy biofilmu,  což umožňuje  testování  různých  látek  a  koncentrací  během

jednoho experimentu (Ceri et al. 1999). 
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Obr.6:  Fotografie  CDC  biofilmo-
vého reaktoru.  Převzato a  upraveno
podle Donlan et al. (2004).



 4.2. Diagnostické metody
Jak již bylo řečeno, růst bakterií ve formě biofilmu je spojen s mnoha zdravotními

problémy.  Identifikace  biofilmu  u  přetrvávajících  infekcí  může  pomoci  při  rozhodování

o vhodné léčbě.  Existenci  biofilmu lze  prokázat  pomocí  různých mikroskopických metod.

Dále pomocí kultivačních metod, mezi které patří Christensenova metoda v mikrotitračních

destičkách, zkumavková metoda a kultivace na agaru s kongo červení. Detekce přítomnosti

biofilmu pomocí molekulárních metod jsou založeny na rozdílné expresi genů buněk žijících

v biofilmu a buněk planktonních.

Při  použití  Christensenovy  metody  v  mikrotitrační  destičce  jsou  mikroorganismy

zaočkovány do jamek s médiem. Pokud dochází k tvorbě biofilmu, tvoří se na dně a stěnách

jamek. Po inkubaci se mističky promyjí pufrem, čímž se odstraní buňky planktonní a přisedlé

buňky  se  zafixují.  Následuje  barvení  biofilmu  genciánovou  violetí  a  stanovení  tvorby

biofilmu měřením absorbance. Tato metoda je jednoduchá, levná a používá se ke zkoumání

bakteriální adherence. Výsledky pak rozdělují organismy do třech kategorií podle naměřené

optické  denzity,  a  to  organismy  neadherentní,  nízce  adherentní  a  vysoce  adherentní

(Christensen  et  al. 1985).  Tento  postup  lze  také  použít  ke  stanovení  citlivosti  biofilmu

k antibiotikům.  V  jednoduchém  testu  se  do  jamek  s  bakteriemi  v  živném  médiu  přidá

i koncentrační řada sledovaného antibiotika. Kvantifikace nárůstu se provádí po odstranění

média z jamek, jejich promytí pufrem a barvením genciánovou violetí (Takahashi et al. 2007).

Tuto detekční metodu lze provádět i ve zkumavkách (Christensen et al. 1982).

Základem kultivace  bakterií  na  agaru  s  kongo červení  je  pevné médium,  které  se

skládá z média Brain Heart Infusion, doplněného sacharózou a kongo červení. Po zaočkování

bakterií je tvorba biofilmu pozorována jako černé kolonie se suchou krystalickou konzistencí,

zatímco  negativní  výsledky jsou pozorovány jako růžové  kolonie  (Freeman  et  al. 1989).

Výhodou  tohoto  postupu  je  jeho  jednoduchost  a  cenová  dostupnost.  Nevýhodou  je

subjektivita hodnocení výsledků (Růžička et al. 2004). 

Molekulární metody (hlavně PCR techniky) používané k detekci biofilmu využívají

jejich  odlišnou  expresi  genů  oproti  buňkám  planktonním.  Například  biofilm  bakterie

S. epidermis v ECM obsahuje protein adhezin (polysaccharide  intercellular  adhesin -  PIA),

který slouží jako ochrana před imunitním systémem hostitele (Vuong  et al. 2004). Syntéza

PIA se děje transkripcí chromozomálních  ica genů (Heilmann  et al. 1996 cit.  dle Ziebuhr
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et al. 1997).  Během experimentu lze DNA extrahovat přímo z klinických izolátů bakterií.

Dále se provede PCR a vizualizace amplifikovaných produktů včetně testovaných  ica genů

pomocí gelové elektroforézy (Arciola et al. 2001).

 4.3. Kultivační systémy pro studium biofilmu u bakterie 
S. pneumoniae

Na  studiu  biofilmů  bakterie  S.  pneumoniae se  začalo  pracovat  v  druhé  polovině

devadesátých let minulého století. Hlavní snahou bylo vytvořit jednoduchý model, který by co

nejvěrněji  simuloval  prostředí  růstu  biofilmu  in  vivo.  Výsledky  jednotlivých  laboratoří

zabývajících se biofilmy  S. pneumoniae nelze snadno porovnávat, protože používají různé

přístupy k jejich pěstování in vitro.

Budhani  a  Struthers  (1997)  použili  ke  stanovení  citlivosti  biofilmu  bakterie

S. pneumoniae k antibiotikům  metodu  „Sorbarod  biofilm  system“,  již  dříve  používanou

ke studiu biofilmů bakterií  Staphylococcus aureus a  P. aeruginosa (Hodgson  et al. 1995).

Tento systém se skládá z peristaltické pumpy, celulózových filtrů, které jsou místem růstu

biofilmu, silikonových hadiček, do kterých jsou tyto filtry umístěny a hadiček přivádějících

a odvádějících  médium.  Stejný  systém  byl  později  použit  ke  studiu  vlivu  pouzder

S. pneumoniae na tvorbu biofilmu (Waite et al. 2001). 

Donlan a kolektiv (2004) poukázali na nedostatek informací o ECM a kinetice tvorby

biofilmu u bakterie S. pneumoniae, proto pro studium těchto biofilmů použili CDC. Výhodou

této metody je možnost měřit v průběhu tvorby biofilmu zároveň počet buněk a přírůstek

ECM.  V  tomto  systému  jsou  proteiny  a polysacharidy  kvantifikovány  pomocí

spektofotometrických  metod,  zatímco  struktura  biofilmu  je  studována  za  využití

fluorescenčních sond.

Allegrucci a kolektiv (2006) použili pro studium biofilmu S. pneumoniae kontinuální

metodu kultivace  „flow cell“,  která  byla  již  dříve  použita  pro pozorování  růstu  a  vývoje

biofilmu bakterie  P. aeruginosa  (Sauer  et al. 2002). Moscoso a kolektiv (2006) ve stejném

roce použili  k pozorování tvorby biofilmu bakterie  S. pneumoniae Christensenovu metodu

v mikrotitrační  destičce.  Tento  postup  byl  také  použit  pro  stanovení  citlivosti  biofilmu

k antibiotikům (del Prado et al. 2010), dále při studiu vlivu molekul QS na tvorbu biofilmu

(Oggioni  et al. 2006),  pro porovnání schopnosti  tvořit  biofilm různými klinickými izoláty

S. pneumoniae (García-Castillo et al. 2007) a ke studiu metabolických změn, které nastanou

při růstu S. pneumoniae v biofilmu (Allan et al. 2014).
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 5. Závěr
Předkládaná  práce  shrnuje  poznatky  o  tvorbě  biofilmu,  regulačních  procesech,

příčinách vyšší rezistence k antibiotikům a metodách studia biofilmu obecně, se zaměřením

na podmíněně patogenní bakterii S. pneumoniae.

Nejrozšířenější,  dodnes  používanou,  definici  bakteriálního  biofilmu  formuloval

Costerton  (1999).  Ačkoliv  se  pokoušel  definici  dále  rozvíjet,  v  pozdějších  pracích  jako

definiční  kritérium stanovil  také  to,  že  buňky biofilmu mají  být  nevratně  přisedlé.  Tento

předpoklad však pomíjí skutečnost, že během vývoje biofilmu dochází k disperzi buněk ať už

jednotlivých nebo ve shlucích (Sauer et al. 2002).

 Regulace tvorby biofilmu S. pneumoniae je ovlivněna autoinduktory (systémem QS),

přítomností pneumolysinu či bakteriálního pouzdra. Dále existují také vnější faktory,  které

mají  na  tvorbu  biofilmu  S.  pneumoniae vliv.  K  těmto  vlivům  patří  například  výskyt

stresových hormonů hostitele či přítomnost antibimikrobiální látky v prostředí.

Citlivost  biofilmu  k  antimikrobiálním látkám ovlivňuje  druh testované  látky a  její

koncentrace,  kmen  bakterie,  zralost  biotilmu  a  to,  zda  se  jedná  o  opouzdřenou

či neopouzdřenou  formu.  Biofilm  bakterie  S.  pneumoniae vykazuje  zvýšenou  rezistenci

k antibiotikům,  například  k  amoxicilinu,  erythromycinu  a  levofloxacinu  (del  Prado

et al.2010),  proto  jsou  v posledních  letech  testovány  jiné  alternativní  antimikrobiální

látky. Příznivé výsledky přineslo například testování bakteriálních hydroláz (Domenech et al.

2011), rostlinného extraktu 220D-F2 (Talekar et al. 2014) a synefunginu (Yadav et al. 2014),

které  nejen že  inhibují  tvorbu biofilmu,  ale  jsou  dokonce  i  schopné rozrušit  biofilmy již

vytvořené. 

 Schaudinn  a  kolektiv  (2007)  vidí  zvýšenou  virulenci  bakterií  žijících  v  biofilmu

v existenci mikrokolonií v podobě „honey-like“ struktury, díky nímž biofilmy snáze odolávají

tlaku okolní tekutiny a mechanickým deformacím. Naproti tomu Sanchez a kolektiv (2011)

tvrdí, že schopnost bakterie S. pneumoniae tvořit biofilm není spojena se zvýšením virulence.

Podle  jejich  experimentů  mají  planktonní  buňky  mnohem  větší  potenciál  šířit  se  v  těle

hostitele a způsobovat onemocnění než buňky biofilmu. 

Pro  studium biofilmu  existuje  několik  různých  metod,  z  nichž  nejpoužívanější  je

Christensenova  metoda  v  mikrotitračních  destičkách,  která  umožňuje  kvantifikaci  nárůstu

biofilmu  v  malém  objemu  kultury.  Metody  „flow  cell“  a  CDC  lze  použít  pro  následné

morfologické  studium vzorků  biofilmu  pomocí  fluorescenční  mikroskopie.  Metoda  „flow
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cell“ je kromě studia strukturních parametrů, jako je tloušťka biofimu a hustota buněk, také

vhodná k vizualizaci  tvorby biofilmu v průběhu času.  Metoda CDC umožňuje současnou

analýzu planktonních buněk a buněk tvořících biofilm. Při použití metody CBD lze studovat

96 vzorků biofilmu během jedné kultivace, takto vzniklé biofilmy je možné pozorovat pomocí

různých druhů mikroskopií a 3D vizualizačních metod.

Studium biofilmů u bakterií je stále aktuálním tématem, které má potenciál přinášet

další poznatky. Z medicinského hlediska by bylo přínosem detailnější prozkoumání prvotní

regulace adheze buněk k abiotickým a biotickým povrchům a řízení disperze buněk biofilmu

do prostředí. Během dalšího výzkumu biofilmu u bakterie S. pneumoniae by se mohl sledovat

vzájemný  vztah  systémů  regulujících  tvorbu  biofilmu,  dráhy  comABCDE  a  systému

založeného na AI-2. Jako potenciálně přínosné téma pro další výzkum se také jeví studium

vlivu dalších antimikrobiálních látek na biofilm S. pneumoniae. 
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