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Abstrakt

Biofilm je strukturované spolecenstvi bun¢k adherovanych k povrchu ¢i k sobé
navzajem a obklopenych extraceluldrni matrix. Tvorba biofilmu probihd v nékolika krocich
od jednotlivych bun€k adherovanych k povrchu az po mikrokolonie propojené kanaly.
Ptitomnost biofilmu na zdravotnickych materidlech a obtize pii 1éCeni bakteridlnich infekci
spojenych s vyskytem biofilmu jsou stdle aktudlnim problémem, kvili zvySené rezistenci
téchto bakterii k antimikrobidlnim latkdm. V centru naseho zajmu je bakterie tvofici biofilm
Streptococcus pneumoniae. Jednd se o podminéné patogenni bakterii, ktera kolonizuje horni
cesty dychaci a zplisobuje fadu nemoci. Biofilmy tvofené bakterii S. pneumoniae vykazuji
zvySenou rezistenci k antibiotikiim, a proto jsou v poslednich letech studovéany alternativni
antimikrobialni latky. Ke studiu biofilmu jsou pouzivané kultivaéni systémy oteviené
1uzaviené. K otevienym patii ,,flow cell“ a biofilmové reaktory, mezi uzaviené tfadime
,Calgary biofilm device* a Christensenovu metodu v mikrotitra¢nich desti¢kach.

Klic¢ova slova: biofilm, tvorba biofilmu, quorum sensing, prikaz biofilmu, rezistence

bakterii 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. Uvod

Bakterie se v ptirod¢ vyskytuji jako buiiky planktonni nebo ve vicebunéénych formach
jako jsou napftiklad kolonie a biofilmy. Biofilmy jsou strukturovana spolecenstvi bakterii
prisedlych k povrchu, rozhrani, ¢i k sobé navzijem, a obklopenych extracelularni
polymerickou matrix. Zivot bakterii v biofilmu jim pfinasi fadu vyhod, mezi nejvyznamngjsi
patii zvysSena rezistence k antibiotikim a imunitnimu systému hostitele. V dnesni dobé¢ si
biofilmy zasluhuji naSi pozornost zejména kvili obtizim pii 1éCeni infekci, problémim
v potravinafstvi a jejich pfitomnosti na riznych materidlech pouzivanych ve zdravotnictvi,
naptiklad na implantatech, hadi€¢kach nebo zubnich nahradach. Soucasny vyzkum
bakteridlnich biofilmi se prevazné zabyva prevenci jejich tvorby, pfipadné rozruSenim
a odstranénim jiz existujicich biofilma. Dale jsou zkoumany mechanizmy fidici a ovliviiujici
tvorbu biofilmu.

Streptococcus pneumoniae je jedna z mnoha bakterii, u kterych byla pozorovana
tvorba biofilmu. Tato bakterie je vyznamnym lidskym podminénym patogenem zpiisobujicim
naptiklad zapaly plic, zdnéty stfedniho ucha a meningitidy. Sv€tova zdravotnicka organizace
uvadi, ze tato bakterie je pfi¢inou az 1,6 milionu umrti ro¢n¢ (World Health
Organization 2007). Kvili rezistenci biofilmu této bakterie k antibiotiklim jsou v soucasné
dobé studovany baktericidni ucinky antimikrobidlnich latek, jako jsou napiiklad analogy
bakteridlnich metabolitl, rostlinné extrakty ¢i bakterialni a fdgové hydrolazy.

Predmétem této prace je shrnout obecné poznatky o tvorbé bakteridlniho biofilmu se
zamefenim na bakterii S. pneumoniae, u které jsou predstaveny regulaéni mechanizmy tvorby
biofilmu, hypotézy vysvétlujici zvySenou rezistenci biofilml k antibiotikim a ucinky
antimikrobialnich latek na biofilm S. preumoniae. V praci je uveden i ptehled metod

pouzivanych pro studium a detekci bakteridlniho biofilmu.



2. Biofilm u bakterii

Biofilm pfedstavuje zcela specifické prostiedi pro zivot bun€k. V réamci tohoto
spoleCenstvi nalezneme bunky rtizného fyziologického stavu, v odli§né ristové fazi a dokonce
s rozdilnymi typy metabolizmu od aerobnich po anaerobni. Buiikdm rist ve formé biofilmu
pfindsi urcité vyhody oproti builkdm planktonnim. Mezi hlavni vyhody patii zvySena
rezistence k antibiotikiim a imunitnimu systému hostitele, moznost ristu na Siroké skale
povrchi, naptiklad na zivych tkanich, zdravotnickych pomiickach, v pfirodnich systémech,
na trupech lodi i v potrubi.

K vyzkumu biofilmt patrné nejvice piispél J.W. Costerton, ktery se dlouhodobé
zabyval také problematikou formulovani obecné piijimané definice. V ¢lanku z roku 1999
(Costerton et al. 1999) biofilm definoval jako ,,[...] strukturované spoleCenstvi uzaviené
v hydratované polymerické matrix, kterou tyto buiiky vyprodukovaly, a pfisedlé k inertnimu
¢1 abiotickému povrchu.” Stejnou definici nalezneme 1 v fadé soucasnych praci napiiklad
(Gilabert et al. 2015). Sam Costerton ptvodni definici dale rozpracoval. Nové biofilm
vymezil jako ,,[...] mikrobidln¢ odvozenou piisedlou komunitu, charakterizovanou bunikami,
které jsou nevratné pfisedlé k substratu nebo rozhrani nebo k sob& navzajem, jsou ulozeny
v extracelularni polymerické substanci, kterou tyto buniky samy vytvofily, a vykazuji zménény
fenotyp s ohledem na rtistovou rychlost a genovou transkripci® (Donlan and Costerton 2002).
Tato definice vSak pravdépodobné nebere v ivahu disperzni stadium biofilmu, kdy dochazi
k uvolilovani jednotlivych okrajovych bunék ¢i jejich shlukii a jejich naslednému Sifeni
(Allison et al. 1990).

Jako prvni pozoroval biofilm Antonie van Leuwenhoek jiz v 17.stoleti, kdyz
mikroskopoval stér ze svych zubli. Novodobéjsi védecka pozorovani tohoto jevu se vsak
objevila az ve 30. letech 20. stoleti, kdy byl pozorovan vznik mikrokolonii
na mikroskopickych sklickdch ponofenych v moiské vodé (Zobell and Anderson 1936).
V sedmdesatych letech bylo pfi zkoumani vodnich ekosystémi zjisténo, ze bakterialni
populace rostouci ve vodé ve formé biofilmu maji pocetni prevahu nad populacemi bakterii,
které zde ziji planktonné (Costerton et al. 1978). V pozdéjsich letech pak byly biofilmy
studovany zejména kvili jeviim, které nebylo mozné vysvétlit existenci planktonnich buné¢k.
Mezi tyto jevy patii naptiklad koroze kovil zplisobend bakteriemi Zijicimi ve formé¢ biofilmu
(Bryant et al. 1991). Hlavnim divodem pro studium biofilmi v poslednich desetiletich je

jejich zvySena odolnost vi¢i antibiotikim (Garcia-Castillo et al. 2007). V soucasné dob¢ si



biofilmy stale zasluhuji pozornost zejména kviili jejich zvySené odolnosti k antimikrobidlnim
latkam. Jak poukazuji Demuyser a kolektiv (2014), v budoucnosti by se dal$i vyzkum
biofilma m¢l orientovat zejména na presné pochopeni mechanizmi adheze a dalSich interakci,
které jsou pfi¢inou onemocnéni ana studium terapeutickych opatfeni branicich rozvoji

polymikrobidlnich biofilmd.

2.1. Bakterie Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae je nesporulujici bakterie fadici se do rodu Streptococcus, ktery nalezi
do kmene Firmicutes. Dale lze tuto bakterii podle vztahu ke kysliku zafadit mezi
aerotolerantni anaeroby. Jednd se o grampozitivni bakterii, hlavni sloZkou jeji bunécné stény
tedy je peptidoglykan, teichoové kyseliny a lipoteichoové kyseliny. K témto kyselindm je
pfipojovan cholin ve formé fosforylcholinu, ktery nekovalentné vaze cholin vazebny protein.
Tento protein je u S. pneumoniae jednim z faktort virulence (Rosenow et al. 1997). V ptirodé
muizeme najit S. pneumoniae v opouzdiené i neopouzdiené formé. Doposud bylo popsano
vice nez 90 pneumokokovych sérotypl, piicemz kazdy produkuje jiné polysacharidové
pouzdro. Mezi posledni objevené sérotypy patii 20A, 20 B (Calix et al. 2012) a 6E (Ko et al.
2013)

S. pneumoniae je vyznamny lidsky podminény patogen kolonizujici horni cesty
dychaci. Existuje n¢kolik faktorti virulence pozorovanych u S. pneumioniae. Jednim z nich je
pouzdro brénici aktivaci bunécného komplementu a fagocytoze bakterii (Hyams et al. 2010),
dale hyaluronat lyaza rozkladajici kyselinu hyaluronovou, kterd je soucasti pojivové tkang,
coz umoznuje rozsifeni bakterie do okolnich tkani (Berry et al. 1994). Dilezitym faktorem
virulence je toxin pneumolysin tvofici pory v membrané a zptusobujici bunécnou lyzi (Alouf
and Geoftroy 1991 cit. dle Rubins ef al. 1994). Neuraminiddzy NanA a NanB jsou enzymy
Stépici koncové sialové kyseliny z glykolypidi a glykoproteinti (Krivan et al. 1988). Daéle se
mezi faktory virulence fadi autolysin, ktery rozruSuje komponenty bunécéné stény, ¢imz
zpusobuje smrt bunék (Mosser and Tomasz 1970) a cholin vazebny protein, jehoz funkei je
zprostiedkovani adheze bakterii ke tkani béhem kolonizace (Rosenow ef al. 1997). Poslednim
faktorem virulence bakterie S. pneumoniae je povrchovy protein A branici vazbé

komplementu na jeji povrch (Ren et al. 2012).



2.2. Struktura biofilmu

Biofilm ma velice heterogenni strukturu, tvofi je bakterialni mikrokolonie, které jsou
obklopené extracelularni polymerickou matrix (extracellular polymeric matrix — ECM)
a propojené vodnimi kandly slouzicimi k distribuci Zivin a kysliku (Sandt et al. 2007b).
Pozorovanim biofilmi pomoci rtiznych mikroskopickych metod bylo zjisténo, ze biofilmy
obsahuji pouze 16-32 % bunék, zatimco zbytek tvoii ECM (Lee ef al. 2005).

Mikrokolonie jsou zékladni strukturni jednotkou biofilmu. Jedna se o jednodruhové ¢i
vicedruhové bakterialni shluky obklopené ECM, jejichz tvar a struktura jsou urceny
podminkami prosttedi (Wolfaardt et al. 1994). Byly popsany dvé nejCastéji se vyskytujici
struktury biofilmu, a to ,honey-like* struktury (Obr. 1) a ,,mushroom-sharped* struktury
(Obr. 2). ,,Mushroom-sharped struktura je odvozena od tvaru houby skladajici se z tfené
a klobouku. Pomyslnd tfen je tvofena nepohyblivymi subpopulacemi bunéck, klobouk
predstavuji pohyblivé subpopulace, které se na vrchol dostaly pohybem po nepohyblivych
bunikach. Tato struktura byla pozorovéana u Pseudomonas aeruginosa (Klausen et al. 2003),
Candida albicans (Douglas 2003) a Caulobacter crescentus (Entcheva-Dimitrov and
Spormann 2004). Dalsi struktury maji tvar Sestithelniku pfipominajici vceli plastve. Tyto
,honey-like® struktury tvoii Streptococcus epidermis (Schaudinn et al. 2007) a Listeria
monocytogenes (Pilchova et al. 2014). Moscoso a kolektiv (2006) pozorovali,
ze mikrokolonie bakterie S. pneumoniae vytvatreji v prostoru ,,honey-like* struktury. Tyto

struktury pravdépodobné zvysuji mechanickou stabilitu biofilmu (Schaudinn et al. 2007).
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Obr. 1: ,Honey-like“ struktura. Fotografie Obr. 2: , Mushroom-sharped struktura.

mikrokolonii bakterie S. epidermis, zobrazeno  Fotografie mikrokolonii bakterie

pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie. P aeruginosa, zobrazeno pomoci konfokalni

Vpravo dole je uvedeno méfitko. Pfevzato rastrovaci elektronové mikroskopie. Cervena

z Schaudinn et al. (2007). ¢ara predstavuje 20 pum. Pievzato z Klausen
et al. (2003)




ECM je hmota produkovand bunkami biofilmu, které obkolpuje a vypliuje
mezibunécné prostory. Tato hmota definuje Zivotni podminky bunék biofilmu, a to svoji
porovitosti, obsahem vody, hydrofobicitou, sorpénimi vlastnostmi a mechanickou stabilitou.
Dale zajiStuje strukturalni integritu, soudrznost a udrzuje buiiky v tésné blizkosti, ¢imz
umoznuje intenzivni mezibunéénou komunikaci a horizontalni ptenos genti. ECM se sklada
zvody a biopolymerti zvanych extracelularni polymericka substance. Mezi tyto polymery
patii polysacharidy, proteiny, nukleové kyseliny a lipidy (Platt 1985 cit. dle Westall et al.
2000).

Polysacharidy v ECM maji Casto jako substituenty acetylové skupiny, které zvySuji
pfilnavost, soudrznost a mechanickou stabilitu biofilmu (Tielen et al. 2005). Dile v ECM
nalezneme proteiny. Ty se zde vyskytuji jako enzymy Stépici slozky ECM, coz je dilezité ze
dvou diivodi. Za prvé tyto naStépené slozky mohou byt pouzity jako zdroj uhliku pro bunky
biofilmu (Zhang and Bishop 2003) a za druhé tak dochdzi k uvolnovani zivych bunék
z biofilmu, coz umoznuje jejich Sifeni, které mize vést k zalozeni nového biofilmu na jiném
mist¢ (Ma et al. 2009). Stavebni proteiny jsou dulezité pii tvorbé a stabilizaci ECM,
dale umoznuji vazby mezi povrchem bunc€k a extracelularni matrixovou substanci (Lynch
et al. 2007). Extracelularni DNA také hraje roli pfi tvorbé biofilmu (Whitchurch et al. 2002)
a pfi udrzovani jeho stability. Bylo zjiSténo, ze po odstranéni extraceluldrni DNA vzrista
citlivost k antibiotikiim a dochazi k rozruSovani struktury biofilmu (Kaplan et al. 2012). Dalsi
slozkou ECM jsou lipidy, které se zde nachédzeji ve formé fosfolipidl, glykolipida
a lipopolysacharidt. Jejich hlavni funkci je zvySovani hydrofobicity a pfilnavosti bun¢k

(Conrad et al. 2003).

2.3. Tvorba biofilmu
Tvorba biofilmu je dynamicky proces, jehoz pocatecni faze jsou iniciovany
podminkami prostfedi, mezi které patii pH, koncentrace Zivin, koncentrace kysliku a teplota.
Tvorbu biofilmu mizeme rozdé€lit do ne€kolika fazi (Obr. 3). Prvni fazi je pocatecni adheze
bunék k povrchu. Nasleduje faze spojovani bun€k v jednovrstevny biofilm a faze migrace
a formovani vicevrstevnych mikrokolonii. Pfedposledni fazi je stadium produkce ECM

nasledované zranim biofilmu a utvafenim trojrozmérné struktury (Lemon et al. 2008).



Faze 1 Faze 2 Faze 3

Obr. 3: Schéma tvorby bakteridlniho biofilmu. Buiiky ohranicené teckovanou carou
predstavuji buniky planktonni. Faze 1 znazoriiuje pfilnuti k povrchu, faze 2 tvorbu
jedovrstevného biofilmu, faze 3 existenci mikrokolonii a faze 4 zraly biofilm
a disperzi bunék. Zdroj: vlastni zpracovani.

Prvotni adheze bunék k povrchu je vratna. Za podminek indukujicich tvorbu biofilmu
u nepohyblivych bunék vzrista exprese adhezinii, které umozni vzéjemnou vazbu téchto
bunek ¢i jejich vazbu k povrchu. U bunék pohyblivych dochdzi ke ztrat¢ pohyblivosti
a pocatecni produkci ECM, ktera drzi tyto buiiky pohromad¢ (Lemon et al. 2008). V dalsi fazi
se bunky déli, komunikuji chemickymi signaly a produkuji vétsi mnoZzstvi ECM, kterd dodava
biofilmu stabilitu. Jak bylo pozorovano naptiklad u biofilmu P. aeruginosa, béhem pozdnich
fazi vyvoje jsou uvoliiovany buiiky z okrajovych ¢asti biofilmu. (Sauer et al. 2002). Bunky
uvolnéné z biofilmu se mohou Sifit se do okoli a zah4jit tvorbu biofilmu na jiném misté.

Allegrucci a kolektiv (2006) pozorovali tvorbu biofilmu bakterie S. pneumoniae
pomoci otevien¢ho systému ,,flow cell“. Prvni den po inokulaci se na sklenéném povrchu
objevili adherovani diplokoci a fetizky bunék. Béhem druhého dne dochazelo k tvorbé
bunécnych shlukl vysokych a Sirokych 20 um, které se dale zvétSovaly v pribéhu tietiho dne.
Vystupy z konfokélni laserové skenovaci elektronové mikroskopie dokladaji, Ze Sesty
a devaty den vyvoje biofilm obsahoval mikrokolonie (80 um Siroké a 100 um vysoké)
propojené vodnimi kanaly.

Yadav a kolektiv (2012a) pozorovali tvorbu biofilmu S. pneumoniae v mikrotitracni
desticce. K tvorbé biofilmu doslo jiz 6 hodin po zaoCkovani, s maximalnim rastem po 12-18
hodinach inkubace. Po této rlstové fazi rychlost tvorby biofilmu poklesla. Buiiky, které
adherovaly k desticce, vytvofily biofilm o tloustce 20-30 pm s vyraznou trojrozmérnou
prostorovou strukturou. V nékterych oblastech mikrokololonie mély nepravidelny
a nesouvisly povrch, ktery obsahoval otvory riznych velikosti predstavujici kandly mezi

mikrokoloniemi.



2.3.1. Tvorba biofilmu u patogennich organismu

Na tvorbu biofilmu u patogennich organizmli mizZe byt nahlizeno jako na strategii
zajiSt'ujici jejich preziti. Bakterie Zijici ve formé biofilmu vykazuji sniZzenou citlivost
k antibiotiklim, jak bylo pozorovéno jiz v roce 1985 (Nickel et al. 1985). Bakterie rostouci
v biofilmu zplisobuji vice nez 60 % lidskych bakteridlnich infekci (Moscoso et al. 2006). Rust
ve formé biofilmu byl pozorovan naptiklad u bakterii zplisobujicich zanét stfedniho ucha,
oc¢ni infekce, zubni kaz, cystickou fibrozu a zanét mocovych cest (Sawhney and Berry 2009).
Bakterie rostouci v biofilmu jsou pfi¢inou chronické faze infekce, zatimco bunky z biofilmu
uvolnéné mohou zpiisobit akutni fazi infekce (Ohgaki 1994). U patogennich organismi
rostoucich ve form¢ biofilmu jsou uvazovany tfi mechanizmy zvysSujici pravdépodobnost
vzniku onemocnéni. Prvnim mechanizmem, ktery by mohl zplsobit onemocnéni,
je uvolnovani bunék z biofilmu (Allison et al. 1990). Druhy mechanizmus je zaloZen na tom,
ze prostifedi biofilmu je heterogenni, ¢imz se zvysSuje pravdépodobnost pieziti patogenu
(Hammer and Bassler 2003). Tteti bere v iivahu hustotu bun€k v biofilmu, kterou je ovlivnéna

signalizace ,,quorum sensing® fidici 1 n¢které virulentni mechanizmy (Zhu et al. 2002).

2.3.2. Vliv rlistu S. pneumoniae v biofilmu na patogenitu

Pokud na tvorbu biofilmu nahlizime jako na proces, zajist'ujici organismim zvysSenou
odolnost k antibiotiklim a ¢astecny Unik pfed imunitnim systémem hostitele, 1ze se domnivat,
ze kmeny, které 1épe tvoii biofilm, jsou i vice virulentni. Tuto hypotézu testovali Lizcano
a kolektiv (2010), ktefi porovnavali schopnost tvofit biofilm u klinickych izolatd
S. pneumoniae z jedinct s invazivnim pneumokokovym onemocnénim a ze zdravych jedinct.
Podle testované hypotézy by nejlepsi tvlirci biofilmu méli zptisobovat invazivni onemocnéni.
Tato hypotéza vSak vysledkiim experimentu neodpovida. Bylo zjisténo, ze schopnost tvotit
biofilm nesouvisi se vznikem invazivniho onemocnéni. K podobnému prekvapivému zjiSténi
doseli 1 Sanchez a kolektiv (2011) pii porovnavani schopnosti planktonnich bun¢k a bunck
rostoucich v biofilmu S. pneumoniae vyvolat invazivni onemocnéni u mysi. Cast mysi
v experimentu byla infikovana intranazaln¢ nebo intratrachealné planktonnimi buiikami, dalsi
cast buitkami planktonnimi odvozenymi z biofilmu a posledni ¢ast biofilmem. Podle jejich
vysledki se planktonni buniky rychle Sifily po zvifecim organismu, mély vétsi potencial
zplisobovat onemocnéni a také daleko Cast&ji zplsobovaly smrt. Zatimco nejmensi pocet

onemocnéni a umrti byl pozorovan u mysi infikovanych biofilmem. Podle vysledkt tohoto



pokusu se soudi, Ze ke zméndm souvisejicim s riistem bakterii v biofilmu dochazi zejména
proto, aby se usnadnila dlouhodoba kolonizace nosohltanu, nikoliv kvtili zvySeni virulence ¢i

invazivity onemocnéni.

2.4. Mechanizmy uplatiujici se pfi vyvoji biofilmu

Existuje mnoho mechanizmi uplatiiujicich se v regulaci vyvoje biofilmu. Tento vyvoj
miize byt ovlivnén signalnimi drahami, pfitomnosti bunéénych povrchovych struktur, tvorbou
toxinii €1 zvySenou koncentraci signalnich molekul uvnitf bunék. Tvorbu biofilmu vSak
ovlivituji 1vnéj$i podminky prostiedi, jako je teplota, pfitomnost antimikrobialni latky
a pfitomnost metabolitl produkovanych pfipadnym hostitelem. Bakterie tvorbu biofilmu
reguluji na urovni autoinduktort, pficemz byly pozorovany 3 mechanizmy QS systému
(viz niZe). Dalsi signdlni molekulou zapojenou v regulaci tvorby biofilmu je cyklicky
diguanylat (c-diGMP), jehoz koncentra¢ni hladina v bunce je u bakterie P. aeruginosa
ovliviiovana wsp signélni drdhou (Hickman et al. 2005). Teplotni regulace tvorby biofilmu
byla pozorovana u bakterie Vibrio cholerae, u které se pii nizSich teplotach zvysila
koncentrace c-diGMP a také se zvysila tvorba biofilmu (Townsley and Yildiz 2015). Mezi
dalsi faktory ovliviiyjici tvorbu biofilmu mizeme zatadit pritomnost pfitomnost bakterialniho
pouzdra (Moscoso et al. 2006) ¢i struktur slouzicich k pohybu na povrchu bakterii (Zhou
etal. 2014). Dale byl také zjisténo, ze tvorbu biofilmu ovlivituje i vyskyt jinych druhi
bakterii v prostiedi (Park et al. 2014).

2.4.1. Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je mechanizmus mezibunééné komunikace bakterii slouzici
ke koordinaci genové exprese v zavislosti na hustot¢ bakteridlni populace. Tento systém
ovliviiuje tvorbu a strukturu biofilmu (Davies ef al. 1998), bioluminiscenci (Meighen 1991),
sporulaci (Veening et al. 2005), produkci toxint (Davies et al. 1998) a konjugaci (L. Zhang
et al. 1993). Béhem tohoto procesu bakterie produkuji malé difuzni molekuly, autoinduktory.
Tyto molekuly se akumuluji ve vnéjSim prostiedi se zvysujici se hustotou populace bunck.
Po dosaZeni urcité koncentrace jsou bakterie schopné autoinduktory detekovat a v disledku
jejich pritomnosti dochazi ke zméné exprese fady genii a ke zméné chovani bakterialni
populace. Gramnegativni bakterie pouzivaji jako autoinduktory homoserin-laktony, zatimco
grampozitivni bakterie ke stejnému ucelu pouzivaji peptidy. U obou skupin bakterii byl

objeven dalsi systém slouZici pro mezidruhovou komunikaci.



2.4.1.1. Quorum sensing u gramnegativnich bakterii

U gramnegativnich bakterii QS funguje na principu LuxI-LuxR systému (Obr. 4).
Transkripci genu Lux/ dochézi k syntéze acetylovaného homoserin-laktonu, ktery slouZzi jako
autoinduktor. Existuji geny homologni ke genu Luxl, jejichz expresi vznikaji rizné dlouhé ¢i
jinak substituované homoserin-laktony. Bylo zjiSténo, ze homoserin-laktony s kratSim
postrannim fetézcem voln€ difunduji membrénou. Difuze homoserin-laktonti s delSim
postrannim fetézcem je podpotfena funkci MexAB-OprM pump (Pearson et al. 1999).
V prahové koncentraci se homoserin-laktony vazi na své receptory, vzniklé expresi LuxR
genu. Takto vznikly komplex aktivuje transkripci fady genl véetné transkripce genu syntazy
autoinduktoru (Engebrecht and Silverman 1984). Davies a kolektiv (1998) pozorovali tvorbu
biofilmu u divokého kmene P. aeruginosa a kmene mutantniho v QS genech. Zatimco divoky
kmen tvofil strukturované biofilmy s mikrokoloniemi a vodnimi kandly, kmen mutantni tvofil
tenké jednotvarné biofilmy bez trojrozmérnych struktur a mikrokolonii. Dale bylo zjiSténo,
ze tento systém ma vliv na tvorbu biofilmu u Yersinia pestis, kdy byla pozorovana snizena
tvorba biofilmu u QS mutant (Bobrov et al. 2007). LuxI-LuxR systém je povazovan za
obecny model QS u gramnegativnich bakterii, protoze byly pozorovany dalsi homologni
systémy naptiklad u Agrobacterium tumefaciens (Piper et al. 1993) a Erwinia carotovora
(Pirhonen et al. 1993). Bakterie mohou vyuzivat i vice systémi homolognich k LuxI-LuxR.
Naptiklad u bakterie P. aeruginosa byly objeveny dva homologni systémy RhII-RhIR
(Ochsner and Reiser 1995) a LasI-LasR (Pearson et al. 1994).

HLS signal O (@)
a) e [ .y b).....0.0.....
@ &
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® / ... o /

LuxI LuxI ®
% LuxR |—>
IINDNINGN\ IINNINGN\
Cilové geny Cilové geny

Obr. 4: Schématické zndzornéni QS systému u gramnegativnich bakterii. U obrazku
a) nedochazi k aktivaci exprese cilovych genil, zatim co u obrazku b) je jiz tato exprese
aktivovéna v duasledku zvySené koncentrace autoinduktorti vné buiiky. Autoinduktory jsou
znazornény modie. Pievzato a upraveno podle Jayaraman a Wood (2008).



2.4.1.2. Quorum sensing u grampozitivnich bakterii

Jako autoinduktor u grampozitivnich bakterii slouzi peptidy neschopné spontdnné
difundovat bunéénou membranou. Vné bunék jsou tyto peptidy transportovany promoci ABC
prenasecl. K detekci autoinduktord zde slouzi dvoukomponentovy systém sestavajici ze
senzorové proteinkinazy a regula¢niho proteinu. Interakce autoinduktoru s proteinkindzou
aktivuje kaskadu fosforylacnich procesti v posledni fazi zakoncenych fosforylaci regulacniho
proteinu, ktery aktivuje transkripci QS regulovanych gent (Pestova ef al. 1996). Tento systém
(Obr. 5) byl popsan u S. pneumoniae (Alloing et al. 1998) a Bacilus subtilis (Magnuson et al.
1994).

2.4.1.3. Quorum sensing zaloZeny na Al-2

Déle existuje QS systém pouZzivany gramnegativnimi i grampozitivnimi bakteriemi.
Jedna se tedy o zptsob komunikace, ktery mize slouzit jak k vnitrodruhové, tak mezidruhové
komunikaci. Gen LuxS je zodpovédny za syntézu autoinduktoru AI-2 (Surette et al. 1999),
detekovaného pomoci periplazmatického AI-2 vazebného proteinu LuxP (Bassler et al. 1994),
ktery po vazb& Al-2 spousti kaskadu fosforylacnich reakci vedoucich k aktivaci transkripce
LuxS genu. Tento signalni mechanizmus byl mimo jiné pozorovan u Salmonella typhimurium
(Taga et al. 2001), Heliobacter pylori (Joyce et al. 2000) a Bacillus anthracis (Jones and
Blaser 2003). Bylo zjisténo, ze tento systém ovliviiuje tvorbu a zrani biofilmu u bakterie

Eikenella corrodens a také zivotaschopnost bakterii v ném rostoucich (Karim et al. 2013).

2.4.2. Regulace tvorby biofilmu u bakterie S. pneumoniae

Tvorba biofilmu u S. preumoniae je ovlivnéna dvéma systémy QS. Prvnim systémem
je QS zalozeny na AI-2. Studie (Vidal et al. 2011) porovnava Casnou fazi tvorby biofilmu
u kmene D39 a u kmene mutantniho v genu LuxS. Zatimco u divokého kmene byly bunécné
shluky pozorovany jiz po dvou hodinach experimentu a v priibéhu experimentu se stale
zvétSovaly, u kmene mutantniho biomasa biofilmu vytvofeného po osmi hodindch odpovidala
biomase biofilmu vytvofené divokym kmenem za méné nez 4 hodiny. Struktura biofilmt
tvofenych divokym kmenem byla vysoce organizovand, bakterie vytvafely kompaktni vrstvy
a agregaty. U kmene mutantniho byly pozorovany malé shluky bun€k neschopné se vyvinout
ve zraly biofilm. V pozd¢;si studii bylo prokazano, ze tento systém ovlivituje tvorbu biofilmu
jak na abiotickych povrsSich, tak i na lidskych bunikach (Vidal et al. 2013).

Druhy QS systém ovliviiyjici tvorbu biofilmu u bakterie S. pneumoniae se nazyva
ComABCDE draha (Vidal et al. 2013). Tato draha je regulovdna peptidem stimulujicim
kompetenci, ktery vznika jako produkt genu comC. Vné bun€k je pfenaSen ComAB
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transportérem zavislym na ATP (Hui and Morrison 1991). Nésledné¢ dochazi k jeho akumulaci
ve vnéjSim prostiedi a detekci pomoci membranoveé vazané receptorové histidinové kinazy
comD (Hévarstein et al. 1996 cit. dle Havarstein ef al. 1997). Vidal a kolektiv (2013) pro svij
experiment vyvinuli bioreaktor s zivymi kulturami lidskych plicnich bunék. Ve svém
experimentu porovnavali tvorbu biofilmu na abiotickém povrchu a tkanovych kulturach
u divokého kmene a kmene s deletovanym genem comC. Bylo zjisténo, ze se ComABCDE
draha podili na fizeni ¢asné tvorby biofilmu S. preumoniae na lidskych buiikach, zatimco na
nezivych povrSich tato regulace pozorovdna nebyla. Rozdil mezi divokym kmenem
a mutantem s deletovanym genem comC vSak nebyl pozorovan béhem pocatecni adheze
S. pneumoniae k buikam, ale projevil se az pfi snizeni pfirGstku biomasy biofilmu
v nasledujicich hodinach.

Kromé QS systému ovliviiuji tvorbu biofilmu i dalsi faktory. Jednim z téchto faktora
je toxin bakterie S. pneumoniae, pneumolysin, ktery podle nedavné studie (Shak et al. 2013)
hraje roli béhem pocate¢ni tvorby biofilmu. Bylo pozorovano, Ze mutanty s deletovanym
genem pro pneumolysin tvoii méné biomasy biofilmu nez divoké kmeny. Pneumolysin byl
lokalizovéan na povrchu bunék a v ECM, coz naznacuje jeho roli béhem faze agregace bunék.

Dale bylo zjisténo, Ze na tvorbu biofilmu ma vliv i pfitomnost polysacharidi pouzdra
¢i pouzdro samotné. S. pneumoniae se fadi mezi druhy bakterii s velkym poctem riiznych typt
pouzder. VétSina testovanych pouzder inhibovala tvorbu biofilmu az o 60 %, vyjimkou bylo
pouzdro sérotypu 6B, které tvorbu biofilmu inhibovalo jen 0 30 % (Moscoso et al. 2006).

Dale byl také zkoumén vliv prostiedi in vivo na tvorbu biofilmu S. pneumoniae.
Sandrini a kolektiv (2014) pozorovali vliv lidského stresového hormonu, noradrenalinu,
na tvorbu biofilmu. Bylo zaznamenano, Ze biofilmy rostouci v médiu s noradrenalinem
a biofilmy kontrolni maji odliSnou morfologii. U bunék rostoucich v médiu s noradrenalinem
bylo pozorovano zvySené shlukovani bakterii, které predstavuje dulezitou fazi tvorby
biofilmu. Po tfech dnech po inokulaci bakterii do média bylo méfeno mnozstvi adherovanych
bunék, které bylo v porovnani s kontrolnimi vzorky wvys§i u bakterii vystavenych
noradrenalinu. K odliSnym zavérim vSak dosli Marks a kolektiv (2013), kdyZz pozorovali,
ze pod vlivem noradrenalinu dochazi k uvoliiovani bunék biofilmu do supernatantu. Sandrini
a kolektiv (2014) se snazi tyto rozpory ve vysledcich vysvétlit vyuzivanim rozdilnych
metodologickych postupti. Také nevylucuji moznost, ze funkce noradrenalinu se v pribéhu
vyvoje biofilmu méni. V pocatecnich fazich vyvoje muze noradrenalin tvorbu biofilmu

podporovat, zatimco v pozd¢jsich fazich vyvoje miize napomahat bunécné disperzi.
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3. Biofilm a antimikrobalni latky

Jak bylo uvedeno vysSe, mezi hlavni vyhody rastu bunék v biofilmu patii jejich
zvySena odolnost k antimikrobidlnim latkdm. V nékterych piipadech byla dokonce
pozorovana az tisickrat vyssi odolnost k antibiotikim u buné€k biofilmu oproti buitkdm
planktonnim (Ceri et al. 1999). Antibiotika potlacuji infekci tim, Ze zabiji planktonni bakterie,
ale nedokaZi vymytit bunky rostouci ve form& biofilmu. Po vymyceni planktonnich bunck
dochazi k jejich dalSimu uvoliiovani z okrajovych casti biofilmu a navratu akutni infekce

(Costerton et al. 1999).

3.1. PFi€iny vySSi rezistence bakterii v biofilmu
k antibiotikiim

Existuje né€kolik rGznych hypotéz vysvétlujicich pfi¢iny vyssi odolnosti biofilmu
k antibiotikiim. V nésledujicim textu budou pfedstaveny hypotézy vysvétlujici rezistenci
biofilmli pomoci existence ECM, heterogenity biofilmi, tvorby perzistentli, zmény fenotypu
jako reakce na stres a mechanizmu zvaného ,,eflux* (Obr. 5).

Prvni z hypotéz se snazi zvySenou rezistenci k antibiotikiim vysvétlit tim, ze ECM
zpomaluje, nebo inhibuje vstup antibiotika do biofilmu. Existuje n¢kolik faktorii omezujicich
prichod antimikrobidlni latky biofilmem, napiiklad velikost antibiotika (Thurnheer et al.
2003), hydrofobni (Sandt et al. 2007a) a elektrostatické (Ganeshnarayan ef al. 2009) interakce
mezi antibiotikem a slozkami ECM a neutralizace antimikrobidlni latky ve vnéjSich vrstvach
ECM (Stewart et al. 2000). Usp&snost inhibice zaleZi na druhu bakteridlniho kmene a typu
antibiotika. Napftiklad ampicilin, patfici mezi beta-laktamova antibiotika, mize pronikat do
biofilmu tvofeného bakteriemi P-laktamézy-negativniho kmene Klebsiella pneumoniae,
neni v8ak schopny proniknout do biofilmu tvofeného bakteriemi B-laktamazy-pozitivniho
kmene. Dale bylo zjisténo, ze se 1iSi schopnost jednotlivych druhli antibiotik penetrovat do
biofilmu. OdliSnosti ve schopnosti penetrace biofilmu byly pozorovany u ampicilinu
a ciprofloxacinu (Anderl et al. 2000).

Druhd hypotéza vysvétlujici rezistenci k antibiotikim vychazi z poznatki
o riznorodosti biofilmu. K bunkdm uvniti biofilmu se dostdva méné zivin neZ k buiitkdm na
jeho povrchu, a proto buiiky uvnitf biofilmu rostou pomaleji nebo témét viibec. Tyto pomalu
rostouci ¢i nerostouci buiikky se nasledné stavaji rezistentni vici antibiotiklim, ktera pisobi

pouze na rostouci buiiky, naptiklad antibiotika beta-laktamova (Tuomanen et al. 1986).
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Dale mize byt vyS$i rezistence k antibiotikim vysvétlena pomoci fenoménu
perzistence, kdy mald ¢ast mikroorganismit v biofilmu tvofi unikdtni a vysoce odolna
fenotypova stadia. Tyto odolné bunky jsou nazyvany perzistenty a pii ptisobeni antibiotik jako
jediné piezivaji, zatimco zbytek bakteridlni populace je usmrcen (Brooun et al. 2000).
Tento jev nelze vysvétlit jako geneticky podminény, protoze perzistenti jsou geneticky shodni
s bunkami, které byly zabity antibiotikem (Keren et al. 2004). Nabizi se tedy nékolik jinych
vysvétleni odolnosti perzistentl. Jednim z nich je vySe popsana hypotéza, podle které se jedna
o buiky se zpomalenym Ci téméf zastavenym ristem, takze na né néktera antibiotika
nepusobi. Odlisny nazor vychdzi z poznatkll, Ze antibiotika sice piisobi na riizné bunécné cile,
ale bunky jsou v kone¢né fazi zabijeny hlavné proto, Ze vlivem antibiotik dochazi ke stimulaci
nadmérné tvorby reaktivnich kyslikovych radikal spoustéjicich apoptotickou drahu
(Kohanski et al. 2007). U perzistenti tedy nedochdzi ke zvySené tvorbé reaktivnich
kyslikovych radikald, které by mohly aktivovat apoptotickou drahu, a proto tyto buiky
ptrezivaji (Kim et al. 2011).

Dalsi vysvétleni bere v tvahu to, ze pokud se bakterie nachazi v prostfedi nevhodném
pro jejich rast, dochazi k aktivaci stresovych genii a zméné€ fenotypu bunék na vice
rezistentni. Tento jev je pozorovan jak u bunck planktonnich, tak u bunék biofilmu.
Mezi stimulatory aktivace stresovych genti patii nedostatek zivin, teplota, pH a v neposledni
fad¢ také hustota bunécné populace. Pravé posledni faktor byva u biofilml zna¢né zvysSeny
a muze alespon cCastecné vysvétlit vyssi odolnost biofilmi k vnéjSim stresorim a antibiotikiim
(Brown and Gauthier 1993).

Poslednim zplisobem, jak se bakterie snazi branit negativnhim ucinkiim antibiotik,
jejejich aktivni odcerpavani z bunck pomoci ,.efluxnich® pump. Jak bylo prokézéno
u bakterie P. aeruginosa, nékteré z t€chto pump jsou vice exprimovany u bun¢k biofilmu nez
u bun¢k planktonnich, coz miiZze byt pti€¢inou jejich zvysené rezistence k antibiotikiim (Zhang

and Mah 2008).
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Obr. 5: Schématicky obrazek znazoriujici mechanizmy zapojené v rezistenci k antibiotiktim.
Pod obrazkem je legenda, vysvétlujici symboly pouzité v obrdzku. Zkratka HPG oznacuje
horizontélni pfenos gentl. Pfevzato a upraveno podle Sherrard et al. (2014).

3.2. Rezistence k antimikrobialnim latkam bakterie S.
pneumoniae rostouci v biofilmu

Na konci minulého stoleti byla hodnocena ucinnost B-laktamovych antibiotik
ukmene S. pneumoniae citlivého k penicilinu. V citlivosti bunék planktonnich a bunék
biofilmu vsak po piisobeni benzylpenicilinu, ampicilinu, co-amoxiclavu a cefuroximu nebyl
pozorovan zadny rozdil (Budhani and Struthers 1997).

Del Prado a kolektiv (2010) pozorovali u€innost antibiotik (amoxicilin, erythromycin
a levofloxacin) na buiiky rostouci v biofilmu a na bunky planktonni. U vSech téchto antibiotik
byla pozorovana vyssi citlivost bun¢k planktonnich. Zvysena rezistence k antibiotikiim byla
také zjiSténa u pacientd s cystickou fibrézou, kdy bakterie S. pneumoniae, izolované
z bronchialnich sekretl pacientil a tvofici biofilmy, vykazovaly snizenou citlivost k penicilinu,
tetracyklinu a rifampicinu (Garcia-Castillo ef al. 2007).

Vandevelde a kolektiv (2014) zkoumali vliv antibiotik (amoxicilin, clarithromycin,
solithromycin, levofloxacin a moxifloxacin) na biofilmy S. pneumoniae v rizném stadiu

zralosti. Pozorovali G¢inky antibiotik na biofilmy po 2 a 11 dnech vyvoje. Pro studium tohoto
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vlivu byly pouzity dva modely — biofilmy primarni a indukované. Jako primarni jsou
oznaceny takové biofilmy, které vznikly z Cerstvé vypéstovanych bunek. Indukované biofilmy
jsou takové, pro jejichz vznik byly pouzity bakterie sebrané ze supernatantu biofilmi
primarnich. VSechna antibiotik byla neju¢inngj$i pii plisobeni na dvoudenni primarni
biofilmy, kdy nejvyssi ztratu Zivotaschopnosti zpusobil moxifloxacin. Dale byl vliv téchto
antibiotik zkouman u biofilmu S. pneumoniae v zavislosti na piitomnosti pouzdra. Uginnost
antibiotik se mezi kmeny s pouzdrem a bez pouzdra pfili§ nelisila, s vyjimkou solithromycinu
a clarithomycinu, které byly u¢inng§i proti dvoudennimu primarnimu biofilmu
produkovanému opouzdienym kmenem.

Dale byl sledovan vliv bakteridlnich a fagovych hydrolaz na jiz vytvoteny biofilm
S. pneumoniae. Z testovanych hydroldz mél nejvetsi ucinek na odstranéni biofilmu autolysin
LytA, ktery zpisobil rozpad 80 % biofilmu. Vysokou ucinnost v rozruSovéani biofilmu
prokézaly také bakteriofagové lysozymy Cpl-7, které zptsobily rozpad 70 % biofilmu a Cpl-1
zpusobujici rozklad 50 % biofilmu (Domenech et al. 2011).

Dalsi studie se zabyvala vlivem extraktu z ostruziniku sttedomotského, nazvaného
220D-F2, na biofilm S. pneumoniae. Bylo zjisténo, Ze pokud se zaoCkuji planktonni bakterie
zaroven s touto latkou, dojde k inhibici tvorby biofilmu v zavislosti na mnozstvi pfidaného
220D-F2. Dale bylo pozorovéano, Ze tento extrakt snizuje populace bun¢k jiz vytvoreného
biofilmu (Talekar et al. 2014). Jiz diive byl vyloucen toxicky efekt této latky na sav¢i buiky
(Quave et al. 2012). Dalsi latkou, ktera velmi G¢inn€ nici biofilmy bakterie S. pneumoniae,
je caragenin CSA-13. Jedna se o malou, kladné¢ nabitou synteticky produkovanou molekulu,
jejiz kostru tvofi kyselina cholova (Moscoso et al. 2014).

Yadav a kolektiv (2012b) zkoumali ucinky 5-azacytidinu na tvorbu biofilmu bakterie
S. pneumoniae. V nizkych koncentracich u planktonnich bun€k nepozorovali zadny ucinek na
bunécny riist a ve vyssich koncentracich byl bunéény riist ¢aste¢né inhibovan. Nasledné byl
pozorovan pokles tvorby biofilmu pfi koncentraci 5-azacytidinu, ktera nebyla inhibujici pro
rust bunék planktonnich. Po pfidani 5-azacytidinu k jiZ vytvofenym biofilmiim nebyl zietelny
zadny efekt této latky. Predpoklada se tedy, Ze latka S5-azacytidin inhibuje pouze rostouci
biofilmy.

Dale byl studovan vliv latky sinefungin na rist a architekturu biofilmu S. pneumoniae.
Yadav a kolektiv (2014) zjistili, ze biofilmy péstované v piitomnosti sinefunginu tvoii méné
biomasy. Inhibice tvorby biofilmu byla zaznamenana v takovych koncentracich,

které neovlivitovaly riist bun¢k planktonnich. Dale pozorovali, ze se po pfidani sinefuginu

15



k jiz utvofenym biofilmim snizuje Zivotaschopnost bun¢k a opé€t se snizuje mnozstvi jejich
biomasy. Biofilmy péstované v pfitomnosti sinefunginu mély také odliSnou architekturu
od biofilmi kontrolnich.

Jak je z textu patrné, existuje mnoho faktorli ovliviyjicich citlivost biofilmi
k antibiotikiim. U¢innost antibiotik a antimikrobialnich latek zavisi na druhu testované latky
ajeji koncentraci, dale na konkrétnim kmenu bakterie, na zralosti biofilmu a na tom,
zda mame k dispozici opouzdienou ¢i neopouzdienou formu. Dale si Ize také vSimnout
snizené ucinnosti antibiotik pfi inhibici tvorby biofilmu 1 rozruSovani biofilml jiz
vytvofenych. Jako mnohem ucinnéjsi v destrukci biofilmii se projevily antimikrobidlni latky
odvozené od bakteridlnich metabolitl, rostlinné extrakty ¢i bakteridlni a fagové hydrolazy,

které nejen branily tvorbé biofilmu, ale dokonce i rozrusovaly biofilmy jiz vytvofené.

4. Metody pouzivané pro studium biofilmu

4.1. Obecné kultivaéni systémy

In vitro systémy pro studium biofilmt délime na oteviené a uzaviené. V otevienych
systémech jsou ziviny neustale doplihovany a populaéni rist se nezastavuje. Mezi oteviené
systémy fadime ,,flow cell“ a biofilmové reaktory, jako je reaktor vyvinuty v ,,Centers for
Disease Control and Prevention® (CDC) ¢i rotacni valcovy reaktor. Tyto systémy dovoluji
lepsi kontrolu rychlosti riistu a jinych proménnych. V systémech uzavienych jsou ziviny
a ostatni faktory omezeny, dochdzi k jejich postupnému vycerpani a zastaveni popula¢niho
rustu. K uzavienym systémim patii systém nazvany ,,Calgary biofilm device* (CBD).

»Flow cell systém je sloZzen z pritokové komirky, naddoby s kultivatnim médiem
a peristaltické pumpy, kterda do komirky pfivadi cCerstvé médium. Bunky se postupné
pfichytavaji k povrchu a zacinaji tvotit biofilm. Jako plochy pro rist biofilmu Ize pouzit kryci
sklicka. NarGsty biofilmu mohou byt nésledné zkoumany pomoci laserové konfokalni
mikroskopie ¢i mikroskopie elektronové (Wolfaardt et al. 1994). Trojrozmérné konfokalni
obrazy umoznuji sledovat ptisobeni antibiotika na biofilm. Mrtvé buiiky ¢i oblasti biofilmu
mohou byt identifikovany fluorescencnim barvenim pomoci propidium jodidu (Swope and
Flickinger 1996).

Mezi biofilmové reaktory patii naptiklad rotacni valcovy reaktor a CDC. Rotacni
valcovy reaktor se skladd ze dvou valcl, vnitiniho pohyblivého vélce a nepohyblivého
vnéjsiho valce a Casti privadéjicich a odvadéjicich médium. Pohyb vnitiniho valce zplisobuje

pohyb média v systému. Do vnitini stény vnéjSiho vélce jsou vloZena sklicka pro odbér
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vzorkill biofilmu. Tento systém se pouziva zejména ke studiu rtiznorodosti biofilmu (Gjaltema
et al. 1994). CDC (Obr. 6) se sklada ze sklenéné reakéni nadoby a vika, na kterém je
piipevnéno 8 ty¢i. Na kazdé tyc€i jsou 3 mista, do kterych se vkladaji plosky pro rist biofilmu.
Celkem lze tedy ziskat 24 vzorkl biofilmu. Nadoba je umisténa na michadlo, které zajistuje
michdni kultivaéniho média. Nové médium je do nadoby pifivadéno pomoci peristaltické
pumpy. Tento systém lze vyuzit pro detekci tvorby biofilmu, popisu jeho struktury a stanoveni

citlivosti k antibiotiklim (Donlan et al. 2002).

Ty¢ pro vioZeni
plosek

Plosky pro rist biofilmu

Obr.6: Fotografie CDC biofilmo-
vého reaktoru. Prevzato a upraveno
podle Donlan et al. (2004).

CBD metoda vyuzivd 96 jamkovou desticku s vickem, na které je pfipevnéno 96
odnimatelnych polystyrenovych kolikii. Béhem inkubace dochézi k adhezi nékterych bunck
tvoficich biofilm na povrchu koliku. Tato metoda se pouzivd k rychlému a snadno
reprodukovatelnému stanoveni citlivosti biofilmu k antibiotikim. Po vyjmuti a oplachnuti
jsou bakterie inkubovany na kolicich v mikrotitra¢nich destickach s roztoky antimikrobidlnich
latek. Nasledné jsou koliky pfemistény a inkubovany v destickach bez antibiotika. Po 24
hodinach inkubace je biofilm pfenesen do jamek a pomoci méfeni zdkalu stanovuje citlivost
biofilmu k antibiotikiim. Mezi vyhody tohoto systému patii to, Ze na kazdém koliku vznikaji
rovnocenné nanosy biofilmu, coz umoziuje testovani ruznych latek a koncentraci béhem

jednoho experimentu (Ceri et al. 1999).
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4.2. Diagnostické metody

Jak jiZ bylo fe€eno, rist bakterii ve formé biofilmu je spojen s mnoha zdravotnimi
problémy. Identifikace biofilmu u pietrvavajicich infekci mize pomoci pii rozhodovani
o vhodné 1écbé. Existenci biofilmu lze prokazat pomoci riznych mikroskopickych metod.
Dale pomoci kultiva¢nich metod, mezi které patii Christensenova metoda v mikrotitraénich
destickach, zkumavkova metoda a kultivace na agaru s kongo Cerveni. Detekce piitomnosti
biofilmu pomoci molekularnich metod jsou zaloZeny na rozdilné expresi genti bunck Zijicich
v biofilmu a buné€k planktonnich.

Pti pouziti Christensenovy metody v mikrotitraéni desticce jsou mikroorganismy
zaoCkovany do jamek s médiem. Pokud dochdzi k tvorbé biofilmu, tvoii se na dné a st€nach
jamek. Po inkubaci se misticky promyji pufrem, ¢imZ se odstrani buniky planktonni a ptisedlé
buiikky se zafixuji. Nésleduje barveni biofilmu gencidnovou violeti a stanoveni tvorby
biofilmu méfenim absorbance. Tato metoda je jednoducha, levna a pouziva se ke zkoumani
bakterialni adherence. Vysledky pak rozd€luji organismy do tiech kategorii podle namétené
optické denzity, a to organismy neadherentni, nizce adherentni a vysoce adherentni
(Christensen et al. 1985). Tento postup lze také pouzit ke stanoveni citlivosti biofilmu
k antibiotikim. V jednoduchém testu se do jamek s bakteriemi v zZivném médiu piida
1 koncentracni fada sledovaného antibiotika. Kvantifikace nartstu se provadi po odstranéni
média z jamek, jejich promyti pufrem a barvenim gencianovou violeti (Takahashi et al. 2007).
Tuto detekéni metodu lze provadét i ve zkumavkach (Christensen et al. 1982).

Zakladem kultivace bakterii na agaru s kongo cerveni je pevné médium, které se
skladd z média Brain Heart Infusion, doplnéného sacharézou a kongo €erveni. Po zaockovani
bakterii je tvorba biofilmu pozorovéna jako cerné kolonie se suchou krystalickou konzistenci,
zatimco negativni vysledky jsou pozorovany jako rGzové kolonie (Freeman et al. 1989).
Vyhodou tohoto postupu je jeho jednoduchost a cenova dostupnost. Nevyhodou je
subjektivita hodnoceni vysledki (Riazicka ef al. 2004).

Molekularni metody (hlavné PCR techniky) pouzivané k detekci biofilmu vyuzivaji
jejich odlisnou expresi genli oproti buiikdm planktonnim. Napiiklad biofilm bakterie
S. epidermis v ECM obsahuje protein adhezin (polysaccharide intercellular adhesin - PIA),
ktery slouZzi jako ochrana pied imunitnim systémem hostitele (Vuong et al. 2004). Syntéza

PIA se déje transkripci chromozomadlnich ica genli (Heilmann et al. 1996 cit. dle Ziebuhr
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etal. 1997). Béhem experimentu Ize DNA extrahovat pfimo z klinickych izolati bakterii.
Dale se provede PCR a vizualizace amplifikovanych produkti véetné testovanych ica genii

pomoci gelové elektroforézy (Arciola ef al. 2001).

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

Na studiu biofilmt bakterie S. pneumoniae se zaCalo pracovat v druhé poloviné
devadesatych let minulého stoleti. Hlavni snahou bylo vytvofit jednoduchy model, ktery by co
nejveérngji simuloval prostfedi rastu biofilmu in vivo. Vysledky jednotlivych laboratofi
zabyvajicich se biofilmy S. pneumoniae nelze snadno porovnévat, protoze pouZzivaji rizné
ptistupy k jejich péstovani in vitro.

Budhani a Struthers (1997) pouzili ke stanoveni citlivosti biofilmu bakterie
S. pneumoniae k antibiotikiim metodu ,,Sorbarod biofilm system®, jiz dfive pouZivanou
ke studiu biofilmt bakterii Staphylococcus aureus a P. aeruginosa (Hodgson et al. 1995).
Tento systém se skladd z peristaltické pumpy, celul6zovych filtrl, které jsou mistem riistu
biofilmu, silikonovych hadic¢ek, do kterych jsou tyto filtry umistény a hadi¢ek ptivadéjicich
a odvad¢jicich médium. Stejny systém byl pozd€ji pouzit ke studiu vlivu pouzder
S. pneumoniae na tvorbu biofilmu (Waite et al. 2001).

Donlan a kolektiv (2004) poukézali na nedostatek informaci o ECM a kinetice tvorby
biofilmu u bakterie S. pneumoniae, proto pro studium téchto biofilmi pouzili CDC. Vyhodou
této metody je moznost méfit v pribéhu tvorby biofilmu zaroven pocet bun¢k a prirtstek
ECM. V tomto systému jsou proteiny a polysacharidy kvantifikovany pomoci
spektofotometrickych metod, zatimco struktura biofilmu je studovana za vyuziti
fluorescencnich sond.

Allegrucci a kolektiv (2006) pouzili pro studium biofilmu S. pneumoniae kontinualni
metodu kultivace ,,flow cell”, kterd byla jiz diive pouzita pro pozorovani rastu a vyvoje
biofilmu bakterie P. aeruginosa (Sauer et al. 2002). Moscoso a kolektiv (2006) ve stejném
roce pouzili k pozorovani tvorby biofilmu bakterie S. pneumoniae Christensenovu metodu
v mikrotitracni desticce. Tento postup byl také pouzit pro stanoveni citlivosti biofilmu
k antibiotikim (del Prado et al. 2010), dale pfi studiu vlivu molekul QS na tvorbu biofilmu
(Oggioni et al. 2006), pro porovnani schopnosti tvofit biofilm riznymi klinickymi izolaty
S. pneumoniae (Garcia-Castillo et al. 2007) a ke studiu metabolickych zmén, které nastanou

pfi ristu S. pneumoniae v biofilmu (Allan et al. 2014).
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5. Zavér

Predkladand prace shrnuje poznatky o tvorbé biofilmu, regulacnich procesech,
na podminén¢ patogenni bakterii S. pneumoniae.

Nejrozsifenéj$i, dodnes pouzivanou, definici bakteridlniho biofilmu formuloval
Costerton (1999). Ackoliv se pokousel definici dale rozvijet, v pozdé¢jSich pracich jako
definicni kritérium stanovil také to, Zze bunky biofilmu maji byt nevratné ptisedlé. Tento
ptedpoklad vSak pomiji skutecnost, ze béhem vyvoje biofilmu dochazi k disperzi bun¢k at’ uz
jednotlivych nebo ve shlucich (Sauer ef al. 2002).

Regulace tvorby biofilmu S. pneumoniae je ovlivnéna autoinduktory (systémem QS),
pfitomnosti pneumolysinu ¢i bakterialniho pouzdra. Déle existuji také vnéjsi faktory, které
maji na tvorbu biofilmu S. preumoniae vliv. K témto vlivim patii naptiklad vyskyt
stresovych hormont hostitele ¢i pfitomnost antibimikrobidlni latky v prostredi.

Citlivost biofilmu k antimikrobidlnim latkdm ovliviiuje druh testované latky a jeji
koncentrace, kmen bakterie, zralost biotilmu a to, zda se jednd o opouzdienou
¢i neopouzdienou formu. Biofilm bakterie S. pneumoniae vykazuje zvySenou rezistenci
k antibiotikim, napfiklad k amoxicilinu, erythromycinu a levofloxacinu (del Prado
et al.2010), proto jsou v poslednich letech testovany jiné alternativni antimikrobidlni
latky. Ptiznivé vysledky pfineslo napiiklad testovani bakteridlnich hydroldz (Domenech et al.
2011), rostlinného extraktu 220D-F2 (Talekar et al. 2014) a synefunginu (Yadav et al. 2014),
které nejen Ze inhibuji tvorbu biofilmu, ale jsou dokonce 1 schopné rozrusit biofilmy jiz
vytvorene.

Schaudinn a kolektiv (2007) vidi zvySenou virulenci bakterii zijicich v biofilmu
v existenci mikrokolonii v podobé¢ ,,honey-like* struktury, diky nimz biofilmy snéze odolavaji
tlaku okolni tekutiny a mechanickym deformacim. Naproti tomu Sanchez a kolektiv (2011)
tvrdi, Ze schopnost bakterie S. pneumoniae tvofit biofilm neni spojena se zvySenim virulence.
Podle jejich experimenti maji planktonni buiiky mnohem vétsi potencidl Sifit se v téle
hostitele a zpisobovat onemocnéni nez buiiky biofilmu.

Christensenova metoda v mikrotitraénich destickach, kterd umoznuje kvantifikaci nartistu
biofilmu v malém objemu kultury. Metody ,.flow cell“ a CDC lze pouzit pro nasledné

morfologické studium vzorkli biofilmu pomoci fluorescencni mikroskopie. Metoda ,,flow
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cell” je kromé studia strukturnich parametrii, jako je tloustka biofimu a hustota bunék, také
vhodna k vizualizaci tvorby biofilmu v pribéhu ¢asu. Metoda CDC umoziiuje soucasnou
analyzu planktonnich bunék a bunék tvoticich biofilm. Pfi pouziti metody CBD lze studovat
96 vzorkl biofilmu béhem jedné kultivace, takto vzniklé biofilmy je mozné pozorovat pomoci
ruznych druhti mikroskopii a 3D vizualiza¢nich metod.

Studium biofilmti u bakterii je stale aktualnim tématem, které ma potencial ptinaset
dalsi poznatky. Z medicinského hlediska by bylo pfinosem detailng;si prozkoumani prvotni
regulace adheze bunck k abiotickym a biotickym povrchiim a fizeni disperze bun¢k biofilmu
do prostfedi. Béhem dal§iho vyzkumu biofilmu u bakterie S. pneumoniae by se mohl sledovat
vzdjemny vztah systémi regulujicich tvorbu biofilmu, drdhy comABCDE a systému
zaloZzeného na AlI-2. Jako potencialn¢ pfinosné téma pro dalSi vyzkum se také jevi studium

vlivu dalSich antimikrobialnich latek na biofilm S. pneumoniae.
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