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ANOTACE

Bakalatfskd prace se zabyva mechanismy pusobeni antimikrobidlnich latek na
mikroorganismy. Struc¢né popisuje vznik mikrobiadlniho biofilmu. Hlavni ¢ast bakaléiské
prace vysvétluje rizné mechanismy rezistenci bakterii v biofilmu. Zavére¢na Cast se zaméiuje

na prevenci vzniku biofilmu a jeho odstranéni.

KLIiCOVA SLOVA

Biofilm, bakterie, rezistence, mechanismus, antimikrobialni latky

TITLE

Resistance of bacteria in biofilm

ANNOTATION

Bachelor thesis is focused on the effect of antimicrobial agents on microorganisms. It deals
with microbial biofilm formation. Main part describes various mechanisms of bacterial
resistence of biofilm. At the end the prevention of biofilm formation and biofilm treatment is
described.

KEYWORDS

Biofilm, bacteria, resistance mechanism, antimicrobial agents
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SEZNAM ZKRATEK

ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

AL — antimikrobidlni latka

AU — autoinduktor (autoinductor)

A. viscosus — Actinomyces Vviscosus

BHI — mozkosrdcovy bujon (brain heart infusion)

B. subtilis — Bacillus subtilis

B. cenocepacia — Burkholderia cenocepacia

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EPS — extracelularni polymerni substance (extracellular polymeric substances)

ESBL — sirokospektré B laktamazy (extended spectrum beta lactamase)

E. coli — Escherichia coli

FAS — syntéza mastnych kyselin (fatty acid synthase)

HAT — lidska trypanosomiaza z Afriky (human African trypanosomiasis)

HGT —horizontalni pienos genetické informace (horizontal gene transfer)

HIV — virus nedostate¢né lidské imunity (human immunodeficiency virus)

K. pneumoniae — Klebsiella pneumoniae

LCMM — mikroskopie laserem zachycujici mikrosekce (laser capture microdissection

microscopy)

LPS — lipopolysacharid (lipopolysaccharide)

L. plantarum — Lactobacillus plantarum

L. monocytogenes — Listeria monocytogenes

MBC — minimalni baktericidni koncentrace (minimum bactericid concentration)

MBC90 — minimalni baktericidni koncentrace pro 90 % populace bunék (minimum

bactericid concentration for 90 % cell population)
MBEC — minimalni eliminujici koncentrace biofilmu (minimum biofilm eliminating
concentration)

MBEC50 — minimalni eliminujici koncentrace 50 % biofilmu (minimum concentration
eliminating 50 % of biofilm)

MRC — minimalni regenera¢ni koncentrace (minimum recovery concentration)

MIC — miniméalni inhibi¢ni koncentrace (minimum inhibitory concentration)



MIC50 — minimalni inhibi¢ni koncentrace pro 50 % populace bunék (minimum inhibitory
concentration for 50 % cell population)

MRSA — methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (methicillin-resistant Staphylococcus
aureus)

NAC — N-acetylcystein

NADPH — zredukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (reduced nicotinamide

adeninedinucleotide phosphate)

NADP" — nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

PAA — peroxooctova kyselina (peroxyacetic acid)

PBP — protein vazajici penicilin (penicillin binding protein)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PFGE — pulsni gelova elektroforéza (pulsed field gel electrophoresis)

PHMB — polyhexanmethyl biguanid (polyhexamethylene biguanide)

PQAS — polymerni kvarterni amoniové soli (polymeric quaternary ammonium salt)

P.acnes — Propionibacterium acnes

P. mirabilis — Proteus mirabilis

P. vulgaris — Proteus vulgaris

P. aeruginosa — Pseudomonas aeruginosa

QAC — kvarterni amoniové slou¢eniny (quarternary ammonium cation)

QAS — kvarterna amoniové soli (quarternary ammonium salt)

QS — quorum sensing (quorum sensing)

RNA — ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RND - nodula¢ni faktory rezistence (resistance nodulation division)

ROS - reaktivni forma kysliku (reactive oxygen species)

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie (scanning electron microscope)

S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

S. aureus — Staphyloccocus aureus

S. epidermidis — Staphylococcus epidermidis

S. mutant — Streptococcus mutant

S. pyogenes — Streptococcus pyogenes

S. sanguis — Streptococcus sanguis

TCA — trikarboxylova kyselina (tricarboxylic acid)

UV — ultrafialové (ultraviolet)



UVOD

Antimikrobialni latky tvofi vyznamnou skupinu latek, které nam umoznuji vypoiadat se
s mnoha onemocnénimi dne$ni doby. V ramci eliminace ¢i inhibice mikroorganismi se
vyuzivaji jako dezinfekéni prostiedky, antiseptika a ve zdravotnictvi hlavné jako antibiotika.

S Castéj§im a nespravnym uzivanim antibiotik, se vyvinuly rezistentni bakterialni
kmeny, které ¢ini antibiotickou 1é¢bu mnohdy netaéinnou. S novymi studiemi a technologiemi
jsme schopni reagovat na vzniklou rezistenci jak u planktonnich forem bakterii, tak i u
odolnych bakterialnich biofilmu.

Biofilm je shluk mikrokolonii z mikroorganismu, pfipevnénych na povrchu pomoci
polysacharidu, které mikroorganismy samy produkuji.

Odolnost biofilmu vychazi z jeho pevné struktury a produkce extraceluldrni polymerni
substance (EPS). Vn¢jsi vrstva biofilmu zpiisobuje hlavni problém, pro¢ tak jindy ucinné
antimikrobidlni latky, nejsou schopny penetrovat do biofilmové struktury. Nendro¢nost
biofilmu na vnéjsi podminky a na druhy povrchu, umoziuje vznik biofilmu na mistech, kde
mechanické odstranéni neptipada v tivahu.

Vznik biofilmu zplsobuje problémy nejen ve zdravotnictvi, ale i ve vodovodnich
systtmech ¢i vnéj§im piirodnim prostiedi. Zvlast€¢ nebezpecny je vyskyt biofilmi u

hospitalizovanych pacientd, ktefi maji sniZzenou obranyschopnost imunitniho systému.
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1 Antimikrobialni latky

Antimikrobialni latky (AL), nékdy oznaCovany jako mikrobicidy nebo biocidy, jsou
anorganické nebo organické chemické latky, které jsou toxické pro mikroorganismy.
Antimikrobialni latky se pouzivaji pro eliminaci mikroorganismi, nalezenych v kazdodennich
domacnostech a pramyslovém prostiedi (Czechowski a Stoodley, 2002).

Termin antimikrobidlni zahrnuje latky, které maji Siroké spektrum ucinnosti proti
bakteriim (antibakteridlni), virim (antivirové), plisnim a kvasinkdm (antifungélni) a prvokiim
(antiprotozoalni) (Yah a Simate, 2015).

Spravné zvolend antimikrobidlni 1écba u nemocného pacienta miize znamenat rozdil
mezi vylééenim a jeho Umrtim. Vzhledem k Siroké dostupnosti AL, jejich relativni
bezpecnosti a nizkym nakladiim na vyrobu, jsou AL jedny z nejvice zneuzivanych latek, coz

ma za nasledek zvysenou rezistenci mikroorganismi k témto latkam (Leekha et al., 2011).

1.1 Dopad antimikrobialnich latek na buriku

1.1.1 Mikrobistaticky

Jedna se o latky, které se snazi zabranit pomnozeni ¢i ristu mikroorganismu. Jedna se o
vratny d&j, kdy se v dlouhodobé ptitomnosti ¢i vysoké koncentraci mikrobistatickych latek
dochazi kusmrcovani mikroorganismit a méni se jeji ucinek z mikrobistatického na

mikrobicidni. Mikrobistaticky G¢inek ma erytromycin, tetracyklin aj. (Sohnle et al., 1993).

1.1.2 Mikrobicidni
Mikrobicidni latky jsou chemické latky, které se bézn€ pouzivaji k usmrceni
mikroorganismil. Jednd se o nevratny d¢j, jehoz nésledkem je usmrceni buniky. Za timto

ucelem se vyuziva penicilin, formaldehyd, chlor aj. (Maillard et al., 2013).

1.2 Cil antimikrobialniho u¢inku

1.2.1 Plisné a kvasinky
Antifungalni latka zpusobuje usmrceni bunék hub. Pfi pohledu na sloZeni houbové

bunky, 1ze doporucit alespon Sest riznych antifungalnich mechanismu (Lagrouh et al., 2017).
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1.2.1.1 Inhibice tvorby bunééné stény
Buné¢na sténa hub se sklada predevs§im z B-glukand a chitinu. Pokud je inhibice syntézy

téchto sloucenin narusena, stava se bunééna sténa permeabilni (Lagrouh et al., 2017).

1.2.1.2 PieruSeni permeability bunééné membrany
Pokud jsou steroly v bunééné membran¢ inhibovany antifungalni latkou a jejich syntéza
je inhibovana, narusi se celistvost bunécné membrany. Tim se membrana stava propustna (Al-

hakeim et al., 2012).

1.2.1.3 Dysfunkce houbovych mitochondrii

Inhibice transportu mitochondridlnich elektroni ma za nésledek sniZeni potencidlu
mitochondridlni membrany. Inhibice mize nastat prostfednictvim inhibice protonovych pump
v respira¢nim fetézci, coz vede ke sniZeni produkce adenosintrifosfatu (ATP) a naslednému

usmrceni bunék (Yang et al., 2011).

1.2.1.4 Inhibice bunécného déleni
Uskute¢ni se prostfednictvim inhibice polymerace mikrotubul®i, a tim inhibuje tvorbu

mitotického vietena (Lagrouh et al., 2017).

1.2.1.5 Inhibice syntézy RNA/RNG/DNA nebo syntézy proteint
Pokud antifungalni latka vstoupi do builky, muize zptsobit defektni syntézu
ribonukleové kyseliny (RNA) a inhibici transkripce deoxyribonukleové kyseliny (DNA).

Inhibice syntézy proteini je také znamym antifungalnim cilem (Lagrouh et al., 2017).

1.2.1.6 Inhibice efluxnich pump

Efluxni pumpy odjimaji nahromadénou antifungalni latku z houbové buiky. Nadmérna
ucinnost efluxnich pump muze vést k rezistenci vuci antifungalnim latkdm. Pti inhibici
efluxnich pump se piedpoklada, Ze se rezistence vici antifungalnim latkam snizi (Lagrouh et
al., 2017).

1.2.2 Viry
Béhem poslednich 20 let, pfedstavovaly nukleosidové analogy v boji proti Vvirim
nedostatecné imunity u ¢lovéka (HIV), viru hepatitidy B a C a herpes virim, nejucinnéjsi AL.

Klasické antivirové nukleosidy, jako je zidovudin, plisobi poskozeni fetézcii virové RNA.
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V zavislosti na mechanismu jejich pisobeni se tyto molekuly déli na likvidatory
prodlouzenych fetézcl, pseudo-obligatni likvidatory fetézci a na mutagenni nukleosidy.
Likvidatofi prodlouzenych fetézci (tj. penciclovir, cidofovir a entecavir) blokuji polymerazu
nukleové kyseliny. Ribavirin a 5-hydroxydeoxycytidin misto G¢inku na fetézec, zabranuji
replikaci viru, coz vede k ndhodnym mutacim, které jsou cCasto pro virus smrtici

(Deval, 2009).

1.2.3 Prvoci

1.2.3.1 Trypanocidni slou¢eniny

Trypanosoma brucei je pii¢inou vzniku lidské trypanosomiozy z Afriky (HAT), jinak
znamé jako spava nemoc. Pro 1é¢bu HAT se pouziva suramin, pentamidin, melarsoprol a
eflornithin v kombinaci s nifurtimoxem. Eflornithin je jedind sloucenina mezi pé&ti
schvalenymi 1éCivy, kterda ma dobfe definovany zpisob ucinku. Ten zahrnuje inhibici

ornitinové dekarboxylazy s naslednym ubytkem polyamint (Creek et al., 2014).

1.2.3.2 Antileishmanialni slouc¢eniny
Po stimulaci lipopolysacharidi (LPS) antileishmanialnimi slou¢eninami, jsou
aktivovany makrofagy, které produkuji oxid dusnaty a kontroluji mnoZzeni intracelularnich

paraziti (Wulsten et al., 2017).

1.2.3.3 Antimalarické slouceniny

Atovaquone je 1ék proti malarii zpisobené parazitem kmenem z rodu Plasmodium spp.
Inhibici komplexu cytochromu bc-1 Vv elektronovém transportnim fetézci, dochazi ke ztraté
membranového potencidlu v mitochondriich a naslednému naruSeni syntézy pyrimidinu

(Creek et al., 2014).

1.2.4 Bakterie

Béhem 60-ti let rozvoje antibakterialnich latek se vyvoj zaméfil na objev sloucenin z
pfirodnich zdroji (zejména plidnich bakterii ze skupin aktinomyceti a hub) a vyvoje
syntetickych AL. VétSina antibiotik, kterd se stale jeSté dnes pouzivaji, byla objevena v
polovin¢ minulého stoleti, véetné beta-laktamu, aminoglykosidl, makrolidd, aminokumarinii,
tetracyklini, ionofort a  glykopeptidi a jejich  semi-syntetickych  derivati

(Taylor a Wright, 2008).
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1.2.4.1 Inhibitory syntézy bunécné stény
Inhibice syntézy peptidoglykanové stény je cilem antibakteridlni 1écby, protoze bunécna
sténa je zivotné dilezitd pro bakterie a poskytuje oporu bunce diky velmi zesilené struktufe.

Mezi inhibitory syntézy bunéc¢né stény patii karbapeny, monobactamy, cefalosporiny aj.

1.2.4.2 Inhibitory replikace DNA
Timto u¢inkem funguji chinoliny. Mezi nevice pouZzivany je delafloxacin. Na rozdil od

starSich chinolont plisobi také proti grampozitivnim bakteriim.

1.2.4.3 Inhibice syntézy mastnych Kkyselin
Syntéza mastnych kyselin (FAS) je multienzymovy komplex, jehoz substraty jsou
acetyl-coA a zredukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH). Lécivo isoniazid

inhibuje mykobakteridlni Fabl.

1.2.4.4 Inhibitory syntézy bilkovin
Mezi inhibitory syntézy bilkovin patfi ketolidy, tetracykliny, aminoglykosidy aj.
(Shah, 2015).

1.2.4.5 Inhibitory syntézy RNA
Rifampicin, pattici do skupiny ansamycint, je antibiotikum se Sirokym spektrem uc¢inku

.....

(Lange et al., 2007).

1.3 Zpisob vyuziti antimikrobialnich latek

1.3.1 Dezinfekcni prostiedky

Dezinfekce zahrnuje sniZzeni poctu patogennich a podminén€ patogennich
mikroorganismii na povrchu, v kapalindich nebo ve vzduchu. Chemické dezinfekéni
prostiedky se 1i§i svou antimikrobidlni aktivitou, od inhibice ristu az po smrtici ucinek.
Dezinfekéni prostredky, které vykazuji sporicidni aktivitu, jsou obvykle povazovany za
ucinné proti vS§em mikroorganismim a nékdy jsou oznacovany jako sterilanty. Dezinfekéni
prostiedky jsou k dispozici v kapalnych, polotekutych, pénovych a plynovych ptipravcich.
Béhem poslednich péti az deseti let byly nové druhy vyrobkt, jako dezinfekéni ubrousky,
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antimikrobidlni povrchy a textilie, uvadény na trh pro lékaiské, veterindrni, potravinaiské a
domaci pouziti.

Mezi zakladni mechanismy UcCinku patii reakce s membranové aktivnimi latkami,
specificka interakce Senzymy, uc¢inek oxida¢nich ¢i alkylacnich c¢inidel, interkalujicich

¢inidel a interakce s thiolovymi skupinami (Maillard a Mc-Donnell, 2012).

1.3.2 Antiseptika

Antiseptika patfi mezi mikrobicidy, kter¢ bud’ usmrti, nebo inhibuji rlst
mikroorganismil v Zivé tkani nebo na jejim povrchu. Uginek antiseptika se uréuje in vivo
podle jeho ucinku na planktonnich bakteriich. Kvarterni amoniové slouceniny (QAC),
biguanidy nebo jod, patii mezi nejcastéji pouzivana antiseptika. QAC vytvateji vazbu mezi
vlastni kationtovou skupinou (sméfujici smérem od bunky) a bakteridlni bunécnou sténou.
Hydrofobni konec AL vytvoii vazbu s lipidovou dvouvrstvou v cytoplazmatické membrané

a zpusobi naruseni buriky s naslednym tnikem bunééné cytoplazmy (Vestby a Nesse, 2015).

1.3.3 Antibiotika

Antibiotika jsou U€innd proti bakteridlnim buitkam. Pouzivani antibiotik vyuziva rozdily
ve struktufe bunék mezi prokaryotickymi a eukaryotickych bunkami. Tento jev je znamy jako
selektivni toxicita. Selektivita vychazi ze zasady, Ze antibiotika inhibuji zakladni biochemické
procesy V bakteriich bez vazného ovlivnéni bun€k hostitele. U nekterych antibakteridlnich
1ékt se mohou vyskytnout nepfiznivé ucinky u hostitele, pokud je koncentrace vysoka. K
dispozici jsou ¢tyfi klicové mechanismy ¢innosti antibakterialnich 1€k, z nichz vSechny jsou
zalozeny na koncepci selektivni toxicity. Tyto mechanismy zahrnuji inhibici Syntézy
bakterialni bunécné stény (napft. cefalosporiny a peniciliny), inhibici syntézy bakteridlni DNA
(napf. rifampicin a rifamycin), inhibici syntézy proteinii bakterii (napf. aminoglykosidy

a tetracykliny) a inhibici syntézy folati napt. sulfoamidy (Kaufman, 2011).

1.4 Mechanismus uc¢inku antimikrobialnich latek

1.4.1 Inhibice funkce cytoplazmatické membrany
Antimikrobidlni peptidy se nejprve musi setkat s bakteridlni butikou a poté nasleduje
mechanismus elektrostatického propojeni mezi aniontovymi nebo kationtovymi peptidy

a bakterialni strukturou (Brogden, 2005).
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Po interakci cytoplazmatické membrany a kationtového antimikrobialniho peptidu
vznikne novy pomér lipidii a peptidi v membrané. Dokud je pomér peptidi a lipidd nizky,
kationtové antimikrobialni peptidy zlstanou paralelné spojeny s rovinou membrany, ktera je
uloZzena na rozhrani hydrofilnich lipidovych skupin a hydrofobnich mastnych acylovych
fetézcu. Jak se zvySuje pomér peptidi a lipidd, jsou se peptidy schopny agregovat nebo

preorientovat slozeni membrany a narusit jeji integritu (Hale a Hancock, 2007).

1.4.2 Inhibice syntézy enzymi

Enzymy a bunécné struktury jsou pievdzné tvofené z proteinti. Syntéza proteind je
nezbytny metabolicky proces, vyuZivany pro mnoZeni a pieZiti mikroorganismt. Cast AL
porusi syntézu enzymi vznikem vazby na podjednotku 30S ¢i 50S, nachazejici se
v intracelularnim ribozomu. Nasledkem je naruseni bunééného metabolismu. Jsou to latky

typu aminoglykosidy, makrolidy, streptoglaminy atd. (Bockstael a Aerschot, 2009).

1.4.3 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Latky inhibujici syntézu nukleonovych kyselin zahrnuji napf. metronidazoly, quinolony,
tinidazoly nebo ornidazolyly. Neaktivni forma AL pasivné difunduje do bunky, kde je
aktivovana. Nitroskupina redukovana na aniontové radikalové cile, oxiduje DNA, coz vede k
poskozeni fetézce a smrti bun¢k. Proto mad mnoho AL jak antimikrobialni, tak mutagenni

ucinek (Patil et al., 2013).

1.4.4 Inhibice syntézy bunécné stény

Bakterialni buiiky jsou obklopeny bunécnou sténou nebo vrstvami peptidoglykanu.
Jedna se o polymer s hlavnim uhlovodikovym fetézcem, ktery poskytuje mechanickou oporu
nezbytnou k ochrané pted osmolyzou. Primarnimi cili B-laktamovych latek jsou proteiny
vazajici penicilin (PBP). Po nukleofilnim zasahu na B-laktamovém kruhu atomu kysliku v
postrannim fetézci serinového zbytku (v aktivnim misté enzymu), vznikd komplex
penicilloyl-enzymu, coz vede k inaktivaci enzymu a blokovani enzymu pomoci

transpeptidace s naslednou lyzou bunky (Bockstael a Aerschot, 2009).

1.4.5 Inhibice tvorby metaboliti
Sulfonamidy a trimethoprim patfi mezi inhibitory kyseliny listové v metabolismu.

Kombinace sulfoamidl a trimethoprimu piisobi na odlisné faze stejné biosyntetické drahy.
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Vykazuji synergii a redukuji miru mutace, ¢imz zpusobuji rezistenci. Sulfonamidy inhibuji
dihydropteroat syntézu.

V konkurenéni vazb¢€, maji vySSi afinitu K enzymu nez piirozeny substrat
p-aminobenzoové kyseliny. Latky jako trimethoprim plsobi v pozdé¢jSim stadiu syntézy

kyseliny listové a potlacuji enzym dihydrofolat reduktazu (Bockstael a Aerschot, 2009).

1.5 Puvod antimikrobialcih latek

1.5.1 Syntetické

Kationtové kvarternizované polymery obsahujici amoniové funkéni skupiny s pomérné
dlouhymi alkylovymi substituenty nebo bo¢nimi hydrofobnimi alkyly tvofi stejné jako
polymery s antimikrobialnim G¢finkem, Siroké vyuziti v mnoha odvétvich. Jednim
z nejdulezitéjsich vyuziti je kontrola infekce na klinikach, v nemocnicich, v potravinarském
primyslu a v domadcich zatizenich. Hydrofilni kationtové amonné polymery, polymerni
biguanidy a polymerni kvarterni amoniové soli (PQAS) nalezly pouziti jako dezinfekéni
prostiedky. Ve srovnani s béznymi mikrobicidy maji kvarterni amoniové soli (QAS),
polyhexanmethyl biguanid (PHMB) a PQAS vétsi ucinnost, zejména proti grampozitivnim

bakteriim a nizkou toxicitu (Timofeeva a Kleshcheva, 2011).

1.5.2 Prirodni

Trvalé a nekontrolované pouzivani syntetickych latek vedlo k potiebé nalézt nové
ptipravky pfirodniho pivodu. Je zndmo, Ze dlouhodobé pouZiti syntetickych latek casto
zpusobuje fadu vedlejSich ucinkil, vcéetné rezistence. Na rozdil od syntetickych latek,
bioaktivni pfirodni produkty maji ptiznivy vliv na cely organismus bez nezadoucich tc¢inki

(Rankovic et al., 2011).

Pouziti rGznych rostlinnych ptirodnich latek jako antibakteridlnich a antifungélnich je
strategii pro objevovani bioaktivnich AL. Rostliny jsou bohaté na Sirokou Skalu sekundarnich
metabolitd, jako jsou flavonoidy, alkaloidy, taniny a terpenoidy, které byly nalezeny in vitro
a maji antimikrobialni u¢inek. Existuje vztah mezi chemickymi sloZkami rostlinnych extraktl
a oleju s antimikrobialnim ucinkem. Antibakterialni latky rostlinného ptivodu inhibuji efluxni

pumpy, quorum sensing (QS) nebo tvorbu biofilmu (Savoia, 2012).

19



1.6 SlozZeni antimikrobialnich latek

1.6.1 Alkoholy

Hydroxylové skupiny, aminoskupiny a aromatické kruhy jsou obecné, a zvlasté dulezité
funk¢ni skupiny u biologicky aktivnich sloucenin. Terciarni alkoholy s aromatickymi kruhy
pripojenymi ke kvartérnimu atomu uhliku by mély vykazovat biologické aktivity a usnadnit
interakce s prislusSnymi receptory molekul. Terciarni alkoholové derivaty vykazuji ucinek
tromboxanu A2 a inhibici receptoru prostaglandinu H2, proto jsou pouzivany k 1é¢bé fady
poruch, jako je koronarni vazospazmus, astma a peptické viedy.

Terciarni butylalkohol muze byt rovnéz aplikovan pii piipravé hydrofobniho
hydroxypropyl B-cyklodextrin komplexu, ktery zvySuje rozpustnost 1é¢iv jak v simulované
zaludecni §t'ave, tak v simulované stfevni tekuting, coz zlepsuje absorpci a farmakodynamické
vlastnosti 1ékt. Diaryl chinoliny patii do skupiny sloucenin chinolind majici centralni
heterocyklické chinolinové jadro a postranni fetézce s terciarnimi alkoholy a terciarnimi
aminovymi skupinami, které jsou zodpovédné za jejich antimykobakterialni aktivitu. p-amino
alkoholy predstavuji velkou skupinu sloucenin se Sirokou Skalou bioaktivit, jako jsou

antiplasmodialni, antileishmanialni a antiprolifera¢ni (Baseer et al., 2011).

1.6.2 Halogenidy

Chlor a jeho derivaty patii mezi nejstarsi dezinfekeni prostfedky pouzivané v 1ékaiské
praxi a v domacnosti. Jsou to levné a ucinné latky, které jsou Siroce vyuzivané. Zvlasté se
AL mezi vSemi halogeny. Fluor je pfili§ reaktivni a nelze jej pouzit jako dezinfekcni
prostiedek.

Chlor se pouziva v primyslu i v 1ékafské praxi také jako chlornan (zejména chlornan
sodny). V alkalickych roztocich se uvoliuje chlornanovy iont, ktery zptsobuje zvyseni pH.
Neionizovana kyselina chlorna je zodpovédna za antimikrobialni ti¢inek chloru ve vodg, proto

jsou slouéeniny chloru aktivnéjsi v kyselém nebo neutralnim médiu (Burlibasa et al., 2013).

1.6.3 Aldehydy
Mezi nejrozsitenéjsi aldehydy patii glutaraldehyd, formaldehyd, benzaldehyd,
sukcinaldehyd a né¢kolik B-nenasycenych aldehydd. Aldehydy reaguji s proteiny,

Vv cytoplazmatické membrang, které maji sulfhydrylové skupiny. Penetrace aldehydt do bunék
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je zavisla na pH, protoze aldehydy pracuji 1épe pti bazickém pH. Slouceniny typu hydrazin,
obsahujici azomethin, tvoii dilezitou skupinu sloucenin pro vyvoj novych Iékt. Hydrazinové
skupiny hraji ddleZitou roli v antimikrobialni 1é¢b&. Rada hydrazid-hydrazonovych derivati

rrrrr

2008).

1.6.4 Peptidy

Antimikrobialni peptidy ziskavaji schopnost nahradit bézna antibiotika. Antimikrobialni
peptidy jsou dulezité slouceniny imunitniho systému, protoze maji Sirokou schopnost usmrtit
mikroorganismy. Velké antimikrobidlni proteiny (> 100 a.a.) jsou Casto lytické bilkoviny
vazajici ziviny nebo se specificky zaméfuji na mikrobidlni makromolekuly. Mnozstvi
antimikrobidlnich peptidii bylo zjisténo v epitelidlnich vrstvach, fagocytech a télesnych
tekutinach mnohobunéénych bunék zvirat i lidi. Vedle své role endogennich antibiotik mayji
antimikrobidlni peptidy funkce pfi zanétu, opravé ran a regulaci adaptivniho imunitniho

systému (Pathan et al., 2010).
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2 Biofilm

Biofilmy jsou organizované shluky mikroorganismi, které zistavaji piipevnény k
pevnym povrchim. Tyto mikroorganismy vytvareji sit’” z bilkovin, nukleonovych kyselin
extracelularni polymerni substance (EPS), ktera pusobi jako ochranny Stit pro bakterie v
biofilmu. Biofilm vytvaii prostfedi vhodné pro vyménu genetického materidlu mezi
mikroorganismy v ramci biofilmu. Schopnost vymény plazmidi se vice vyskytuje v
biofilmech nez u volné planktonnich bakterii. ZvySena uroven konjugace, ke které dochazi v
biofilmech, muize byt vysledkem ochrany mikroorganismti pied smykovymi silami
vyvolanymi proudem tekutiny v extraceluldrnim prostfedi. Biofilmy slozené z jediného
mikrobialniho kmenu jsou méné odolné, zatimco odolIngjsi biofilmy se tvoii z vice kment.
Biofilm je schopen se vytvofit na rizném povrchu, véetné zivé tkané, zdravotnickém

vybaveni, primyslovém vodovodu ¢i v pfirodnim vodnim systému.

2.1 Faze vzniku biofilmu

Féaze 1 zacina zménou environmentalnich signala skladajici se z pH, teploty, osmolarity
a koncentrace zivin. Béhem tohoto stadia mikroorganismy adheruji k povrchu. Toto pocate¢ni

pfipojeni je reverzibilni, charakterizované opakovanym pfipevnénim a odpojenim od povrchu.

Faze 2 zahrnuje ireverzibilni vznik adheze na pevny povrch a je charakterizovana
mikroorganismy, které zustavaji ptipevnéné k povrchu i pfes vnéjsi smykové sily. V tomto
stadiu nastava rist a agregace biofilmu. Pohyblivost mikroorganismti se snizuje v dusledku

tvorby EPS (Krivit a Heuertz 2011).

Faze 3 zahrnuje rist a expanzi bakterii. Monovrstva mikroorganismi pfitahuje
sekundarni bakterie k tvorbé mikrokolonii. Tyto mikrokolonie jsou shluky bakterii S
lateralnim a vertikalnim rdstem. Béhem zkoumani reakci pii tvorbé biofilmu, Ize popsat dva
typy interakci. Koadheze je proces rozpoznani planktonnich bakterii a bakterii, jiz jsou
pfipojeny k biofilmu. Koagregace je proces, kdy se rozeznaji geneticky odlisné bakterie

v biofilmu a vysledkem je tvorba shluk.

Faze 4 je vyplaveni mikroorganismii z biofilmu do okoli. Vyplaveni jednotlivych

kolonii je programované oddéleni planktonnich bakteridlnich buné¢k, zplsobené lokalni
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hydrolyzou EPS. Rozptyleni celych shlukti je fyzikalné zprostiedkovany separacni proces, ve
kterém se biofilmova mikrokolonie oddé¢luje od zralého biofilmu. Mikrokolonie je nesena
prostiedim, dokud se mikrokolonii nepodaii adherovat na novy povrch a zahajit novou tvorbu

populace biofilmu (Usha, 2010).

Zakladni strukturni jednotka biofilmu je mikrokolonie, kterd miize byt slozena
z 10 — 25 % bakterii a 75 - 90 % EPS, v zavislosti na kmenu mikroorganismu. Biofilm také
obsahuje vodni kandly, které umoziuji prepravu zakladnich Zivin a kysliku pro rtst bakterii

(Tenke et al., 2012).

2.2 Vlastnosti biofilmu

Bakterie v biofilmu jsou 500 az 1 500krat odolnéj$i viéi antimikrobialni 1é¢bé nez
planktonni bakterie. Zpoc¢atku védci véfili, ze EPS poskytuje bariéru, ktera chrani bakterie
pied pfimym G¢inkem AL. Nyni se zda, ze bakterie jsou v biofilmu metabolicky aktivnéjsi,
coz omezuje funkci AL. Bakterie se v biofilmu nereplikuji tak rychle, jak se déje v
planktonnim stavu, a proto se ¢asti biofilmu v dany okamzik vyskytuji v riznych stadiich
rustu (tj. statické, stacionarni, exponencialni), avSak celé rychlost ristu biofilmt je konstantni.
Bakterie v biofilmu, které jsou nejvice nachylné k antibiotikiim, jsou v exponencialni ristové
fazi, protoze antibiotika vyzaduji vysokou rychlost metabolismu a bunky ve fazi déleni, aby

byly G¢inné (Paulson, 2005).
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3 Mechanismy rezistence bakterii v biofilmech

3.1 SniZena penetrace do biofilmu

3.1.1 SniZeni propustnosti biofilmu

Odolnost proti pratoku v mikrobialnim biofilmu je zpasobena G¢inkem EPS. Uginek
EPS miZze byt prospésny, tzn. vytvaret interni biofilmovou architekturu, ktera je propustna
kvali vyskytujicim se dutindm a kanalkim. V pfipadé polymernich gelti, dochazi k
hydrodynamickému tieni pfi vytékani vody z gelu.

Mira propustnosti EPS je vysledkem rovnovahy mezi odporovymi silami a silami, které
tidi pohyb vody skrz biofilm.

Velikost pord, heterogenita a prostorova uspotradani EPS urcuje propustnost biofilmu.
EPS také urcuje celkovou vnitini strukturu a tim ovliviiuje proniknuti latek do biofilmu

(Derlon et al., 2016).

3.1.2 Pritomnost efluxnich pump

Bakterie jsou vystaveny fad€ stresovych situaci, pomoci kterych se jim vyvinuly
obranné mechanismy, umoziujici vyrovnat se s kolisanim prosttedi, jako jsou nahlé zmény
teploty, oxidacni stres, nizkd aktivita vody, poskozeni DNA, hladovéni a dal§i. Mnoho z
téchto stresovych reakci byly charakterizovany pomoci molekularnich a genetickych detail u

planktonnich bakterii. Tyto stresové reakce byly prokazany i u biofilmu (Stewart, 2002).

Funkce viceti¢elovych efluxnich pump jsou geneticky zakdédované v chromozomech.
Efluxni pumpy jsou schopné zprostiedkovat odolnost vii¢i mnoha biologickym formam
toxickych latek. Tyto funkce se nevyvijely jako reakce na antibiotika, a tak rezistence proti
toxickym latkdm muiZze zahrnovat pumpy nodula¢ni faktorové rezistence (RND). Geny pro
tvorbu efluxnich pump se vice vyskytuji v biofilmech nez v planktonnich bakteriich
(Olsen, 2015).

3.1.3 Hydraulicka rezistence biofilmu
Hustota bakterii v biofilmu o tloustce 100 um je obvykle v rozmezi
7 - 8 x 10® bakterii/cm?, coz predstavuje méné nez 5 % celkového objemu biofilmu. Hlavni

¢ast biofilmu se skladda z EPS, ktery je silné¢ hydratovan vodou. Vysoce hydratované
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biopolymery, tvorici hydrogel s obsahem vody 95 - 99 %, se nejvice podileji na hydraulické
odolnosti  biofilmu. Biofilmy mohou ovliviiovat membranové systémy pomoci
transmembranové rezistence, kterd se skladd z odolnosti proti poklesu piijimani zivin,
shlukovani mineralnich ndnost ¢i akumulace odumftelych c¢astic v diasledku adhezivnich
vlastnosti biofilmové matrice.

Membranové vodovodni systémy poskytuji dostatecny prostor pro mikroorganismy
pfenasené vodou, které mohou volné adherovat ke vSem povrchim v téchto systémech.
Vyskyt biofilmli v membranovych procesech zptisobuje zhorseni kvality prochazejici vody a

biologickou kontaminaci jinych sloZzek membranovych systému. (Dreszer et al., 2013).

3.1.4 Produkce polymeru

Bakterie umisténé hluboko produkuji polymer, aby posunuly dcefiné bakterie ze stfedu
biofilmu do vice okysliceného prostiedi. Zaroven tento polymer brani nezadoucim bakteriim
Vv existenci.

Bunky produkujici EPS se 1épe shlukuji, coZ vede k silnym interakcim mezi generacemi
bakterii a upeviiuje jejich vzajemnou spolupraci. Adhezivni vlastnosti EPS mohou poskytnout
dalsi evolu¢ni vyhody jako je odolnost proti smykovému napéti a aktivni vyplavovani

nezadoucich bakterialnich bunék na povrch biofilmu (Steenackers et al., 2016).

3.1.5 Tvorba hydrogelu

Siroka $kala biofilmii vyskytujicich se ve vodnim proudu, nebo v horkém prostiedi,
vykazuji klasické elastické chovani. Tyto vlastnosti umoznuji biofilmim odolat pfechodné
obdobi rychle se méniciho prostiedi. Po delsi dobé vnitiniho namahani biofilmu, je smykové
napéti rozptyleno pies vizkozni tok nebo dojde ke zjednoduSeni struktury pro snizeni
vnitiniho odporu. Bariérové vlastnosti EPS hydrogelu mohou také chranit pied ultrafialovym
(UV) svétlem a dehydrataci (Hall-Stoodley et al., 2004).

3.2 Vznik rezistentniho fenotypu bakterialnich bunék

3.2.1 QS zprostiedkovajici vyménu genii
Komunikace mezi buitkami je zprostfedkovana pomoci QS, ten koordinuje bunécéné
akce zalozené na hustoté bakterii. V QS systému, jednotlivé bakterie vylucuji chemické

signalni molekuly v podob¢ autoinduktorti (Al). Jak se zvySuje mnozstvi bakterialnich bun¢k
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Vv biofilmu, zvysuje se také koncentrace AI v biofilmu. Al reaguji se signdlnimi receptory
bun¢k, vyskytujicich se na okolnich bakteriich. Acylované laktonové homoserinové Al
zprostfedkovavaji komunikaci hlavné mezi gramnegativnimi bakteriemi.

Jiné peptidy, vyloucené buiikkami, znamé jako autoinduk¢ni peptidy, usnadnuji QS u
grampozitivnich bakterii. Vedle pouziti QS jako prostfedku komunikace pro tvorbu biofilmi,
mohou bakterie vyuzit QS pro zvySeni virulence. Vylepsi virulentnich gend, které zvysuji
tvorbu biofilmu, mize usnadnit vyménu gentd zodpovédnych za rezistenci k antibiotikiim

(Schroeder et al., 2017).

3.2.2 Schopnost prizpiisobit se ménicimu prostiedi
Adhezni faze tvorby biofilmu se sklada jak z reverzibilni, tak ireverzibilni faze adheze.
bakteridlnich mikrokolonii do vysoce organizovanych struktur, se sklada z molekularnich
reakci a je vysledkem nékolika faktord (napf. signalizaéni mechanismy mezi butikami, které
monitoruji hustotu biofilmu a hraji hlavni roli pfi tvorbé struktury biofilmu). Koordinovanou
expresi genu, béhem signaliza¢nich mechanismt, se bakterie mohou pfizptsobit ménicimu se
prostfedi a koordinovat transkripci rGznych operonli a regulatorti prostfednictvim inter-
systému cross talk.
Pohyblivost a chemotaxe umoziuji pohyb pfes rizny prostor na mista, kde je vyssi
dostupnost zivin. Metabolické reakce mezi rliznymi organismy hraji roli v expanzi

mikrokolonii tim, Ze dovoluji organismiim koexistovat v symbioze (Klemm et al., 2007).

3.3 Zména vlastniho mikroprostredi v biofilmu

3.3.1 Poskytovani Zivin pres EPS

V ptirodé¢ existuje EPS jako extrémné hydratovany (98 % tvoti voda) gel sestavajici ze
sit€¢ zapouzdfenych shlukii rGznych mikrobidlnich kment, které mohou zahrnovat jak
prokaryotické, tak eukaryotické builky. VIdkna EPS neurcuji jen stavbu biofilmu, ale také
konzervuji a koncentruji travici enzymy uvoliiované z bakterii. Biofilmova matrice
predstavuje aktivni reaktivni prostor, idedln¢ vhodny pro zachyceni riznych zdroji z vnéjsiho
prostfedi. To umoZiuje biofilmu absorbovat rizné Ziviny a zadrZovat extracelularni enzymy,

coz v disledku reakce mezi enzymy a polysacharidy, vedlo k vytvofeni zasoby Zivin mimo
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bunku. Extracelularni enzymy mohou také rozlozit substrat, coz vede k biodegradaci jeho
¢astic. EPS zajistuje poskytovani zivin a tim zvySuje Sanci preziti mikroorganisma v biofilmu

(Flemming, 2006).

3.3.2 Vznik perzistentnich bunék

Vsechny perzistentni buiiky v biofilmech Ziji ve vysoce odolném fenotypu, rostou jinou
rychlosti a stanovuji se podobné jako spory. Tento fenotyp bunék piispiva ke snizeni citlivosti
viac¢i AL a objasniuje jeden z mechanismu rezistence bakterii v biofilmu. VétSina populace
vicekmenovych biofilmil je rychle usmrcena antimikrobidlnim oSetfenim, ale zlomek bun¢k
neni ovlivnén ani prodlouzenou dobou 1écby AL, coz potvrzuje vyskyt perzistentnich bakterii
v biofilmu. Perzistentni buiky jsou odolné proti inhibi¢nim koncentracim AL a vykazuji

schopnost pifekonat wvn&j$i stresujici situace, kviili transkripnimu programovani

(Zhou et al., 2015).
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4 Rezistence bakterii v biofilmu k antimikrobialnim latkam

4.1 Gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinky

4.1.1 U&inn&jsi pienos plazmidi v biofilmu Escherichia coli

Nejrychlej$im mechanismem dédi¢ného ziskani rezistence vici vice AL je horizontalni
prenos genetické informace (HGT). Jednim z hlavnich mechanism HGT je zprostiedkovana
bakterialni konjugace pomoci plazmidi. Mnoho plazmidl z rtiznych skupin, které nesou vice
gend pro rezistenci k AL, se mize konjugativné pienaSet mezi buiikami nesouci plazmid
a buiikami bez plazmidu. Konjugace vyzaduje té€sny kontakt mezi buiitkami a minimalni
smykové sily. Vzhledem k tomu, Ze obé& tyto vlastnosti jsou charakteristické pro biofilmy, je
ptenos konjugaéniho genu v mikrobialnich biofilmech vysoce vykonny.

Predpoklada se, ze donorové kmeny, které 1épe adheruji k biofilmu, maji G¢inné;si
prenos plazmidu. Pro potvrzeni hypotézy se porovnala Ucinnost pienosu plazmidd pB10
a RP4 v kapaliné a biofilmu mezi dvéma donory (G¢innym biofilmem Escherichia coli
MG1655 a biofilmem kmene MG1655). V obou prostiedich byl pocet bun€k plazmida
MG1655 pripojenych k biofilmu ptiblizné 3krat vyssi nez u typu MG1655, coz mélo za
nasledek témér Skrat vyssi u€innost konjugace pro pB10 a RP4.

E. coli je znamy modelovy organismus s dobfe charakterizovanymi mechanismy
prenosu plazmidi. Zatimco vétSina laboratornich kment E. coli ztratila schopnost tvofit silné
biofilmy, mnoho pfirozené vyskytujicich se kment vytvaii biofilmy a zplsobuje ohrozeni
lidského zdravi kolonizaci abiotickych povrchii, zdravotnickych néstroji ¢i kontaminaci

potravin (Krol et al., 2013).

4.1.2 Vliv povrchu a pH na biofilm Salmonella typhimurium

Rozdilné faktory jako povrch, pH nebo teplota maji vyznamny vliv na rezistenci
Salmonella typhimurium v biofilmu, proti dezinfekénim prostiedkim. Testované dezinfekcni
prostiedky byly QAC (200 ppm), smés kyseliny peroxooctové (PAA) a 0,1% organické
kyseliny a chlornanu sodného (50 ppm). Pro biofilmy vytvotené pfi teploté¢ 7 — 37 °C byl
nejucinnéjsi dezinfekeni prostiedek QAC a smés PAA a organické kyseliny. Odolnost
biofilmu vytvofeného na nerezové oceli pii teplote¢ 6 - 37 °C se zvySuje s rostoucim stafim

biofilmu. U 168 hodinového biofilmu vytvoieného pii pH 6 byla rezistence viici vSem tfem
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dezinfekénim prostiedkiim nejvyssi pii 37 °C, oproti 28 a 42 °C. Bylo zjisténo, Ze za stejnych
podminek testu, roste s pH i rezistence biofilmu k AL. Tyto vysledky ukazuji, ze rezistence

biofilmu proti dezinfekci zavisi na stafi biofilmu a pH (Nguyen a Yuk, 2013).

4.1.3 Rezistence Haemophilus parasuis na p-laktamova antibiotika

Haemophilus parasuis je etiologickym plivodcem systémového onemocnéni Glidsserova
choroba, ktera je charakterizovana fibrinézni polyserozitidou, artritidou a meningitidou u
prasat. Ve studii byly pouzity rizné kmeny k schopnosti tvorby biofilmu 110 H. Sedmdesat tii
kment Haemophilus parasuis (66,4 %) vykazuje tvorbu biofilmu a vétSina z nich vykazuje
slabou schopnost tvorby biofilmu (38/73). VSechny kmeny byly testovany na antimikrobialni
citlivost na osmnact AL mikrodiluéni metodou. Testované kmeny vykazovaly velmi vysokou
rezistenci (> 90 %) na sulfanilamid, kyselinu nalidixovou a trimetoprim. Kmeny se schopnosti
tvorit biofilm, vykazovaly souvislost s rezistenci na B-laktamova antibiotika, nebot’ rezistence
na osm antibiotik jako je penicilin (41,1 % vs. 8,1 %), ampicilin (31,5 % vs. 8,1 %),
amoxicilin (28,8 % vs. 5,4 %), gentamicin (46,6 % vs. 24,3 %), cefazolin (19,2 % vs. 8,1 %),
doxycyklin (19,2 % vs. 8,1 %), cefotaxim (11 % vs. 2,7 %) a cefaclor (13,7 % vs. 5,4 %) byla
u kmenu tvoficich biofilm vyssi nez u kment, které nemaji schopnost tvofit biofilm (Zhang et

al., 2014).

4.1.4 Redukce biofilmu Proteus mirabilis a Proteus vulgaris

Hodnota minimalni koncentrace AL, ktera eliminuje 50 % biofilmu (MBECH50)
ciprofloxacinu byla pro kmeny obou zkoumanych druht 1,0 png/ml. Tato hodnota byla 16krat
vys$8i nez minimalni inhibi¢ni koncentrace pro 50 % populace bakterii (MIC50), uréena pro
planktonni bakterie. Hodnota minimalni baktericidni koncentrace, ktera usmrti 90 % populace
bakterii (MBC90) ciprofloxacinu u kmend P. vulgaris byla 64 pg/ml a 512 pg/ml u kment
P. mirabilis. Hodnota MBC90 byla 512 a 128krat vyssi nez hodnota minimalni inhibi¢ni
koncentrace pro 90 % populace bakterii MIC90 pro P. mirabilis a P. vulgaris. Nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v rezistenci biofilmu tvofeného kmeny P. mirabilis
a P. vulgaris. Na zaklad¢ vysledkt spektrofotometrické studie byl stanoven stupen redukce
biofilmu obou testovanych kmenti. U kmenti druhl izolovanych z tamponii z ran byl v
ptipadé osmi kment (53,3 %) pozorovan stupen snizeni nad 50 % pro koncentraci 0,06 pg/ml

testovaného antibiotika. U kmentt P. vulgaris nebyl rozdil v mife redukce biofilmu pfi
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snizeni vice nez 50 % biofilmu P. vulgaris (Kwiecinska-Pirog et al., 2016).

4.1.5 Produkce ESBL u Klebsiella pneumoniae

Vuotto et al. (2014) poukazovali na schopnost biofilmu Klebsiella pneumonie
produkovat sirokospektré B-laktamazy (ESBL). Ze 150 bakterialnich kment dokaze 44,7 %
tvofit biofilmy, z nichz 45,3 % dokaze produkovat ESBL. Kmen K. pneumoniae, obsahuje
faktor virulence, jako je schopnost tvorby biofilmu. Souvislost mezi rezistenci vuci
antibiotikim a tvorbou biofilmu byla rovnéz zkoumana ristem kmenti K. pneumoniae pod
vlivem antibiotik, vétSinou se sub-inhibi¢ni koncentraci AL. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) cefotaximu na K. pneumoniae produkujici CTX-M-15 byla 516 mg/l a MIC ofloxacinu
byla 2 mg/l. Zatimco v pifitomnosti Sub-MIC ofloxacinu, se mnozstvi biofilmu snizilo v
poméru ke koncentraci antibiotik, v pfitomnost cefotaximu v koncentracich sub-MIC, se

tvorba biofilmu zvysila.

4.2 Grampozitivni sporulujici aerobni ty¢inky

4.2.1 EpsA-o produkt Bacillus subtilis

Izolovany kmen Bacillus subtilis vykazuje vysokou odolnost proti riznym oxidacnim
¢inidlim. Stabilni izolat vytvari velmi silny biofilm se specifickymi vybézky ve srovnani s
jinymi kmeny B. subtilis. Studie prokazala, ze sublethalni davky chloru skute¢né stimulovaly
tvorbu biofilmu B. subtilis, coz je proti ptivodnimu zaméru pouziti. Vysoka odolnost je
spojena piedevS§im se zvySenou produkci extracelularni matrice. NarusSeni trojrozmérné
struktury biofilmu a promyti bakterii vedlo k obnoveni citlivosti na peroxooctovou kyselinu
(PAA), ktera byla pozorovana u planktonnich bakterii.

Biochemicky test ukazal, ze mnozstvi cukri a bilkovin obsazenych v biofilmu B.
subtilis, bylo 2,6 a 3,1krat vétsi nez u biofilmu tvofeného kmenem oznacenym 168. Zapojily
se molekulové slozky, o kterych je jiz znamo, Ze se ucastni EPS konstrukce B. subtilis, jako
jsou produkty operonu epsA-O nebo TasA amyloidni vlakna. Nukleotidové sekvence epsA-O
a YgXM/sipW/tasA, vcetné jejich promotoru, byly identické v obou kmenech NDmedical
a 168. Konstrukce transkripéni fize neprokdzaly Zadny vyznamny rozdil mezi expresi epsA-O

operonu testovan¢ho kmene a kmene 168, zatimco YqxM/sipW/tasA operon byl vyznamné
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vys$i v biofilmech referenéniho kmene ve srovnani Sizolovanym kmenem B. subtilis.
Spole¢né tyto udaje naznalily, Ze pozorovana rezistence kmene B. subtilis pravdépodobné
nebyla zpisobena zménou kteréhokoli z hlavnich faktora v EPS B. subtilis, ale byla

zpusobena neidentifikovanymi geny (Bridier et al., 2012).

4.2.2 Delece inhibitoru syntézy SinR v Bacillus subtilis

TasA a TapA jsou nezbytné geny, nachazejici se v bakteriich a tvofici biofilm
Bacillus subtilis. Tyto proteiny se nevyskytuji v nizSich vrstvach biofilmu. Mutace sipW u
jistych nepatogennich kment zpisobuji nedostatenou adhezi na sklenéné nebo
polyvinylchloridové plochy. To je proto, ze SipW je funkéni protein s dvéma funkcemi.
Aktivuje signalni peptidazy, kterd miize zpracovavat TasA a TapA a také aktivuje
karboxy-terminalni slozku, ktera nasledné aktivuje expresi genu eps. Tato aktivace je zasadni
pro adhezi a nastane pouze tehdy, kdyz jsou bunky v povrchové adherovaném stavu.
Dostateén¢ nadmérna exprese eps obnovi tvorbu biofilmu, zprosttedkovanou SipW
mutantem. Kromé TasA je dalsi sekretovany protein BslA. Ten je dllezity pro povrchovou
hydrofobicitu, komplexni tvorbu kolonii, morfologii a tvorbu shluki v biofilmu.

Poruseny biofilm s mutantnim fenotypem bslA mize byt extracelularné obnoven,
smichanim tohoto mutantu s mutantni latkou a TasA. eps a TasA poskytuji smiSenou populaci

mutantl BslA (Vlamakis et al., 2013).

4.3 Gramnegativni nefermentujici ty¢inky

4.3.1 Genova exprese v biofilmu Pseudomonas aeruginosa

U biofilmu Pseudomonas aeruginosa jsou rhamnolipidy povrchové aktivni latky, které
jsou dulezité pro spravny vyvoj biofilmu. Exprese genli thIAB, syntetizujici thamnolipid, je
pod vlivem QS. Exprese pgsA v jednodennim biofilmu byla lokalizovana ve starSich vrstvach
biofilmu. U dvoudenniho biofilmu byla lokalizovana ve vné&jsi vrstvé biofilmové struktury.
Ctvrty den bylo mnoZstvi pgsA téméf zanedbatelné. Genova exprese v biofilmech se tedy lii
jak v Case, tak v prostoru.

Ve snaze studovat interakce mezi subpopulacemi bakterii v rozvijejicim se biofilmu, se
analyzovaly smisené biofilmy, které byly oznaceny rGznymi fluorescencnimi markery.

Vyzkumy prokazaly omezeni exprese genu pvdA (nutny pro vyrobu sideroforického
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pyoverdinu) na vnitini prostor biofilmu, kde exprese genu pvdA je potfebna pro tvorbu
ochrannych struktur zralych bakterii.

Vyzkumnici z Centra pro biofilmové inzenyrstvi vyuzili techniku mikroskopie
zachycujici laserem mikrosekce (LCMM), ktera zadina feSit heterogenitu biofilmu tim, Ze
umoznuje izolaci specifickych sekci biofilmu. LCMM s naslednou PCR umoziuje
charakterizaci geni Vv jednotlivych bunkach. Pti pouzitim LCMM a PCR se identifikovaly
bunky lokalizované v horni a spodni vrstvé biofilmu P. aeruginosa. Metoda prokazala vyskyt
transkripéniho dé&je, indikujici aktivni metabolismu v horni ¢asti biofilmu. Metabolicky
neaktivni buniky na dolni vrstvé biofilmu byly méné citlivé na ciprofloxacin ve srovnani S

bunkami v aktivni ¢asti biofilmu (Mah, 2012).

4.3.2 Biofilm Pseudomonas aeruginosa u chronickych ran

V chronické rané se Casto uchycuji ve velkém mnozstvi kmeny, které maji schopnost
vytvaret biofilmy. K testu se pouzilo 205 ndhodné vybranych klinickych kmenti od pacientt,
ziskanych z riznych anatomickych mist. Byla pouzita sbirka kmend methicilin citlivych
a methicilin rezistentnich Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae a Escherichia coli. Tvorba biofilmu byla testovana s vyuZzitim
mikrotitracnich desticek a skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Z 205 testovanych
klinickych kment bylo zjisténo, ze 126 kment (61,4 %) vytvaii biofilmy in vitro v hladinach
vétsi nebo stejné jako  Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus, ktery ma nejvétsi pocet kment produkujicich biofilm.
Antimikrobidlni rezistence je vrozeny rys bakterii. Bakterie tvotici biofilm kromé zvySené
rezistence k AL, mohou dale komplikovat 1é€bu pacienta. P. aeruginosa kmeny tvofici
biofilm, se Cast&ji vyskytuji ve fenotypech rezistentnich na cefalosporiny. Tyto P. aeruginosa

kmeny tvofici biofilm jsou Cast&ji izolované z kosti a mékkych tkani (Sanchez et al., 2013).

4.3.3 Test MRC u Pseudomonas aeruginosa

Abbas et al. (2012) popisuje studii synergického uc¢inku N-acetylcysteinu (NAC)
a ambroxolu s ciprofloxacinem, cefoperazonem, tobramycinem, amikacinem a imipenem.
Synergicky ucinek byl testovan proti predem vytvofenym biofilmim, tvofenymi péti
klinickymi kmeny Pseudomonas aeruginosa. Antimikrobialni u¢inek antibiotik byl testovan
stanovenim minimalni regenera¢ni koncentraci (MRC). Ambroxol vykazoval vétsi aktivitu

antibiotik nez antibiotickd aktivita NAC. Inhibi¢ni aktivita antibiotik Se v pfitomnosti sub-
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MRC ambroxolu zvysila az o 16 - 256 jednotek a v pritomnosti Sub-MRC NAC az o 4 - 256
jednotek. Spolecné se sub-MRC ambroxolu byl imipenem nejsilngjsim antibiotikem (s
poklesem MRC az o 4 - 512 jednotek), nasledovany cefoperazonem (8 - 256 jednotek),
kombinace tobramycinu s ambroxolem (2 - 16 jednotek). V piitomnosti NAC byl tobramycin
nejvice rozsifené antibiotikum (MRC byly sniZzeny az o 4 - 256 jednotek), nasledoval
imipenem (az 2 - 128 jednotek), amikacin (az 2 - 64 jednotek) a cefoperazonem
(az 8 - 32 jednotek), zatimco ciprofloxacin byl nejmén¢ ucinny.

Antibiotika fluorochinolony a ciprofloxacin vykazuji snizenou rezistenci proti
biofilmiim tvofenym P. aeruginosa. Fluorochinolony, na rozdil od aminoglykosidd, mohou
snadno bez problémil proniknout do biofilmové matrice. Odolnost tohoto biofilmiu vici
fluorochinolonim je zprostfedkovana sniZzenim koncentrace kysliku, pomalym ristem
a zpomalenim metabolismu bakterie. Studie prokazala, ze efluxni pumpa PA1874 - PA1877
se podili na specifické rezistenci biofilmu P. aeruginosa proti ciprofloxacinu a ze tvorba
perzistentnich bakterii P. aeruginosa prokazateln¢ zvySuje rezistenci biofilmu na

ciprofloxacin.

4.3.4 Efluxni pumpy Pseudomonas aeruginosa

Antibioticka rezistence je definovana jako zvyseni MIC antibiotika v dusledku trvalé
zmény v bunice (napf. mutace nebo ziskani odporovych funkei horizontdlnim pfenosem gent).
Naproti tomu antibiotickd tolerance je definovéana jako schopnost bunck prezit pfi expozici
antibiotik v dusledku obranného reverzibilniho fenotypu. Genom Pseudomonas aeruginosa
obsahuje geny kodujici celkem 12 efluxnich pump RND, z nichz nékteré se podilely na
klinické rezistenci a reakci na stresové situace v biofilmu. Biofilmy Pseudomonas aeruginosa
vykazuji zvySenou expresi n¢kolika efluxnich pump, véetné MexCD-OprJ a MexXY, které
piedstavuji mechanismus antibiotické rezistence specifické pro biofilmy P. aeruginosa
(Mah et al., 2012).

4.3.5 Gen blaPER-1 kmene Acinetobacter baumanni

U klinickych izolatt Acinetobacter baumannii se objevila souvislost mezi biofilmem a
ptitomnosti Sirokospektré P-laktamazy, zejména genu blaPER-1. Celkové bylo 55 izolatl
podrobeno zkousce citlivosti metodou disulfidové difuze pro 13 klinicky vyznamnych

antibiotik. Screening pro produkci biofilmu byl provadén jak kvalitativnimi, tak 1
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kvantitativnimi metodami pomoci testu zkumavky a mikrotitraéni desticky. Pfitomnost
blaPER-1 byla zkontrolovana pomoci PCR. Klinické izolaty Acinetobacter baumannii
vykazovaly velmi vysokou rezistenci (> 75 %) na imipenem, cefotaxim, amikacin
a ciprofloxacin. Pouze na cefoperazonu, netillinuanorfloxacinu byly kultury citlivé.
Rezistence na Ctyfi antibiotika, jako je amikacin (82 % vs. 17,6 %, P < 0,001), ceptoaxim
(88 % vs. 11 %, PP < 0,001), ciprofloxacin (70 % vs. 29 %, 38 % vs. 11 %, P = 0,039) byl
relativné vySs$i u izolath produkujici biofilm nez u kment, které biofilm neprodukuji.
Mikrotitra¢ni test dodate¢né detekoval 14 kment s nizkou adhezi. Pouze 11 Klinickych izolata
mélo gen blaPER-1 a mezi témito byly dva producenti biofilmt. Zbylé testované kmeny byly
kmeny se slabou adhezi k povrchu. Po provedeni fady testdl se prokazala metoda

mikrotitra¢nich desti¢ek velmi citliva k detekci tvorby biofilmu (Rao et al., 2008).

4.3.6 Eliminace oxidativniho stresu Burkholderia cenocepacia

Béhem série experimentl bylo zjisténo, ze baktericidni antibiotika (vcetné B-laktami,
fluorochinolont a aminoglykosidi) indukuji tvorbu hydroxylovych radikdld u
Escherichia coli a Staphyloccocus aureus. Biochemické zmény, které jsou nasledkem 1é¢by
letalnimi dévkami téchto baktericidnich antibiotik, vytvaii intraceluldrni prostiedi, které
podporuje tvorbu vysoce Skodlivych reaktivnich forem kysliku (ROS). Primarni interakce
mezi antibiotiky a cilovou latkou stimuluje oxidaci nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADP") prostfednictvim elektronového transportniho fetézce. Hyperaktivace tohoto
transportniho fetézce elektrond, ktery zavisi na cyklu trikarboxylové kyseliny (TCA). Ta
stimuluje produkci superoxidi (Oz¢). Tento Oz* poSkozuje FeS slouc¢eniny v proteinech, takze
Fe?* je k dispozici pro oxidaci na Fe ** ve Fentonové reakci (Fe** + H,0, — Fe** + HOs +
OH"). To vede k tvorbé vysoce reaktivniho hydroxylového radikdlu (HOe), ktery muze
poskodit bunééné makromolekuly, coz vede k smrti bunék.

Udaje ziskané u biofilm&i Burkholderia cenocepacia o3etfenych tobramycinem
potvrdily, Ze zabranéni vystaveni ROS, vytvofeného antibiotiky, je kli¢ovym faktorem pti
prezivani v biofilmech. Biofilmy B. cenocepacia byly osSetfeny vysokymi koncentracemi
aminoglykosidového antibiotika tobramycinu a produkce ROS byla zvysena, ale piiblizné
0,1 % bungk ptezilo antibiotickou 1écbu. Srovnani profili genové exprese téchto odolnych
bakterii s bakteriemi nevystavenych pusobeni antibotik odhalilo, ze mnozstvi geni z TCA
cyklu a genil zapojenych do transportniho fetézce elektroni bylo zredukovano, zatimco
mnozstvi gent z glyoxylatové drahy se zvysilo.
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To naznacuje, Ze piezivajici perzistentni bakterie redukuji TCA cyklus, aby se zabranilo
tvorbé ROS, a soucasné aktivuji alternativni drahu v podobé glyoxylatové drahy. Mnozstvi
perzistentnich bakterii pieZivajici antibiotickou 1é¢bu s vysokymi koncentracemi tobramycinu
nebo ciprofloxacinu bylo v biofilmech az 1 000krat vyssi nez u planktonnich bakterii.
Vysledek dokazuje, ze eliminace oxidativniho stresu chrani bunky biofilmu pied

baktericidnimi a fungicidnimi latkami (Van Acker et al., 2014).

4.4 Grampozitivni aerobni a fakultativné anaerobni koky

4.4.1 Adheze Enterococcus faecalis k dentinu

V ptipadé perzistentni apikalni parodontitidy je Enterococcus faecalis bézné izolovany
druh, kde jeho dlouhodobé pieziti v systému kofenovych kanalkd je zplsobeno jeho
schopnosti adherovat k dentinu, napadat dentinalni tubuly a vytvatet biofilmy, které mohou
prispét k rezistenci bakterii a perzistenci po antimikrobidlni 1é¢bé. Komplexni anatomie
kofenového  kanalu  pfedstavuje  potize  pifi  jeho  odstrafiovani,  protoze
biofilmy perzistentnich mikroorganismii uvnitf kofene mohou byt umistény na vnitinich

sténach a dalsich Spatné dostupnych mistech (Jhajharia et al., 2015).

4.4.2 Biofilm smiSeného typu Lactobacillus plantarum a Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae a Lactobacillus plantarum dokazi vytvotit biofilm smiSeného
typu. Koexistence a symbidza kvasinek s bakteriemi mlé¢ného kvaseni se vyuziva v riznych
oblastech. Biofilm smiSeného druhu je velmi odolny proti vnéj§im vlivim v porovnani s
jednokulturnim biofilmem S. cerevisiae. V biofilmu smiseného typu, byla vyroba ethanolu
mirné nizsi, nez v jednokulturnim systému S. cerevisiae. Pfijeti biofilmu smiSenych druht
dokazalo vyrobit dostatek ethanolu z 10% nebo 20% glukézy béhem desetkrat opakovanych
vsadkovych kultur. V dasledku produkce laktatu bylo pH stabilné udrzované pod pH 4, coz
naznacuje vysokou odolnost proti vnéjsi kontaminaci. Inokulované modelové kontaminanty
Escherichia coli a Bacillus subtilis nebyly schopny Zivota ve vytvofeném biofilmu. Biofilm
smiSeného druhu ze S. cerevisiae a L. plantarum se pouziva béhem etanolové fermentace, pro
jeho produktivitu a stabilitu v diasledku vysoké odolnosti viaci vnéjsi kontaminaci
(Abe et al., 2013).
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4.4.3 Produkce lipazy kmenem Staphylococcus epidermidis

Nozokomialni infekce zplisobené multirezistentnimi stafylokoky se stavaji problémem
v mnoha zdravotnickych zatizenich. Hodnoceni odolnosti vii¢i AL u klinickych kment a od
kment v neizolované populaci, miize prispét k pochopeni distribuce a pfenosu rezistence.

Vysledky ukazaly, ze klinické i kontrolni kmeny byly odolné va¢i penicilinu
a ampicilinu. Z 98 klinickych kment bylo 82,6 % rezistentnich na gentamycin, 79,6 % na
erythromycin, 76,5 % na trimethoprim, 74,5 % ke clindamycinu, 72,4 % na cefalotin
a oxacilin a 71,4 % na ciprofloxacin. VSechny kmeny byly citlivé na vankomycin. Mezi
klinickymi kmeny bylo 72,4 % rezistentnich vic¢i vSem testovanym [-laktamovym
antibiotikam. VSechny kmeny z neizolované populace a 27,6 % klinickych kmenid byly
rezistentni pouze na penicilin a ampicilin. Rezistence k témto antibiotikiim se pfipisuje k
produkci penicilinazy nebo B-laktamazy.

Prokézalo se, ze extracelularni lipazy jsou patogenni faktory riznych mikroorganismi,
véetné Styphylococcus epidermidis. Lipazy piispivaji k preziti mikroorganisma v prostiedich,
obsahujici vysoké koncentrace lipidd a ovliviiuji schopnost mikroorganismu proniknout do
kize a napadnout epidermalni tkan€. Mezi kmeny S. epidermidis bylo 90 % pozitivnich na
aktivitu lipazy. Proteazy se stejné jako lipazy ucastni poskozeni tkané a zanétlivé reakce.
Protedzy tak c¢ini jako pii degradaci signalnich peptidd (napf. neutrofilnich proteint,
antimikrobidlnich protilatek), které zprostiedkovavaji imunitni odpoveéd

(Michelim et al., 2005).

4.4.4 Koordinace Streptococcus mutant, Streptococcus sanguis a Actinomyces

Vviscosus

Monolaurin je glycerol monoester aktivni kyseliny laurové proti Sirokému spektru
bakteridlnich kmend, zvlasté grampozitivnich bakterii, véetné né€kolika ustnich bakterii, jako
je Steptococcus mutans, Streptococcus sanguis a Actinomyces viscosus. Monolaurin ptisobi na
bunéénou membranu, ktera ovliviiuyje transport latek do bunky. Zoocin A je
D-alanyl-L-alanin-endopeptidaza, schopna vazat a $tépit bakterialni peptidoglykan. MIC
zoocinu A pro S. mutans byla 50 pg/ml, zatimco S. sanguis a A. viscosus byly rezistentni na
Zoocin A. MIC lauricidinu pro vSechny tfi druhy byla 60 ug/ml. Jediny S. mutans ziskany
z biofilmu vystavenému lauricidinu, prokazala zvySenou odolnost Kk lauricidinu. S. mutans
vykazuje rust na agaru piti 180 ug/ml koncentraci lauricidinu. Subkultura S. mutans v BHI

obsahujici 5 pg/ml lauricidinu se vyvinula v kmen, ve kterém byla MIC pro zoocin A
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a lauricidin dvojnasobna nez pro S. mutans. Subkultura S. mutans v BHI bez lauricidinu méla
stejnou MIC pro zoocin A a lauricidin jako ptvodni S. mutans. Kombinace zoocinu A
a lauricidinu byly u¢inné&jsi pti snizovani kKariogenni aktivity S. mutans nez pouziti obou latek

samostatné (Lester a Simmonds, 2012).

4.4.5 Modifikace lipidi v membrané Staphyloccocus aureus

Cytoplazmatickd membrana je prvni bariéra bakterie pii kontaktu bakterialni bunky
a AL (napi. QAC a PHMB). Hydrofilni ¢ast QAC reaguje S negativnim nabojem
cytoplazmatické membrany, zatimco hydrofobni konec QAC silné interaguje S mastnymi
kyselinami uvniti cytoplazmatické membrany Staphyloccocus aureus, coz zpusobuje presmyk
a poskozeni membrany. PHMB spolupracuje s povrchové s negativné nabitymi kyselymi
fosfolipidy, coz zplsobuje jeho agregaci a tim i naruSeni lipidové dvojvrstvy v membrané.
Slozeni mastnych kyselin v membrané, zabezpecuje jeji pruchodnost a muze hrat roli v
bakteridlni rezistenci vuc¢i AL s antimikrobidlnim mechanismem proti cytoplazmatické
membrang.

Vysledky dokazaly vliv inkubaéni teploty i doby inkubace na mastné kyseliny
Vv cytoplazmatické membrané kmene S. aureus. Rezistence biofilmu je zavisla na nékolika
environmentalnich faktorech jako je teplota a typ povrchu, které mizou zménit odolnost
biofilmu. Tato studie tak naznacuje, Ze hodnoceni dezinfek¢ni ucinnosti by se mélo provadét
proti biofilmim, vytvofenych za riznych podminek, aby se snizilo mikrobiologické riziko

souvisejici s jejich perzistenci (Abdallah et al., 2014).

4.5 Grampozitivni nesportujici aerobni ty¢inky

4.5.1 Blokace biofilmu Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je bézné vyskytujici se bakterie, odolna proti vysokym
koncentracim soli a schopna se mnozit pfi nizkych teplotach. Oktenidin hydrochlorid u¢inné
usmrcuje planktonni bakterie a biofilmy L. monocytogenes pti ruznych teplotach
(od 4 do 37 °C) za produkce organickych latek. L. monocytogenes mohou tvofit mono — nebo
multi-druhy biofilmu. Pro studium multispecidlnich biofilmt byly pouzity rizné typy
biofilmi Lactococcus lactis, které vykazovaly ruzné struktury, porezitu, typy matric
a vlastnosti jednotlivych bunéénych povrchl, aby se zjistily faktory upravujici pocatecni
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adhezi L. monocytogenes k biofilmim. Adhezi L. monocytogenes bylo téméf zabranéno
ptitomnosti EPS produkovaného L. lactis. Pritomnost biofilmi, které mohou zabranit
kontaminaci povrchi L. monocytogenes, muze piedstavovat novy piistup Kk eliminaci
L. monocytogenes. AvSak porézni biofilm L. lactis maze také zvysit adhezi biofilmu
L. monocytogenes.

Adheze biofilmu u L. monocytogenes zacina pohyblivosti biciku. Pfi eliminaci
pohyblivosti bi¢iku je pocateéni adheze biofilmu snizena, ale pozdé¢ji vznika biofilm s
vysokou hustotou. Systém sledovani peptidu Agr kmene L. monocytogenes, ktery koduje
ptedpokladany QS, mé ulohu pfi tvorbé biofilmu vytvotrenim dele¢niho mutanta AgrD. AgrD
mutant mél bez QS snizenou schopnost tvofit biofilm a napadnout intestinalni epitelidlni
buiiky. Extraceluldrni DNA muze byt centralni slozkou matrice biofilmu L. monocytogenes,
protoze 1écba DNazou rozptylila biofilm a exogenni DNA nebyla schopna zapocit novou

tvorbu biofilmu (Jacques et al., 2010).
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5 Prevence a odstranéni biofilmu

5.1 Inhibice enzymi v biofilmu

V zasad¢ lze pouzit n€kolik experimentalnich pfistupi v boji proti vyvoji biofilmu.
Zasadni je omezit tvorbu biofilmu, neZz vznikne zraly biofilm. Profylakticky ptistup K inhibici
vyvoje biofilmu zahrnuje pouziti 1€ka, které¢ interferuji se selektivnimi biosyntézami
prekursort slozek biofilmu nebo 1é¢bu latkami, které blokuji pocatecni adhezi, akumulaci
a agregaci bakterii U vicekmenovych kolonii. Inhibice enzymu, které se podileji na syntéze
biofilmu, objasiiuji funkce, které zpisobuji blokujici enzymy Ica. Dulezité jsou inhibitory
N-acetyl-D-glukosamin-1-fosfatu acetyl transferaza (GlmU), enzym podilejici se na syntéze
aktivovaného nukleotidového cukru UDP-GIcNac. Ve skuteénosti je to N-ethyl maleimidovy
analog, ktery u¢inné blokuje ucinnost GImU a tim inhibuje tvorbu biofilmu Staphylococcus
epidermidis (Speziale et al., 2008).

5.2 Pouziti nano¢astic stfibra pro prevenci vzniku biofilmu

Biofilm Ize jen obtizné odstranit, kvuli pevné struktufe EPS. V soucasnych studiich byl
prokazan Uc¢inek nanocastic stiibra pii destrukci biofilmu a prevenci jeho tvorby. Nanocastice
stiibra mohou byt zapojeny do rozruSeni mikrokolonii bakterii v biofilmu nebo do prevence
jeho tvorby. Pritok AL Vv okoli biofilmu nedokazal zadné odstranéni bakterialniho biofilmu.
Vylucovani adhezivnich latek (polysacharidii a bilkovin) je zasadni pro pocate¢ni adhezi
bakterii, stejné jako udrzeni biofilmovych bakterii v tésné blizkosti. Nanocéstice stiibra
mohou byt zapojeny do neutralizace adhezivnich latek, ¢imz se zabrani tvorbé biofilmu.
Bakteridlni biofilmy jsou vysoce rezistentni vici antibiotikiim, avSak v blizké budoucnosti
mohou nanocastice stiibra urCovat vyznamnou roli v 1é¢bé problémii souvisejicich s
biofilmem. Nanocastice stiibra byly syntetizovany z extraktu listt Cymbopogon citratus.
Metoda predstavuje piiklad cisté, netoxické a ekologicky Setrné metody pro ziskani

nanocastic stiibra (Masurkar et al., 2012).

5.3 Vyuziti éterickych oleju
Antimikrobialni a antibiofilmové vlastnosti éterickych oleji maty peprné a rozmarynu

1ékaiského a chlorhexidinu byly hodnoceny proti Streptococcus mutans a Streptococcus
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pyogenes. Minimalni baktericidni koncentrace (MBC) oleji maty peprné a rozmarynu
1ékaiského a chlorhexidin byly (6 000, 2 000, 8 000 ppm) a (1 000, 4 000, 1 000 ppm) pro
S. mutans a S. pyogenes. Doba eliminace kmene S. mutans, vystaveného pusobenim oleju pfi
jejich hladinach MBC byla 2,8 minuty, zatimco chlorhexidin vykazoval delsi dobu. Doby
eliminaci S. pyogenes pii expozici MBC hladin oleji maty peprné a rozmarynu lékatského
a chlorhexidinu byly 2,14; 4,28 a 2,8 minuty, coz naznacuje vyssi Gi¢innost oleje maty peprné.
Tvorba biofilmu byla provadéna kultivaci kmene S. mutans s éterickymi oleji a bez nich in
vitro. Inhibi¢ni vlastnosti biofilmu byly nejvétsi u maty peprné, nasledoval rozmaryn 1ékaisky
a chlorhexidin. In vivo experimenty na vlastnostech biofilmu ukazaly, ze v§echny koncentrace
oleju jsou ucinngjsi nez chlorhexidin. Zavérem lze konstatovat, ze éterické oleje mohou byt

povazovany za bezpecné latky pti vyvoji novych AL (Rasooli et al., 2008).

5.4 Omezeni adheze bakterii

Prevence tvorby biofilmu je nezbytnym krokem k tspé$né profylaxi infekci. Jednou z
moznosti omezeni biofilmu je inhibice adheze bakterii pomoci modifikaci povrchu polymerd.
Byla stanovena drsnost povrchu, hustota povrchového nédboje a kontaktni uhel
modifikovanych polymert vztazenych k adhezi Staphylococcus epidermidis. Piestoze nebyl
pozorovan vliv drsnosti povrchu a hustoty naboje na adhezii bakterii, byla pozorovana
souvislost mezi volnou entalpii adheze (odhadovana z méteni kontaktnich uthlid) a adhezi.
Existuje urCitd minimalni adheze bakterii, nezavisla na povaze povrchu polymeru.
Modifikované polymery s negativnim povrchovym nabojem umoziuji adhezi bakterii. Tyto
polymery mohou byt dale vylepSeny zavedenim iontl stiibra na testovany povrch.
Antimikrobidlni polymery jsou schopny zabranit bakteridlni kolonizaci, ktera je
pfedpokladem pro tvorbu biofilmu. Pfedpokladd se, ze modifikace polymert a nasledna
povrchova tprava mize byt i¢innym postupem pro prevenci tvorby bakterialnich biofilma
(Ansen a Kohnen, 1995).

5.5 Podavani M1-aktivovanych makrofagi pro eliminaci biofilmu

V prvni metod€ byl vyvolan zanét, lokalnim podavanim klasicky aktivovanych MI
makrofagli a v druhém se pouzilo hojeni agonistou receptoru Cha (agonista EP67), ktery
vyvolava zanétlivou odpovéd. VEasné podavani M1-aktivovanych makrofag nebo EP67

vyznamné omezilo tvorbu biofilmu MRSA. Ne¢kolik prozanétlivych mediatorat bylo
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vyznamné zvySeno u tkané infikované biofilmem, coz odhalilo efektivni pfeprogramovani
prostiedi biofilmu do zanétlivé faze. Podavani neutrofilti nemé€lo vliv na tvorbu biofilmu.
Lécba zavedenych biofilmovych infekci s M 1-aktivovanymi makrofagy také vyznamné
snizila mnozstvi biofilmu ve srovnani s lécbou antibiotiky. Zaméieni na protizanétlivou
aktivitu makrofagli mize ptrekonat lokalni imunitni inhibi¢ni prostfedi vytvorené b&hem

infekce biofilmem a predstavuje novou terapeutickou strategii (Hanke et al., 2013).

5.6 Faktory omezujici vznik biofilmu

Tryptofanaza (tzv. Tndza) je ojedinély bakteridlni enzym v eukaryotickych buikéch.
Umoziuje produkci amoniaku, indolu a pyruvétu. Signalizace indolu hraje dulezitou roli pii
stabilni udrzovanim plazmidi s jejich vicendsobnymi aplikéatory. Tnéza je schopna vézat Red,
kratkou molekulu RNA, kterd se podili na rozliSeni plazmidovych multimerd. Vazba Red
zvySuje afinitu tnazy k tryptofanu a bylo zjisténo, Ze se indol podili na mnozeni bakterii
a tvorbé biofilmu. Optimalni a specifické faktory, které interaguji s tnazou, mohou byt
pouzity jako ndstroj pro studium tlohy tohoto multifunkéniho enzymu, stejné jako AL, které

mohou ovlivnit tvorbu biofilmu (Scherzer et al., 2009).

5.7 Vstiebatelné cementy v artroplatice

Uloha Propionibacterium acnes v ramenni artroplastice a ortopedickych protetickych
infekcei je Casto zanedbdvana, pficemz tvorba biofilmu je identifikovana jako klicovy faktor
virulence, pficitany invazivnim kmeniim. Zkoumani vstiebatelnych cementll spolecné s
nanesenim Sirokospektré kombinace antibiotik, funguje jako ucinna preventivni strategie proti
P. acnes biofilmim. Pusobeni tvorby biofilmu na nenalozeném syntetickém cementovém
koralku ze siranu vapenatého, bylo vyhodnoceno pomoci SEM vV pribéhu 14 dnl. Koralky s
nanesenym samotnym tobramycinem nebo samotnym vancomycinem (jako srovnavaci
kontrola) a koralky naloZené dvoji 1éEbou vancomycin a tobramycinem byly hodnoceny pro
svou schopnost eliminace planktonnich bakterii P. acnes. Pudni kolonizace P. acnes a tvorba
biofilmu na koralcich siranu vapenatého byla nedostate¢na. Koralky obsahujici antibiotika
byly schopny usmrtit planktonni kultury obsahujici 106 bakterii/ml ve vyrostlé kolonii. Tyto
koralky zabranily bakteridlni kolonizaci a vyrazné€ snizovaly tvorbu biofilmu v pribéhu tydnt.
Kompletni eliminace zavedenych biofilmi byla dosazena za 1 tyden. Studie ukazuje, Ze

koralky siranu vapenatého obsahujici antibiotika mohou pfedstavovat u¢innou antibakterialni
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a antibiofilni strategii pro boj s protetickymi infekcemi, v nichz se podili P. acnes (Howlin et
al., 2017).

5.8 Odstranéni biofilmu ze zavedeného implantatu

Pii infekci vyvolané biofilmem je antibioticka 1écba sama o sobé nedostate¢na. Obvyklé
1écebné postupy mohou byt rozdéleny podle toho, zda se v téle vyskytuje zavedeny implantat
nebo nevyskytuje. Pokud se biofilm vyskytuje na zavedeném implantatu, muze dlouhodoba
1é¢ba vysokymi davkami antibiotik infekci odstranit. Avsak, pro uspésny vysledek 1é¢by, je
nutné, ve vétSing piipadii implantat odstranit. V ostatnich ptipadech nastane pouhé snizeni

vrstvy biofilmu, nasledované jeho chronickym vyskytem (Wu et al., 2015).

5.9 Odstranéni biofilmu z mocovych cest

Biofilm Pseudomonas aeruginosa by mohl byt odstranén pomoci streptokinazy, ktera
byla pouzita jako defibrinujici latka. Po kultivaci biofilmu na silikonové podloZzce v
modifikovaném médiu produkujicim alginat in vitro, byl tento roztok oSetien streptokinazou
nebo DNéazou I. V obou oSetfenich byl biofilm odstranén v zavislosti na koncentraci
pouzitych latek. Streptokindza byla Gi¢inné za podminky, Ze biofilm byl vystaven vice nez 625
U/ml (¢tvrtina koncentrace 1é¢ebné latky) po dobu 3 hodin, dvakrat po sob¢ pii 37 °C. DNazy,
DNaza I a streptokinaza byly u¢inné pii eliminaci biofilmu P. aeruginosa in vitro. V klinické
praxi by mohla byt streptokinaza uzite¢na pii infekci mocovych cest a odstranéni biofilmu

P. aeruginosa (Nemoto et al., 2003).

5.10 Biofilm v ustni dutiné

Peroralni biofilmy hraji hlavni roli pfi onemocnéni dutiny ustni. Zubni plak je
povrchové spojeny a funkéné uspotfadany z multikulturnich biofilmi. Kontrola perioralnich
onemocnéni je zalozena na odstranéni zavedenych biofilml z oblasti st a na odstranéni
faktort udrzujicich zubni plak.

Chlorhexidin se ukazal jako nejucinnéjsi AL pfi eliminaci mnozstvi plaku. Mechanicka
eliminace, jako je hoblovani kofentl, odstrani vétSinu biofilmu a narusi bakterialni komplexy
na urcitém misté. Ménici se koncentrace O, pH a slozeni zivin ovlivni mikrofléru v zubnim
plaku. Eliminace zubniho plaku muze zpocivat napf. pridanim methylenové modie
k dentalnim  kanalkim, coz zvySuje redox potenciall a muze inhibovat

Porphyromonas gingivalis nebo snizovat piivod zivin k biofilmu (Manjunath, 2011).

42



5.11 Kombinace dezinfek¢nich prostiedki v mlékarenském priumyslu

Standardni programy na ¢iSténi a sanitaci v mlékarenskych zatizenich prokazaly, ze
maji proménlivou schopnost odstranovat zdejsi biofilmy. Agresivni postup (2% hydroxid
sodny pii 75 °C po dobu 30 minut a nasledné¢ 1,8% kyseliny dusi¢né pti 75 °C po dobu
30 minut) mize zplsobit usmrceni termofilnich bakterii v biofilmu a odstranit v§echny zbytky
EPS. Dilezitym urcujicim faktorem pro snadné odstranéni biofilmu mohou byt
hydrodynamické podminky, ve kterych se biofilmy vyvijeji. Napfiklad v podminkéach
vysokého smykového namahani jsou biofilmy mnohem odolngjsi, coz mulze ovlivnit
schopnost dezinfekéni latky rozpustit a odstranit biofilm. Dezinfekéni latky, setkavajici se
s povrchem biofilmu, se vlivem EPS nedostanou ke vSem zivym bufikaim uvnitf biofilmu.

Z tohoto divodu je dulezita kombinace dezinfekénich latek a teplot (Lowry, 2010).
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6 Zavér

Tato prace se zabyva sledovanim mechanismu rezistence v biofilmu. Biofilmy se
vyznacuji slozitou strukturou tvofenou z vicekmenovych mikrokolonii nebo slozenou
z extracelularni polymerni substance, ktera dodava biofilmu strukturu a pevnost.

Kromé lidského t€la, mtize biofilm vznikat na kterémkoliv miste, kde je dostatek Zivin.
Hrubé a hydratované povrchy, piedstavuji idealni misto pro zachyceni volnych planktonnich
bakterii a ndsledny vznik biofilmu. Mezi patogeny, tvofici biofilm, patii bakterie
Pseudomonas aeruginosa. Tato gramnegativni nefermentujici bakterie se strukturou ty¢inky
je nenaro¢na na pfisun zivin a oxidaéné-redukéni potencial. Biofilm kmene P. aeruginosa
produkuje ucinné efluxni pumpy, které zabrafiuji antimikrobidlnimu ucinku. Jeho schopnost
tvorby biofilmu v chronickych ranach a abiotickych materialech z ného ¢ini jednoho z nejvice
patogennich kment.

I ptfes neustaly vyvoj novych antimikrobialnich latek ¢i syntetickych povrchd, si
bakterie s vyuzitim genové mutace vzdy vyvinou rezistentni mechanismus jak opétovné
adherovat na povrch nebo zabranit penetraci antimikrobidlni latky do biofilmu. Kvuli
Spatnému pouziti antimikrobidlnich latek se u bakterii stale vice vyviji rezistence k témto
latkam.

V dnesni dobé moderniho vyvoje se pies provedené studie dozvidame, ze
antimikrobialni latky pfirodniho pavodu, jsou mnohdy u¢inngjsi pii prevenci vzniku

a odstranéni biofilmu nez synteticky vyrobené antimikrobialni latky.
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