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ANOTACE

Prace je vénovana schopnosti plisni a kvasinek tvofit biofilm. Popsan je jak pozitivni, tak
negativni vyznamu biofilmu — zvlast¢ ve zdravotnictvi, kdy vznik biofilmu vede ke

komplikacim a naslednym onemocnénim. Dale jsou uvedeny moznosti odstranéni biofilmu.
KLICOVA SLOVA

biofilm, plisn¢, kvasinky, zdravotnictvi

TITLE
Biofilm formation in yeasts and molds
ANNOTATION

My bachelor thesis is about abilities of molds and yeasts to create biofilm and the effect of
biofilm from positive and negative point of view. This also introduced the biofilm formation
in healthcare in connection with diseases. In this thesis you can also find possible solutions

for the removal of biofilm.
KEYWORDS

biofilm, mold, yeast, healthcare



SEZNAM ZKRATEK

A. fumigatus — Aspergillus fumigatus

A. niger —Aspergillus niger

C. albicans —Candida albicans

C. glabrata — Candida glabrata

C. neoformans — Cryptococcus neoformans
C. parapsilosis — Candida parapsilosis

C. tropicalis — Candida tropicalis

CDBT - agar s kreatininem, thyminem, dextrosou a bromthymolovou modfi (creatinine

dextrose bromothymol blue thymine)

ConA - konkavalium a Alexa Fluor 488 konjugat (concavalium and Alexa Fluor 488

conjugate)

CSLM - skenovaci konfokalni laserova mikroskopie (confocal scanning light microscopy)
CYA — Czapek agar s kvasnicovym extraktem (Czapek yeast extract agar)

CZ — Czapek Dox agar (Czapek Dox agar)

DGGE - denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (denaturing gradient gel

electrophoresis)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

ECM - extracelularni matrix (extracellular matrix)

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)
EPS — extracelularni polysacharidy (extracellular polysaccharides)

F. oxysporum — Fusarium oxysporum

FUN-1- cytoplazmaticka fluorescenéni sonda (cytoplasmic fluorescent probe)



HIV — virus lidské imunitni nedostate¢nosti (human immunodeficiency virus)
HWP1- protein stény hyf 1 (hyphal wall protein 1)

IUD — nitrodé€lozni télisko (intrauterine device)

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffered saline buffer)

PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

PDA — bramborovy dextrosovy agar (potato dextrose agar)

PVC — polyvinylchlorid (polyvinyl chloride)

RNA — ribonukleové kyselina (ribonucleic acid)

SDA — sabouraudiiv dextrosovy agar (sabouraud dextrose agar)

SEM - skenovaci elektronova mikroskopie (scanning electron microscopy)
SL — sladinovy agar (wort agar)

T. asahii —Trichosporon asahii

UV oblast — ultrafialova oblast (ultraviolet)

WHO - svétova zdravotnicka organizace (world health organization)

YNB — kvasni¢né médium s dusikatym zakladem (yeast nitrogen base medium)
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Uvod

Biofilm tvofi planktonni buiky, které pfilnou nevratné na povrch. Jeden biofilm
mohou spolu vytvofit jak bakterie, tak i plisné a kvasinky. Vytvoieny biofilm poskytuje
bunikdm ochranu pfed nepiiznivymi vlivy. Biofilmy v prostfedi maji nezadouci vliv, poskozuji

a zneCist'uji povrchy a zatizeni.

Pritomnost biofilmu ve zdravotnictvi je velmi neZzadouci, muze zpusobit Fadu
onemocnéni, které vedou k Zivotu ohrozujicimu stavu c¢lovéka. Mikroorganismy tvofici
biofilm se do téla cloveka nejcasteji dostavaji zavedenim umélych materiald. Umélé materialy
poskytuji mikroorganismim vhodné prostiedi pro tvorbu a zrani biofilmu. Z biofilmu se poté
uvolnuji jednotlivé buitky a malé shluky bunék, které ptedstavuji s ohledem na infek¢éni davku

zdravotni riziko.

Pocet infekcei zpiisobenych biofilmy, stale roste. Divodem je staly posun v medicing,
ktery umoznuje zavedeni novych umélych materiali do téla Cloveéka, které podporuji a

vylepSuji funkci organti a kostry ¢loveka.
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1 Biofilm

Biofilm se skldda z imobilizovanych mikrobiadlnich bun¢k, které ptilnou nevratné na
povrch a jedna kdruhé jsou zapusténé v matrici extracelularnich polymernich latek
produkovanych témito buitkami. Tyto bunky dale vykazuji odlisny fenotyp, s ohledem na
rychlost riistu a transkripci genti od svych planktonnich protéjskti. Struktura biofilmu zavisi
na interakcich, jez v ném probihaji mezi fyzikalnimi a biologickymi procesy. V prostredi
s vyssi rychlosti proudéni, kde dochézi k silnému tlaku na odtrhavani, jsou biofilmy hustsi a
hladsi. Naopak ty, které rostou pfi pomalejSim proudéni, jsou vice porézni. Diive se védci
domnivali, Ze biofilm tvofi jen bakterie, ale pozd¢jsi studie ukézali, ze tuto schopnost maji i
kvasinky a plisné. Houby maji ¢asto vice nez jednu formu planktonu, jako jsou sexualni a
asexualni vytrusy, sporangie a hyfy. Tyto disperzni formy nejsou jednobunécéné a cCasto
plavou ve vodé i vzduchu. PIn¢ vyzraly biofilm neni homogenni, ale ma heterogenni
strukturu. Hyfy slouzi jako kostra biofilmu a hraji kli¢ovou roli pro tvorbu heterogenni
struktury, ktera chrani mikroorganismy pied pusobenim antibiotik a je zdrojem pietrvavajici

infekce (Amadio et al. 2013).

Buiiky jsou rozptyleny v matrici nerovnomérné, S mezerami a vytvari mikrokolonie.
Kanalky naplnéné vodou jsou propojeny s okolni kapalnou fazi a mohou prochazet
mikrokoloniemi, ale jsou zde o néco ten¢i. Biofilm je struktura, kterd se tvoii jako 3D
komplex obsahujici intersticidlni pory, vodni kanalky s bunikami obvykle zabudovanymi

v extracelularni matrix (Gutiérrez-Correa et al. 2012).

Okolni kapalina obsahuje molekuly Zivin a dalSich nezbytnych organickych a
anorganickych latek. Prostfednictvim kanalki a port v mikrokoloniich vstupuji do biofilmu
ziviny, které biofilm zasobuji a naopak metabolické produkty jsou péry a kandlky odvadény.
Z kanalki proudi kapalina pory do nitra vétSich mikrokolonii a déle se jiz dostdva pouhou
difuzi. Ta je vétSinou Uc¢innd pouze do urcité hloubky biofilmu. S rostouci hloubkou proto
dochazi ke ztetelnému ubytku koncentrace kysliku a dalSich Zivotné dilezitych latek. Proto
se predpoklada, ze rast biofilmu je pomaly vzhledem k omezené dostupnosti Zivin, zejména
ve spodni ¢asti biofilmu. Pomaly rist je Casto doprovdzen zménami ve sloZeni povrchu

(Douglas et al. 2003).

Uvnitt biofilmu dochézi ke zvysSené expresi gentli podilejicich se na syntéze proteint.
Tyto geny koduji ribozomalni proteiny. Vzhledem Kk uchovavani extracelularnich enzymu,

univerzalni externi travici systém je vytvofen tak, aby izoloval a rozpustil ¢astice zivin a
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umoznil jejich pouziti jako zdroj energie. Extracelularni matrix (ECM) pusobi také jako
recyklacni centrum tim, ze drzi vSechny slozky izolovanych bunék k dispozici. To zahrnuje i
DNA, ktera maze predstavovat zasobarnu genli pro horizontalni pifenos genu. ECM muze
také slouzit jako zdroj zivin, i kdyZz nékteré ziviny jsou jen pomalu biologicky rozlozitelné.

Uplny rozklad viech komponent vyzaduje §iroké spektrum enzymt (Flemming et al. 2010).

Hlavni slozkou ECM jsou extracelularni polysacharidy (EPS), které maji celou fadu
vazebnych mist pro extracelularni enzymy a substraty makromolekul. ECM usnadiiuje
extracelularni enzymatické reakce. Extracelularni enzymy jsou rozdéleny do dvou podskupin
podle jejich umisténi ve vztahu k bunice. Na enzymy, které zustavaji v kontaktu s buiikou v
periplazmatickém prostoru, nebo vazané s ECM. Volny enzym je jakykoli enzym, ktery ztratil
kontakt s jeho matefskou burnikou a je Soucasti prostiedi. Extracelularni enzymy maji vliv na
degradaci substratu, rozkladdaji slozit¢ makromolekuly, jejich hydrolyzou vznikaji malé

fragmenty vyuzitelné bunikami (Wang et al. 2009).

1.1 Negativni vliv biofilmu

Biofilmy se vyskytuji prakticky vSude, kde jsou pifitomny mikroorganismy. Kromé
prirodniho prostfedi se vyskytuji i v humannim prostfedi. Zde svoji pritomnosti zptisobuji
znacné problémy. Znecist'uji a poskozuji povrchy, na nichz se tvoti. Ve zdravotnictvi je jejich
pfitomnost velmi nezadouci. Pfitomnost biofilmu na zdravotnim zafizeni, pomuickach a

pristrojich mize vyvolat fadu onemocnéni.

1.2 Pozitivni vliv biofilmu

V mnoha odvétvich pramyslu, jako je biotechnologie a ¢isténi odpadnich vod, je
naopak pfitomnost biofilmu nezbytnad. Bunky zijici v biofilmu vykazuji rovnéz vyssi
metabolickou aktivitu, jsou schopny rozkladdat vysokomolekularni latky, které jsou pro volné

Zijici bunky nedostupné. Biofilm poskytuje buitkam ochranu a ptedstavuje bariéru, ktera je

izoluje od okoli. Buiiky v biofilmu tak maji vyssi odolnost vii¢i neptiznivym vliviim.
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2 Tvorba biofilmu plisni a kvasinek

Nejprve dochazi k pfichyceni na vhodny povrch s néaslednou adhezi spor. Plisnové
spory se udrzuji na kompatibilnim povrchu pomoci nékolika mechanismu, které zahrnuji
komplexni interakce fyzikalnich a biologickych procest. Fyzikalni vlastnosti je podpora
hydrofobnosti, elektrostaticky naboj a drsnost povrchu, které jsou dulezité v pocatecnim
stupni adheze plisni a kvasinek. Hydrofobnost zaru¢uje mala tfida amfipatickych proteint.
Stabilizuji pfilnavost spor na pfirodnich a umélych povrSich, ptfipadné generuji
morfogenetické signdly. Proteiny jsou zodpovédné za silné adhezni sily béhem pfilnavosti

spor k povrchu (Ramage et al. 2011).

Adheze probihda na povrchu bunék. Adheziny véazou specifické aminokyselinové
zbytky nebo cukry na povrchu jiné buiiky, nebo podporuji vazbu na abiotické plochy.
Vsechny houbové adheziny sdileji spoleénou strukturu tii domén. Cast C - terminal adhezint
obsahuje kotvy a spojuje adhezi s bund¢nou sténou. Cast N-terminal adhezintl vyéniva v
buné&¢ném povrchu a ¢asto obsahuje sacharid nebo peptid vazajici doménu. Velka stiedni ¢ast
domény z adhezinl je charakterizovana pfitomnosti nasobku serinu, threoninu a kdédované

konzervované DNA sekvence (Verstrepen and Klis, 2006).

Po adhezi nasleduje proliferace v celém substratu, rlst, vyvoj a narist hyf do $itky,
tvorba vnitini struktury a obklopeni extracelularnim matrixem. Organizace hyf se lisi ve dvou
forméch. Prvni forma ptedstavuje propletené klubko hyf. Druhd forma vytvaii kanalky a pory,
kterymi proudi voda a vyziva do hlubSich vrstev. Biofilmy vytvofené v pomalu tekoucim
proudu, maji nizkou pevnost v tahu, ale biofilmy vytvotfené v rychle tekoucim proudu jsou

mimofadné pevné a odolné proti mechanickému poskozeni (Ramage et al. 2011).

V posledni fazi dochéazi k uvoliiovani bunék nebo bunécnych agregatii z biofilmoveé
struktury nebo z povrchu. Cetnéji jsou uvoliiovany jednotlivé buiiky a malé shluky, ale
oddéluji se i velké shluky bunék, které predstavuji s ohledem na infekéni davku zdravotni
riziko. Buniky se mohou odpojit jednotlivé z biofilmi v dasledku bunécného riistu a déleni
uvnitf biofilmu. Buné¢né agregaty nebo az skupiny se mohou odpojit i odpadnout z biofilmu
Vv rychle tekoucim proudu, dojde-li ke zméné sméru nebo rychlosti toku, coz ma za nasledek
zvyseni rychlosti eroze bun¢k z biofilmu. Bylo také prokézano, ze oddéleni bunék ¢i agregati,

muze byt v souvislosti se zménami v koncentraci substratu (Donlan and Costerton, 2002).
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2.1 Faktory ovliviiujici vznik biofilmu

Biofilm  poskytuje bunkdm ochranu. Vytvofend biofilmova vrstva Z
exopolysacharidové matrice obklopujici bunky ptedstavuje bariéru, kterd izoluje bunky od
okoli. Bunky v biofilmu maji vyss$i odolnost vici fyzikalni, chemickym a biologickym
faktorim. Mezi fyzikalni faktory patii vysychdni, mechanické poSkozeni, vyssi teplota, nizké
pH, pristup kysliku. Pfitomnost toxickych latek, ultrafialového zafeni, Cisticich a
dezinfekénich prostiedkti pouzivanych V potravinaiském primyslu patii mezi chemické
faktory. Mezi biologické faktory fadime fyziologicky stav bunék v piisedlych populacich,
tempo ristu bunécné populace a hustotu bunek v biofilmu. Nizsi pocet bun€k v biofilmu je
vice citlivy na pusobeni antibiotik, oproti husté osidlené populaci v biofilmu. Velmi

dalezitymi faktory pro ¢loveka je odolnost biofilmu vii¢i imunitnimu systému a antibiotiklim

(Ramage et al. 2012).

2.2 Regulace tvorby biofilmu

Nékteré bunky se zkolonii odlucuji, pfechazeji do planktonniho stavu a mohou
kolonizovat dal§i ¢asti povrchu. Pravdépodobné podobnou pfiinou tohoto chovani je
zvySujici se konkurence mezi bunkami v biofilmu. V husté osidlenych biofilmech je
spoluprace mezi jednotlivymi bunkami prostiednictvim quorum sensing. Quorum sensing je
zaloZzen na tvorbé€, vyluCovani a detekci malych signalnich molekul, které se hromadi v
extracelularnim prostiedi, jejichz koncentrace kolisa. Signalni molekuly jsou obvykle
specifické pro druh nebo kmen a je zde vysoky stupen strukturalni rozmanitosti mezi
signalnimi molekuly produkovanymi riiznymi mikroorganismy. Je-li signal, ktery se hromadi
na dostatecné vysoké koncentraci, quorum sensing je aktivovan v mistni populaci bunék a

dochazi k expresi genu (Hogan, 2006).
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3 Metody detekce biofilmu

Zakladni rozdéleni mikrobiologickych metod je na piimé a nepiimé. Piima
diagnostika je zaloZena na prikazu pfitomného mikroorganismu nebo jeho ¢asti (antigen,
DNA). Neptimou diagnostikou se prokazuje specifickd imunitni reakce proti danému
mikroorganismu. Mezi metody piimé diagnostiky patii mikroskopické a kultivaéni vySetieni,
biochemické, imunochemické a genetické testy. Metody nepfimé diagnostiky rozdélujeme na
precipitaci, aglutinaci, vazbu komplementu, neutralizaci a metody se znacenymi slozkami
(ELISA, Western blot), (Votava a kol, 2010).

3.1 Mikroskopické metody

Mikroskopické metody patii mezi zdkladni metody k pozorovani piitomnosti

mikroorganisma.

3.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie
U skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) je obraz tvofen pomoci

sekundarniho signalu. Velkou pfednosti SEM v porovnani se svételnym mikroskopem je jeho

velka hloubka ostrosti (Michler, 2008).

Ramage et al. (2002) pozorovali vliv Farnesolu na tvorbu biofilmu kvasinky druhu
Candida albicans. Tvorba biofilmu na plastovych krycich sklickach byla sledovana pomoci
SEM. Farnesol je quorum sensing molekula, ktera inhibuje filamentaci v C. albicans.
Filamentace a quorum sensing jsou povazovany za dilezité faktory pro tvorbu biofilmu.
Vytvofené biofilmy na plastovych krycich sklickach byly osetfeny pfedem pfipravenymi
koncentracemi Farnesolu (0, 3, 30 a 300 uM) a inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Poté
byly biofilmy promyty sterilnim fosfatovym pufrem (PBS) a fixovany formaldehydem a
glutaraldehydem. Vzorky byly oplachnuty fosfatovym pufrem, po uplynuti 30 minut byly
dehydratovany alkoholem a nakonec byly vysuseny na vzduchu v exsikatoru. Vzorky pak
byly pokryty 40 % zlatem a 60 % palladiem. SEM obrazy poskytly cenny pohled do
strukturalni organizace biofilmu. Biofilmy vytvofené C. albicans se skladaly pievazné z
kvasinkovych bun¢k a pseudohyf. Osetfenim C. albicans riznymi koncentracemi Farnesolu
byl prokazan jeho vliv na tvorbu biofilmu. Bunky osetfené Farnesolem s koncentraci 300 pM
nevytvarely biofilm. Biofilmy vytvofené za ptitomnosti Farnesolu s koncentraci 3 a 30 uM

byly hustsi a byly tvofeny z pseudohyf a hyf.
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3.1.2 Fluorescen¢ni mikroskopie a skenovaci konfokalni laserova mikroskopie
Chandra et al. (2001) prokazali pomoci kvasinek Candida albicans tvorbu biofilmu na
dvou rozdilnych kultiva¢nich materialech. Tvorba biofilmu probihala ve tfech odli$nych
vyvojovych fazich. Fluorescen¢ni a skenovaci konfokalni laserova mikroskopie potvrdila, ze
biofilmy C. albicans maji velmi riznorodou strukturu sloZzenou z bunéénych a nebunéénych
prvki, ulozenych Vv extracelularni matrici. Byly pouzity dva kultiva¢ni materidly. Biofilm byl
vytvofen jak na polymethylmethakrylovém materidlu, ktery mé hrubsi strukturu ptispivajici
K lepSimu rastu biofilmu, tak na silikonovém elastomeru shladsi strukturou. Sklicka
s materialy byly ponofeny do suspenze kvasinek C. albicans a inkubovali se 90 min pti 37°C.
Sklicka byla poté promyta fosfatovym pufrem (PBS) a inkubovana v YNB (kvasnicové
médium s dusikatym zakladem). Sklicka, ktera neobsahovala kmeny tvofici biofilm, slouzila

jako kontroly.

3.1.2.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie vyuziva specifického oznaceni bunéénych slozek a
umoznuje tak pozorovani struktur uvniti zivého vzorku v realném case (Huang et al. 2009).
Biofilmy na pfedem piipravenych sklickach byly obarveny barvivem Calcoflour-White, ktery
fluoreskuje v UV oblasti 432 nm. Barvivo se vazalo na chitin a beta-glukanon a zvyraziovalo

bunécnou sténu. Obarvené biofilmy byly zkoumany pod fluorescencnim mikroskopem

(Chandra et al. 2001).

Autofi zaznamenali, Ze tvorba biofilmu probihala ve tfech vyvojovych fazich. V ¢asné
fazi na povrchu polymethylmethakrylovém materidlu byly ptfitomny blastospory a po uplynuti
3 aZ 4 hodin se objevily mikrokolonie. Ve stfedni vyvojové fazi vznikl prevazn€ nebunécny
material, pokryvajici mikrokolonie. Mlhavy vzhled ziskany obarvenim poukazoval na to, Ze
bunééna sténa je slozena pievazné z polysacharidi. Béhem posledni faze se doba inkubace
zvySovala a byl zcela dotvofen extracelularni matrix. Na povrchu silikonového elastomeru
zjistili autofi podobny rist biofilmu, ale rozdil byl v ¢asné fazi vyvoje, kde bylo prokazano

vice blastospor (Chandra et al. 2001).

3.1.2.2 Skenovaci konfokalni laserova mikroskopie

Skenovaci konfokalni laserovd mikroskopie (CSLM) je vhodnd metoda, ktera
zachovava neporusenou strukturu biofilmu. Biofilm byl pfeveden z piedem piipravenych
sklicek do jamkovych desticek, které obsahovaly PBS médium se sondami FUN-1

(cytoplazmaticka fluorescenéni sonda) a s ConA (konkavalium a Alexa Fluor 488 konjugat).
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Sonda FUN-1 zobrazovala oranzovocervenou valcovou intracelularni konstrukci metabolicky
aktivnich bun¢k. ConA byla navazana na glukosu a se zbytky manosy bunétné stény
zpusobovala zelenou fluorescenci. Hloubka byla méfena v pravidelnych intervalech po celé

Sifce zafizeni v horizontalnich fadach (XY) optickych fezi (Chandra et al. 2001).

Snimky biofilmu byly zobrazeny jednotlivé nebo rekonstruovany trojrozmérné (v 3D
projekci). Snimky byly pouzity pro stanoveni tloustky a architektury biofilmu. Intenzivni
zelena fluorescence v dusledku vazby ConA na polysacharidy poukazovala na bunéénou
sténu, Cervena barva v disledku FUN -1 barveni lokalizovala husté agregaty v cytoplazmé
metabolicky aktivnich bun¢k. Zatimco zluté plochy piedstavovaly dvoji zbarveni, projekcni
analyza uskutenéna CSLM odhalila heterogenni strukturu biofilmu s tenkymi oblastmi

metabolicky aktivnich bunék s extracelularnim matrixem (Chandra et al. 2001).

3.2 Genetické testy
Patii mezi modernéjsi metody, které jsou finanéné narocné pii potizovani ptistrojli a

materiald, ale jejich investice se dlouhodobym chodem laboratofe vrati.

3.2.1 Northern blot analyza
Northern blot analyza je metoda, ktera slouzi k identifikaci specifickych sekvenci
RNA, ve kterych jsou molekuly RNA separovany elektroforézou, pfeneseny na nitrocelulozu

a identifikované vhodnou sondou (Nielsen and Josefsen, 2011).

Ramage et al. (2002) provedli extrakci RNA z biofilmu, ktery tvofily kvasinky druhu
Candida albicans. Médium, na kterém biofilm vyrostl, byl potazen Farnesolem o koncentraci
30 uM. Tato koncentrace Farnesolu byla zvolena, protoze jesté méla vliv na tvorbu biofilmu,
ale zaroven doslo k dostatecné obnové bunééné hmoty pro extrakci RNA. Bunky byly
promyty PBS, poté peletovany, resuspendovany a mechanicky poruSeny sklenénymi
kulickami v mini-kulickovém $lehac¢i. Ribonukleova kyselina (RNA) byla oddélena od
ostatnich bunécnych zbytkl pomoci bromochloropropanu. RNA byla
vysrazena isopropanolem a pienesena na nylonové membrany. Sonda HWPI, ktera koduje
protein stény hyf, byla pfipravena pomoci PCR a oznacena ndhodnou penetraci (systém
oznacujici nahodné primery DNA) a hybridizace byla provedena s pouzitim Rapid - Hyf
pufru. Po hybridizaci byly bloty promyty za vysoce ptisnych podminek. Vysledky ukazaly, ze
buiky oSetfené Farnesolem maji niz§i hladiny HWP1 RNA, nez bunky péstované v

nepfitomnosti Farnesolu. Hladiny korelovaly s riznou morfologii bun¢k (kvasinky nebo
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hyfy). Také bylo zjisténo, Ze Groven exprese HWP1 je nizsi ve 48 h biofilmu nez v 24 h

biofilmu.

3.2.2 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) patfi mezi molekularni
metody, které jsou zalozeny na analyze jednotlivych bun¢k, nabizejici moznost analyzovat

mikrobialni komunity v plné rozmanitosti (McAuliffe et al. 2005).

Mohlenhoff et al. (2001) pozorovali rust plisni na zdi a schopnost plisni zde tvofit
biofilmy. Biofilm tvotily plisn¢ rodu Penicillium, Aspergillus a Cladosporium. Rust biofilmu
byl kontrolovan za pouziti mikroskopu pied extrakci DNA. Extrakce DNA byla provedena
pomoci Chelexu podle ptfesné¢ dané¢ho postupu. Ziskanda DNA byla amplifikovédna a
detekovana DGGE. Jednotlivé DNA ziskané z izolati vykazovaly podobnou pozici v DGGE,
i kdyz tyto vzorky DNA Dbyly odvozeny z riznych druhd plisni. Jejich podobna sekvence
mize tuto skutecnost vysvétlovat. To je dano tim, ze bunécna sténa piedstavuje komplex
polysacharidu, proteint a pigmentl a nékteré druhy hub tvofi husté bunécné stény s vysokym
obsahem fenolu a melaninu, které mohou inhibovat PCR. Tyto charakteristické rysy typické

pro plisn¢ zptisobuji problémy béhem extrakci nukleovych kyselin.

3.2.3 Polymerazova retézova reakce s polymorfismem délek restrikénich
fragmenti
Metoda vyuziva rozdilu ve velikosti fragmentl u riznych jedinct. Rozdil se detekuje

pomoci sond specifickych pro polymorfni oblast a vyuziva je jako signalni znaky (Rosypal a
kol., 2000).

Li et al. (2003) testovali potencialni omezeni genotypt na tvorbé biofilmu a zkoumali
rozsah fenotypové rozmanitosti mezi kvasinkami druhu Candida albicans. Bylo pouzito 115
kmenid. Tyto kmeny byly izolovany ze tii zdroji: 47 vzorkd z dutiny ustni u zdravych
pacientl, 31 z Zivotniho prostfedi a 37 z vaginy pacienti postizené¢ kandidézou. Pro kazdy
kmen byla tvorba biofilmu kvantifikovana pomoci mikroskopické metody. Tyto vysledky
naznacily rozsahlou rozmanitost ve tvorb¢ biofilmu mezi kmeny v ramci stejného klonu nebo
klonalni linie v pfirodnich populacich. Genotyp byl ziskdn ze vSech 16 polymorfnich
restrikénich mist. Tyto polymorfni mista byla rozdélena mezi devét fragmenti DNA
amplifikovanych pomoci PCR a §tépenych ¢tyfmi zakladnimi restrikénimi enzymy. Produkty

PCR a restrikéniho $tépeni byly podrobeny elektroforéze a obarvené ethidium bromidem.
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Bylo zjisténo celkem 56 unikatnich multilokusovych genotypti mezi 115 kmeny. Celkovée 1ze
fici, ze sdilené genotypy byly rozptyleny v celém phenogramu, bez ohledu na zdroj izolace.
Nicméng, byly ptitomny i malé shluky zdrojové specifickych genotypti nebo genotypovych
skupin. Vysledky prokazaly, Ze vzorky pacientli s vaginalni kandidozou mély nejvétsi

genotypovou rozmanitost. Poté nasledovaly vzorky z zivotniho prostiedi. Nejnizsi

genotypovou rozmanitost mély vzorky od zdravych pacientti z dutiny ustni.
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4 Nejdilezitéjsi kvasinky a plisné tvorici biofilm
4.1 Kvasinky

4.1.1 Candida albicans

Jedna se o eukaryotni mikroorganismy, které patii mezi patogeny. Candida albicans
zpusobuji bolestivé povrchové infekce, jako je naptiklad vaginitida u jinak zdravych Zzen,
silné povrchové infekce v ustech a jicnu u pacientii s HIV a Zivot ohrozujici krevni infekce u
pacientl na jednotce intenzivni péCe. Krevni infekce jsou velmi nebezpecné u téch pacientt,
ktefi prochéazeji chemoterapii, nebo u pacienti po transplantaci orgdnti a kostni dfené
(Sudbery et al. 2004). Kvasinky maji tvar kulovity az protahly. C. albicans tvofi
blastokonidie, hyfy, pseudohyfy, chlamydokonidie a zarodecné klicky. Ovalné blastokonidie
méfi 3 az 6 um a puci z nich dcefiné bunky. Pseudohyfy jsou tvofeny pucicimi bunkami, které
se protahuji a ziistavaji spojeny. Chlamydokonidie jsou kulaté a umistény na konci pseudohyf.
Zarodecné klicky vytvaii tenké trubickové utvary bez zaSkrceni v misté, kde opoustéji

matefskou bunku. Jejich rozmnozovani probiha pué¢enim (Votava a kol. 2003).

Jako bézné pudy pro kultivaci se pouziva nejcastéji krevni agar nebo Sabouraudiv
dextrosovy agar (SDA). Kultivace na krevnim agaru a SDA probiha pii 37°C po dobu 2-3 dni.
Na krevnim agaru rostou jako malé, kulaté, bilé kolonie, pfipadné s tvorbou pseudohyf, které
jsou sotva viditelné na povrchu agaru. C. albicans také obvykle produkuje "kvasnicovy"
zapach. Na Sabouraudov€ agaru vytvareji bilé az krémové, hladké kolonie s matnym

povrchem.

Jejich biochemickd aktivita rovnéZ slouzi k jejich identifikaci od ostatnich kandid.
Mezi biochemické aktivity C. albicans patii fermenta¢ni a asimila¢ni procesy. Diky tomu je
C. albicans schopna odolavat niz§imu pH, které vznika b&hem téchto procest. Pii

fermenta¢nim procesu produkuje plyn CO- (Ellis et al. 2007).

4.1.2 Candida tropicalis

Candida tropicalis je hlavni pfi¢inou sepse a diseminované kandiddzy, a to zejména u
pacientll s lymfomem, leukémii a diabetem. Jedna se o druhy nejcastéj$i patogen po
C. albicans. Kvasinky maji tvar kulovity az protahly a mnohé znich jsou propojeny.

Chlamydokonidie tvofi jen vzacné a zarode¢né klicky neobsahuje (Ellis et al. 2007).
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C. tropicalis na SDA pti 37°C vyrustaji v bilych az krémovych, hladkych kolonii
(Pfaller et al. 1996).

Maji jedine¢nou biochemickou aktivitu. Jejich metabolismus je schopen vyuzit alkany
a mastné kyseliny jako zdroj uhliku a energie. Mnoho z oxida¢nich enzymd, které¢ degraduji
tyto substraty, jsou vysoce regulovatelné. C. tropicalis ma ve srovnani s jinymi organismy

vyhodu v produkci heterogennich proteint (Haas et al. 1990).

4.1.3 Candida glabrata
C. glabrata se vyskytuje jako bézny komenzal télnich dutin, pfi snizené imunité
a meningitidy. Kvasinky maji vejcity az elipsoidni tvar, lze pozorovat i zalinajici

blastokonidie. C. glabrata netvoti pseudohyfy ani zarode¢né kli¢ky (Ellis et al. 2007).

Na SDA agaru pii 37°C C. glabrata vytvaii bilé az krémovité kolonie. Typicky je
jejich velmi pomaly rist, proto je nutné je nechat kultivovat nejméné 2-3 dny (Pfaller et al.

1996).

Mezi jejich biochemickou aktivitu se fadi asimilace cukrti a sekundérni rezistence
k flukonazalu. Rezistence k flukonazalu u C. glabrata je zavazna piedev$im u 1écby HIV

pacientt, kde flukonazal slouZi jako bézny 1€k pfi tomto onemocnéni (Hitchcock et al. 1993).

4.1.4 Cryptococcus neoformans

Rod Cryptococcus zpasobuje onemocnéni kryptokokozu, které se vyskytuje u pacientt
se snizenou imunitou. C. neoformans vytvaii kulovité az protahlé kvasinky, pseudohyfy
nevytvaieji. Bunky se brzy po rozdéleni od sebe odd¢luji. C. neoformans tvoii hutné
polysacharidové pouzdra, které se zacnou zvétSovat, jakmile se kvasinka dostane do
organismu. Schopnost kvasinky se zvétSovat je dana tim, Ze piipojuje na vn&jsi OKraj
polysacharidového pouzdra nové a nové molekuly sacharidi. C. neoformans produkuje
karotenoidni pigmenty (Votava a kol. 2003).

Na SDA agaru pii 37°C vytvareji hlenovité az slizké kolonie, které mohou byt

cervené, oranzové nebo Zzluté¢ pigmentované. Zato mladé kolonie jsou vétSinou bez

vvvvvv

sérotyp je C. neoformans var. neoformans (sérotyp D). Kreatinin dextr6zovy agar s

bromothymolovou modii (CDBT) je médium pro urCeni jednotlivych sérotypu.
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C. neoformans var. neoformans roste na CDBT pii 37°C v jasn¢ Cervenych kolonii a rub

kolonie je po 5 dnech jasn¢ oranzovy (Ellis et al. 2007).

Rod Cryptococcus je schopen asimilovat glukézu, maltézu a sacharézu, negativné

asimiluje dusi¢nany a laktosu (Carter and Cole 1990).

4.1.5 Trichosporon asahii

Tyto kvasinky jsou dobfe znamy jako puvodci bilé piedry, ale také patii mezi
oportunni patogeny, které zptisobuji hluboce zakofenéné a velmi Sifené infekce u
imunokompromitovanych pacienti. Kvasinka T. asahii je charakterizovana pfitomnosti
ptepazenych hyalinnich hyf, pseudohyf, blastokonidii a tvofi ovalné nebo obdélnikové

arthrokonidie (spory vytvofené segmentaci jiz existujicich hyf; Silvestre et al. 2010).

Kolonie rostou na SDA agaru pii 37°C po dobu 10 dni. T. asahii vytvaii bilé az
krémovité zbarvené kolonie s voskovym vzhledem, kde jsou viditelné radidlni ryhy a

nepravidelné zahyby (Taj-Aldeen et al. 2009).
4.2 Plisné

4.2.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum je vSudypiitomna, anamorfni houba, ktera napada Sirokou Skalu
hostiteli a zptsobuje Siroké spektrum infekci. F. oxysporum zpasobuje povrchoveé, lokalné
invazivni nebo diseminované infekce, vyskytujici se téméf vyhradné u téZce
imunokompromitovanych pacientd. Druhy fusarii obvykle produkuji makrokonidie i
mikrokonidie ze Stihlych fialid. Makrokonidie jsou hyalinni, dvou az vice bunécné,
vietenovité az srpovité, vétSinou s protahlymi bunikami a obsahuji stopkovité bazalni burky.
Mikrokonidie jsou jedno nebo dvou buné¢né, hyalinni, mensi neZ makrokonidie, hruskovité,
vietenovité az vejcovité, rovné nebo zakiivené. Chlamydospory mohou byt pfitomny nebo

chybi (Nelson et al. 1994).

Ke kultivaci F. oxysporum se pouziva bramborovy dextrézovy agar (PDA), kultivace
se provadi pii 25°C po dobu 7 dni. Kolonie F. oxysporum jsou obvykle rychle rostouci.
Barva mycelia mize mit rizné odstiny — od bélavé do Zluté, rizové, ¢ervené az fialové barvy

(Srivastava et al. 2011).
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4.2.2 Aspergillus niger

Druh Aspergillus niger je castou pficinou invazivnich mykotickych infekci u
imunokompromitovanych pacientt a je spojen s alergickym bronchopulmonalnim
onemocnénim a mykotickou keratitidou. Kolonie se vétSinou skladaji z husté plsti vzty¢enych
konidiofor. Konidie jsou jednobunééné, s hladkymi nebo drsnymi sténami. Fialidy nesou

fetizky rizné pigmentovanych konidii (Gupta et al. 2012).

Ke kultivaci se pouzivaji Czapek DOX agar (CZ), Czapek agar s kvasnicovym
extraktem (CYA) a bramborovy dextrozovy agar (PDA) a kultivuje se pii 25°C po dobu 7 dni.
Kolonie patii mezi rychle rostouci. Na CZ agaru A. niger vytvari bilé az zluté kolonie v jejich
stfedu umisténou s vrstvou tmavé hnédych az ¢ernych konidii. Na PDA agaru A. niger tvoii
sametoveé bilé mycelium, které se rychle stava ¢erné s tvorbou konidii. Rub mycelia je bily.
Na CYA agaru roste v bilych koloniich, s lehce sametovymi ¢ernymi teckami, které zptisobuji

vyrustajici konidie. Rub mycelia je lehce oranzovy (Gupta et al. 2012).

4.2.3 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus je dalezity lidsky patogen a je nejcastéjsi pri¢inou vSech forem invazivni
a ne-invazivni aspergilozy. A fumigatus patii mezi saprofytické houby, které hraji zasadni roli
v recyklaci uhliku a dusiku v Zivotnim prostiedi. Vykazuje hojnou sporulaci. Spory uvolnéné
do atmosféry maji malou velikost, a tak se snadno dostanou do plicnich alveoli. A. fumigatus
vytvaii hustou splet’ konidiofor. Konidie vytvareji dlouhé fetézce a maji kulovity tvar (Latgé,

1999).

Na CZ agaru pii 25°C po dobu 6 az 8 dni tvoii modrozelené semiSové mycelium.
A. fumigatus patii mezi termofilni druhy a roste i pii teplotaich do 55°C. Spodni strana

mycelia je svétla nebo nazelenald (Latge, 1999).

4.2.4 Zygomycety

Zygomycety zplsobuji systémové mykozy a ve velkych cévach tvoii rychle rostouct
zivy tromb, ktery zplisobuje embolii a naslednou smrt. Zygomycety se skladaji z hub, které
produkuji neseptované hyfy. Jejich nepohlavni rozmnozovaci faze je charakterizovana
produkci sporangiospor, které se tvoii ve sporangiich. Sexudlni reprodukéni faze se vyznacuje
tvorbou zygospor. Zygosporangium které odpovida za zbarveni a povrchovou strukturou je
charakteristické pro kazdy izolat. Pohlavni rozmnoZovani mize prob&hnout mezi jednim

izolatem nebo vyzaduje pareni mezi opacné orientovanymi izolaty (Ribes et al. 2000).
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Zygomycety se nejcastéji kultivuji na sladinkovém agaru (SL) pii 25°C po dobu 6 dnt,
kde kolonie vytvaieji koziSkovity vzhled mycelia se stejnomérnym povrchem se zbarvenim
od hnédosedé po Sedocernou. Pfi ristu na Petriho miskach, dokédze mycelium az nadzvednout

vicko misky (Votava a kol. 2003).
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5 Vliv biofilmu ve zdravotnictvi

Moderni technologie umoznila vyuziti SirSich a novéjSich 1ékarskych zafizeni.
Kombinace starnouci lidské populace a rostouci pocet zavedenych umélych materiald do
lidského téla, pravdépodobné stupnuje vyskyt infekénich onemocnéni. Nejméné polovina
vSech pfipadii nozokomidlnich infekei je spojena s pouzivanim zdravotnickych materidla.
Tyto infekce mohou byt katastrofalni. Zahrnuji potencidlné Zivot ohrozujici systémové
infekce a biofilmy zpusobuji poruchu zatfizeni. Zdravotni dusledky souvisejici se vzniklou
infekci, mohou byt pro zdravotni stav ¢lovéka katastrofalni. Rtizné mikroorganismy, vcetné
kvasinek rodu Candida kolonizuji povrchy a vytvaieji biofilmy, ale i nepiiznivé ovliviuji

funkci zavedeného materialu (Ramage et al. 2006).

5.1 Kontaktni ¢o¢ky

Mezi nejcastéjsi houby tvotici biofilm na kontaktnich ¢ockach patii kandidy a fusaria.
Kontaminace oka z kontaktnich ¢ocek biofilmem se nejprve projevuje zarudnutim oka,
nepfijemnym trhanim v oku, pocitem ciziho télesa v oku a to vSe je spojené s palenim a
bolesti oka. Zpravidla dochazi ke zhorSenému vidéni a pokracuje rozvojem oc¢ni keratitidy,
kterou nejbéznéji zpasobuje rod Fusarium. Pii keratitidé se nejCastéji utvori infiltrat na
rohovce, ktery je definovan jako vied. U nékterych pacientll byla zaznamendna tvorba
hypopyonu (obr. 1). Jedna se 0 nahromadéni hnisu v piedni komote oka. Napadeni plisni se
objevuje v souvislosti s osobni predispozici nebo s nevhodnou péci o kontaktni ¢ocky
(Alfonso et al. 2006).

Prudky nartst toho onemocnéni nastal suvedenim novych materidli mékkych
kontaktnich ¢ocek na trh, u nichz se projevila pfilnavost k uréitym patogenim. Mezi tyto
materidly patfily silikonové hydrogelové Cocky, které piedstavuji typ cocek s riznymi
monomery hlavnich fetézct polymeru a maji vyrazné lepsi propustnost kysliku ve srovnani s
tradiénimi hydrogely. K tvorb& biofilmu na kontaktnich cCo€kach ptispiva 1 nedokonala
hygiena pii péci o kontaktni cocky. Mezi tyto faktory patii neuzavirani lahvi s roztokem pro
kontaktni ¢oCky nebo dolévani roztoku vodou z vodovodu. Takto znehodnocené roztoky
neodolavaji ptisobeni plisni a kvasinek ¢imz dochazi ke vzniku biofilmu. Rod Fusarium a
Candida tvotily biofilmy na riznych typech testovanych cocek, ale byly zaznamenany
vyrazné rozdily v architektuie a v tloust’ce biofilmu, v morfologii hyf a metabolické aktivité
mezi rody Fusarium a Candida. I kdyz roztoky pro kontaktni ¢ocky jsou vice Gcinné proti

planktonnim bunikam rodu Fusarium a Candida, tyto roztoky byly méné uc¢inné proti biofilmu
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tvofenym rodem Fusarium a naprosto neucinné proti biofilmim tvofenym rody Candida

(Imamura et al. 2007).

Obrazek 1: Centralni stromalni infiltrace a okolni zanétlivy prsten s hypopyonem

(Alfonso et al. 2006).

5.2 Centralni zilni katetry

Centralni zilni katetry se staly nezbytnou soucasti podplirné péce o pacienty, ktefi
postoupili intenzivni chirurgickou a lékarskou 1écbu. VétSina cévnich infekei katetru je
zpiisobena kvasinky rodu Candida, které jsou spojeny s vysokou mirou umrtnosti. Usp&$na
1écba téchto infekei je terapeutickym problémem, ktery vyZzaduje odebrani katetru u vétSiny
ptipadd. Mezi dulezité faktory pro rozvoj biofilmu na katetru se fadi slozeni materialu, ze
kterého je katetr vyroben, pratok kapaliny a odolnost mikroorganismu v biofilmu proti
antiinfek¢énim 1ékiim a imunitnimu systému jedince. Katetr vyrobeny z latexu je ve srovnani

s polyvinylchloridem (PVC) pro tvorbu biofilmu vyhodné&jsi (Andes et al. 2004).

Nejcastéjsi onemocnéni zpusobené z biofilmu utvoreného na katetru je kandidémie.
Jeji vznik u pacienta podporuje oslabena imutina, malignita, hematologicka porucha, kriticky
stav, diabetes mellitus a nizky pocet neutrofilti. Neutropenie je pro pacienty se zavedenym
cévnim katetrem nejrizikovejsim faktorem pro rozvoj nozokomialni infekce krevniho feciste a
nasledné smrti. Studie prokazaly tvorbu biofilmu na cévnich centralnich katetrech ve 3D

struktufe, skladajici se z husté sité¢ kvasinek a vladknitych buné€k, vloZzenych v extraceluldrni
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matrix podobné jako u in vitro. Ale maximalni tloustka matrice biofilmu in vivo byla vyssi

nez u in vitro (obr. 2; Kojic and Darouiche, 2004).
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Obrazek 2: Biofilm tvoreny kvasinkami rodu Candida na sténé katetru zna¢eného
pomoci fluorescen¢nich barviv. A) vizualizace ¢ervené a zelené fluorescence B)
vizualizace Cervené fluorescence. Cervené fluoreskujici kvasinky jsou metabolicky

aktivni (upraveno dle Andes et al. 2004).

5.3 Mocové katetry

Mocové katétry jsou Siroce pouzivany pro hospitalizované pacienty a jsou casto
spojeny s vysokou mirou infekce mocovych cest. To pfispiva nejen ke zvySené nemocnosti a
umrtnosti, ale i k del$imu pobytu v nemocnici a zvySeni nakladd na zdravotni péci. MocCové
katetry poskytuji potiebnou plochu pro tvorbu biofilmu a jsou v soucasné dobé€ zodpovédne za
vyznamné procento vzniku kandidémie. Disledkem infekce mocovych cest a kandidémie je

1éze na moCovém méchyfti, v€etné eroze, uretritidy, vzniku abscesii na ledvinach a nasledné
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smrti. Bylo pouzivano nékolik rtznych metod, aby se zabranilo nozokomialni infekci
mocovych cest. Nejcastéjsi a nejdéle pouzivanou metodou je drendzni systém, ktery tuto
infekci snizuje. Difive se nejbéznéji jako preventivni opatfeni pouZzivalo impregnovani
mocovych katetrii stiibrem nebo antibiotiky. OvSem toto opatifeni neni dostatecné odolné
proti biofilmim, které vytvoii kvasinky rodu Candida. Katetry vyrobené zPVC vice
pfispivaji K tvorbé biofilmu, nez katetry vyrobené ze silikonového materialu (Hachem et al.
2009). Vzniklé onemocnéni vyzaduje pro jejich u¢innou 1écbu odstranéni katetru. Bohuzel, v
mnoha pfipadech neni odstranéni mozné, vzhledem ke stavu pacienta a anatomické poloze.
Biofilm chrani buriky pied pusobenim antibiotik, coz vede k pietrvavani infekce (Ramage et
al. 2006).

Ptilnavost kvasinek je povazovana za klicovy atribut virulence, protoze umoziuje, aby
kvasinky pfilnuly na rtiznd mista v téle a zah4jily proliferaci. Mechanismy, které¢ umoziuji
ptilnavost kvasinek a tvorbu biofilmu, jsou dulezit¢é zejména v mistech, kde dochazi k
odlupovani bun€k spole¢né s tvorbou sekretu nebo prutoku kapaliny. V pocateéni fazi infekce
dochazi ke kolonizaci hostitelské tkané kvasinkami. Tvotici hyfy nebo pseudohyfy, které
vytvareji vlaknité struktury na povrchu tkané a zahajuji tvorbu biofilmu. Ve druhé fazi za¢ina
invaze do tkani. Hyfy pronikaji vrstvami bunck ve tkdni. Ve tfeti a ¢tvrté fazi pronikaji
kvasinky tkdni az do cév a dochazi ke vstupu do krevniho feciSté. V paté, posledni fazi
kvasinky z krevniho tecisté ptilnou ke sténé jiné cévy a zahaji proces pronikani a kolonizace
Vv jiné tkani (obr. 3; Fisher et al. 2011).

29



Obrazek 3: Biofilm na katetru, ktery je zavedeny do mocového méchyre. A)
pruiez katetru moc¢ového méchyie s pretrvavajici kandidurii B) masa hyf C. albicans v

mocovém katetru (upraveno dle Fisher et al. 2011).

5.4 Nitrodélozni téliska

Pouziti nitrodéloznich télisek (IUD) je vysoce efektivni v prevenci téhotenstvi a
Z pohledu na ekonomiku se jedné o jednu z nejlevngjSich dostupnych antikoncepci. IUD patfi
1 mezi nejpopularnéj$si metody antikoncepce v dneSnim svété. Vice nez 80 milionli Zen
pouziva IUD jako antikoncepci po celém svété a ucinnost je srovnatelnd se sterilizaci
vejcovodl. Nedavné hodnoceni naznacuji, ze celkové riziko vzniku zanétlivého panevniho
onemocnéni s pouzivanim IUD je niz$i, neZ se dfive predpokladalo. Toto tvrzeni je potvrzeno
pouze v oblastech s vyhovujici 1ékatkou péc¢i i moznosti dodrzet aseptické podminky ve
zdravotnictvi. Zaroven i v oblastech, kde je niz§i vyskyt sexudln¢ ptfenosnych infekci a
dostate¢nych prostiedkl k zajisténi vyhovujici osobni hygieny. I pfes tyto informace se piesto
doporucuje zavadét nitrodélozni télisko po dobu 5 let z divodu zajisténi bezpecnosti. Mozny
vyskyt zanétlivého panevniho onemocnéni je V oblastech vyvojovych zemi, kde téchto

podminek neni dosazeno (Pal, 2005).

Riist bakterii, plisni a kvasinek podporuje teplota téla a vaginalni prostfedi. Vldkno
piipojené k IUD je nejspiS jednim z faktord uskutecnujici mikrobialni migraci z pochvy do
délohy. Piedchozi studie ukazaly mensSi tvorbu biofilmu u IUD, které nemaji vlakno
vycnivajici do délozniho kréku. Kromé toho bylo nejvys$i mikrobidlni zatizeni na

nitrodéloznim télisku, kde distalni Cast vldkna byla pfimo vystavena vagindlni flofe.
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Ptitomnost IUD poskytuje pevny povrch pro kolonizaci mikroorganismd, jejich upevnéni a
tvorbu biofilmu. Na kolonizaci a tvorb¢ biofilmu se nejvice podili kvasinky rodu Candida. Po
dozrani biofilmu na IUD dojde k uvolhovani téchto mikroorganismi, coz vede k chronické
infekci. Vznikla infekce se jen velmi tézko 1é¢i, aniz by doslo k odstranéni nitrodélozniho

téliska (Pruth et al. 2003).

5.5 Kloubni protézy

V moderni mediciné jsou nejCastéjSimi implantaty z kloubnich protéz, kycelni a
kolenni protézy. Hlavnimi producenty biofilmu jsou kvasinky C. albicans, C. parapsilosis a
C. glabrata (Ramage et al. 2006). Kontaminace protéz nastava s nejvétsi pravdépodobnosti
béhem implantace. Implantace kolennich nebo kycelnich protéz s sebou nese vyssi riziko
infekce v disledku del§iho trvani operaci, s nizkym krevnim pratokem do kortikalni kosti a
vytvoieni hematomu ve vétSim mrtvém prostoru kolem protéz (obr. 4). Tyto hematomy
mohou poskozovat okolni tkané a zabréanit vstupu antibiotik. Umrtnost na infekci kloubnich
protéz je nizka. Umrtnost v disledku infekce kandid z kloubnich protéz neni znama (Kojic
and Darouiche, 2004).

Rizikovymi faktory pro infekci kloubnich protéz jsou predchozi operace v misté
protézy, revmatoidni artritidy, naruSeni imunity, diabetes mellitus, Spatnd Zivotosprava,
obezita, lupénka a pokro€ily vék. Mezi prvni ptiznaky vzniku infekce je bolest, zarudnuti
ktze, otoky, poruchy hojeni ran, horecka, malatnost a zimnice. Pozdni projevy zacinaji
pretrvavajici bolesti, spojené¢ s horeckou nebo bez ni. Rentgenové snimky zaznamenavaji
vypotek, v nékterych piipadech vykloubeni kloubu, nesrovnalosti v kloubu a prorazeni 1éze
vV metafyze. Diagnoza je zaloZena na izolaci organismu z nasaté kloubni tekutiny nebo kosti

(Cuéllar et al. 1992).

Lécba proti infekci je zahdjena poddnim antibiotik, pokud infekce pretrvava, dochazi
Kk odstranéni protézy. Odstranéni protézy je spojeno s velkymi defekty skeletu, zkracenim
koncCetiny a zavaznym poskozenim funkce kosti. Pfedchazeni infekci obvykle zahrnuje
chirurgické postupy, jako je dikladné odstranéni nezivé a nekrotické tkané (Kojic and
Darouiche, 2004).
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Obrazek 4: a) zobrazeni uplného odstranéni nahrady kolenniho kloubu po

zaznamenané plisiiové infekci b) zavedeni nové kloubni nahrady (upraveno dle Reddy et
al. 2013).

5.6 Zubni protézy

Kvasinkové bunky maji schopnost kolonizovat ustni povrchy, vcetné sliznic,
akrylovych protéz a maji schopnost spolupracovat s agregaty ustnich bakterii (obr. 5).
Kvasinky rodu Candida souviseji se stomatitidou. Onemocnéni je multifaktorialni. Faktory,
spojené s vyvojem stomatitidy na protézach jsou kvalita chrupu, vék chrupu, ¢istota chrupu,
trvalé noSeni protéz, tvorba slin, koufeni, pH plaku zubni protézy, v€k a zdravotni stav
jedince. Stomatitidy vzniklé po noSeni zubnich protéz se vyznacuji zanicenim sliznice,
zejména u hornich zubnich protéz, pacienti mohou pocit'ovat paleni, nepohodli, nebo Spatny
zkus. Ale ve vétsing piipada pocit'uji problémy v dutiné tGstni, kde mikroorganismy kolonizuji

sliznici a vytvareji biofilm (Ramage et al. 2004).
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Obrazek 5: a) patro pacienta B) zubni protéza C) vyrostlé kvasinkové kolonie na
zubni protéze. Horni Fadek zobrazuje fotografie zdravého jedince a dolni Fadek
zobrazuje pacienta s tietim typem Newtony stomatitidy (upraveno dle Barbeau et al.
2003).

Obecné plati, ze kvasinkové buniky maji vysoky potencial kolonizovat umélé materialy
témer stejnym zplisobem, jako Ustni tkan€. Povrchové vlastnosti materialt, jako je drsnost
povrchu, povrchové volné energie a chemické vlastnosti vyrazné ovliviiuji mnozstvi a kvalitu
houbové adheze. Tyto biofilmy se skladaji zejména ze slozitych siti kvasinkovych bunék a
hyf, které pronikaji hluboko do trhlin. ZvySena drsnost povrchu a praskliny maji za nasledek
pevnéjsi a rychlejsi tvorbu biofilmu, oproti hladkému materidlu. Biofilmy pak l1épe odolavaji i

omyvani protézy (Biirgers et al. 2010).

Vytvoteny biofilm ma za nasledek vznik orofaryngealni kandidézy. Jedna se béZnou
infekci u pacientd se snizenou imunitou a u starSich osob, coz ma za nasledek bolesti a paleni
v ustech a zménu chuti. EXistuje fada klinickych projevii orofaryngealni kandidozy, vcetné

pseudomembrandzni kandidozy (mouénivka) a erytematozni formy (Coco et al. 2008).

Newton charakterizoval stomatitidu do tii typt (obr. 6). Newton typ | charakterizuje
stomatitidu jako lokalizované zarudnuti, Newton typ II je prezentovan jako difizni erytém a
Newton typ III poukazuje na téZky erytém. Pacienti, u kterych nebyla prokdzana stomatitida,

méli rizove zdravou sliznici (Coco et al. 2008).
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Obrazek 6: T¥i typy stomatitid podle Newtona (upraveno dle Barbeau et al.
2003).

5.7 Kardiostimulatory

Implantace trvalého transvendzniho kardiostimulatoru se pouzivd k 1é€bé poruchy
srdecniho rytmu a arytmie. Plisiiova endokarditida je vzdcné onemocnéni, které vznika po
implantaci kardiostimulatoru a je spojena s vysokou umrtnosti. Pieziti je do zna¢né miry
zavislé na vCasné diagnoze a 1écb€. Nicméné, pozdni diagnoza je béZzna vzhledem k Cetnosti
nespecifickych klinickych pfiznakl. Vysoky index podezieni na plisiovou endokarditidu by
mél byt spojovan u jedinct s implantovanym kardiostimulatorem, ve spojeni s vysokou
horeckou, kterd nema jisty zdroj vzniku a to zejména u jedinct, ktefi maji krevni testy v
pofadku. Plisnovou endokarditidu ma za nasledek nejcastéji Aspergillus fumigatus.
Aspergillus fumigatus tvoti odolné biofilmy na vedeni kardiostimolatoru za vzniku infekce
v trombu. Sama lékaiska péce je ziidka kdy uspésna, proto nékolik studii navrhlo rychlé

odstranéni infikovanych kardiostimulatorti (Leong et al. 2006; Kim et al. 2002).

Obrazek 7: Houbové hyfy plisné Aspergillus, ktera roste na kardiostimulatoru
(zvétseni 200x; upraveno dle Leong et al. 2006).
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Obrazek 8: Dlouha Sipka poukazuje na vznikly trombus kolem vedeni
kardiostimulatoru (kratka Sipka), které vystupuje z pravé komory do horni duté Zily
(upraveno dle Leong et al. 2006).
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6 Vliv biofilmu ve vodnich systémech

Jednou z nejvétSich obav pro uzivatele, pokud jde o kvalitu pitné vody, je kontaminace
patogennimi mikroorganismy. Nékteré mikroorganismy patii mezi znamé kontaminanty vod.
Mikroorganismy ve zvySené koncentraci ve vodé zpisobuji u c¢lovéka onemocnéni az
epidemie. Kromé toho vysledky studii potvrzuji, Ze predevsim ptitomné plisné¢ znehodnocuji
senzorické vlastnosti pitné vody. Mezi né patii chut a viné pitné vody. Ale také jejich
ptitomnost md za nasledek technologické a provozni poSkozeni pfistroji. Studie autorQ
Hageskal et al. (2009) se zabyvala testovanim kvality vody. Pfitomnost plisni byla prokazana
ve vSech typech vod, od silné znecisténé vody, uzitkové vody, vycCisténé vody, destilované
nebo ultra Cisté vody. Plisn€é se dokonce vyskytovaly i v balené pitné vodé. Vyssi vyskyt

plisni je ve studené vodé nez Vv teplé.

Plisn¢ rostou ve vodnich systémech, kde jsou tzv. ,mrtvé“ prostory a v Castech
potrubi, kde je maly proud vody. Kromé toho, materialy, které tvoii nadrze a podlozky
pfispivaji k tvorbé biofilmt (Arvanitidou et al. 1999). Biofilmy vytvofené ve vodé piedstavuji
zdroj patogenti pro pacienty i oSetfovatele. VSechny vhodné povrchy, které piijdou do styku
s kontaminovanou vodou, slouZi jako plocha k ptichyceni mikroorganismi a K tvorbé nového
biofilmu. Mezi vhodné povrchy patii ty, co obsahuji praskliny nebo jsou nerovnomérné.
Vytvotené biofilmy jsou obvykle tenké a nerovnomérné. Je to z diivodu neustalého proudéni
vody a odplavovani zivin. Prudky proud vody, vysoka teplota nebo silné dezinfekéni

prostfedky maji vliv na rtst biofilmu (Wingender and Flemming, 2011).

Nemocni¢ni instalacni systémy a vodovodni sit¢ vytvateji nadrz plisni a kvasinek S
patogennimi vlastnostmi. Biofilmy jsou tak povazovany za do¢asné nebo dlouhodobé zdroje
patogend, jejichz existence v biofilmu miize dokonce ptfedstavovat soucast jejich ptrirozeného
zivotniho cyklu. Mikroorganismy v biofilmu jsou vice rezistentni K dezinfekénim
prostfedkiim, pouZzivanych v praxi pro Upravu vody. Mikroorganismy uvolnéné z biofilmt
prochazeji nej€astéji dal do vodovodniho systému, diky neefektivni filtracni bariéte
(Wingender and Flemming, 2011). Biofilmy obsahuji i spory plisni, které se volné vyskytuji
na jeho povrchu. I kdyz biofilm tvofi rizné druhy mikroorganismd, bylo prokazano, ze ve
vodnim systému je vétSi pfitomnost biofilmu, ktery vytvofily plisn€é nez jiné druhy

mirkoorganismu (Doggett, 2000).

V disledku vyroby organickych kyselin v metabolickych procesech, se zrychluje

mikrobiologicka koroze vodovodniho potrubi. Dezinfekce vody je naruSena v disledku obtizi
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pii udrZzovani uc¢inné¢ koncentrace chloru. Plisné¢ produkuji i ve vodé mykotoxiny.
Mykotoxiny, produkované v tekouci vod¢, jsou velmi fedéné. Nicméng, voda je obcas
zadrzena v cisternach a nadrzich nebo dokonce v lahvich, na delsi dobu. V takovém piipadé
se koncentrace mykotoxinti mize zvysit. Vyssi pfijem mykotoxini ma nebezpeény vliv na

zdravotni stav jedince (Nagy and Olson, 1982).

Aspergillus fumigatus je jednim z nejvyznamnéjSich houbovych patogenti zpuisobujici
infekce u pacientll se snizenou obranyschopnosti v nemocnicich a mira infekce se u téchto
pacientli zvySuje. Vzhledem k rostoucimu poctu tézce imunokompromitovanych pacientd, se
nemocnice musi potykat s vy$§im vyskytem infekci. Existuje hypotéza, Ze houby ve vodé
pfechazeji do vzduchu, kdyz voda prochazi zafizenim, jako jsou kohoutky a sprchy. Ve
vzduchu byly nalezeny pfedevsim spory plisni rodu Fusarium a Aspergillus. Pii vdechovani
spor plisni v nemocni¢nim prostiedi dochazi u pacientd k priniku pies odiené sliznice v ustni
duting, v kiiZi a v rohovce, nebo piimo do krve a vnitinich organii zvIaste v ptipadé u pacienti
s vlozenym katétrem (Hageskal et al. 2009). Kvasinky rodu Candida se ukazaly jako ¢tvrty
nejCastéj$i patogen u infekce krevniho fecist€é v nemocnici s vice nez 55 % umrtnosti

(Arvanitidou et al. 1999).
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7 Vliv biofilmu v potravinaiském pramyslu

Biofilmy piinasi fadu problémi v potravinaiském primyslu od zpracovani motskych
plodl, zpracovani mléka a mléénych vyrobkil, zpracovani driibeze, v pivovarnictvi a pfi
zpracovani masa az po pripravu kulinafskych pokrmi. Tvorba biofilmu v mlékdrenském
pramyslu je vyznamnym problémem. Bézna kontaminace mléka, mlécnych vyrobka je
spojena s biofilmy. Kontaminace mléka a mlécnych vyrobka biofilmy je zplsobena

nespravnym ¢isténim a dezinfekei zatizeni (Simoes et al. 2010).

Tvorba biofilmu mtze ohrozit sanitaci potravindiskych povrchl. Pfitomnost biofilma
lze rozdelit podle jejich vyskytu v jednotlivych usecich zavodu. Biofilmy se tvoii v
prumyslech na podlaze, skladovacich nadrzich, ruénich vozicich, dopravnikovych pasech,
raznych plastech, sklech, dievech a dalsich materidlech, které piichazeji do styku
s potravinami vcetné potravinaiskych vyrobki. Vysledky potvrdily, ze biofilmy vytvofené v
potravinaiském primyslu tvoii predev§im patogenni mikroorganismy (Shi et al. 2009).
Ptilnavost biofilmu k povrchu je také zavisla na fyzikaln¢ chemickych vlastnostech povrchu,
jako jsou textury (hruby nebo hladky povrch), povrchovy naboj, pH , teplota a obsah Zivin
(Srey et al. 2013).

Biofilmy jsou odolné&jsi vii¢i naméhani nebo mikrobidlni inaktivaci v¢etné nékterych
metod pouzivanych v konzervovani potravin. V potravinaiském primyslu biofilmy odolévaji

dehydrataci, nizké teploté a antimikrobialnim ¢inidlam (Trachoo, 2003).

Pokud vytvofené biofilmy z patogennich mikroorganismii pfijdou do styku s
potravinami, mohou zptlisobit hygienické problémy. Hlavné proto, Ze patogenni biofilmy
poskytuji rezervoar kontaminace. Vytvofeny biofilm chrani patogeny, ¢imz je ohroZeno
zpracovani potravin. Krom¢ toho mikrobialni biofilmy na povrSich mohou vést k poskozeni
zafizeni, kontaminaci produktu a ztrdtdm energie. Pfitomnost biofilmu na potravinach nebo na
vyrobni ploSe ma ¢asto neptiznivy vliv na bezpe¢nost potravin, a to zejména u potravin, které

jsou minimaln¢ zpracované nebo u syrovych potravin (Trachoo, 2003).

Nemoci pfendSené potravou pokryvaji Sirokou Skélu onemocnéni. Svétova
zdravotnicka organizace (WHO) uvedla, Ze kontaminace potravin se muze Vyskytnout v
jakékoliv fazi procesu od vyroby potravin po spotiebu a miize mit za nasledek i kontaminaci v

oblasti zivotniho prostfedi, véetn€ znecisténi vod, pidy nebo vzduchu (Srey et al. 2013).
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Podle Svétové zdravotnické organizace nemoci zpusobené patogeny jsou povazovany
za naléhavy problém vefejného zdravi v zemich rozvinutych i rozvojovych (WHO, 2007; Srey

et al. 2013).
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8 Zabranéni tvorbé biofilmu a jeho odstranéni

Cas potiebny pro tvorbu biofilmu zavisi na frekvenci ¢isténi a dezinfekei. Zafizeni v
potravinafském pramyslu jsou cCiStény nékolikrat za den, zatimco povrchy stén mohou byt
Cistény pouze jednou za den. Z tohoto divodu je vice Casu pro tvorbu biofilmu na povrchu
stén a dochazi k rozsahlé povrchové kolonizaci (Meyer, 2003). Nezadouci biofilmy se
vytvakeji rychle na povrchu, ktery je pokryt kontaminujicimi zbytky, jako jsou sacharidy,
tuky, bilkoviny, mineralni soli a mikroorganismy, které maji byt odstranény z povrchu.
Kromé toho vybér Cisticich a dezinfekénich prostfedkll zavisi na jejich ucinnosti, bezpecnosti
a manipulaci, zejména u protikorozniho druhu chemického oSetieni. Zafizeni, konstrukce a
vybér povrchovych materidli jsou dilezité v prevenci proti tvorbé biofilmu. Nejpraktictéjsi
materidly pouzivané v pramyslu jsou z oceli, které mohou byt oSetfeny mechanickym
brousenim, kartaovanim a elektrolytickym nebo mechanickym lesténim. Rohy, praskliny,
trhliny, tésnéni, ventily a spoje jsou vhodné plochy pro osidleni biofilmy. Pokud existuji
konstrukéni zdvady na zafizeni, hygiena nemuze byt nikdy zcela efektivni. Za pfedpokladu, ze
zafizeni je bez vady, efektivni ¢isténi a dezinfekce jsou hlavni strategii pro zabranéni tvorby
biofilmu, protoze je odstranén nezadouci material z povrchu, véetné mikroorganismul.
Pouzitim vysoké teploty se snizuje potieba aplikace fyzickych sil, jako je drhnuti. Chemické
vyrobky bézné pouzivané pro CiSténi jsou povrchove aktivni latky nebo alkalické produkty
pouzivané k urychleni rozpusténi zbytkl potravin. Dezinfek¢ni prostiedky vSak neproniknou

dovnitt biofilmu, a tudiz nezni¢i v§echny zivé bunky v biofilmu (Simdes et al. 2010).

Prvnim opattenim proti tvorb€ biofilmu v I¢katstvi je zabranéni kontaminace zafizeni
pied jeho zavedenim do téla pacienta. Proto je dulezité udrzet optimalni aseptické podminky.
Za druhé jsou pfijata opatfeni k minimalizaci pocate¢ni kolonizace bun€k na povrchu zatizeni.
Naptiklad, pouziti antimikrobialniho povlaku na zafizeni. Za tfeti pokud dojde k utvofeni
biofilmu, je nutno pouzit prostfedky, které maji schopnost proniknout do matrixu biofilmu a
zabit pfitomné mikroorganismy, jako se napiiklad pouziva vysoka davka antibiotik nebo

etanolu. Kone¢nou moznosti je odstranéni infikovaného zatizeni (Aslam, 2008).

Zaclenénim antimikrobidlnich pfipravkii do povrchovych materiali bylo prokazano
snizeni infekce. Pomoci silikonové pryZze se na implantaty kovalentné véazou kvartérni
amoniové povlaky. Kvasinky rodu Candida jsou obecné zodpovédné za zhorSeni silikonové
pryze u hlasivkovych protéz, protoze kvasinky prortistaji dovnitt do pryze. Preventivni

opatfeni byla zaméfena predevsim proti biofilmim utvofenymi kvasinkami. Pacientim byla
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podéavana antimykotika. Kromé toho nebyl prokazan presvédCivy diikaz o tom, Ze aplikace

protiplisnovych prosttedkl prodluzuje Zivotnost hlasivkovych protéz (Elving et al. 2001).

Dalsi testy prokazali snizeni tvorby biofilmu u materiald potazenych na povrchu
stiibrem. Stiibro se ukazalo byt hodnotnou alternativou, bez nezadoucich ucinkt. Stiibro je
vysoce aktivni slouCenina, kterd pusobi proti Sirokému spektru mikroorganismi, které
kolonizuji plastové povrchy. Stiibro je dobie sndseno organismem a vykazuje mimotadné
nizky profil toxicity s vybornou toleranci ke tkdnim. Katetry impregnované stiibrem se bézné
pouzivaji ve zdravotnictvi a vykazuji dobré vysledky. Stiibrné ionty tvofi nerozpustné
slouceniny se sulfohydrylovou skupinou v bunécné stén¢ mikroorganismd, ktera jsou zakladni
soucasti enzyml odpovédnych za metabolismus a transport elektrolyti. Ionty stfibra blokuji
dychaci fetézec mikroorganismi. Bylo zjisténo, ze povrchy impregnované nanocasticemi
stiibra vykazuji hydrofilni vlastnosti na povrchu a to pomahéa pii prevenci proti pfilnuti
mikroorganisma k povrchu materialu a naslednému vytvoteni biofilmu mikroorganismy. Pro
optimalni ochranu musi byt katetry potazeny na vné&j$im a vnitinim povrchu (Samuel and

Guggenbichler, 2004).

Pouziti povrchové aktivnich latek ziskanych z probiotickych bakterii predstavuji
perspektivni strategii, aby se zabranilo mikrobidlni kolonizaci silikonového kaucuku u
hlasivkovych protéz, a tim se prodluzuje jejich Zivotnost. Nékteré kmeny jsou schopné uvolnit
povrchové aktivni latky, zatimco jiné jsou zndmé svymi antimykotickymi uc€inky, naptiklad
produkuji kyselinu mlé¢nou, nebo peroxid vodiku. Povrchové aktivni latky jsou mikrobidlni
polymery, které maji tendenci k interakci s rozhranim fazi mezi dvéma fazemi v
heterogennim systému. Jedna se o rozhrani, které interferuje s mikrobialni adhezi. Povrchové
aktivni latky mohou byt orientovany riznymi zplsoby. Povrchové aktivni latky se staly
dilezitym biotechnologickym produktem pro primyslové a Iékarské metody. Jejich popularita
jako vysoce hodnotny mikrobidlni produkt souvisi s jejich nizkou toxicitou a relativni
snadnosti v jejich piipravé. Mohou byt pouzity jako emulgatory, smdacedla, Cinidla,
pénotvorné latky, funkéni slozky potravin a detergenty v riiznych primyslovych sektorech.
Povrchové aktivni latky se v l€kafstvi pouzivaji jako anti- lepidlo na povrch katetru. Bylo
prokazano, ze probiotické bakterie maji bioterapeuticky potencial pro profylaxi a terapii proti
kandidéze (Rodrigues et al. 2007).

Nékterd chelatacni cinidla, jako je kyselina ethylen-diaminetetraoctava (EDTA),

mohou mit také antimikrobialni vlastnosti proti bakteriim a houbam. EDTA se pouziva
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soucasné v kombinaci s minocyklinem proti bakterialnim a houbovym biofilmim (Donlan,

2011).

DalSim hydrofilnim polymerem je kyselina hyaluronova, ktera se pouziva u moc¢ovych
katétrii. Bylo prokazano, ze uspésné snizi adhezi. Kyselina hyaluronova je také pouzivana pro
jeji schopnost nejen snizit mikrobialni adhezi, ale také za jeji sklon k pfijmu a uvolnéni
antibiotik. V Iékaistvi lze vyuzit i heparinové povlaky. Heparinové povlaky zabranuji
mikrobidlni adhezi a kolonizaci in vitro a in vivo. Heparin snizuje depozici fibronektinu na
povrchu cévnich katétrii a katétr je pak negativné nabity, ¢imz se zabrani trombodze a dojde ke
snizeni mikrobialni kolonizace. Dalsi vyzkum navrhl jako prevenci u infekce mocovych cest,
impregnovat katetry ruznymi druhy antibiotik, jako jsou napiiklad nitrofurazon, gentamicin,
norfloxacin a minocyklin-rifampicin. V soucasné dobé se na trhu pouZzivaji mocové katétry

potazené nitrofurazonem, které jsou ze silikonového materialu (Francolini and Donelli, 2010).

Chlorhexidin G¢inné snizoval Zivotaschopnost biofilmu, kdyz byl aplikovan na povrch
materidlu pfed kolonizaci mikroorganismii a jejich naslednému vytvofeni biofilmu.
Chlorhexidin je jednim z nejvice testovanych sloucenin a jeho anti-povrchové vlastnosti jsou
dobfe znamé. Pii vysokych koncentracich ma mikrobicidni G¢inky. Poskozuje bunécné
membrany mikroorganismi. V posledni dobé byla vyvinuta metoda, kdy se chlorhexidin
nanese piimo na zuby. Antimikrobialni u¢inky byly prokazany jak in vitro, tak i in vivo.
Dlouhodobé uzivani chemickych latek podporuje vybér latek s jinymi vlastnostmi nez
mikrobicidnimi nebo mikrobistatickymi. Zaroven je, ale i potieba, aby dané latky G¢inné
zabranily pfilnuti mikroorganismti a jejich kolonizaci povrchu. Tim by se zachovalo
biologické prostiedi dutiny ustni. Budouci testy biofilmu v laboratofi se mohou ukazat jako

uzite¢né nastroje pro studium mechanismu plisobeni chemickych latek na molekularni Girovni

(Baehni and Takeuchi, 2003).

Infekce krevniho feciSté nastava u imunosuprimovanych pacienttl, kteti maji zavedené
intravaskularni katetry. Proto doslo k zavedeni 70% etanolu do uzavéru katetru. Donlan
(2011) ve své studii prokazal, ze doslo k vymyceni bun¢k 20% etanolem, které tvofily biofilm
za 24 hodin. Za 1 hodinu byly buiky odstranény 40% etanolem a 60% - 80% etanol uplné
odstranil bunky biofilmu za 1 minutu. Etanol ma hydrofilni povahu a malou molekulovou

hmotnost, coZ umoziuje efektivni prinik extracelularnim matrixem biofilmu.
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9 Zavér

Ve své praci jsem pomoci studia a komparace odbornych clanku dosla k zavéru, ze
dne$ni moderni medicinu si bez zavedeni umélych materiali do téla Cloveéka snad ani
nedovedeme predstavit. Zavedenim umélych materialti do téla ¢lovéka dochazi k vytvoreni
biofilmu na povrchu téchto materiali a ke vzniku infekce. Vytvofeny biofilm zafizeni
znehodnocuje a zplisobuje poskozeni jeho funkce. Struktura a sloZzeni materialu povrchu ma
vliv na tvorbu biofilmu. Hrubé povrchy s ryhami poskytuji dobré prostfedi pro zachyceni
mikroorganismti a ndslednou tvorbu biofilmu. Nejcastéji biofilmy v lidském téle tvofi
kvasinky rodu Candida. Vzniklé infekce pak zpusobuji dal$i zdravotni problémy, které

ohrozuji zdravotni stav ¢lovéka.

vvvvvv

zavedenim do téla Clovéka. Lidské télo predstavuje velmi vhodné prostfedi pro rast a
rozmnozovani mikroorganismd, proto se ve zdravotnictvi dodrzuji ptisné aseptické podminky.
Pokud dojde k vytvofeni biofilmu, pouzivaji se silnd antibiotika, které jsou schopny
proniknout ptes vytvoreny biofilm k bufikdm, které ho tvofi. Bohuzel ne vzdy jsou antibiotika
natolik u¢inna. Biofilmy jsou schopné odolavat i imunitnimu systému cloveéka. Z tohoto
diavodu je nekdy odstranéni zafizeni z téla Cloveéka jedinou moznosti. To sebou nese ovsem

velké riziko, které ma vliv na zdravotni stav ¢lovéka.
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