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Co nas dnes ceka

= Povidani o vztazich mezi organismy

B Povidani o normalni mikroflore
organismu obecne

= Povidani o normalni mikroflore
jednotlivych casti tela

= Rozvedeni povidani o biofilmu (o kterem
uz byly zminky drive)







Vztahy mezilorganismy obecne

Ekologie je veda o vztazich mezi organismy
navzajem a mezi organismy a prostredim

Symbioza v sirsim slova smyslu znamena jakeékoli
tésné souziti dvou rozdilnych organismu

Symbidza v uzsim smyslu znamena pouze
vzajemné prospésné souziti obou organismu
(take mutualismus, oba partneri maji ze souziti
uzitek a casto nemohou mimo né prezit, napr.
houba + rasa = lisejnik)

Pripad, kdy jeden organismus druhému skodi, se
pak nazyva antibioza (a pripadna latka za ni
zodpovedna je antibiotikum)

Vztah muze byt také indiferentni




Potravni vztahy dvoul erganismu

Komenzalismus — ,sdileni jidelniho stolu™ (mensa).
Napriklad potraviny, kiere snime, vyuzivajl I mikroby
naseho streva

Saprofytismus — vyuzivani odumrelych casti
organismu Ci celych odumrelych organismu
(odloupanych epiteliit ci celych mrtvych tel)

Predace — organismus se zivy. jinym zivym
organismem (lev'— antilopa)

Parazitismus — pripad, kdy jeden organismus zije na
Ukor druheho a napada [eho zive bunky, ne vsak s
clilem ryehlehor usmrcenit (jako U predace), ale s
cilem dlouhodobeho prezitiitimio zpusokbem (jmeli =
stromy). Sem patri i mnohé medicinsky
vyznamné mikroby.




Vztah parazit * hostitel

Je dynamicky a je ovlivhovan prostredim

\rostfedl'//

Pro parazita je zpravidla nejvyhodngjsi situace,
kdy hostitel prezije, ale nesnazi se
parazita zbavit

Pro hostitele je ale ziveni parazita

N’

nevyhodne, snazi se ho tedy zbavit — znicit,
odstranit, nelbo aspon lokalizevat




http://faculty.smu.edu/aya
ti/proteus/proteus1.gif

Saprofyt: Proteus se podili na likvidaci
nestravenych bilkovinnych zbytkl potravy







Normalni mikrofiora a jejir vyznam

= Na ruznych mistech:lidskeho tela je pritomna
tzv. normalni (bezna) flora ci mikroflora.
= Je tvorena komenzalnimi Ci saprofytickymi
mikroby, ktere jsou hostiteli vice ¢i méne
PrOSPESNE:
= kolonizaci prislusne sliznice brani tomu, aby
byla osidlena patogeny
= podilejil se na stavu mikroprostredi, napr. pH
= ve streve likviduji nestravitelné zbytky

" mohou mit I dalsi pozitivni efekty pro hostitele
(mapr. tverba vitaminul strevnimi bakteriemr)




Kde mikrofiora je a kde neni

= Mikroflora neni ve tkanich, v parenchymu
organu, Vv krvi, v-mozku ani mozkomisnim
moku. Zde je kazdy nalezeny mikrob velmi
pravdepodobne patoegenem

= Mikroflora neni ani v nekterych dutych
erganech, napr. v jicnu, V. plicich, v: mecevem
mechyri (krome starych osob) cii v deloze

= Mikroflora je zejmena v dutine ustniia
hitanu, v tlustem (a zcasti I tenkem) streve,
V. pochve a v mensim mnozstvi take na kuzi




Mikrofiora jako ekosystem

= Kdysi lide mysleli, ze vsechny skudce urody.
jednoduse zahubi napriklad DDT. Ukazalo
se ale, ze takovy brutalni zasah casto
nadela vic skody nez uzitku, zviast kdyz
Se pouzije: nevhodnym zpusebem

= Podobne slozity ekosystem je i treba
strevni mikroflora. | proto dnes na strevni
Infekece vetsinou nedoporucujeme
antibiotika,, proeteze system ,rozhodi™ casto
|este Vic.
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Normalni esidlienit dychacich cest

= Nosni dutina nema specifickou floru, prechazi
tam vsak mikroflora z kuze (predni cast) a
hitanu (zadni cast)

=V hitanu (stejne jako v Ustni dutine)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnoehe dalsi
fam |sou, ale Vetsinou e nevykultivujeme

= Plice a dolni dychaci cesty [sou normalne
bez vetsihe mnozstvi mikrebu

= Na ostatnich mistech (hrtan) jsou ruzne
prechody (rtan — jako Vv hitanu, ale: mene)




Normalni osidleni travicich cest

= Rty znamenajii prechod kozni a ustni flory

=V ustni dutine (stejne jako: v hitanu)
nachazime ustni streptokoky, neisserie,
nevirulentni kmeny hemofilu aj. Mnohe dalsi
fam |sou, ale vetsinoulje nevykultivujeme

= Jicen a zaludek jsoui za normalnich okolnosti
bez vetsihor mnozstvii mikrobu

= V tenkém a zejmeéna tlustem streve
nachazime zpravidla asil 1 kg anaerobu, dale
enterebakierie, enterokoky, kvasinky, nekdy/ |
NEPAtogeEnnI ameny

= Rit’ je opet mistem prechodul streval a kbize




Normalni situace v ustni dutiné

= Ustni dutina je i za normalnii situace velice
slozity ekosystém, slozeny z ruznych
druhu bakterii, usazenych materialu,
lidskych bunek a dalsichi slozek

= Baktierie se v dutine ustni pritem nevyskytuji
V. nejakem chaosu, ale v. komplikevanem,
strukturovanem utvaru, zvaném biofilm.
\/ danem, pripade jde o vicedruhowvy
strukturovany: biofilmi, ve kterem napr.
anNaereby [sou pritomny: ve vetsithioubee
nez aerobnil baktere




Viocove cesty zdraveno cloveka

Ledviny — normalne bez mikrobu
Panvicky ledvinné — normalné bez mikrobu
Mocovody (uretery) — normalne bez mikrobu

Mocovy mechyr mladych a stredne starych
osob — normalné bez mikrobu

Mocovy méchyr senioru — i za normalnich
okolnostii muze byt osidlen mikrofiorou, ktera
necInIi problemy a stava se ,beznou florou

Mocova trubice — normalné bez mikrobu, cast
prilehla k usti' vsak muze byt osidlena zvenci




Normalni stav: pohlavnich ergant

. Za normalnich pomeru nejsou mikroby

= U zeny v deloze, vejcovodech, vajecnicich

= U muze v prostate, chamovodech, varlatech
m Specifickou normalni floru ma vagina

(laktobacily, primes ruznych aerobnichi |
anaerobnich mikrebu)

= Vulva tvori prechod vaginalniia kezni flory

= U muze |e specificky predkozkovy vak,
vedle kozni oy jseu tul i napr.
neEpatogennii mykobakieria apod.




Normalnitesidieni kuize
= Prestoze kuze je pro mikroby nejdostupngjsi,
je jeji osidleni mnohem chudsi nez
V.pripade napr. ust, pochvy: ci tlusteho streva
= Mikrob, ktery chce zit na kuzi, musi snaset
vyschnuti a vysoke koncentrace soli
= Na kuzi se tedy normalné vyskytuiji
= koagulaza negativni druhy: stafylokoku
= Zlaty: staiylokek — male mnozstvi je nermalni
= korynebakteria a pribuzne G+ tycinky
" mala mnozstvi kvasinek




[Pece o strevni mikrofioru
= \/ rekonvalescenci prujmu, ale i napf. po
celkoveé antimikrobialni terapii (kde mohlo
dojit k vybitic casti mikroflory) je vhodne snazit
se o0 obnovu normalniho stavu
= Pouzivaji se jogurty (nesladke, netucne),
kysele zeli, ruzne preparaty (Hylac)
= Nektere obsahujif substraty pro: ,dobre" bakterie,
to jsou prebiotika.

= Nektere obsahuji prime ty dobre bakterie, to [sou
probiotika

= Nektere obsahuji oboje, to jsoul symbiotika




Pece o vaginalni mikrofioru

= Také vaginalni ekosystém muze byt
narusen antimikroebialni lecbou Ci nejakym
onemocnenim

= Jake zde doporuculit,idove receptury”
napr. aplikaci jogurtu do pechvy.

= Jinak lze doporucit prebioticke cCi
probioticke vaginalni cipky

= Dulezita je take vyziva a Uprava
hormonalnich hladin (antikencepce)




Biofilm |



Co e te piofilm

= Biofilm je jeden ze zpusobu zivota bakterii. Je
to zpusob, kdy bakterie tvori souvislou: vrstvicku
na urcitem povrchu

= Opakem biofilmu je planktonicka forma zivota
bakierie

= Biofilmi se v prirode vyskytuje velice casto.
Biofilm Je to, na cem V. lete uklouzneme
V. riybnice, kdyz slapneme na kamen

= Biofilm muze byt jednodruhovy, casteji vsak
byva vicedruhovy

= lohou se na nem podilet bakterie, kvasinky,
Fasy a ruzné jiné mikroorganismy




Biofilim: debry, nebo zIy?

= Bezna mikroflora se vyskytuje zpravidla vice
ci mene ve forme biofilmu. Takovy biofilm je
pro hostitele pozitivniia poskytuje mu ochranu
pred patogeny.

= Propblem;vsak e, pokud se ve forme biofilmu
vyskytnou patogenni mikroorganismy a
pokud dojde k naruseni rovanevany mezl
mikreby, ai hostitelem.

m Zavazny: a nepezpecny byva zejmena biofilm
vznikly na umelych povrsich v erganismu
(katetry, Implantaty’ a pedebne)




Pisen bezne flory.
My [sme skvela flora bezna
K nasemu cloveku nezna
osidlime povrechy.
cihame tuina mrchy.

Schazime se kazdy patek
za Ucelem tvorby latek
Z kteryeh vznika biofilm
pevnejsi nez dubii jilmt

(Plsenibezneriiony, in: O, Zahradnicek — Advent V. dutine ustnl. ZKraceno)




Vznik biofilmu

= Na zacatku je pevny povrch a plovouci
bakierie + =

" Bakterie adheruje na povrch .
= Nasleduje agregace dalsich bakterii&%il

= Bakterie zacnou produkovat

polysacharidovou matrix P

n A7 vznikne tridimenzionalni struktura zvana

o)l0)illan
e




Vyznam tverby biofiimu u bakteril

Bakterie mohou lIépe regulovat pocetnost populace
— V. ramcl biofilmui se totiz informuji produkci
urcitych latek (tzv. querum: sensing)

Bakterie se stavaji odolnéjsi vuéi vnéjsim vlivum:

= desinfekcnim prostredkum
= gntibiotiktim
= [munitni reakell hostitele

Blofilm tvoeri jak bakterie bezne

1ory. (z hlediska, erganismiy. SpIse

pozZitivial), tak I palegeny:




Patoelogicky biofilmi— pribeh

" Muz, 58 let, v.roce 2001 zaveden
kardiostimulator, v roce 2002 opakovane
hospitalizovan na internim oddeleni' s
leplotami nejasne etiologie, vzestup
zanetlivych markeru

= \/"hemokulturach prokazan S. epldermidls
S, velmi doproeu eitlivesti

= Nekolikrat dleuhodebe prelecovan
Vy/Sokymi davkami antipiotik v kembinacich
(exacilin, gentamicin, rfampicin, cefazolin,
cefalotin, klindamycin)




Priben — pokracovani
Zpocatku vzdy dobra odezva, pote se objevuji ataky.
teplot i v prubehu terapie.

Pri vysetreni pres jicen nalez vegetace na komorove
elektrode o velikosti 1,5 % 1,5 cm.

Kardiologove opakovane edmitajil odstraneni
kardiestimulatoru. Nasazena kombinace antibiotik
oxacllin + gentamicin + rifampicin, pacient v:debrem
klinickem; stavu.

Znovu vsak dochazil k vzestupul teplot a zvysenit CRP.
INasazenal terapie vankemyecin + rfampicin, po
zlepseni stavu je pacientovi odstranen trombus a
Vy/menenal elektroda (poadi cloneu AlB), tervede
Kk celkevemu zlepseni' stavul pacienta.




Viniken byl biofilm

Ny v n

tim, ze nebyla brana v uvahu vysoka
rezistence mikroba rostouciho ve forme
biofilmu vuci témto antibiotikim.

= | ecba nebyla od sameho zacatku dostatecne
razantni a nedoslo k eradikaci loziska biofilmu.

= Jleprve odstraneni elektrody (pod clonou
ATB) doslo ke zlepseni stavu pacienta.




Viechanizmy: eviiviaujicl
rezistenci k antibiotikim

= Vliv povrchoveho naboje

" Snizeni rustové rychlosti

" Horsi prostupnost antibiotika
= Nehomogenni matrix

= Fenotypoveé odlisnosti

= Intercelularni signalizace

" Imunitni mechanizmy...




Biotilm a antibiotika

= Pokud [sou bakterie ve forme biofilmu,
nemusi antibiotika ,,zabrat®, | kdyz
klasicke metody: in vitro: citlivosti davaji lecbe
Sanci.

= \/ takovychto pripadech neni vypovidajici
hodnota MIC ci MBC, ale hodnoty MBIC
(minimalnit biofilm| iInhibujicl kencentrace) a
MBEC (minimalni biofilmieradikujici
koncentrace)




Biofilm'a antibiotika — pekracevani

=" Hodnoty MBIC a MBEC lezi casto nad break
pointem pro dana antibiotika (bakterie jsou
k- nim tedy rezistentnr).

= Nekdy jsou nekolikanasobne vyssi nez
MIC, takze urceni MIC je malo vypovidajici

= Viikroby: v: biofilmu jseu zpravidla rezistentni |
ke kombinacim antibiotik, jedinou moznosti
potom zustava vyjmuti- biofilmoveho loziska

(katetru, kloubnich nahrad, zubnich
implantatu apod.)




Roezally v MIC;, MBIC a MBEC — pereviaani

Porovnani MIC, MBIC a MBEC (log)
log
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Zkratky antibiotik: pen — penicilin, oxa — oxacilin, ams — ampicilin/sulbactam,
cmp - chloramfenikol, te t — tetracyklin, cot — kotrimoxazol, ery — erytromycin, cli
— clindamycin, cip — ciprofloxacin, gen — gentamicin, tei — teikoplanin, van —

vvanlAamyv/iein




Biofiim ar mikrebiocloegicka
diagnostika

= Protoze dnes vime, ze biofilm existuje a je
dulezity, nemuzeme se tvarit, ze tomu tak neni.
Biofilm ovlivihuje mikrobiologickou
diagnostiku v nasledujicich bodech:

= Pokud predpokiadame tvoerbu biofilmu, je treba to
zohlednit pri zpracovani materialu (napr. u katetru)

= Je mozne primo detekovat tvorbu biofilmu, resp.
skion bakterii tvorit biofilm

= Je mozne (a uzitecne) urcovat hodnoty MBIC a
MBEC.




Kultivace bakterii tvoricich biofilm

s Pokud bakterie tvori biofilm, je vhodné
zohlednit tuto skutecnost pri zpracovani
materialu

m V posledni dobe se vedou velkeé diskuse napr.
o tom, jak zpracovavat zilni katetry pred jejich
Kultivaci v mikrobiologické laboratori.

m Jsou vyvijeny metody, jejichz cilem je dobry
zachyt patogenu, jejich kvantifikace a zaroven
odcloneni kontaminace




Klasicke zpracovanit katetrt

= Klasicka kultivace v bujonu: katetr se viozi
do tekute pudy a kultivuje 24 h. Je-li po teto
dobe bujoni zakaleny, |e vyockovan ha pevaou
pudu a pripadné bakterie identifikovany.

= Co se stane: Uvolni se bakterie v planktonicke
forme. Bakterie ve forme biofilmu se uvolni
malo nebo Vubec.

= \/Zhledem k pouziti bujenu jake pemnezevaci
pudy nevime nic o kvantité (kontaminace %
Infekce).




Nove moznosti zpracovani katetru

= Semikvantitativni metoda: Bujon se ovali po
povrchu pevne pudy. Co se stane:
Zmapujeme povrch katetru aisemikvantitativne
posoudit nalez, nevypovida vsak o bakteriich
UvnItra bakterie se nemusi uvoelnit z biofilmu.

= Sonifikace: biofilm rozbijeme ultrazvukem. Co
se stane: rozrusime biofilm na povrehul I UVAItr
katetrul. Vyockevani Urciteho objemu VZorku: e
Kvantitativaii metoda, takze dava moznost
posoudit mmnozstvi mikrebu.




Vieznostii detekee produkee
piofilmu U bakterii a kvasinek

= Prukaz biofilmu fenotypovymi metodami
(kultivace na agaru s kongo cerveni,
Chrlstensenova metoda)

archiv e gl
" Prikaz biofilmu genotypovyml metodami



SPISe pro Vyzkumne a vyukeve
tcely: Mikroskopie oralniho biofilmu

= \/ preparatech barvenych Gramem lze pozorovat
shiuky bakterii (G+ 1 G- ) a pripadne bunky
makroorganismu (epitelie apod.)

= Jinai barvent, napr barveni aIC|anovou modrl
umoznuji i znazornéeni g
polysacharidoveho materialu,
tj. nebunécné Casti biofilmu,
bunky jsou zde znazorneny
negativnim barvenim

Foto:
archiv MU




Jak zjistit biofilm na z

m Dobrovolnik ma
pripravenou
tabletku s barvivem
barvicim zubni plak.

m [abletka se necha

' plisobit v dutiné Ustni cca
( 2 min. Poté je vidét, kde
se nejvice usazuje plak

" Foto:
archiv MU
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Lecba: Eradikace biofilmu

= Antibioticka lecba casto potlaci pouze
symptomy infekce zpusobene bunkami
uvolnenymi z matrix biofilmu a jejich: interakei
S Imunitnim systemem, bunky: ulezenée
V. matrix biofilmui neni schopna zasahnout.

= K eradikaci biofilmul je mozno VyuZzit
Vysokych kencentraci ATB i jejich
kombinaci (napr. ATB zatka katetru), pokud

lecba selhava, je nutno vyjmout lozisko
biofilmu




Prevence

" Prevence nadmerneho biofilmu v ustni dutine
= Pravidelnée cisténi zubu a omezeni sladkych jidel a
napoju
= Prevence katetrovych biofilmu

» Katetry a kostni' cementy z materialu
nepodporujicich tvorbu biofilmu, pripadne
s antimikrobialnimi substancemi, napr.
minecyklin Ci rifampicin

= Proplachy katétru

= Dodrzovani pravidel asepse, spravne
dekontaminacni pestupy: apod.




INashledanoul priste!

Cerveny jazyk jedne studentky v praktiku
venovanem prukazu ustniho biofilmu

Foto O. Z.




