Téma P11

P11 Bakterialni biofilm
Ukol 1: Mikroskopie oralniho biofilmu

Sterilni Spachtli si setiete zubni plak. Natfete na podlozni sklo, fixujte je a obarvéte podle Grama. Druhy obrazek
nakreslete podle prezentace. Jde o preparat obarveny alcianovou modii (barvivo selektivné se vazici na
polysacharidy). Fixovany preparat byl polit alciinovou modii a barven asi 5 minut. PopiSte a zakreslete
sledované utvary. Vsimejte si shlukil bakterii a v preparatu barveném alcianovou modii obarvené extracelularni
polysacharidové substance (v preparatu barveném Gramem je neuvidite)

Gramovo barveni Alcianova modrf

Ukol 2: Vliv &isténi zubi na oralni biofilm

Vyplachnéte si tista roztokem predloZzeného barviva dle pokynti vyucujiciho a prohlédnéte. Zbarvena mista jsou
pokryta biofilmem. PopiSte mista, kde se biofilm usazuje nejvice, pfipadné kde nebyl biofilm odstranén pfi
¢isténi zubt. Poté si zuby vycistéte, mate-li ¢im.

Vysledek: Biofilm se nejvice usadil na téchto mistech:

Ukol 3: Pritkaz mikrobi kolonizujicich katétry

a) Kvalitativni metoda pomnoZeni v bujonu
Vytazeny centralni venosni katétr (CVK) byl ponofen do kultivatniho média a kultivovan 24 hodin. Poté bylo
zakalené kultivacni médium vyockovano na krevni agar. Zhodnot'te nartist mikroorganizmi na krevnim agaru.

b) Semikvantitativni metoda (Makiho metoda)

Vytazeny CVK byl valen po povrchu krevniho agaru, ktery byl poté kultivovan. Zhodnotte nartst
mikroorganizmli a spocitejte narostlé kolonie. Za signifikantni se povazuje mnozstvi kolonii >15, mensi
mnozstvi je mozno povazovat za kontaminaci. Je-li kolonii evidentné vice nez 100, nepocitejte a napiste
,»> 100,

¢) Kvantifikace pomoci sonifikace katétru

Vytazeny CVK se ponoii do 10 ml fyziologického roztoku a poté vystavi u€inku ultrazvuku, ktery rozrusuje
strukturu biofilmu a jednotlivé bakteridlni buiiky tak z biofilmu uvoliiuje. 100 mikrolitrti takto vzniklé suspenze
se naockuje ptimo na krevni agar a rozockuje sterilni klickou po celém povrchu krevniho agaru. Dle pokynu
vyucujiciho proved'te metodu sonifikace katétru. Naockované krevni agary umistéte do termostatu do 37 °C.

Na pfipravené Petriho misce spocitejte mnozstvi kolonii narostlych na krevnim agaru a vypocitejte pocet bakterii
adherujicich na povrch katétru. Je-1i kolonii evidentné vice nez 100, napiste ,,> 100,

Vysledky:

3a 3b 3¢

Odhad poctu mikrobt

Kterym z uvedenych postupil je mozno detekovat a kvantifikovat bakterie nejen z biofilmu

pfitomného na povrchu katétru, ale i v jeho lumen?

Které metody umoziuji kvantifikovat mnozstvi bakterii adherovanych na povrchu katétru?

Jaky ma smysl kvantifikace mikroba izolovaného z katétru?

Ukol 4: Vliv p¥itomnosti sacharidi na dynamiku ristu biofilmu
Do jednotlivych diillkti mikrotitracni desticky obsahujici BHI médium doplnéné 0 %, 2 %, 4 %, 8 % glukdzy byl
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inokulovan kmen Streptococcus mutans. Po 2, 8, 16, 24 hodinach kultivace pii 37 °C byly ptislusné dalky tikrat
promyty. Vrstva vytvofeného biofilmu, ktera ziistala pevné adherovana na sténach jamek mikrotitra¢ni desticky,
byla obarvena 20minutovym puisobenim gencianové violeti. Prebyte¢né barvivo bylo odstranéno z jamek
opatrnym promytim. Intenzita zbarveni jamek se méfi spektrofotometrem a odpovida tloustce vytvoiené
biofilmové vrstvy.

Na pfilozeném papife jsou vysledky spektrofotometrického meéfeni intenzity zbarveni dulkl. Z piedlozenych
vysledktl sestrojte prostorovy graf dynamiky tvorby biofilmu v zavislosti na ¢ase a koncentraci glukozy. (Pro
kazdou koncentraci a ¢as je zméfeno Sest dulkl, vyberte vzdy hodnotu pfiblizné primérnou, neni nutno pocitat
pramér piesné.)

Primémé | 2 h 8h 16h |24h
hodnoty*

0%

2%

4%

8 %

* hodnoty absorbance, priblizny primér ze vSech Sesti dulkd, které byly podrobeny stejné koncentraci glukozy
po stejny Cas

Jak ovliviiuje doplnéni média glukdzou tvorbu biofilmu?

Ukol 5: Citlivost biofilmpozitivnich mikrobi k antimikrobialnim latkam (srovnani

planktonické a biofilmové formy mikroba)

V desticce €. 1 je stanovena MIC pro planktonickou formu S. epidermidis. Stejny kmen byl kultivovan tak, aby
vytvoril biofilm na sténach dialkd mikrotitra¢ni desti¢ky. Na tento biofilm poté pusobila antibiotika ve stejnych
koncentracich jako v destiéce ¢. 1. Po 18 hod. pisobeni byla antibiotika odstranéna a do dulkd bylo pfidano
kolorimetrické médium (desticka €. 2) Pfitomnost zivych bakterialnich bun¢k vede ke zméné barvy tohoto média
(z Cervené na zlutou). Dle pfiloZzenych interpretacnich tabulek zjist¢te MIC pro planktonickou formu a
koncentrace antibiotik schopnych zasdhnout burnky v biofilmu a tak je eradikovat (minimalni biofilm eradikujici
koncentrace, MBEC). Pokud jsou v ptipadé¢ MBEC vsechny dulky zluté, zapiste u MBEC napt. ,,> 1024, bude-
li 1024 mg/1 nejvetsi koncentrace daného antibiotika ve druhé desticee.

Antibiotikum S. epidermidis — planktonicka forma S. epidermidis — rast v biofilmové formeé

MIC MBEC
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