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Tvorba biofilmu u mikrob@
izolovanych z klinického
materialu

MUDr. Cernohorska Lenka, Ph.D.
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o tvori biofilm (bakterie, viry, kvasinky,
ruh, vice druhdl, multibakterialni komunity)

e se tvori biofilm (vetSinou na pevnych

povrsich)

Jak se tvori biofilm (slozitym mechanismem
viz. dale)

Proc se tvori biofilm (ochrana pred rlz.
nepriznivymi vlivy)
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Kdo tvori biofilm?

P. aeruginosa
S. koagul. neg.

A. baumanii
aj. (temer vsechny bakterie, kvasinky a
plisne)



K!e se tvorI ||!

¢ Katetry a cévky
r Kontaktni cocky
¢ Zubni implantaty
« Nahrady aj.

¢ Vodovodni trubky

¢« Na zubech — zubni plak, spolupodili se na
vzniku kazu v pripade vysoke konzumace
cukrdl a necisténi zubl

v Na kamenech v rece - fyziologické na rozdil
od jinych!
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Vznik biofilmu

~ Na zacatku je pevny povrch a

plovouci bakterie < +

~ Bakterie adheruje na povrch .

~ Nasleduje agregace dalsich bakterii .

~ Bakterie zacnou produkovat
polysacharidovou matrix P

r AZ vznikne tridimenzionalni
struktura zvana biofilm
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Vznik biofilmu v casovem

sledu

Pro zajemce na www.medmicro.info




v Vyznam tvorby biofilmu u
(8 bakterii

% antibiotikum

. . . . v
»» 1munitni reakci hostitele Q
% dezinfekCnim prostredkiim




Mechanismy ovlivnujici
rezistenci na antibiotika
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Prukaz biofimu
1 EP& NEG
Ve zkumavkach ci desticce dle Christensena? _ L

kultivace mikroba, vyplach planktonickych bakterii + obarveni
bakterii Inoucich ke st&n& — modra souvisla vrstva na sténd
zkumavky nikoliv prstenec Ci sediment — to je biofilm!

Prilkaz ve zkumavkach obarvenych alcianovou modri

Pomoci el. mikroskopie, SEM, TEM

Specialnimi kultivatory a jinymi fenotypickymi
metodami

Genotypovymi metodami (PCR, FISH) aj.
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-~ Stanoveni citlivosti bakteriiv- - -
biofilmu

< Kultivace bakterii v "mikrotitracni* desticce v mediu

<+ Po vi/)plachu planktonickych bakterii pridame naredene
antibiotikum (kombinace ATB) a znovu kultlvu1eme

< Stanoveni MBEC (minimum biofilm eradication concentration)
— ruzné vedecké skupiny — rlizna oznaceni - ve srovnani s MIC
(minimum inhibitory concentration) mnohonasobne vyssi
hodnoty (4x-1024x¥ lezi nad break pointem daného antibiotika

» K eradikaci nelze pouzit 1 ATB, pokusy o stanoveni
synergismu 2 antibiotik, slozity vzorec, zatim jen pro vyzkum

< Nutno znat klinické souvislosti (tj. stav pacienta)




Srovnani MIC a MBEC hodnot

log MIC MBEC
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Antibiotika



Citlivost na ATB u kmene

P. aeruginosa 320

Testované kombinace antibiotik

aztreonam + ciprofloxacin

netilmicin + ofloxacin

cefoperazon + ciprofloxacin

aztreonam + cefepim

320 MIC MBEC
aztreonam 8* 128
ceftazidim 2* 32
cefoperazon 2* 64
cefepim 4* 64
netilmicin 0.25% 64
amikacin 0.5* 64
ofloxacin 0.125* 16
ciprofloxacin| 0.125* 16
YFBIC>05a<1|)>FBIC>1a<4| >FBIC>4
slaby SE indiference | antagonismus
1

ceftazidim + amikacin

cefepim + amikacin

ceftazidim + netilmicin

* Bakterie MIC ,citliva®, MBIC 4x - 256x vyssi nez MIC

(mg/l)
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Stanoveni MBEC
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Doporuceni a eradikace
~ Stanoveni MBEC je u bakterii tvoricich biofilm

VaeVs" VvV

vhodnéjsi nez stanoveni MIC

~ U pacientl nereagujicich na Iécbu stanovit
synerqy efekt , bakterie pivodné necitliva na
jednotliva ATB je citliva ke kombinaci ATB

~ U mikrob( re2|stentn|ch i ke kombinacim
antibiotik, zastava jedinou moznosti vyjmuti
hiofilomového /oZiska (katetru kloubnich
nahrad, zubnich implantatd aj.)

~ Moznosti prevence: katetry Uotazene
antimikrobial. substancemji napr.
minocyklinem a rifampicinem, proplachy,
hygiena... a
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1 — Mikroskopie oralniho biofilmu

v V preparatech barvenych Gramem lze pozorovat
shluky G + i G- bakterii a bunky
makroorganizmu (epitelie apod.)

r Jina barveni, napr. alcianovou modri znazorni
polysacharidovy material (nebunecne casti
biofilmu)
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. 2-Vliv ¢idténizubtina .
oralni biofilm

Dobrovolnik ma pripravenou tabletku s barvivem
barvicim zubni plak. Nechte tabletku pUsobit v
dutiné Ustni cca 2 min. Zakreslete, kde se nejvice
usazuje zubni plak
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3- Katetry —

~ Klasicka kultivace v bujonu: Uvolni se bakterie
v planktonicke formé. Bakterie ve forme biofilmu
se neuvolni

~ Semikvantitativni metoda: Umoznuje
zmapovat povrch katétru a semikvantitativné
posoudit nalez, nevypovida vsak o bakteriich v
lumen

~ Sonifikace: rozrusuje biofilm na povrchu i v
lumen katétru. Vyockovanim urcitého objemu
vzorku /ze posoudit mnozstvi mikrobl
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-4 = Vliv pritomnosti sacharidtina -

tvorbu zubniho plaku

"Posud'te vliv prijmu rzného mnozstvi
sacharidld ve stravé na rychlost tvorby
biofilmu u kariogenniho Streptococcus
mutans

Jaké zavery vyplyvaji z tohoto pokusu
ohledné mnoZzstvi sacharidi ve strave,
délce jejich setrvani v dutinée ustni ?
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5 — MIC versus MBEC |

r MIC urCuje minimalni inhibicni
koncentraci ATB u planktonické formy

r MBEC je nejnizsi koncentraci antibiotika, kde
jeste prokazeme eradikaci biofilmu (zadné zivé
buriky, pH beze zmény - dulek zlstava cerveny).
Vypovida lépe o skutecném Ucinku antibiotika na
bakterie Zzijici ve forme biofilmu




