Epidemiologie 1-06

19.1.2006 10:07 str. 23

B

FEpidemiol. Mikrobiol. Imunol. 55, 2006, ¢. 1, s. 23-29

Moznosti prukazu tvorby biofilmu v rutinni
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Mikrobialni biofilm

Souhrn

Stale ¢astéjsi pouzivani katétru a umélych implantata, podavani antibiotik a vysoky pocet imu-
nokompromitovanych pacienta patii mezi hlavni pfi€iny rostouciho vyznamu biofilmovych infek-
ci. Jejich charakteristické rysy, piredevsim znaéna rezistence k antimikrobialnim latkam a tvorba
dlouhodobé perzistujicich loZisek, komplikuji terapii. Proto je pro klinické lékare znalost pritom-
nosti tohoto faktoru patogenity cenna a méla by mit vliv na postup pii 1é€bé pacienta. K prukazu
schopnosti tvorit biofilm u klinicky vyznamnych mikroorganismu je vsak potieba dostateéné spo-
lehlivy a citlivy postup, kterého l1ze pouzit i v podminkach bézné mikrobiologické laboratore. Pro
prukaz tohoto faktoru virulence se v souéasnosti pouziva siroké spektrum vysetiovacich technik.
Vizualizaci biofilmu mikroskopickymi technikami poéinaje pies kultivaéni prukaz, detekei jeho
slozek, odhalovani fyzikalné-chemickych odlisnosti biofilmpozitivnich mikroorganismu ve srov-
nani s jejich planktonickymi formami aZ po priukaz genu zodpovédnych za jeho tvorbu. Vzhledem
k omezenim jednotlivych metod 1ze nejlepsich vysledku dosahnout nejlépe jejich vzajemnou kom-
binaci.

Kliéova slova: biofilm — metody priukazu biofilmu - Christensenova zkumavkova metoda - agar
s kongo ¢erveni - kapilarni zénova elektroforéza — kapilarni izoelektricka fokusace.

Summary

Ruzi¢ka F., Hola V., Votava M.: Methods for Detection of Biofilm Formation in
Routine Microbiological Practice

The increasing use of catheters, artificial implants and antimicrobials as well as high numbers of
immunocompromised patients are major causes for concern over biofilm infections. These infec-
tions are characterized particularly by high resistance to antimicrobials and formation of persis-
tent foci that may complicate therapy. Therefore, detection of biofilm formation is of high rele-
vance to the clinician and his/her approach to the treatment. Reliable and sensitive methods for
detection of this pathogenicity factor in clinically important organisms, suitable for use in routine
microbiological laboratories, are needed for this purpose. Currently, a wide array of techniques
are available for detection of this virulence factor, such as biofilm visualization by microscopy,
culture detection, detection of particular components, detection of physical and chemical differ-
ences between biofilm-positive organisms and their planktonic forms and detection of genes
responsible for biofilm formation. Since each of these methods has limitations, the best results can
be achieved by combining different approaches.

Key words: biofilm — methods for biofilm detection - Christensen’s test tube method - Congo red
agar - capillary zone electrophoresis - capillary isoelectric focusing

a jeho vyznam v mediciné

Schopnost mikroorganismu tvorit na pevném
povrchu prisedla spolefenstva byla popsana
u moiskych mikroorganismu jiz poc¢atkem dvaca-
tého stoleti [50]. Zjistilo se, Ze takovy zptisob Zivo-
ta je pro vétSinu mikroorganismu zakladnim zpu-
sobem jejich piirozené existence. Relativné
organizovana, ¢asto mnohovrstevna spolecenstva

mikroorganismu, pevné adherujici k biologickym
¢i umélym povrchium a obalena extracelularni
polymerni matrix, byla pozdé&ji nazvana biofil-
mem [8]. Diky spolupraci a komunikaci mezi jed-
notlivymi burikami se biofilm formuje jako rela-
tivné slozitd struktura s naznaky cirkulaéniho
systému, umoznujici vyzivu a odvod metabolitia
v celé vrstvé. Struktura a tvar biofilmu jsou vSak
znacéné proménlivé a zavisi z velké ¢asti na pod-
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minkach zevniho prostfedi. Mikroorganismy ros-
touci ve formé biofilmu se odliSuji svymi fyziolo-
gickymi vlastnostmi od planktonickych forem.
Rust ve formé biofilmu je pro mikroorganismy
vyhodny, biofilm pro né predstavuje uéinnou
ochranu pfed nepfiznivymi podminkami zevniho
prostiedi a zaroven usnadnuje vzajemnou koope-
raci i vyménu genetickych informaci [9, 11]. U nas
na problematiku biofilmu v mediciné upozornil
jako prvni Schindler [40].

Podminkou vzniku biofilmu je adheze bakteri-
alnich bunék na pevny povrch. V prvni fazi tvor-
by biofilmu tak hraji vyznamnou roli fyzikalné-
chemické vlastnosti adhezniho povrchu
i pritomnost faktort adhezivity, jako jsou fimbrie,
lipopolysacharid, bi¢iky nebo exopolysacharidy
a receptory na povrchu mikroorganismu. Po piil-
nuti mikroorganismt k povrchu néasleduje faze
y,akumulace a maturace biofilmu“, kdy bakterie
svym mnoZenim a vzajemnou agregaci vytvareji
tzv. mikrokolonie. V této fazi zaroven dochazi
k produkeci pomérné velkého mnozZstvi extracelu-
larni matrix, tvoiené z vétsi ¢asti polysacharidy.
Na regulaci celého procesu se uplatnuji specifické
molekuly, umoziujici mezibunéénou komunikaci,
napf. tzv. quorum sensing systém, reagujici na
mnozstvi bakterii v ur¢itém prostoru. V zavérec-
né fazi muze dochéazet k uvoliovani bunék z bio-
filmu, a tak k jejich dalsimu Si¥eni [32].

Infekce zptisobené bakteriemi rostoucimi ve for-
mé biofilmu predstavuji zavazny zdravotnicky
problém. Biofilm, jako vyznamny faktor virulence,
nejen usnadiiuje bakterialnim burnikam p#islusné-
ho kmene adhezi a kolonizaci, ale také je chrani
pfed ataky imunitniho systému a pied uc¢inkem
antibiotik. Tvorba obtizné eliminovatelnych lozi-
sek a z toho vyplyvajici dlouhodobé piezivani
infekéniho agens v hostitelském organismu tak
urc¢uji charakter biofilmovych infekei [10]. Mezi
infekce bézné spojované s tvorbou biofilmu patii
napt. pseudomonddova pneumonie pii cystické
fibréoze, periodontitida, osteomyelitida (stafyloko-
ky), otitis media (Streptococcus pneumoniae, Hae-
mophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Strep-
tococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa a dalsi), endokarditida
(viridujici streptokoky, pneumokoky, enterokoky,
stafylokoky), enterobakterie, pseudomonady, kva-
sinky rodu Candida a jiné), prostatitida (Escheri-
chia coli) a dalsi [13, 32]. Biofilm se téZ snadno
tvoii na dlouhodobé zavedenych katétrech, trache-
alnich cévkach a na umélych implantatech, jako
jsou umélé srdeéni chlopné, kardiostimulatory,
umélé kloubni nahrady, nitrodélozni téliska apod.
Vzruastajici vyznam biofilmovych infekei v posled-
nich desetiletich je mimo jiné spojen pravé se sta-
le ¢astéjsim pouzivanim téchto umélych implan-
tatt.

Ao

Zvlasté zavazné jsou infekce krevniho obéhu,
predevsim katétrové sepse a infekéni endokardi-
tidy. Nejéastéjsim izolatem zde byva Staphyloco-
ccus epidermidis a dalsi koagulaza negativni sta-
fylokoky (CoNS), dale S. aureus, P. aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, E.
coli, kvasinky a dalsi [9, 13, 42]. Nékteré z téchto
bakterii, jako napf. CoNS a kandidy, kolonizuji
kozni a slizniéni povrchy a mohou kontaminovat
odebirané vzorky. To pak komplikuje interpretaci
klinického vyznamu pi#i jejich izolaci z krve.
Odpovéd na otazku, je-li izolovany kmen etiolo-
gické agens sepse nebo pouha kontaminanta,
neni jednoducha. Pro etiologicky vyznam izolatu
svédéi jeho opakovany zachyt z vice raznych
odbéria a rychlejsi pozitivita hemokultury.
K posouzeni klinického vyznamu izolovaného
kmene muZe pomoci i prukaz schopnosti tvorit
biofilm. Bylo prokéazano, ze klinicky vyznamné
izolaty koagulazanegativnich stafylokoku i kvasi-
nek (non-albicans) z hemokultur ve srovnani
s neinvazivnimi kmeny maji tento faktor virulen-
ce Gastéji [8, 14, 37, 43]. Prukaz schopnosti tvorit
biofilm u klinickych izolatt poskytuje 1ékaii cen-
né podklady k tvaze o moznostech strategie tera-
pie a o progndze onemocnéni.

Laboratorni prukaz biofilmu

Pro prtkaz schopnosti tvotit biofilm a pro sle-
dovani jeho fyziologie byla vyvinuta cela rada
metod. Ne vSechny se vSak hodi pro pouziti
v rutinni mikrobiologické praxi a ne v§echny jsou
dostupné pro bézné laboratoie. Obecné lze meto-
dy prukazu biofilmu rozdélit na metody genoty-
pové a metody fenotypové. Pomoci genotypovych
metod obvykle prokazujeme geny zodpovédné za
adhezi mikrobialnich bunék k povrchim (atl/E,
fbe) nebo geny zodpovédné za syntézu extracelu-
larni matrix (ica). Tyto metody vSak indikuji pou-
ze potencialni schopnost tvorit biofilm. Skuteéna
tvorba biofilmu u vySetfovaného kmene se proka-
zuje metodami fenotypovymi.

Genotypové metody

Pouziti molekularné biologickych metod je
u vétsiny mikroorganisma komplikovano pomeér-
né velkym poétem genti, které se mohou na tvor-
bé biofilmu podilet. U stafylokokt se prokazuji
geny ica operonu, zodpovédné za tvorbu kli¢ové
slozky biofilmu — extracelularni polysacharidové
substance (EPS), nejéastéji pomoci PCR [14, 18].
Interpretaci vysledka tohoto vySetieni kompliku-
je skutecnost, Ze neni ziejmé, jsou-li tyto geny
skutefné exprimovany a zda vySetfovany kmen
biofilm skuteéné tvoii. Castéjsi vyskyt u kment
zpusobujicich zavazni onemocnéni a zaroven
nezavislost na zevnich podminkach umoznuji
pouzit pritomnost téchto gent jako jedno z krité-
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rii klinické vyznamnosti izolovaného kmene. Dal-
§i geny, které se na tvorbé stafylokokovych biofil-
mu podileji, jsou geny zodpovédné za priméarni
adhezi k povrcham (gen at/E kédujici stafyloko-
kovy autolysin, gen fnb kédujici ,fibronectin-bin-
ding protein®), gen bap kodujici ,biofilm associa-
ted protein®, gen aap koédujici ,accumulation
associated protein“ a dalsi [36]. Jejich obecny
vyskyt v Sirokych stafylokokovych populacich
omezuje jejich pouziti v rutinni diagnostice.

U ostatnich mikroorganismu, napt. u kvasinek,
pseudomonad, enterobakterii a enterokoku, neby-
ly, vzhledem ke sloZitosti celého procesu, prokaza-
ny geny s takovou klicovou tulohou pti tvorbé bio-
filmu, jakou maji napi. geny ica operonu
u stafylokoku [5, 39, 48]. Molekularné biologické
metody jsou zde vyuzivany spiSe k vyzkumnym
acelam. S jejich rozvojem se vSak otviraji moz-
nosti dal§iho vyuziti pro prukaz schopnosti tvorit
biofilm, napi. vyuziti microarray technik deteku-
jicich vétsi poéet genti soucasné.

Fenotypové metody

Mezi nejcastéji pouzivané fenotypové metody
patii postupy prokazujici tvorbu biofilmu na sté-
né kultivaéni nadoby, napi. Christensenova zku-
mavkova metoda, piipadné jeji modifikace. Také
je mozno prokazat schopnost tvorby extracelular-
ni polysacharidové substance (EPS), napt. u sta-
fylokoku pomoci kultivace na agaru s kongo cer-
veni. Dale je mozno k tomuto tcelu pouzit napt.
mikroskopické techniky a dalsi laboratorni postu-
Py, jako jsou elektromigraéni techniky.

Mikroskopie

Pro studium adheze mikroorganismu k vhodné-
mu prihlednému podkladu se pouziva mikrosko-
pie opticka. Extracelularni polysacharidové
struktury je mozno zvyraznit barvivy, napt. alcia-
novou modii, které se na né specificky vazou.
Byla testovana i moznost pfimé detekce biofilmu
na katétrech pomoci svételné mikroskopie. Cast
infikovaného katétru byla barvena vhodnym bar-
venim, fixovana a fezana mikrotomem. Nejlépe se
osvéddilo fixovat katétr zamrazenim a ¥ezat jej na
zmrazovacim mikrotomu. Nastavaly vSak problé-
my pii Fezani katétru zptsobené jeho pruZnosti
(PVC, silikon) ¢i naopak tvrdosti (polypropylen).
Zaroven dochézelo k odluéovani biofilmu od povr-
chu katétru. Z téchto duvodn, i kvali pracnosti,
neni tento zptisob primé detekce biofilmu na kli-
nickém materialu p#ili§ vhodny pro rutinni vyset-
fovani [20].

S vyhodou muze byt pouzita i fluorescenc¢ni
mikroskopie, napf. pro sledovani zivotaschopnosti
bunék [31]. Biofilmy o vétsi tloustce nez 3—4 um
se lépe sleduji pomoci konfokalni laserové mikro-
skopie. Tato nedestruktivni metoda nam umoznu-
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je zobrazit prufez biofilmem a pomoci analyzy
obrazu rekonstruovat skuteénou trojrozmeérnou
strukturu [2, 27]. Ke sledovani biofilmu a jeho
struktury slouzi také elektronova mikroskopie.
Bohuzel, zpracovani vzorku je pomérné kompliko-
vané a dochazi pii ném k deformaci struktury bio-
filmu vinou dehydratace. Vyraznou nevyhodou
konfokalni laserové i elektronové mikroskopie je
pomérné vysoka cena piistroji, ktera omezuje
jejich dostupnost pro bézné rutinni laboratoie.

Christensenova zkumavkovd metoda

P#i Christensenové zkumavkové metodé (Chri-
stensen test tube method, CTT) je vySetfovany
kmen kultivovan ve zkumavce obsahujici vhodné
médium a poté je vrstva biofilmu vytvorena na
vnitini sténé zkumavky prokazana obarvenim
[6]. Tato metoda je pomérné rozsifena a lze ji pou-
zit pro kvalitativni prikaz tvorby biofilmu u celé
fady lékarsky vyznamnych mikroorganismu tvo-
Ticich biofilm. S ohledem k naroktm jednotlivych
druhu je vSak nezbytné ji vhodné modifikovat.
Zvlastni daraz je potieba dat na vybér vhodného
typu kultivaéniho povrchu, na pouzité médium
a také na kultivaéni rezim.

Nejcastéjsim materialem pouzivanym jako kul-
tivaéni povrch je sklo a tvrzeny polystyren. Diky
svym povrchovym vlastnostem se jevi sklo jako
vhodnéjsi povrch pro kultivaci stafylokokovych
biofilmt. Naproti tomu u kvasinek je zase vhod-
néjsi pouzit jako kultivaéni povrch tvrzeny poly-
styren. Polystyrenovy povrch vSak lze vhodné
upravit tak, aby jej bylo mozné pouzit i ke kulti-
vaci stafylokokovych biofilmi. Takovou tpravou
muze byt napt. sulfonace [19], navazani molekul
poly-L-lysinu usnadnujici adhezi bunék [29] nebo
pouziti fyzikalnich postupt pouzivanych p¥i pra-
myslové vyrobé kultivaénich povrcht usnadnujici
adhezi bunék ve tkanovych kulturach — plazmovy
vyboj ve vakuu [25]. Z dalsich materiala je mozno
pouzit napt. polypropylen a polyvinylchlorid [17],
avsSak jejich velkou nevyhodou je nepruhlednost.
Volba vhodného kultivaéniho média rozhodujicim
zpuasobem ovliviiuje dspésSnost této metody. Nej-
¢astéji pouzivanymi médii u vétSiny mikroorga-
nisma jsou bujon z mozkosrdcové infuze nebo
tryptonoséjovy bujon [6, 26], u kvasinek se pouzi-
va také napi. ,Yeast Nitrogen Base“ bujon ¢i
Sabouraudtv bujon [17, 43]. Na tvorbu biofilmu
ma vyrazny vliv obohaceni média napi. o sachari-
dy [1, 26] nebo o ionty vapniku ¢& hoiéiku [33].
Tvorbu biofilmu zvySuje i pouZiti stresujicich fak-
tord, jako je ethanol ¢i vyssi koncentrace chloridu
sodného [25]. Urcitou roli maze hrat i sloZeni kul-
tivaéni atmosféry a dynamické podminky kultiva-
ce [45, 46]. Pro kultivaci se bézné pouziva teplota
37 °C, u kvasinek téz 30 °C. Vhodna doba kultiva-
ce se lisi podle druhu mikroorganismu. K adhezi

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

25

—



Epidemiologie 1-06

19.1.2006

10:07

str. 26

Obr. 1. Prukaz tvorby biofilmu u S. epidermidis Christense-
novou zkumavkovou metodou

Biofilmpozitivni kmen S. epidermidis (vlevo)
Biofilmnegativni kmen S. epidermidis (vpravo)

Fig. 1. Detection of biofilm in S. epidermidis by Christensen’s
test tube method

mikrobidlnich bunék na sténu kultivaéni nadoby
obvykle dochazi jiz v prvnich hodinach kultivace
a vrstva biofilmu byva patrna za 6-8 hod. Vyzra-
la, dostatecna vrstva biofilmu se vytvoii asi za
18-48 hodin. Del8§i kultivace neni nutné, naopak
muze dochazet az k odluc¢ovani biofilmu, vlivem
niz§i soudrznosti biofilmové vrstvy a pravdépo-
dobné také uc¢inkem regulac¢nich systému, napft-
quorum-sensing systému [34].

Promyvani zkumavky po skonceni kultivace
odstranuje neadherované bakterie. Vrstva biofil-
mu pevné Ipici na vnit¥ni sténé zkumavky se fixu-
je, nejlépe susenim nebo Bouinovym roztokem [4],
a poté se barvi vhodnym barvivem — krystalovou
violeti, safraninem aj. Vysledek vySetieni je pova-
Zovan za pozitivni, pokud je patrna souvisla vrst-
va obarveného materialu adherovaného na sténé
zkumavky. Pokud tato vrstva neni patrna nebo je
pritomen pouze obarveny prstenec v misté hladi-
ny kultivaéniho média, je vysledek povazovan za
negativni (viz obr. 1). Hodnoceni vysledku je
bohuzel zatiZeno znac¢nou subjektivni chybou.
Problémy nastavaji zvlasté pii hodnoceni vysled-
kt u kment slabé tvoricich biofilm. Také nedodr-
zeni vhodnych kultivaénich podminek muze vést
k fale$né negativité [25].

Kvantitativni priukaz biofilmu kultivaci
v mikrotitracni desticce
Tato metoda je modifikaci vyse uvedené CTT,
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pti které se jako kultivaéni nadoby pouzivaji jed-
notlivé jamky mikrotitraéni desti¢ky [7]. Velkou
vyhodou je zde snaz§i manipulace i mozZnost
kvantifikace vysledkt. Do jednotlivych jamek
mikrotitraéni desticky je aplikovdna suspenze
vySetiovaného kmene ve vhodném médiu, poté je
desticka kultivovana, vyplachnuta a obarvena
podobné jako v piripadé CTT. Stejné jako u zku-
mavkové metody, i zde je nutné peclivé volit kul-
tivacéni podminky, médium i typ povrchu, na kte-
rém ma biofilm rust. Vysledek se ode¢it4d pomoci
spektrofotometru mérenim intenzity zbarveni
jamky, ktera koresponduje s tloustkou a mnoz-
stvim narostlé biofilmové vrstvy. Jinym zptsobem
detekce ptripadné i kvantifikace biofilmu je napi-
prukaz jeho biochemické aktivity pomoci ATP bio-
luminiscence [16] nebo pouzitim kolorimetrickych
médii. Kolorimetricka média detekuji pritomnost
zivotaschopnych bunék na zakladé stépeni sacha-
ridad a vzniku kyselych produktti metabolismu,
vedoucich ke zméné barvy média [21]. U kvasinek
se pomérné ¢asto vyuziva jejich schopnosti redu-
kovat tetrazoliové soli na barevny formazan [17].

Kultivace na agaru s kongo erveni

Kongo ¢erven je barvivo specificky adherujici na
polysacharidy. V roce 1989 popsal Freeman et al.
metodu umoznujici u stafylokokd prokazovat tvor-
bu extracelularni polysacharidové substance (EPS)
na zakladé charakteristického rastu na agaru
obsahujici 0,8 % kongocervené. Vysledek kultivace
je hodnocen podle zbarveni a konzistence vyrost-
Lych kolonii. Silni producenti EPS zde rostou v cer-
né pigmentovanych koloniich se suchou krystalic-
kou strukturou. Kmeny bez tvorby slizu vytvaieji
Cervené lesklé kolonie. Kmeny vytvarejici lesklé,
tmavé pigmentované kolonie, jsou povazovany za
slabé producenty slizu [15]. Vysledky ziskané tou-
to metodou v8ak maji pouze orientaéni hodnotu
a odecet vysledku je zatiZzen znacnou subjektivni
chybou. Nékteré kmeny se slabou produkci EPS se
totiZ nemusi na této pudeé projevit. Na druhou stra-
nu mohou nékteré kmeny, které netvoii biofilm
a ani nemaji geny ica operonu potiebné pro tvorbu
EPS, vytvaiet tmavéji pigmentované kolonie [26].
Takové falesné pozitivni vysledky je mozno vysveét-
lit pfitomnosti jinych latek na povrchu bunék vazi-
cich kongo ¢erven. Problémem muze byt i standar-
dizace pripravy pudy. I malé odchylky p#i piipravé
agaru s kongo cerveni mohou vést ke zméné
vysledkt, stejné jako pouziti barviva od jiného
vyrobce. Na druhou stranu se tato metoda diky jed-
noduchosti a technické nenaroénosti pomérné ¢as-
to pouziva v praxi. Je vSak nutné vzit v ivahu ome-
zenou vypovédni hodnotu tohoto vySetieni.

Kapildrni elektromigracni techniky
Kapilarni elektromigracni techniky [24], sou-
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Obr. 2. Kapilarni zénova elektroforéza dynamicky modifiko-
vanych biofilmpozitivnich a biofilmnegativnich kment S. epi-
dermidis.

Separace dynamicky modifikovanych kmenu S. epidermidis,
biofilmpozitivnich (a) a biofilmnegativnich (b), v kfemenné
kapilafe o praméru 0,1 mm; vlozené napéti (-) 20 kV; fluori-
metrickd detekce: Mgy = 335 nm, Ay = 463;

U — odezva detektoru (mV); t — migrac¢ni cas

Fig. 2. Capillary zone electrophoresis of dynamically modified
biofilm-positive and biofilm-negative S. epidermidis strains

hrnné oznadované jako vysokouéinni kapilarni
elektroforéza, se ¢asto pouzivaji k separaci bio-
analytd. Pro svou téinnost, citlivost a v neposled-
ni fadé i ekonomi¢nost provozu, jsou uznavanou
a Gasto nezaménitelnou separaéni technikou i ve
srovnani se znacéné rozsifenou vysokouéinnou
kapalinovou chromatografii. V poslednich deseti
letech se stale ¢astéji objevuji prace, zabyvajici se
separaci a detekci mikroorganismu [3, 12, 41].
K tomuto tucelu se obvykle pouziva kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) nebo kapilarni izo-
elektrické fokusace (CIEF). Pii separaci mikroor-
ganismu se vyuziva odliSnosti jejich povrchovych
vlastnosti v ruznych separacnich elektrolytech,
rozdiltt ve velikosti mikrobt a rozdilnosti jejich
povrchového naboje.

Tyto techniky byly rovnéz pouzity pro odliseni
biofilmpozitivnich a biofilmnegativnich kmenu
S. epidermidis [38]. Biofilmpozitivni kmeny jsou
obvykle obklopeny extracelularni polymerni mat-
rix, tzv. slizem, ktery méni jejich povrchové vlast-
nosti ve srovnani s biofilmnegativnimi kmeny.
Sliz biofilmpozitivnich kment je tvoiren poly (-
1,6-N-acetylglukosaminem. Volné aminoskupiny
vzniklé deacetylaci nékterych acetylglukosamino-
vych zbytkd pak davaji tomuto polymeru kladny
naboj [49].

Kapilarni zénova elektroforéza patii mezi
nejjednodussi elektromigraéni techniky. Jednotli-
vé ionogenni Castice se separuji v dasledku své
rozdilné elektroforetické pohyblivosti, mobility
(m), ktera je pfimo umérna vyslednému naboji
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Obr. 3. Kapilarni izoelektricka fokusace biofilmpozitivnich
a biofilmnegativnich kmenu S. epidermidis

Izoelektricka fokusace kmenu S. epidermidis, biofilmpozitiv-
nich (a) a biofilmnegativnich (b), v kfemenné kapilaie o pru-
méru 0,1 mm; vloZené napéti (-) 20 kV; fluorimetricka detek-
ce: Agx = 335 nm, Ay = 463 nm;

p! — markery izoelektrickych bodd; U — odezva detektoru
(mV); t — migraéni ¢as; ¢ — produkty vzniklé déinkem ultra-
zvuku na bakterie

Fig. 3. Capillary isoelectric focusing of biofilm-positive and
biofilm-negative S. epidermidis strains

Castice (q) a nepiimo umérna jeho velikosti —
poloméru (r) a viskozité roztoku (v):

m=gq/6avr

Kromé elektroforetického pohybu nabitych ¢as-
tic je cely objem kapilary uvadén do pohybu elek-
troosmotickym tokem (EOF), ktery je orientovan
smérem ke katodé. Vznika pusobenim stejno-
smérného elektrického pole na difuzni ¢ast elek-
trické dvojvrstvy, na rozhrani pevné a kapalné
faze u vnitini stény kapilary [24]. Pohyb ¢astice
v kapilaie je pak dan vyslednici elektroforetické
pohyblivosti (m) a EOF. Pohyb jednotlivych sepa-
rovanych zén v kapilate je sledovan pomoci
absorpce zareni ve zvoleném misté kapilary, nej-
¢astéji pomoci vhodného detektoru. Jako piiklad
je uveden elektroforeogram CZE separace bio-
filmpozitivnich a biofilmnegativnich S. epidermi-
dis dynamicky modifikovanych fluorescenéni lat-
kou, kyselinou 1,4-pyren maéaselnou, umoziujici
citlivou fluorescenéni detekci jednotek az desitek
mikroorganismu ve vzorku [23] (viz obr. 2).

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)
vyuziva pii separaci amfoterni povahy mikrobial-
nich éastic, které jsou podle distribuce kladnych
a zapornych povrchovych naboja charakterizovany
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izoelektrickym bodem (pI). Izoelektricky bod je
takové pH, pii kterém je disociace kladnych
a zapornych naboju stejnd a vysledny néboj je
nulovy. Elektromigrace probiha v gradientu pH.
Castice migruji kapilarou, dokud nedoputuji do té
¢asti separacéniho prostiedi pH gradientu, jehoz pH
je rovno jejich pl. Zde se jejich pohyb zastavi a ¢as-
tice se stejnym pl se v tomto misté zafokusuji. Po
dosazeni ustaleného stavu se fokusované zony
mobilizuji, napt. hydrodynamickym tokem vyvola-
nym pretlakem ¢ podtlakem na jednom konci
kapilary [24]. Separované a fokusované mikroor-
ganismy pak mohou byt detekovany obdobnym
zpusobem, jaky byl popsan u CZE. Také touto
metodou se podatilo separovat a odlisit biofilmpo-
zitivni kmeny S. epidermidis od biofilmnegativ-
nich. Navic bylo zji§téno, Ze biofilmpozitivni kmeny
se u¢inkem ultrazvuku zacaly fokusovat jako kme-
ny biofilmnegativni. Biofilmnegativni kmeny té¢in-
kem ultrazvuku ovlivnény nebyly [38] (viz obr. 3).
To potvrzuje predpoklad, Ze p#i¢inou rozdilu mezi
témito kmeny je pfitomnost EPS na jejich povrchu.

Zavér

K charakteristickym rystm biofilmovych infek-
ci pat¥i tvorba obtizné eliminovatelnych loZisek,
chronicita a ¢asté recidivy infekce. Biofilm posky-
tuje mikrobidlnim bunikdm ochranu nejen proti
imunitnimu systému, ale také proti celé radé anti-
bakteridlnich latek. Jejich koncentrace, potiebné
k eradikaci biofilmu, vysoce piekracuji koncentra-
ce dosahované béinym davkovanim. To znacné
komplikuje 1é¢bu téchto infekeci [28, 44]. Podani
takovych antibakterialnich latek sice potlacuje
symptomy infekce likvidaci volné plovoucich bak-
terii uvolnénych z prisedlé populace, obvykle ale
nedojde k likvidaci bakterialnich bunék dosud
usazenych v matrix biofilmu. Po ukondeni anti-
mikrobialni 1é¢by pak biofilm s prezivajicimi bak-
teriemi slouzi jako loZisko a vyvola recidivu infek-
ce. V téchto pripadech pak nezbyva, nez
kolonizovany povrch chirurgicky odstranit z orga-
nismu [47]. Tento vyznamny faktor virulence,
usnadniujici bakteriim piezivat v hostitelském
organismu, indikuje vy$$i klinickou vyznamnost
izolovaného kmene. Proto by mél byt tvorba biofil-
mu u zavaznych invazivnich infekci, zvlasté téch,
které jsou spojené s umélymi implantaty, sledova-
na. Vzhledem ke sloZitosti celého procesu, naro-
ktim vysetfovanych mikroorganismu i k nedostat-
kim jednotlivych metod, neni volba vhodné
metody jednoducha. Nejspolehlivéji mtzeme pro-
kazat tuto vlastnost kombinaci popsanych metod.
Naptiklad pii posuzovani schopnosti S. epidermi-
dis tvorit biofilm je vyhodné kombinovat prukaz

Ao

ica operonu s fenotypovym prtkazem, napi. CTT
[37]. Popsané kapilarni elektromigraéni techniky
jsou zatim ve stadiu vyvoje.
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