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Porovnání produkce vybran˘ch faktorÛ virulence
Pseudomonas aeruginosa izolovan˘ch z katétrÛ

Olejníãková Katefiina, Holá Veronika

Mikrobiologick˘ ústav LF a FN u sv. Anny v Brnû

SOUHRN

ZkvalitÀování lékafiské péãe s sebou nese vy‰‰í poãet invazivních v˘konÛ a také vy‰‰í poãet
nároãn˘mi operacemi oslaben˘ch pacientÛ náchyln˘ch k nozokomiálním infekcím.
Pseudomonas aeruginosa je jedním z nejãastûji izolovan˘ch nozokomiálních druhÛ, pfiiãemÏ léãba
pseudomonádov˘ch infekcí je ãasto problematická, zdlouhavá a infekce jsou ãasto recidivující.
S procesem patogeneze pseudomonádov˘ch infekcí je spojena fiada faktorÛ virulence.
V rámci pfiekládané studie bylo vy‰etfieno 93 katétrov˘ch izolátÛ Pseudomonas aeruginosa na
tvorbu biofilmu, pohyblivost a sekreci vybran˘ch extracelulárních látek. Vysoké procento kmenÛ
byla schopno produkovat hemolyziny, LasB elastázu a pyoverdiny (> 70 %). Submerzní biofilm
tvofiilo 80 % kmenÛ, aerovan˘ biofilm byl pfiítomen u 90 % izolátÛ, pfiiãemÏ byla prokázána
pozitivní korelace mezi tvorbou submerzního a aerovaného biofilmu (p = 0,00583; γγ = 0,551).
V‰echny kmeny byly pohyblivé swarming motilitou, 95 % kmenÛ vykazovalo swimming motilitu
a 75 % twitching motilitu. Ze sledovan˘ch faktorÛ virulence byla mezi kmeny nízká pouze sekrece
pyocyaninu a pyochelinu (< 25 %).
Pozitivní korelace byla prokázána u produkce nûkter˘ch extracelulárních látek (mezi produkcí
pyochelinu a pyocyaninu, pyocyaninu a LasB elastázy, LasB elastázy a hemolyzinÛ), mezi
produkcí submerzního a aerovaného biofilmu a také mezi produkcí aerovaného biofilmu
a pigmentÛ (pyoverdinu i pyocyaninu). Naopak negativní korelaci vykazovaly vztahy mezi
produkcí submerzního i aerovaného biofilmu a LasB elastázy a submerzního biofilmu a pigmentÛ
(pyoverdinu i pyocyaninu). V‰echny korelace jsou v˘znamné na hladinû p = 0,05 a vykazují
korelaci γγ > 0,50.
Klíãová slova: Pseudomonas aeruginosa – faktory virulence – biofilm – motilita – LasB elastáza –
hemolyziny.

SUMMARY

Olejníãková K., Holá V.: The Comparison of Selected Virulence Factors in Pseudomonas aeruginosa
Catheter Isolates 

Healthcare quality improvement brings about an increasing number of invasive diagnostic and
therapeutic procedures and thus also an increasing number of high-risk patients prone to hospital
infections. Pseudomonas aeruginosa is one of the most commonly isolated nosocomial species and
the treatment of the infection is often long and problematic, with frequent recurrences. The
pathogenesis of Pseudomonas infection is associated with a range of virulence factors.
In the present study, 93 catheter isolates of Pseudomonas aeruginosa were screened for the biofilm
formation, motility and secretion of selected extracellular products. A high rate of the strains
tested were producers of hemolysins, LasB elastase, and pyoverdines (> 70%). The biofilm
formation was detected in 80% of isolates and formation of aerated biofilm was present in 90% of
isolates with a positive correlation found between the two types of biofilm formation (p = 0.00583;
γγ = 0.551). All strains showed swarming motility, 95% of strains showed swimming motility, and 75%
of strains showed twitching motility. Among the virulence factors studied, only pyocyanin and
pyochelin were produced by a lower proportion of isolates (< 25%).
A positive correlation was seen between the production of some extracellular molecules
(pyochelin and pyocyanin, pyocyanin and LasB elastase, and LasB elastase and haemolysins),
between biofilm formation and formation of aerated biofilm, and between formation of aerated
biofilm and pigments (pyoverdine and pyocyanin) production. On the other hand, a negative
correlation was found between biofilm production and LasB elastase production and between the
production of biofilm under immersion and pigments (pyoverdine and pyocyanin) production. All
correlations are significant at the level p = 0.05, with the correlation coefficient γγ > 0.50.
Key words: Pseudomonas aeruginosa – virulence factors – biofilm – motility – LasB elastase –
haemolysins.
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dvou pevn˘ch fází). Pro poslední typ pohybu –
swarming motilitu – jsou potfieba oba typy orga-
nel [12].

V pfiedkládané práci jsme se zamûfiily na porov-
nání tvorby vybran˘ch faktorÛ virulence u klinic-
k˘ch izolátÛ P. aeruginosa a sledování vztahÛ
mezi tûmito faktory. U izolátÛ byly vy‰etfieny
následující faktory virulence: tvorba biofilmu –
submerzního a aerovaného; pohyblivost kmene
(swimming, twitching a swarming motilita)
a sekrece extracelulárních látek (LasB elastáza,
hemolyziny, pigmenty).

MATERIÁL A METODY

PouÏité mikroorganismy 
Celkem bylo v rámci studie zpracováno 94 kme-

nÛ rodu Pseudomonas izolovan˘ch z katétrov˘ch
infekcí pacientÛ Fakultní nemocnice u sv. Anny
v Brnû v letech 2008–2010. Izolované kmeny byly
na základû typického rÛstu na Endovû agaru,
krevním agaru a Mueller-Hinton agaru pfiedbûÏ-
nû urãeny jako Pseudomonas aeruginosa. Identifi-
kace byla konfirmována biochemicky (OXItest
a NefermTEST, Lachema, CZ) u 93 izolovan˘ch
kmenÛ. Kmeny byly uchovávány v glycerolséro-
vém bujonu v hlubokomrazícím boxu pfii teplotû
-73 °C a pro vlastní testování byla vÏdy pouÏita
ãerstvá 24hodinová kultura.

PrÛkaz tvorby biofilmu
Tvorba submerzního biofilmu byla testována

modifikovanou Christensenovou metodou v mik-
rotitraãní destiãce [13]. Do jednotliv˘ch dÛlkÛ
bylo napipetováno 180 μl mozkosrdcové infuze
(BHI) se 4 % glukózy a 20 μl bakteriální suspen-
ze v BHI se 4 % glukózy o zákalu 1 podle McFar-
landovy stupnice. Destiãky byly kultivovány
24 hodin pfii teplotû 37 °C, poté tfiikrát proplách-
nuty vodou a fixovány su‰ením. Biofilm adhero-
van˘ na stûnách dÛlkÛ byl obarven krystalovou
violetí, barvivo bylo rozpu‰tûno v etanolu a kvan-
tifikováno spektrofotometricky pfii 595 nm.
V‰echny kmeny byly testovány ve tfiech opaková-
ních.

Aerovaný biofilm byl testován v polystyreno-
v˘ch zkumavkách. Médium a kultivaãní podmín-
ky byly shodné s metodikou pro testování sub-
merzního biofilmu [13]. Do zkumavky bylo
napipetováno 1,8 ml média a 200 μl mikrobiální
suspenze o zákalu 1 podle McFarlandovy stupni-
ce. Po kultivaci byla u v‰ech kmenÛ odeãtena pfií-
tomnost blanky na povrchu média a zhodnocen
její charakter (tab. 1). Aerovan˘ biofilm byl
následnû kvantifikován. Vzhledem k nároãnosti
zpracování byla tvorba aerovaného biofilmu

ÚVOD

Nozokomiální infekce pfiedstavují závaÏn˘ pro-
blém souãasné lékafiské péãe. Pfiipoãteme-li
k tomu i zvy‰ující se mnoÏství pacientÛ s oslabe-
nou imunitou, je logické, Ïe se surveillance nozo-
komiálních patogenÛ dostává do popfiedí zájmu
klinick˘ch mikrobiologÛ. Pseudomonas aerugino-
sa patfií k nejãastûji izolovan˘m nozokomiálním
druhÛm. Pseudomonády jsou známé ubikvitním
v˘skytem a rozsáhlou pfiirozenou i získanou rezi-
stencí k antimikrobní terapii [1].

Kromû pacientÛ s cystickou fibrózou (CF) ohro-
Ïují pseudomonádové infekce pfiedev‰ím pacienty
s oslabenou imunitou, osoby po tûÏk˘ch chirurgic-
k˘ch v˘konech ãi katetrizované pacienty [1].
P. aeruginosa je tfietím nejãastûj‰ím pÛvodcem
nozokomiálních moãov˘ch infekcí u katertizova-
n˘ch pacientÛ [2] a zavedení katétru (venózního
i moãového) patfií mezi rizikové faktory pro rozvoj
infekcí krevního fieãi‰tû [3].

P. aeruginosa je pouze oportunní patogen, pfie-
sto mÛÏe mít nákaza fatální následky. Patogene-
ze infekcí zpÛsoben˘ch P. aeruginosa je sloÏit˘
proces, do nûhoÏ je zapojeno mnoho faktorÛ viru-
lence [4]. Produkce jednotliv˘ch faktorÛ virulence
se mezi kmeny v˘raznû li‰í a záleÏí na charakte-
ru i mífie exprese tûchto faktorÛ, stejnû jako na
stavu imunitního systému pacienta, zda dojde
k propuknutí infekce.

Mezi nejv˘znamnûj‰í faktory virulence pseudo-
monád patfií tvorba biofilmu, jeÏ se v˘raznou
mûrou podílí na selhávání terapeutick˘ch zásahÛ
a roz‰ifiování nozokomiálních kmenÛ [5].
V posledních letech se zájem vûdcÛ upíná i k tzv.
aerovanému biofilmu, tedy blance, kterou tvofií
nûkteré bakterie na rozhranní kapaliny a vzdu-
chu [6–8]. Role aerovaného biofilmu pro patogeni-
tu P. aeruginosa nebyla zatím objasnûna. Proteo-
lytické enzymy pomáhají bakterii pfiekonat
obranné mechanismy hostitele – ‰tûpí komponen-
ty pojivové tkánû ãi modifikují imunitní odpovûì
organismu [1, 9]. Hemolyziny destabilizují bunûã-
nou membránu a tím vnitfiní prostfiedí buÀky,
z nûhoÏ následnû ãerpá mikrob Ïiviny [10]. Solu-
bilní pigmenty – pyoverdiny, pyochelin a pyocya-
nin – se úãastní vychytávání iontÛ Ïeleza a fosfá-
tÛ z okolí buÀky [1]. Organely pohybu umoÏÀují
bakterii pronikat z vnûj‰ího prostfiedí do hostitel-
sk˘ch tkání a ‰ífiit se do preferovan˘ch míst.
Jejich úloha byla prokázána i pfii vzniku moão-
v˘ch infekcí u katetrizovan˘ch pacientÛ [11]
a dÛleÏitou roli hrají i pfii tvorbû biofilmu [5].
Pohyb P. aeruginosa je zprostfiedkován biãíkem
(nezbytn˘ pro swimming motilitu – plavání
v tekutém prostfiedí) a pili typu IV (umoÏÀují
twitching motilitu – skákav˘ pohyb na rozhranní
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kvantifikována pouze u ãásti kmenÛ. Blanka byla
opatrn˘m pohybem zkumavky pfiichycena ke stû-
nû, zkumavka byla tfiikrát propláchnuta vodou
a blanka byla fixována su‰ením (obr. 1). Po obar-
vení krystalovou violetí bylo odstranûno barvivo
ze submerzního biofilmu a byl odeãten aerovan˘
biofilm. Kmeny byly testovány ve tfiech opaková-
ních.

PrÛkaz pohyblivosti kmene
Ke kvantifikaci jednotliv˘ch typÛ pohybu byly

pouÏity miskové testy s médiem o rÛzném obsahu
agaru. Jednotlivé typy pohybu jsou znázornûny
na obrázku 2.

Pro test na swimming motilitu bylo vyuÏito
Luria-Bertani médium (LB) s 0,3 % agaru [14].
Inokulace byla provádûna kolm˘m vpichem
dovnitfi ãerstvû pfiipraveného média. Kultivace pro-
bíhala 24 hodin pfii 37 °C. V˘sledek testu byl hod-
nocen jako prÛmûr vzniklé zóny, kter˘ byl násled-
nû pfiepoãítám na plochu kruhu. Zóny vzniklé po
kultivaci jsou zobrazeny na obrázcích 2 A, B.

K testování twitching motility byly pouÏity plot-
ny s ãerstv˘m LB médiem s 1 % agaru [15]. Kultu-
ra byla inokulována kolm˘m vpichem na dno mis-
ky, kde se buÀky pohybovaly na rozhraní pevn˘ch
fází. Plotny byly inkubovány 16 hodin pfii 37 °C
a následnû 72 hodin pfii pokojové teplotû. Po kulti-
vaci byl agar vyklopen a otisk na dnû misky fixo-
ván su‰ením. Pro snaz‰í hodnocení byl otisk obar-

ven krystalovou violetí (obr. 2 C, D). K odeãtu twit-
ching motility byl pouÏit software ImageJ [16].

Swarming motilita byla testována na médiu
obsahujícím Ïivn˘ bujon, 5 g/l glukózy a 0,5 % aga-
ru [17]. Zóna pohybu byla zmûfiena po 48hodinové
kultivaci pfii 37 °C (obr. 2 E, F). K odeãtu swar-
ming motility byl pouÏit software ImageJ [16].

Jako nepohyblivé byly u v‰ech testÛ pohybli-
vosti hodnoceny kmeny, které spí‰e neÏ zónu rÛs-
tu vytvofiily pouze kolonii s plochou men‰í neÏ
20 mm2.

Produkce extracelulárních látek
Hemolyziny

BuÀky byly kultivovány 18 hodin v LB médiu,
1 ml bunûk o denzitû 3 podle McFarlandovy stup-
nice byl smíchán s 50 μl roztoku propran˘ch ery-
trocytÛ. Smûs byla inkubována pfii 37 °C po dobu
tfií hodin. Nezlyzované erytrocyty a zbytky bunûk
byly odstranûny centrifugací a optická denzita
supernatantu byla zmûfiena pfii 545 nm. Aktivita
hemolyzinÛ je úmûrná mnoÏství hemoglobinu
uvolnûného z erytrocytÛ po kultivaci s bakteriál-
ní suspenzí [18]. Jako hemolyziny produkující
kmeny byly vyhodnoceny izoláty, jejichÏ OD545
supernatantu byla vy‰‰í neÏ prÛmûrná OD545
negativních kontrol.

LasB elastáza
Produkce LasB elastázy byla sledována pomocí

elastinového testu s kongo ãervení [19]. Denzita
bunûk rostoucích 18 hodin v LB médiu byla upra-
vena na 3 podle McFarlandovy stupnice. 700 μl
suspenze bylo smícháno s 250 μl roztoku kongo
ãervenû konjugované s elastinem v Tris pufru
s CaCl2. BuÀky byly inkubovány pfii 37 °C po dobu
17 hodin. Elastáza rozloÏila konjugát a mnoÏství
uvolnûné kongo ãervenû bylo zmûfieno spektrofoto-
metricky (OD 492 nm). Jako LasB elastázu-produ-
kující byly vyhodnoceny izoláty, jejichÏ OD492 byla
vy‰‰í neÏ prÛmûr OD492 negativních kontrol.

Produkce pigmentů
Tvorba sideroforÛ byla detekována kultivací

kmenÛ na speciálních pÛdách. Pseudomonádov˘

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 23

Obr. 1. Kvantifikace aerovaného biofilmu
A, B – producenti aerovaného biofilmu, C – kmen neproduku-
jící aerovan˘ biofilm

Fig. 1. Biofilm quantification: A, B – formation of aerated bio-
film, C – no formation of aerated biofilm

Obr. 2. Test na swimming (A, B), twitching (C, D) a swarming (E, F) motilitu

Fig. 2. Swimming (A, B), twitching (C, D), and swarming (E, F) motility assays
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agar P (King A agar) pro detekci pyocyaninu, pyo-
chelinu a pyorubinu je jednoduché médium chudé
na fosfáty. Pseudomonádov˘ agar F (King B agar)
je médium s dostatkem fosfátÛ vhodné pro detek-
ci pyoverdinÛ [20]. Kmeny byly oãkovány bakte-
riologickou kliãkou a kultivovány 24 hodin pfii
37 °C. Produkce pigmentÛ se projevila zmûnou
barvy média v okolí kolonií. Sekrece pyocyaninu
byla konfirmována zmûnou barvy po acidifikaci
1 M kyselinou chlorovodíkovou [21].

Statistické vyhodnocení
Data byla vyhodnocena za pouÏití programu

Statistica for Windows 9.1 [22] pomocí korelaãní-
ho koeficientu gama a párového t-testu. Hladina
v˘znamnosti v‰ech korelaãních testÛ byla stano-
vena jako p = 0,05. Za v˘znamné byly povaÏovány
korelaãní koeficienty s p < 0,05 a korelací vy‰‰í
neÏ 50 % (tj. γ > 0,50).

V¯SLEDKY A DISKUSE

Pseudomonas aeruginosa je obávan˘m nozoko-
miálním patogenem. PfiestoÏe zdrav˘m jedincÛm
není kolonizace nebezpeãná, pro oslaben˘ orga-
nismus mÛÏe infekce zpÛsobená Pseudomonas
aeruginosa skonãit fatálnû. Díky pfiirozené i zís-
kané rezistenci (nejen k antibiotikÛm ale i k mno-
ha dezinfekãním látkám) je velmi obtíÏné tyto
bakterie v nemocniãním prostfiedí eradikovat.
Schopnost mikroba perzistovat v podobû biofilmu
pak dále komplikuje léãbu a zpÛsobuje chronicitu
pseudomonádov˘ch infekcí.

Pfii rozvoji pseudomonádov˘ch infekcí hraje
pfiítomnost jednotliv˘ch faktorÛ virulence zásad-
ní roli. Produkované faktory virulence se uplat-
Àují pfii kolonizaci nativních i inertních povrchÛ,
pomáhají pseudomonádám pfiekonat obranné
mechanismy hostitele a pfieÏít v prostfiedí makro-
organismu. Katétrové infekce moãov˘ch cest se
podílejí aÏ 40 % na celkovém poãtu nozokomiál-
ních infekcí [2]. Povrch katétru pfiedstavuje vhod-
né prostfiedí pro adhezi bakterií i pro vytvofiení
biofilmu. Díky pfieklenutí nûkter˘ch obrann˘ch
mechanismÛ hostilele se katétr stává pfiímou
spojnicí do vnitfiního prostfiedí organismu.

V‰echny faktory virulence v rámci studie byly
testovány fenotypov˘mi metodami. PfiestoÏe jsou
k prÛkazu nûkter˘ch faktorÛ virulence k dispozi-
ci i metody molekulárnû-biologické, pfiítomnost
genetické informace v genomu bakterie nemusí
nutnû znamenat expresi daného faktoru virulen-
ce. Vztahem mezi pfiítomností genu a fenotypo-
v˘m projevem se zab˘vali napfi. RÛÏiãka et al.
[23]. Z jejich v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe ica operon –
nezbytn˘ pro tvorbu biofilmu u stafylokokÛ – se
fenotypovû projevuje pouze u 70–85 % kmenÛ,

nicménû genetické metody jsou pro svou rychlost
a jednoduchou interpretaci vhodn˘m nástrojem
pro detekci kmenÛ s potenciálnû vysokou virulen-
cí. Produkce jednotliv˘ch faktorÛ virulence rov-
nûÏ není nemûnná, podle nûkter˘ch studií ji lze
ovlivnit mimo jiné temperovan˘mi fágy – kultura
obsahující fága Pf4 vykazovala vy‰‰í poãet tzv.
SCVs (small colony variants), jeÏ jsou spojeny
s vy‰‰í virulencí [24], fág FIZ15 zase podpofiil
adhezi k epiteliím [25]. Produkce sledovan˘ch
faktorÛ virulence u vy‰etfiovan˘ch kmenÛ je shr-
nuta v grafu 1.

Tvorba biofilmu 
Tvorba biofilmu v mikrotitraãní destiãce byla

hodnocena podle metodiky Stepanoviçe et al. [13].
Jako silní producenti biofilmu bylo vyhodnoceno
25 kmenÛ (26,9 %), 30 kmenÛ (32,3 %) bylo stfied-
nû siln˘mi producenty a 23 kmenÛ (24,7 %) sla-
b˘mi producenty biofilmu. U 15 kmenÛ (16,1 %)
nebyla produkce biofilmu v mikrotitraãní destiãce
prokázána. Mezi tvorbou submerzního biofilmu
v mikrotitraãní destiãce a v polystyrenov˘ch zku-
mavkách nebyl prokázán statisticky v˘znamn˘
rozdíl (p = 0,56; t = 0,879).

Biofilm na rozhraní kapaliny a vzduchu tvofii-
lo 81 testovan˘ch kmenÛ (87,1 %), pfiiãemÏ
13 kmenÛ (14,0 %) tvofiilo silnou vrstvu aerova-
ného biofilmu. Pouze u 12 kmenÛ (12,9 %) neby-
la blanka na rozhraní fází patrná. Kmeny pro-
dukující aerovan˘ biofilm byly podle kritérií
definovan˘ch v publikaci Koza et al. [7] rozdûle-
ny do 3 skupin, jejichÏ charakteristika je uvede-
na v tabulce 1. Nejãastûji (65,6 %) kmeny tvofii-
ly kompaktní typ aerovaného biofilmu –
robustní homogenní hmotu s dobrou soudrÏnos-
tí. Kompaktní a vloãkovit˘ typ aerovaného bio-
filmu je zobrazen na obrázku 3. U 58 kmenÛ
tvofiících aerovan˘ biofilm bylo mnoÏství biofil-
mu kvantifikováno spektrofotometricky –
86,2 % kmenÛ bylo siln˘mi producenty, 10,3 %
stfiednû siln˘mi producenty a pouze 3,4 % kme-
nÛ bylo vyhodnoceno jako slabí producenti aero-
vaného biofilmu. V pfiedchozích studiích byla
tvorba aerovaného biofilmu sledována pfiede-
v‰ím u pfiírodních kmenÛ P. aeruginosa, napfi.
Ude et al. [26] ji detekovali v pfiípadû 76 % pÛd-
ních izolátÛ. Autofii bohuÏel mnoÏství aerované-
ho biofilmu nijak nekvantifikovali.

Ve zkoumaném souboru bylo zji‰tûno více pro-
ducentÛ aerovaného neÏ submerzního biofilmu
(87,1%, respektive 83,9 %). RovnûÏ vût‰ina kme-
nÛ (90 %), které byly vyhodnoceny jako biofilm-
-negativní pfii testování submerzního biofilmu,
byla schopna vytváfiet aerovan˘ biofilm. Pouze
dva kmeny netvofiily Ïádn˘ typ biofilmu. Mezi
tvorbou submerzního a aerovaného biofilmu
byla prokázána pozitivní korelace (p = 0,00583;
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γ = 0,551). Z kmenÛ, u kter˘ch
byla tvorba aerovaného biofilmu
kvantifikována, bylo témûfi 90 %
izolátÛ vyhodnoceno jako silní
producenti. V˘‰e uvedená data
naznaãují, Ïe standardní metoda
detekce tvorby biofilmu v mikro-
titraãní destiãce nepostihuje
v‰echny varianty biofilmu. To je
v‰ak dáno spí‰e omezen˘mi moÏ-
nostmi zpracování aerovaného
biofilmu v mikrotitraãní destiãce
neÏ tím, Ïe by se v mikrotitraãní
destiãce aerovan˘ biofilm netvofiil.
Jeho pfiítomnost jsme bûhem
experimentÛ opakovanû zazna-
menaly. âastûj‰í produkce aerova-
ného biofilmu oproti biofilmu sub-
merznímu mÛÏe b˘t dána faktem,
Ïe P. aeruginosa je aerobní orga-
nismus. V pfiípadû infekcí moão-
v˘ch a venózních katétrÛ v‰ak
podmínky více odpovídají podmín-
kám pfii testování submerzního
biofilmu, a proto v tûchto pfiípa-
dech stanovení submerzního bio-
filmu poskytuje lep‰í informaci
o schopnosti mikroba tvofiit kli-
nicky v˘znamn˘ biofilm.

Pohyblivost kmenů
Motilita kmene je pfiímo úmûrná

velikosti zóny rÛstu na speciálním
médiu. V˘sledky jednotliv˘ch testÛ
pohyblivosti jsou uvedeny na obrázku 1.

Témûfi v‰echny kmeny vykazovaly swimming
motilitu, po inkubaci tvofiily izoláty pravidelné kru-
hové zóny. Plocha nejvût‰í zóny byla 5150,4 mm2

(kmen médiem pfieplaval prakticky celou misku),
nejmen‰í zóna mûfiila 28,2 mm2. âtyfii kmeny
(4,3 %) byly hodnoceny jako nepohyblivé
(zóna < 20 mm2).

Pfii twitching a swarming motilitû vznikaly pfie-
váÏnû nepravidelné útvary. Pfii testovaní twit-

ching motility byla necelá ãtvrtina kmenÛ (cel-
kem 22 – 23,7 %) nepohyblivá (zóna < 20 mm2).
Nejvíce pohybliv˘ kmen twitching motilitou
vytvofiil zónu o velikosti 1817,5 mm2, nejménû
pohybliv˘ kmen vytvofiil zónu pouh˘ch 24,1 mm2.

Pomocí swarming motility byly pohyblivé
v‰echny kmeny. Velikost vznikl˘ch zón se pohybo-
vala v rozmezí 32,1–2022,9 mm2.

Mezi zkouman˘mi kmeny nebyl detekován Ïád-
n˘ zcela nepohybliv˘ izolát. 69 kmenÛ bylo
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Obr. 3. Aerovan˘ biofilm
A – kompaktní typ, B – vloãkovit˘ typ

Fig. 3. Formation of aerated biofilm
A – compact biofilm, B – floccular biofilm

Graf 1. Porovnání produkce jednotliv˘ch faktorÛ virulence

Graph 1. Comparison of production of virulence factors 

Tabulka 1. Charakteristika jednotliv˘ch kategorií aerovaného biofilmu a poãty kmenÛ, které vytváfiely dan˘ typ biofilmu

Table 1. Characteristics of Aerated Biofilm and Nos. of biofilm producing strains by biofilm type

Kategorie aerovaného biofilmu

kompaktní vloãkovit˘ vizkózní

Poãet kmenÛ 61 11 9

Charakteristika jednolitá hmota, kompaktní a
soudrÏná

jednotlivé shluky 
obklopené fiídkou hmotou

ménû kompaktní hmota 
s men‰í tlou‰Èkou

SoudrÏnost dobrá rozpadá se 
na jednotlivé shluky slabá

Pfiilnavost a rÛst 
na stûnách zkumavky dobrá slab‰í slabá
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pohybliv˘ch v‰emi testovan˘mi typy motility. Dva
kmeny vykazovaly pouze swarming motilitu. 22
kmenÛ bylo schopno se pohybovat pomocí dvou
typÛ pohybÛ. Pouze kombinaci swarming a swim-
ming motility vykazovalo 20 kmenÛ, 2 kmeny
byly pohyblivé jen pomocí swarming a twitching
motility. Kombinaci pouze swimming a twitching
motility nevykazoval Ïádn˘ kmen.

Pohyblivost katétrov˘ch izolátÛ sledovan˘ch
v této studii je vy‰‰í neÏ detekovali Deligianni et
al. [17] a Leone et al. [27] u kmenÛ izolovan˘ch
z plic pacientÛ s CF. Shodnû u obou autorÛ swim-
ming a swarming motilitu vykazovala polovina
kmenÛ, twitching motilitu dokonce Deligianni et
al. [17] zjistili pouze u tfietiny izolátÛ. JiÏ dfiíve
v‰ak byl prokázán pokles pohyblivosti, stejnû jako
jin˘ch faktorÛ virulence, u chronicky kolonizova-
n˘ch pacientÛ s CF [28]. Také v rámci na‰í studie
bylo nejménû izolatÛ pohybliv˘ch pomocí twit-
ching motility, pfiesto byl tento pohyb zazname-
nán u 76 % kmenÛ. Celkovû byl poãet pohybliv˘ch
kmenÛ dvakrát vy‰‰í neÏ ve v˘‰e uveden˘ch stu-
diích. U katétrov˘ch infekcí je schopnost pohybu
pro klinické izoláty velmi v˘hodná, protoÏe umoÏ-
Àuje snadnûj‰í a rychlej‰í kolonizaci katétru,
odkud se pak mohou ‰ífiit do vnitfiního prostfiedí
makroorganismu. Vliv pfiedev‰ím swarming moti-
lity na kolonizaci katétrÛ a následnû moãového
traktu byl popsán u rodu Proteus [29]. TaktéÏ
v‰echny na‰e izoláty byly schopné swarming
motility, a tudíÏ pohybu v lumen katétru. Mezi
sledovan˘mi typy pohybu nebyla zji‰tûna Ïádná
korelace.

Sekretované látky
V testovaném souboru kmenÛ 87 (93,6 %) tvo-

fiilo hemolyziny, 82 (88,2 %) LasB elastázu, 72
(77,4 %) pyoverdin, 21 (22,6 %) pyocyanin a 8
(8,6 %) pyochelin.

Vysoké procento kmenÛ produkujících v˘‰e
zmínûné faktory virulence koresponduje s pozoro-
váním ostatních autorÛ, ktefií detekovali u vût‰i-
ny izolátÛ z moãov˘ch infekcí tvorbu hemolyzinÛ,
proteáz a sideroforÛ [30, 31]. Studie Mittala et al.
[30] také naznaãuje, Ïe hemolytické vlastnosti
kmene mohou hrát v˘znamnou roli pfii kolonizaci
moãového ústrojí. Produkce LasB elastázy je
typická nejen pro kmeny z moãov˘ch infekcí, ale
i pro izoláty z jin˘ch oblastí. Degradace elastinu,
jakoÏto jedné ze základních sloÏek pojivové tkánû,
mÛÏe b˘t jedním z rozhodujících faktorÛ pro roz-
voj infekce bez ohledu na její lokalizaci [4]. Pozi-
tivní korelace byla detekována mezi produkcí
nûkter˘ch extracelulárních látek – LasB elastá-
zou a hemolyziny (p = 0,0061; γ = 0,561), LasB
elastázou a pyocyaninem (p = 0,0027; γ = 0,520)
a mezi produkcí pigmentÛ, tj. pyocheliny a pyocy-
aninem (p << 0,0001; γ = 0,866).

Korelace mezi tvorbou biofilmu a ostatními
faktory virulence

Negativní korelace byla pozorována mezi pro-
dukcí submerzního i aerovaného biofilmu a pro-
dukcí LasB elastázy (p = 0,00757; γ = 0,518;
respektive p = 0,0007; γ = 0,652). Negativní kore-
lace byla prokázána také mezi produkcí submerz-
ního biofilmu a pigmenty – pyocyaninem i pyo-
chelinem (p << 0,0001; γ = 0,528; resp. p = 0,0092;
γ = 0,560). K podobn˘m v˘sledkÛm dospûli
i Yadav et al. [32], ktefií pozorovali v biofilmu
pokles produkce vût‰iny extracelulárních látek,
jako jsou hemolyziny, LasB elastáza, pyochelin.

Pozitivní korelace byla naopak prokázána mezi
produkcí aerovaného biofilmu a pigmentÛ – pyo-
verdinu i pyocyaninu (p << 0,0001; γ = 0,914; resp.
p = 0,0011; γ = 0,6). Pro aerovan˘ biofilm a pro-
dukci pigmentÛ tedy platí opaãn˘ vztah neÏ pro
biofilm submerzní. Tvorba biofilmu stejnû jako
sekrece sideroforÛ (pfiedev‰ím pyoverdinu) je
fiízena systémem quorum sensing. U P. aerugino-
sa a P. putida je známo, Ïe tzv. pseudomonádov˘
chinolonov˘ signál (2-heptyl-3-hydroxy-4-chino-
lon) pozitivnû ovlivÀuje produkci sideroforÛ, pfii-
ãemÏ tvorba submerzního biofilmu je za tûchto
podmínek potlaãena [33]. Vztah mezi produkcí
aerovaného biofilmu a sideroforÛ zatím nebyl
detailnûji zkoumán.

ZÁVùR

V souladu s v˘sledky pfiedchozích studií [30, 31
a dal‰í] byla produkce sledovan˘ch faktorÛ viru-
lence u izolátÛ z moãov˘ch katétrÛ vysoká. Prak-
ticky v‰echny kmeny byly pohyblivé a tvofiily bio-
film (aerovan˘ a/nebo submerzní), 90 % kmenÛ
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Obr. 4. Porovnání jednotliv˘ch typÛ motility 

Fig. 4. Comparison of motility types 
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sekretovalo jednotlivé exoenzymy. Vysoké procen-
to kmenÛ tvofiilo také pyoverdin – siderofor
vychytávající esenciální ionty Ïeleza z prostfiedí.

Motilita a schopnost tvofiit biofilm jsou dÛleÏité
faktory pro vytvofiení mikrobiálního loÏiska, napfi.
v lumen katétru. Extracelulární látky napomáha-
jí degradaci tkání a rozvoji infekce. Pfiesné vztahy
mezi produkcí jednotliv˘ch faktorÛ virulence
v‰ak nejsou dosud zcela objasnûny.

V rámci této studie byla pozitivní korelace pro-
kázána mezi produkcí nûkter˘ch extracelulárních
látek a také mezi produkcí submerzního a aero-
vaného biofilmu. Naopak tvorba obou typÛ biofil-
mu negativnû korelovala s produkcí LasB elastá-
zy. Sekrece pigmentÛ vykazovala negativní
korelaci se schopností kmene tvofiit submerzní
biofilm a pozitivní korelaci s produkcí aerovaného
biofilmu. V‰echny prokázané korelace byly
v˘znamné na hladinû p = 0,05 a vykazovaly kore-
laci vy‰‰í neÏ 50% (γ > 0,50).

Práce je souãástí dlouhodobûj‰ího v˘zkumu
dané problematiky. Na fenotypové metody detek-
ce faktorÛ virulence navazuje genotypizace kme-
nÛ pomocí RAPD (random amplification of poly-
morphic DNA) a PFGE (pulse field gradient
electrophoresis), která umoÏní získat pfiehled
o epidemiologii izolátÛ v rámci nûkolika zdravot-
nick˘ch zafiízení v Brnû. Porozumûní vztahÛm
mezi jednotliv˘mi faktory virulence je nezbytné
pro pochopení patogeneze onemocnûní zpÛsobe-
n˘ch Pseudomonas aeruginosa. Tyto znalosti
mohou vést ke zlep‰ení a zefektivnûní léãby pseu-
domonádov˘ch infekcí, zejména tûch, které jsou
spojené s tvorbou biofilmu. Adekvátní terapeutic-
ké zásahy by potom mohly vést ke sníÏení poãtu
pseudomonádov˘ch infekcí a tím i k úspofie
nákladÛ s tûmito infekcemi spojen˘mi.

Podûkování: Práce byla podpofiena z grantového
projektu IGA MZ âR NS-9678.
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