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pfirodnim  prostredi

a jeho vliv na prubéh infekci

ioflm je obecné definovan jako

dynamické a velmi dobre strukturované
mikrobialni  spole€enstvi, které adheruje
k pevnému povrchu a vytvafi agregaty
usazené v extraceluldarnim. matrixu. Mezi
prokaryoty je schopnost vytvareni biofilmu
velice rozsifena (plati to jak pro rod Archea,
tak pro Bakterie) a byla dokonce| zjiSténa i u
fosilnich mikroorganismt starych 3,2 miliardy
let. V nepfiznivych a neustale se ménicich
podminkach primitivni Zemé (teplota, pH
a UV zareni) predstavovala existence ve
formé biofilmu z evolu¢niho hlediska moznou
adaptivni vyhodu diky roli, kterou ma biofilm
pfi udrzovani homeostazy. Biofim vsak
neslouzi pouze k ochrané pred fyzikalnimi a
chemickymi vlivy prostfedi, ale zlepSuje také
mezibunécnou katalytickou aktivitu (protoze
bunky se nachazeji v tésném sousedstvi) a
napomaha hromadeéni zivin na povrchu (Hall-
Stoodley et al., 2004). Rezistence biofilmu
antimikrobialnim  pfipravkim  (napt.
antibiotikiim) muze byt zplsobena ztizenou
moznosti priniku antimikrobidlni latky skrz
extracelularni

ilel

matrix, pomalejSim ristem
bunék nachazejicich se v biofilmu (napf. B-
laktamova antibiotika jsou ucinna jen proti
aktivné se délicim grampozitivnim bakteriim)
nebo pfitomnosti rezistentniho fenotypu v
geneticky heterogenni populaci.

Biofilmy jsou v pfirodé vSudypfitomné.
Tyto biologické ~struktury je mozné
nalézt na fi€nich dnech nebo na
povrchu stojatych vod, od extrémnich
podminek horkych prament i na
ledovcich v Antarktidé, v pfiznivé teplém
a vlhkém prostfedi sprch nebo lazni,
ve vodovodnim ¢&i palivovém potrubi,
v ropovodech, v symbidze s rostlinami
atd. \Vytvareni biofilmu hraje také
vyznamnou roli v patogenezi velkého
mnozstvi lidskych nemoci. Pfikladem
muze byt adheze rodu Staphylococcus
nebo Streptococcus k proteinim
membrany poskozené
vystelky srdce, coz je pri¢inou vzniku
endokarditidy. Vlivem snizené ¢innosti
fasinek sliznice dychacich cest a
zvy$ené viskozité hlenu u pacientd s
cystickou fibrézou zase dochazi ke
kolonizaci dychacich cest a k vytvareni

bazalni

biofilmu druhy Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae a
Pseudomonas aeruginosa. DalSim

znamym prikladem biofilmu je zubni plak
tvofeny druhem Streptococcus mutans.
Tvorba biofilmu byla popisovana take
u uropatogennich kmenu Escherichia
coli. V neposledni fadé predstavuje
biofilm také vyznamny faktor virulence,

1

ktery se podili na vzniku infekci v
s pouzitim implantatd,
jako jsou intravendzni katetry, srde¢ni
chlopné, protézy, peritonealni katetry
pro. dialyzu, endotrachealni trubice
atd. Tyto infekce jsou zpusobeny
pfevazné adhezi bakterii S. aureus
a Staphylococcus epidermidis k
povrchim téchto implantatd (Hall-
Stoodley et al., 2004).

Ma se za to, ze biofilm pfispiva k
patogenité mikroorganismu diky své
rezistenci k antibiotikim a fagocytéze,
¢imz usnadfiuje rozvoj chronické
Oddéleni bakterialnich
bunék z biofilmu mize byt pricinou
septikémie (infekce krve) a tyto buriky
mohou umoznit vznik novych kolonii.
Produkce endotoxini a exotoxinu
zpusobuje zanéty a poskozeni tkani.
Rezistence proti antibiotikim je jednim
zvelkych problémd, ktery znesnadriuje
boj s infekcemi zplsobovanymi
mikroorganismy vytvarejicimi biofilm.
Tabulka 1 ukazuje, Ze pro smrt
bakterialni buriky v biofilmu je nutna
vy$Si davka antibiotik, nez pfi jaké
je pozorovan baktericidni UCinek na
planktonni bakterialni buriky (volné
plovouci nebo v suspenzi).

souvislosti

infekce.
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Tabulka 1. Citlivost ATB k riznym druhtim bakterii rostoucich

na planktonnich formach (volné ¢i v suspenzi) nebo na biofil-

mu (Donlan and Costerton, 2002).
MICATB SIMBC | Efektivni
planktonického -
Mikroorganizmus ATB Fenotypuh k%%‘f&g?gféﬂﬂn
referencniho q
organizmu (ug/mi) | Piofilmu (ug/mi)
S. aureus .
NCTC 8325-4 Vancomycin 2 (MBC) 20
Pseudomonas aeruginosa .
ATCC 27853 Imipenem 1 (MIC) 1024
E. coli ATCC e
25922 Ampicillin 2 (MIC) 512
P pseudomallei Ceftazidim 8 (MBC) 800
Streptococcus .
sanguls 804 Doxycyklin 0,063 (MIC) 3,15

MIC: Minimalni inhibi¢ni koncentrace.
MBC: Minimalni koncentrace bakterie.

3. Rozvoj biofilmu druhu
S. aureus

Tvorba biofilmu druhem S. aureus je dobfe znamym procesem
probihajicim ve dvou krocich. V prvnim kroku dochazi
prostfednictvim specifickych nebo fyzikalné-chemickych interakci
k adhezi bakterialnich bunék k povrchu. V nasem pripadé
tedy specifické adheziny druhu S. aureus umoziuji adhezi k
proteinim v extracelularnim matrixu hostitele, kterymi mohou byt
napf. fibronektin-vazajici proteiny (fibronectin binding proteins
FnBPA, FnBPB) (O’Neill et al., 2008), fibrinogen-vazajici proteiny
(fibrinogen binding proteins CIfA, CIfB) (McDevitt et al., 1994),
kolagen-vazajici protein (collagen binding protein Can) (Patti et
al., 1992) nebo protein vazajici se na kostni sialoprotein (bone
sialoprotein binding protein BBP) (Tung et al., 2000). Ve druhém
kroku pak dochazi k pomnozeni adherujicich bakterialnich
bunék, které spolu nasledné vzajemné interaguji a shlukuji se
do vrstev usazenych v extracelularnim matrixu, ktery tyto buriky
samy produkuji (Obr. 1). Hlavni sloZzkou extracelularniho matrixu
biofilmG druhlG S. aureus a S. epidermidis, ktera se podili na vzniku
mezibunéénych interakci, je exopolysacharid poly-N-acetyl-8-1,6-

vym mikroskopem (www.erc.montana.edu).
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glukosamin (PNAG) syntetizovany enzymy, které jsou kédované
operonem icaADBC (Cramton et al., 1999). U druhu S. aureus
bylo zjisténo, Zze na téchto mezibunécnych interakcich a tvorbé
biofilmu se mohou rovnéz podilet nékteré proteiny: Bap (Cucarella
et al., 2001), protein A (Merino et al., 2009), SasC (Schroeder et
al., 2009) a SasG (Corrigan et al., 2007).

4. Vliv biofilmu na mastitidy
prezvykavcu zpusobované
bakterii S. aureus

Buriky stafylokokl napadaji pfi mastitidé u skotu a ovci
buriky epitelu mlééné Zlazy, rozristaji se do kolonii postupné
obklopovanych extracelularnim matrixem, ¢&imz dochazi k
vytvoreni biofilmu. Biofilm je vzhledem ke svym rozmériim odolny
proti fagocyt6ze polymorfonuklearnimi neutrofily nebo makrofagy

a navic zapfi¢inuje rezistenci k antibiotikim, a tim podporuje
rozvoj chronické infekce.

Raznymi studiemi byla v 94,36 % (Cucarella et al., 2004) nebo
100 % (Vasudevan et al., 2003) pfipadu zjisténa pfi izolaci bunék
S. aurea béhem mastitidy u skotu pfitomnost operonu icaADBC
kédujiciho enzymy odpovédné za biosyntézu exopolysacharidu
PNAG, ktery je hlavni sloZzkou extracelularniho matrixu biofiimu.
Mnoho studii také kromé vySe zminénych genetickych faktor(
prokazalo i schopnost bakterii izolovanych pfi mastitidé u skotu
vytvaret biofilm in vitro. Tuto skute¢nost potvrdil ve své studii napr.
Vasudevan et al. (2003). Pomoci metody posouzeni morfologie
kolonii rostoucich na agaru s kongo ¢erveni zaznamenal, Ze 91 %
izolatl S. aureus mastitidy u skotu mélo schopnost vytvofit biofilm
in vitro (Obr. 2) a 69 % vykazovalo adhezi v mikrodesti¢kach
(Obr. 3). Oliveira et al. (2007) zase ve své studii uvadi, Zze 80,8
% izolath S. aureus a 75,9 % izolath S. epidermidis mastitidy u
skotu vykazalo schopnost vytvofit biofilm in vitro. Dhanawade et
al. (2010) zjistil pomoci kultivaéniho testu na agarovych miskach

Obréazek 2. Stanoveni schopnosti tvorby biofilmu v charakteristickych morfolo-
gickych koloniich na agarovych miskach s kongo &erveni. Slim pozitivni nebo
biofilm produkujici kmeny tvofi kolonie, které maji hrubé a nepravidelné obrysy
na miskach s kongo ¢erveni. (A), zatimco slim negativni nebo biofilm nepro-
dukujici izolaty tvofi kolonie s lesklou, hladkou a dobre definovanou hranici (B).
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Obréazek 3. Analyza biofilmu na mikromisce (adhezni test). Po inkubacni
dobeé se S. aureus izoluje v jamkach mikromisky, nasledné se jamky vymyva-
ji @ uchycené buriky s optickou hustotou (OD) se poté vyhodnocuji pomoci
ELISA ¢tecky. Jestlize izolat béhem svého rlstu formoval biofilm, je opticka
denzita jamek vysoka (fady A, B a C), zatimco nesignifikantni je denzita v
pfipadé, kde nedoSlo k produkci biofilmu (fady D, E a F) a to ve srovnani s
nenaockovanou negativni kontrolou jamek (fady G a H).

s kongo cerveni, ze 48,03 % k
mastitidy u skotu

enu S. aureus izolovanych z
&lo schopnost vytvofit biofilm in vitro.

Genetické dispozice a schopnost tvorby biofilmu in \vitro se
zdaji byt pro izolaty S. aureus pachazejici z mastitidy |u‘skotu
zfejmym faktem, ale existuje néjaky dukaz, Ze K tvorbé/ biofilmu
druhem S. aureus v mléénych Zlazach opravdu
Watson et al. (1989) s pouzitim elekironové mikroskopie
zjistil, Ze bunky S. aureus izolované pfimo z mléka od ovci a
krav s klinickymi pfiznaky mastitidy produkuji extracelularni
polysacharidovy matrix (autory nazyvany pseudokapsula).

dochazi?

Nasledné Baselga et al. (1993) pomoci imunohistochemické
analyzy vzorkl parenchymové tkané mlécné Zlazy odebranych
od ovce, ktera byla experimentalnim zplsobem intramammarné
infikovana bakterii S. aureus, prokazal u téchto bakterii produkci
exopolysacharidového matrixu. Nepfimo byla prokazana také
produkce exopolysacharidu in vivo a totak, Ze u qvci i krav, které
byly experimentalnim zpusobem intramammarné infikovany
bakterii S. aureus, byly zjistény specifické protilatky proti PNAG
(Perez et al., 2009) a proti antigenni
Associated Antigenic Complex; Prenafeta et al
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Schopnost bakterie S. aureus vytvaret biofilm je vyznamnym
faktorem virulence, ktery ovliviiuje patogenezi mastitidy u ovci
a krav. V souvislosti s timto faktem bylo provedeno testovani
nékolika experimentalnich vakcin, které ukazalo
rlznou miru ziskané ochrany pred touto nemoci. Watson et
al. (1993) aNordhaug et al. (1994) pouzili vakciny vyuzivajici
celych inaktivovanych bunék druhu S. aureus usazenych v jejich
vlastnim extracelularnim matrixu, tzv. pseudokapsuExperimenta
Ini vakciny testované Amorenou et al. (1994) zase obsahovaly
smés slizu (exopolysacharidova matrix biofilmu) v lipozomech,

¢inno




toxoidl a rznych inaktivovanych izolatd S. aureus. Perez et al.
(2009) nedavno v navaznosti na skute¢nost, ze exopolysacharid
PNAG predstavuje hlavni slozku extracelularniho matrixu biofilmu
vytvareného druhem S. aureus, proved| zkousku preventivnich
Ucinkd  vakcin  proti intramammarni infekci zpUsobené
virulentnim kmenem S. aureus, pfi¢emz pro konstrukci vakcin
pouzil bakteriny (celé inaktivované bakterialni bunky), hrubé
extrahovany polysacharid PNAG, vycistény polysacharid PNAG
a rizné druhy adjuvans. Vysledky jeho studie ukazaly, ze
vakciny obsahujici bakteriny vzniklé z bakterii produkujicich silny
biofilm vykazaly v porovnani s ostatnimi pouzitymi vakcinami
(komponovanymi z bakterint bakterii vytvarejicich slaby biofilm z

Tabulka 2. Stanoveni slim produkovaného fenotypu (+/-), kapaci-
ty biofilmové formace na mikromisce (OD testovaného biofilmu)

a produkce komplexu SAAC ((mg SAAC/mg celkového proteinu)
v izolatech S. aurea. Korelace mezi produkci komplexu SAAC a
tvorbou biofilmu na mikromisce je signifikantni (R = 0.882).

Izolovany | Slime produkujici | OD v testovaném |Produkce komplexu

S. aureus fenotyp biofilmu (SD*) SAAC (SD?)
SA1H + 1,444 (0,04) 54,0 (0,012)
SA2H + 1,597 (0,02) 63,3 (0,015)
SA3H i 0,385 (0,03) 20,8 (0,011)
SA4H + 1,499 (0,04) 60,5 (0,012)
SA5H + 1,521 (0,03) | 27,6 (0,015)
SAGH - 0,088 (0,01) 2,2 (0,011)
SATH + 1,030 (0,02) 26,5 (0,012)
SA8H - 0,388 (0,06) Nd?
SA9H - 0,200 (0,02) Nd?
SA10H - 0,145 (0,01) 0,1 (0,010)
SA11H - 0,130 (0,01) Nd?
SA12H - 0,235 (0,01) Nd?
SA13H + 0,632 (0,02) 6,9 (0,013)

1SD: smérodatna odchylka priméru
2Nd. : nevyhodnoceno

hrubé extrahovaneho PNAG nebo z vycisténého PNAG) nejvyssi
titr specifickych protilatek proti PNAG a také nejvySSi miru
ochrany proti intramammarni infekci.

Prenafetova et al. (2010) studie na experimentalné infikovanych
kravach objasnila roli specifickych protilatek proti antigennimu
komplexu SAAC pri prevenci mastitidy zpGsobované S. aureus.
Antigenni komplex SAAC je izolovana bunécna frakce z kmene
S. aureus vytvarejiciho biofilm. Pritomnost této extracelulami latky
byla zjisténa u vSech izolatu S. aureus, u kterych byla na agarovych
miskach s kongo ¢erveni prokazana tvorba slizu (Obr. 4). Jeho tvorba
pfimo souvisi s vytvarenim biofilmu v podminkach in vitro (Tab. 2).
Chemicka analyza prokazala, ze komplex SAAC se sklada z 58 %
(w/v) z polysacharidu a ze 42 % (w/v) z proteinu. V polysacharidové
frakci bylo zjisténo 6,1 % glukosaminu a galaktosaminu, pficemz
pritomnost téchto cukrd muze byt vysledkem deacetylace PNAG.
Za povsimnuti stoji takeé to, Ze protilatky proti ttmto deacetylovanym
formam PNAG patfi mezi silné opsoniny (specifické protilatky vazici
se na antigen) a zajiStuji nejvetsi ochranu proti infekci bakterii S.
aureus (Cerca et al., 2007).

Opsonizace bakterialnich bunék protilatkami a jejich nasledna
fagocytdza polymorfonuklearnimi neutrofily je hlavnim obrannym
mechanismem miléénych Zlaz proti infekci. Zaroven vsak nelze
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Obréazek 4. Analyza dle imunoelektroforéze v agarovém gelu pro bakterialni
extrakty z kmene S. aureus produkujiciho biofilm (A;jamky 1 a 3) a kmen ne-
produkuijici biofilm (B: jamky 4 a 6), s pouzitim polyklonalniho séra proti celé
bakterii (linky 2 a 5). Sipka ukazuje fadu imunoprecipitace pro komplex antige-
nuSAAC, ktery je pfitomen jen u kmenu charakterizované jako exopolysacha-
ridové produkty na agarovych plotnach s Kongo cerveni.

opominout fakt, Ze specifické protilatky proti biofilmu zajistuji i
pfimou ochranu. Vazi se na bakterialni buriky a znemoznuiji jejich
adhezi k epitelu a mezibunécné interakce, coz by mohlo vést k
vytvoreni biofilmu. S tim souvisi i studie in vitro, ktera ukazala,
ze protilatky proti komplexu SAAC jsou odpovédné i za inhibici
tvorby biofilmu, a to bez pfitomnosti neutrofild (Obr. 5 ukazuje
vysledky vyzkumu provedeného autorem).

Jednou z vyhod, pro¢ misto kapsularnich antigent lze pouzit
pfi konstrukci vakcin latky PNAG a SAAC, je skuteCnost, Ze v
takovych pripadech nebyly zjiStény Zzadné serotypy mezi izolaty
S. aureus. Z tohoto divodu zajistuji protilatky vzniklé proti
antigenim obsazenym ve vakciné kiizovou ochranu bez ohledu
na kapsularni serotypy S. aurea.
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STARTVAC® (HIPRA) je prvni vakcinou proti mastitidé u
skotu, ktera byla prostfednictvim agentury EMEA (Evropska
agentura pro IéCivé pripravky) registrovana v celé Evropskeé
unii. Vakcina obsahuje inaktivované buriky kmene S. aureus,
ktery vytvéri silny biofilm s velkym mnozstvim na bunky
vazaného komplexu SAAC. Vakcina dale obsahuje
inaktivovany kmen E.coli J5 a vhodné adjuvans posilujici
imunitni odpovéd.

Po imunizaci vakcinou STARTVAC®, ktera byla provadéna
bé&hem predklinického testovani i klinickych zkousek
provadénych v prGbéhu vyvoje vakciny, byly v krvi i v
mléce zjiStény dlouhodobé vysoké titry protilatek proti
komplexu SAAC. Klinické zkousky, které byly provadéné
s vakcinou STARTVAC® na Sesti farmach (vakcinou
STARTVAC® bylo navakcinovano 198 krav, 188 krav
slouzilo jako neo¢kovana kontrola), ukazaly, Ze vakcinace
vyznamné snizila vyskyt klinickych i subklinickych mastitid
zpusobenych S. aureus, koliformnimi mikroorganismy
a koagulaza negativnimi stafylokoky (CNS) a zmirnila i
zavaznost jejich klinickych pfiznakd. Po oc¢kovani vakcinou
STARTVAC® se navic zvySilo procento spontanné
vylé€enych infikovanych krav. Vakcina STARTVAC® je
v tomto ohledu prvni registrovanou vakcinou na svéte,
ktera zajiStuje ochranu proti mastitidé zpusobené CNS.

Protilatky proti exopolysacharidu PNAG antigenniho
komplexu SAAC vzniklé imunizaci vakcinou STARTVAC®
jsou zfejmé jednim z faktoru, které se podileji na vzniku
kfizové ochrany proti infekcim zptisobenym CNS.

6. Perspektivy prevence tvor-
by biofilmu pfi mastitidé

Schopnost bakterie S. aureus vytvaret biofilm je vyznamnym
faktorem virulence ovliviiujicim prabéh mastitid u skotu
a ovci. Faktor( virulence podilejicich se na patogenezi
mastitid mGze byt samoziejmé vice. Specifické protilatky
proti PNAG nebo SAAC vSak mohou plsobit preventivné
proti infekci mléénych Zlaz zplsobené S. aureus tim, Ze se
navazou na exopolysacharidovy extracelularni matrix (jesté
pfed vznikem biofilmu), usnadni tak fagocytézu bakterii
polymorfonuklearnimi neutrofily, a tim zajisti eliminaci infekce.
Toto je dlvodem, pro¢ je ockovani vakcinou STARTVAC®
dobrou alternativou pro snizovani vyskytu intramammarnich
infekci zplsobovanych S. aureem a CNS.
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Obrazek 5. Inhibice biofilmové formace S. aurea na mikromisce komplexem anti -SAAC protilatkami. Grafické vyjadreni optické denzity (OD) bakterial-
niho riistu na konci mikrojamkové inkubace (oznaéeno modre) a OD biofilmu po barveni adherovanych bunék (oznaceno svétle modre). V této studii
byly kmeny produkuijici biofilm S. aurea inkubovany bez pfitomnosti protilatek (sloupce S. aurea), v pfitomnosti séra, aniz by byly komplexem anti -SAAC
protilatek (sloupce AC) nebo v pfitomnosti hyperimunniho séra s komplexem anti -SAAC protilatkami (sloupce AC + ). Kontrolni sloupce koresponduiji
s nenaogkovanym kultivagnim médiem. Sloupce oznagené stejnym pismenem nevykazuji rozdily mezi sebou (P <0,05). Usetky oznaduji smérodatné
odchylky primeéru.
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