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NOVE SMERY V ZAMEZENI VZNIKU
BIOFILMU VE ZDRAVOTNICKEM ZARIZENI

7

NEW TRENDS IN THE PREVENTION OF BIOFILM FORMATION
IN HEALTHCARE PREMISES
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SOUHRN

Vétsina bakterif existuje jako komunita bunék adherujicich k inertnim i zivym povrchiéim, toto mikrobidlni spolecenstvi se nazy-
va biofilm. Biofilmy ¢asto souvisi s mnoha zdravotnimi problémy. Infekce vyvolané bakteridlnim biofilmem jsou obzvlasté proble-
matické, protoze pfisedlé bakterie odolavaji imunitnim mechanismim hostitele a jsou extrémné odolné vici antibiotikiim a dez-
infekeim. Piehledova prace se zabyva principem vzniku biofilmu a aspekty, které tento proces ovliviiuji. Snazi se ctenafam pfibli-
zit nové sméry v modernim krytf ran, dpravé zdravotnickych prostor, vody a invazivnich zdravotnickych prostedki, které by mély
vést k minimalizaci vzniku biofilmu a vyskytu infekci spojenych se zdravotn{ péci.
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SUMMARY

Most bacteria exist as a cell community that adheres to living or inert surfaces. This fellowship is called a biofilm and it is often
associated with health complications. Bacterial biofilm infections are especially problematic because the sessile bactetia resist the
host’s immune mechanisms, antibiotics and disinfectants. The review deals with the principle of biofilm formation and with as-
pects that affect this process. It tries to bring readers new trends in modern wound dressing, in the treatment of healthcare pre-
mises, water and invasive medical devices, which should lead to a minimization of biofilm formation and the incidence of health-

care associated infections.
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Uvod

Bakterialn{ biofilmy pfedstavuji velky problém ze-
jména ve zdravotnictvi. Mnohé pfetrvavajici i chronic-
ké bakterialni infekce, jako jsou napiiklad infekce Zlu-
covych cest, parodontdza, zanét sttedniho ucha a endo-
karditida, jsou dusledkem pfitomnosti biofilmu. Ke ko-
lonizaci bakteriemi jsou nachylné prakticky vsechny in-
vazivn{ lékatské pfistroje a pomucky (ortopedické endo-
protézy, pacemakery, permanentni katetry), tkanové na-
hrady (cévni nahrady, srde¢ni chlopné, nitroo¢ni ¢ocky
¢i zubni implantaty) i povrchy ve zdravotnickém zafize-
ni. Dana problematika se tyka také povrchovych pora-
néni kaze, kdy je poskozena pfirozena ochranna barié-
ra téla zamezujici vniku bakterif a tvorb¢ infekce. Vel-
kym problémem, ktery vznika ¢asto jako dusledek odol-
nosti biofilmu, je vysoky vyskyt nozokomialnich infek-
ci, tedy téch infekei, kterymi se pacient nakazi pfi po-
bytu ve zdravotnickém zatizeni. Mezi nejcastéjsi nozo-
komialn{ infekce lze zafadit zejména infekce pooperac-
nich ran, respira¢niho systému a urogenitalniho traktu.

Bohuzel i v moderni mediciné jsou infekce ziskané
v nemocni¢nim zafizeni velkym problémem po celém
svete. Postizeno je asi 5 az 13 % pacientu, ktefi se pfi
pobytu v nemocnici nakazi jednou nebo vice infekce-
mi, pfi¢emz toto ¢islo stoupd v rozvojovych zemich. Ve
vyspelych zemich je naopak velikym problémem ros-
touci rezistence bakterif na pouzivané antimikrobialni
latky. Z kment, které jsou rezistentni na antibiotika, je
nutné zminit zejména Methicilin rezistentn{ Staphylococ-
cus anrens (IMRSA) a Vankomycin rezistentn{ enterokoky
(VRE). Dale prokazuji stale se zvysujici rezistenci na-
ptiklad kmeny Klebsiella pnenmoniae, Psendomonas aerugino-
sa a Acinetobacter baumannii (1).

Biofilmy vytvofené z téchto a jinych odolnych bak-
terif poté odolavaji dezinfekenich latkam, antibiotiktm,
nebo ultrafialovému zafen{ pouzivanému na operac-
nich salech. Podle National Institutes of Health jsou asi
v 80 % zodpovédné za vznik infekce pravé bakterie
v biofilmu (2). Vyvoj novych metod, které by predcha-
zely vzniku biofilmu a snizovaly riziko vzniku nozoko-
mialnich nakaz, je tedy jist¢ na miste.
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V reakci na rostouci povédomi role biofilmt pfi vzni-
ku nozokomialnich infekei obdrzela organizace Food
and Drug Administration (FDA, USA) v poslednich
letech mnoho zadost{ o registraci zdravotnickych pro-
stftedku, které zdanlivé zamezuji tvorbu biofilmu (3).
Snahu vyrabét nebo upravovat invazivni zdravotnické
prostredky tak, aby minimalizovaly tvorbu biofilmt, jes-
té vystupniovala agentura Centres for Medicare & Me-
dical Services (CMS, USA), ktera oznacila poskytovate-
le zdravotni péce financ¢né odpovédnymi za vznik no-
zokomialnich infekei (4).

Nasledujici kapitoly se budou vénovat mechanismu
vzniku biofilmu a ddvodam, pro¢ jsou bakterie v ném
tak odolné. Nastin{ aktualni moznosti v oblasti preven-
ce jeho vzniku, jako jsou antibakteridlni krytf ran a Gpra-
va invazivnich zdravotnickych prostfedku, nebo uprava
povrchu s vysokym rizikem vyskytu bakterii.

Podminky ovliviiujici vznik biofilmu

Pro vznik biofilmu jsou charakteristické tfi kroky —
bakterialni pfilnavost (adheze), tvorba mikrokolonie
a tvorba biofilmu. Bakterialni adheze je komplexni mul-
tifaktorialn{ jev zavisici na mnoha faktorech. Na adhezi
maji vliv jednak vlastnosti povrchu materidlu, ale také
»zivotni prostfedi bakterif, kde adheze probiha. Pro-
blém s adhezi bakteri{ bohuzel nelze jednoduse odstra-
nit zejména diky faktu, ze kazdy typ bakterif adheruje
na jiné materialy. Pokud tedy nedojde k adhezi bakterii
na material s urcitymi povrchovymi vlastnostmi, stale
je tento material ohrozen adhezi bakterif jiného typu.

Zivotnim prostredim bakterif se rozumi zejména mé-
dium, ve kterém se vyskytuji. lontova sila a pH rozto-
ku ovliviuji ndboj bunééné stény i podkladu a tim na-
slednou interakci mezi nimi. Také piitomnost specific-
kych proteint muze podporovat (naptiklad fibronek-
tin) nebo omezovat ulpivani bakterii (napfiklad albu-
min). A konecn¢, rovnéz podminky proudén{ mohou
ovlivnit uchycenf bakterii (kriticky faktor je zde smy-
kové napéti) (5).

Bakterie jsou schopny adheze diky velkému mnozstvi
adhezivnich organel, které se nachazeji na jejich povrchu.
Jedna se zejména o razné druhy extracelularnich poly-
meru a fimbrif, které velmi napomahajf jak adhezi bak-
terii, tak nasledné tvorbé mikrokolonie a biofilmu. Han-
cock a kol. zkoumali vliv tff typt fimbrif (typ 1, F1Ca P
fimbrie) v odlisnych kultivacnich médiich na tvorbu bi-
ofilmu. Vyzkum byl zaloZen na ptedpokladu, Ze tvorba
biofilmu v jednom riastovém médiu nema vztah s akti-
vitou v jiném rustovém médiu a kmeny, které prosperu-
ji v jednom médiu, nemusi nutné prosperovat v odlis-
ném rustovém médiu. Predpoklad byl potvrzen a zdu-
vodnén faktem, ze s nejvetsi pravdépodobnosti nejsou
tvorba a permanence biofilmu realizovany v raznych
médiich stejnym mechanismem. Bakteridlni kmeny vy-
uzivajf ruzné strategie a exprimuji razné geny podporu-
jici tvorbu biofilmu v zavislosti na dostupnych pfirod-
nich zdrojich (6).

Pokud jiz dojde k adhezi bakterii na urcity povrch,
dochazi rychle ke vzniku biofilmu, ktery je mnohona-
sobné odoln¢jsi vuci naruseni nebo odstranéni nez sa-
mostatné bakterie planktonického typu. Jednim z da-
vodu této vysoké odolnosti je rychld tvorba mezibunéc-

né hmoty, ktera vytvati ochranou bariéru mezi koloni-
emi bakterif a vnéjsim prostfedim (7). Vznika uzaviené
spolecenstvi — mikrokolonie se sit{ kanalkd. Strukturou
pripomina vznikajici biofilm viskézni tekutinu s pravi-
delné rozmisténymi bunikami. Tato struktura poskytuje
bakteriim nejlepsi odolnost viuci dehydrataci a ultrafia-
lovému zafeni, které v normalnim piipadée snizuje vy-
razné proliferaci bunek (8). Souvisly biofilm je dale vel-
mi odolny jak vici dezinfekénim prostfedkim, tak vaci
ucinktm antibiotik. Ta se v nékterych pfipadech indi-
kuji jiz jako prevence pfiimplantaci nebo dlouhodobém
kontaktu pacienta se zdravotnickym prostfedkem. Na-
stesti ne vzdy dojde pii kolonizaci bakteriemi zaroven
k rozvoji infekce. Rozvoj infekce zavisi na mnoha fakto-
rech od patogenity kolonie az po stav imunity pacienta.

Znovu je tedy dulezité opakovat, ze adheze bakterii
a nasledny vznik biofilmu je velmi komplexni d¢j, ktery
je ovlivnén mnoha faktory. Nenf tedy jednoduché vytvo-
fit materialy, které by neumoznovaly adhezi vSech dru-
ha bakterii. Pfi vyzkumu vhodnjch materiala a k po-
chopeni podminek adheze a vzniku biofilmu se ¢asto
vyuzivaji razné modely, které se snazi co nejvérnéji si-
mulovat fyzikalné-chemické interakce probfhajici mezi
bakteriemi a materialem. Klasickym pfikladem téchto
modelt je DLVO (Detjaguin, Landau, Verwey, Over-
beek), ve kterém jsou bakterie chapany jako inertn{ ko-
loidni ¢astice, nebo termodynamicky model, ve kterém
je bakterialni adheze interpretovana jako spontann{ sni-
zeni volné energie v systému (9). Zminéné modely jsou
nicméné omezené, protoze jsou zalozeny pouze na fy-
zikalné-chemickych interakcich mezi plochami a zane-
dbavaji biologické aspekty adheze, jako je naptiklad jiz
vyse zminéna role adhezivnich organel (10).

I kdyz ke zmapovani slozitych zmén pfi pfeméné
z planktonické bakterie na biofilm velmi pomohl rozvoj
analyzacnich a strukturnich metod, jako jsou PCR, flu-
orescence in situ hybridization, konfokaln{ a elektrono-
va mikroskopie, nebo ramanova spektroskopie, oprav-
du dlouhodobé antibakterialn{ vlastnosti ma pouze vel-
mi malé mnozstvi zdravotnickych prostfedkt a mate-
riala (11).

Antimikrobialni kryti ran

Povrchova poranéni kuze typu popalenin jsou ob-
zvlasté nachylna k infekci bakteriemi v dasledku posko-
zeni ochranné bariéry, jez kaze poskytuje. Potencional-
ni pritomnost endogenni mikroflory v kombinaci s imu-
nosupresi tak prodluzuje nejen pobyt pacientt v nemoc-
nici, ale komplikyje i invazivn{ diagnostické a lé¢ebné
postupy. V dusledku toho i pfes vysokou prevenci jsou
popaleniny frekventované kolonizovany fadou patogen-
nich mikroorganismu, jez vyznamné komplikuji hojent
ran a zvysuje se tak riziko systémové infekce ¢i selhani
kozniho §tépu. Nejcastéji se na kolonizaci rany podile-
il bakterie Acinetobacter banmannii a Pseudomonas aerugino-
sa. Dale se ¢asto jedna o kolonizaci bakteriemi Szaphylo-
coceus anrens, Enterococcus faecalis, Escherichia coli a Klebsiella
pneumoniae (12, 13).

Napiiklad Yali a kol. (14) provadeli sbér klinickych
vzorkl od pacientt s popaleninami na jednotkach in-
tenzivni péce (JIP) a popaleninovych oddélenich a stu-
dovali organismy zpusobujici infekci. Z klinickych 2395



vzorkt popalenin bylo izolovano 1621 patogent, z toho
74,2 % byly gram-negativni bakterie. Nejcastéjsi vyskyt
byl zaznamenan pro A. baumannii, a to 34,4 % ze viech
patogent pfitomnych v popaleninach. I zde se bakteri-
alni kmeny obvykle vyskytuji ve formé biofilmu, které
vysokym podilem extracelularni matrix chrani bakterie
ptfed antibakterialnimilatkamii samotnou imunitni od-
povédi pacienta. Z tohoto duvodu zahrnuji obecné po-
stupy lé¢by popalenin vhodnou systémovou péci (napf.
kontrolu bolesti, spravnou vyzivu a kontrolu hladiny glu-
kézy v krvi) v kombinaci s lokalnim oSetfovanim ran.
Pti propuknuti infekce v riné je prvotnim, velmi dule-
zitym krokem, odstranéni napadené tkané, tzv. chirur-
gicky debridement, ktery predchazi aplikaci 1é¢iv 1 dez-
infekénich piipravka.

Komercné dostupné antimikrobialnf 1é¢ivé prostted-
ky maji potencial vyrazné snizit bakterialni kontaminaci
popalenin a obdobnych ran. Studie Halsteada a kol. (15)
prokazala, ze v prostiedi /n vitro existuji velké rozdily v
komercnich antibakterialnich 1éc¢ivech a jejich schop-
nosti zabranit tvorbé biofilmu v misté popalenin. Tou-
to studif bylo prokazano, ze obvazy s obsahem stfibr-
nych iontu jsou v prevenci tvorby biofilmu nejucinnéj-
§f (konkrétne Mepilex] Ag a Acticoat) a snizuji tvorbu
biofilmu nejméné o 90 %. Tyto vysledky korespondu-
ji1s dffvéjsimi studiemi zabyvajicimi se danou proble-
matikou (16, 17). Obecné vétsina vyzkumnych tymu,
nebo firem saz{ pfi vyrobé antibakterialniho kryti ran
na ionty kovu, jako jsou ionty stfibra, médi a zinku (18,
19). Otazkou stale ovSem zustava zdravotni nezavad-
nost téchto materiald.

Antimikrobialni uprava invazivnich
zdravotnickych prostredku

Pokud se biofilmy tvofi na invazivnich zdravotnic-
kych prostfedcich (jako jsou cévni a mocové katet-
ry, ortopedické endoprotézy, endotrachealni trubice
a mnoho dalsich), existuji dve feseni, jak tvorbé bio-
filmu zabranit. Prvani metodou je vytvortit zdravotnic-
ké prostredky, které by jiz ve své struktufe obsahovaly
biocidni latky. Zadouci je pfitom upravit povrch pro-
stfedkt biocidnimi latkami tak, aby mezi biocidy a po-
vrchem vznikla silna (idedlné kovalentn{) vazba. Pou-
ziti biocidnich latek je v tomto ptipadé¢ vsak velmi dis-
kutovanym tématem z duvodu vzniku bakteridlni re-
zistence a mozné toxicité upravenych zdravotnickych
prostfedkt. Druhou metodou je Uprava chemickych
a fyzikalnich vlastnosti povrchu (zejména hydrofility/
hydrofobicity, povrchového naboje a chemického slo-
zenf) tak, aby nepodporovaly vznik biofilmu. Uprava
vlastnost{ povrchu vsak narazi opét na problém veliké
rozmanitosti bakterialnich kmenu. Obecné lze fici, ze
nejtézsi je odstranéni hydrofobniho biofilmu z hydro-
fobniho povrchu, protoze vazby vznikajici mezi dve-
ma hydrofobnimi materidly jsou velmi silné. Tento fakt
ovsem vzdy jesté velmi ovliviiuje povrchové napéti bi-
ofilmu i materialu (20).

Jako pitiklad je mozné uvést studii, ve které bylo na-
opak vyuzito hydrofilnitho heparinu k potazeni moco-
vych katetrtl, jako latky nepodporujici rast biofilmu.
Heparin ma nejen antikoagulacni tcinky, ale diky hyd-
rofilnim vlastnostem také antiadhezivni vlastnosti. Vy-

zkum vedl Tenke (21) a potvrdil, velmi vysokou odol-
nost heparinem potazenych mocovych katetrt vici bi-
ofilmu Proteus mirabilis. Dal$i moznosti chemické apra-
vy povrchu je plazmovani. Metoda je pomérné jedno-
ducha, uc¢inna, ale opét jen na nekteré druhy bakteri-
alnich kmenu (22). Plazmovani povrchu muaze oviem
byt prvnim krokem k Gprave povrchu stifbrnymi ionty.
Naptiklad sklenéné materily upravené plazmou a na-
sledné nanocasticemi stfibra vykazovaly naprostou in-
hibici bakteridlntho kmene Staphylococcus epidermidis do
24 hodin (23).

Z metod chemicko-biologickych je jist¢ dtlezité zmi-
nit modifikaci povrchu pomoci polymeru, protoze tato
metoda se zda byt zakladni pro velkou fadu dalsich po-
stupu. Jiz pouhym navazanim polymeru s dlouhymi fe-
tézci na povrch zdravotnickych prostfedki vznika ste-
ricka bariéra, ktera snizuje moznost adheze bakterif. Pro
tyto ucely jsou nejcastéji studovanymi derivaty polye-
thylenoxidu (24). Zamérné jsou pro vyrobu zdravotnic-
kych prostredkt vybirany takové polymery, které bra-
ni adhezi proteinti. Napfiklad upraveny polyethylen-
glykol (PEG) navazany na titanové materialy se velmi
osvédcil pfi in vitro testech. PEG branil adsorpci pro-
teinu fibronektinu, a tim vyrazné snizoval tvorbu bio-
filmu S. anreus (25). Je dulezité ale upozornit na skutec-
nost, ze néktefi autofi poukazujf u této jednoduché te-
orie na velky rozdil mezi mechanismem adsorpce pro-
teint a adheze celych bakterii. Na oba procesy ma vliv
cela fada podminek a nové metody zabranujici adhezi
bakterif jsou vétsinou ucinné jen na vybrané typy bak-
terif (26). Resenim se nynf zda vyuzit materialy s na-
vazanymi polymery jako mezikrok k navazani dalsich
sloucenin (naptiklad enzymu nebo dalsich polymeru),
které bran{ ptimo adhezi bakterif.

Princip, jak zamezit tvorbé biofilmu pomoci enzy-
mu, spociva v hydrolyze polysacharida, které se vysky-
tujf v extracelularni matrix biofilma. Enzymy vyuzi-
vané k témto ucelim patfi tedy do tfidy hydrolaz. Pri-
kladem je a-amylaza, u které bylo prokazano snizeni
tvorby extracelularni matrix S. awrens az o 82 % (27)
nebo dispersin B (28), ktery hydrolyzuje na kratsi fe-
tézce poly-N-acetylglukosamin hojné obsazeny v ex-
tracelularni matrix. Po rozkladu extracelularni mat-
rix ztraci biofilmy i svou vysokou odolnost proti anti-
bakterialnim latkam. Kombinace enzymu a antibakte-
rialnich latek se tedy zda jako velmi dobry novy smér
v minimalizaci tvorby biofilmu. Ve studii vedené Tet-
zem byl porovnavan vliv n¢kolika antibiotik, enzymt
a kombinace enzym-antibiotikum na inhibici biofilmu
velké skupiny bakterialnich kment. Piitomnost enzy-
mu deoxyribonukledzy I o koncentraci 10 pg/ml vy-
kazovala ve vsech testovanych pfipadech inhibici bio-
filmu o 47 az 53 %. Testovany byly bakterialni kmeny
A. baumanniz, Haemophilus influengae, K. pnenmoniae, E.
coli, P. aeruginosa a Streptococeus pyogenes. Inhibice se sig-
nifikantné zvysila pfi kombinaci enzymu a antibiotika.
Jednalo se o antibiotika azithromycin, rifampin, levof-
loxacin, ampicilin, cefotaxim (vzdy o koncentraci 5 pg/
ml). Kombinace enzymu a antibiotika zvysila inhibi-
ci u nekterych bakterif az o 67 %. Samotny ucinek an-
tibiotik vykazoval nejnizsi inhibici biofilmu. Zalezelo
ale vzdy na daném bakteridlnim kmeni (hlavnim rozdi-
lem bylo, zda se jednalo o grampozitivni nebo gramne-
gativni bakterie) (29).
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Antibakterialni Upravy prostor se zvySenym
rizikem vyskytu bakterii

Dalsi moznosti, jak pfedchdzet adhezi bakterif a roz-
voji nozokomialnich infekei je ucinna, dlouhodoba apra-
va povrchu v Iékafskych zafizenich. Jedna se o upravy ne-
jen povrchti a zdi na operacnich salech, ale také o upravy
povrchu lékatskych pristroju a chirurgickych nastroju.

I v tomto odveétvi jsou nejcastéji testovany ionty kova
(stifbra, médi, zinku, zlata) inkorporované riznymi zpi-
soby do spreju, natéra, hydrogeld nebo tenkych filmua
(30, 31, 32). Vynikajici antibakterialni vlastnosti testova-
né pomoci 7 bakteridlni kment véetné MRSA byly na-
piiklad prokazany u skla a polymethylmethakrylatu, kte-
ré byly potazeny nanokompozitnim hybridnim povla-
kem obsahujicim ionty stfibra, médi nebo zinku. Proto-
ze povlak byl vytvofen pomoci metody sol-gel, byl do-
konce odolny i vuci odéru (33).

I zde ale plati, ze urcita c¢ast vyzkumnych tymu se
zaméfuje na vyrobu antibakteridlnich povrcht pomoci
aplikaci enzymu, nebo antibakterialnich polymeru (34).
Jedna se zejména o proteolytické enzymy, oxidacni en-
zymy a polysacharidy-degradujici enzymy (35).

Antibakterialni Uprava vody

Da se fici, ze nejrizikovéjsi pro rychlé rozsiteni infek-
ce je voda. Timto médiem se muze infekce §ifit nejrych-
leji a zasahnout za kratky ¢as velké mnozstvi lidi. Casto
je voda infikovana legionelami (napt. Legionella pneuno-
phia). Legionely zatazujeme mezi podminéné patogen-
ni mikroorganismy (bunky schopné vyvolat onemocné-
ni zejména u slabych jedincu, kde je infekeni davka vy-
razné nizsf). V nemocni¢nim zafizeni jsou ohrozeni ze-
jména pacienti s potlacenou, nebo oslabenou imunitou.
Pro zamezeni{ kontaminace vody legionelou je nutné ve
vsech zdravotnickych zafizenich dodrzovat doporuce-
ni tykajici se prevence vzniku biofilmu této gramnega-
tivni bakterie. Rizikovymi faktory jsou napf. stagnujicia
malo pritocné tseky vody, slepa ramena vodovodni site,
teplota vody v rozmezi 20 az 45 °. Nutné je vzdy pravi-
delné kontrolovat kvalitu vody, pouzivat biocidni latky
a vytvafet vodovodni sité z materialt zamezujici usazo-
vani bakterif a tvorbé biofilmu (36). Vyvoj se v tomto
odvetvi zabyva zejména vyrobou mikrofiltra¢nich po-
mucek vytvofenych z polymert, popf. membran s ion-
ty stfibra a médi (37). Mezi dezinfekénimi prostiedky
se do popfedi zajmu dostava zejména monochloramin,
protoze je velmi ucinny pravé proti tvorbé biofilmu (36).

Zavér

Metod, jak zabranit adhezi bakterii, nasledné produkci
odolné extracelularni matrix a vzniku biofilmu je velka
fada. Bohuzel cely proces je velmi slozity a vyzkum pro-
bihajici in vitro nemtze nahradit realné situace odehra-
vajici se pfi kontaktu bakterialntho kmene s povrchem
materialu, ktery za normalni situace do lidského orga-
nismu nepatii. Jedinou moznosti, jak snizit vyskyt in-
fekel spojenych se zdravotni péci, je vedle vysoké osob-
ni hygieny také pouzivani antibakteridlnich metod a ma-
terialt ve vSech vyse zminénych odvétvich soucasne.
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