Mnozeni bakterii in vitro

RUst a mnozeni bakterii predstavuje radu biochemickych a fyzikalnich procesg.
Rustovy cyklus sestdvéa z téchto ¢asti:

= rdst bunky - koordinované tvorba makromolekul a bunéénych slozek;
= tvorba septa;
= déleni burky.

Generacni doba je doba mezi dvéma délenimi.
Doba zdvojeni je doba, za jakou se pocet bakterii zdvojnasobi.

Déleni bakterii probiha za idedlnich podminek geometrickou Fadou ve skutecnosti tomu tak neni predevsim z
téchto dlvod:

= vycerpani zivin (resp. se ziviny nedostanou ke vsem);
= inhibice zplodinami svého metabolismu.
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= X je koncentrace vytvoreni biomasy, s koncentrace spotrfebované Ziviny, Y rlstovy vytézek (informuje o
fyziologii rostouci bakterie);
= faze odumirdni (autolyza) (neisserie nebo pneumokoky), indukce enzymd destruujicich bunéénou sténu,
poruseni rovnovahy mezi lytickym plsobenim a syntézou stény;
= nékdy je rychlost konstantni (jediny nepfiznivy faktor), vétsinou vsak plsobi nékolik faktord, kinetika je
tak rlizna;
= specifickd rychlost hynuti je rychlost Gbytku bunék prepoctend na jednu bunku.

Rlstova krivka bakteridlni kultury

Pri kontinuadlni kultivaci dochazi k udrzeni v logaritmické fazi, je potreba zajistit privod zZivin a odvod odpadu.
Kontinudlni kultivaci provadime v pfistrojich zvanych fermentory, vyuziva se napriklad k produkci ATB, pfirozené
probiha v GIT. V pfirozenych podminkéch se bakterie mnozi vétsinou pomaleji v disledku omezeného privodu,
suboptimalni teploty a pldsobeni ostatnich mikrob(.

V praxi se rst bakterii sleduje mérenim nardstu buné¢né hmoty, a to nasledujicimi zplsoby:

= spektrofotometricky;
= pocitdnim bunék (mikroskopicky v pocitaci komdrce);
= kultivacné na zGzeném kultiva¢nim médiu na Petriho misce.

Biofilm

Biofilm je struktura tvorena bakteriemi, kterd slouzi k jejich adherenci, komunikaci a ochrané. Také mize byt
faktorem patogenity a virulence. Adheruje k povrchlm inertnim ¢i anorganickym (vihké povrchy v prirodé,
implantaty, katetry, kanyly) i zivym (epitelidIni buriky). Je to slozita struktura s kandlky (voda pfinasi Ziviny a
odnasi odpad). Pfipomina tkané vyssich organismd. Na jeho vzniku se vétsinou podili nékolik druhG mikrobu.

Biofilm zvysuje odolnost bakterii (pred nepfiznivymi podminkami prostredi nebo imunitnimi mechanismy) a
umoznuje jejich bohatou komunikaci, coz mze zna¢né komplikovat lé¢bu.
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Vznik biofilmu

Prilnuti (adheze) bakterii na povrch (pomoci fimbrii, glykokalyxu, povrchovych proteind atd.) podmini spusténi gen(
pro tvorbu extraceluldrnich polymer(. Dalsi buriky vznikaji v extraceluldrni polysacharidové hmoté. Délenim
vzniknou tzv. mikrokolonie, které rychle rostou. Mikrokolonie se obali slizem a diferencuje v biofilm. Mohou byt
tvoreny nejen bakteriemi, ale také vyssimi organismy (v téle napr. Candida albicans). Z biofilmu se mohou uvolnit
volné bunky (planktonické burnky) a kolonizovat jind mista.

Komunikace bakterii prostrednictvim biofilmu spocivé predevsim ve vymeéné
genetické informace (napr. plazmidd) mezi bakteriemi. Tim mohou bakterie ziskat
napriklad rezistenci vici antibiotikGm.

Quorum sensing
Mechanismy, kterymi mohou bakterie vnimat pritomnost jinych bakterii ve
svém okoli a prizplsobovat se jim. Bakterie pfi svém rlstu produkuji tzv.
autoinduktory. V momenté, kdy koncentrace autoinduktori dosahne
prahové koncentrace, dojde k ovlivnéni transkripce gend mnozicich se : : 2
bakterii. Touto zmé&nou exprese genli mohou podminit zastaveni rlistu Biofilm Staphylococcus aureus na
bakterii nebo jeji dalsi rlist. Timto mechanismem si kolonie udrzuje optimalni katetru
hustotu populace.
Dalsim faktorem, ktery mohou autoinduktory ovliviiovat je produkce
nékterych metabolitd (napf. produkce protedz u Pseudomonas aeruginosa).

Biofilm Ize pozorovat konfokalnim laserovym mikroskopem v optickych rezech a z
nich slozit prostorovou strukturu. Tloustka biofilmu kolisd od nékolika az do stovky
mikrometr(, podle dostupnosti zivin.

Priklady mist tvorby biofilmu > - e

5 fazi tvorby biofilmu:

= Zubni plak - viridujici streptokoky. 1. Inicialni pfilnuti, 2. Ireverzibilni

= Periodontitida - v kapsach pod dasni (tvorba polymikrobiélniho biofilmu, kam prilnuti, 3. Zrani |, 4. Zrani Il,
nepronika kyslik), nahromadéna bakteridlni hmota, odumfelé bufiky a hnisavé 3 Odlucovani bakteriia sireni
buriky situaci zhor3uji. kolonie

= Zanét stredniho ucha - hemofily.

= Osteomyelitis - Staphylococcus aureus,

= Cysticka fibréza, k primarnim respiracnim infekcim se pridavaji chronické nebo opakujici se infekce. Dochazi k
ucpavani pridusek a trvalé poskozeni epitelu. Na tomto poskozeném epitelu se biofilmem usadi Pseudomonas
aeruginosa a ji podobné.

= Zanéty zlucovych cest - G— strevni tycinky.

= Pfi chronickém zanétu prostaty - bakterie pronikaji do prostaty proti proudu moce, akutni prostatitida mdze
prejit v chronickou. Zpocatku je biofilm jen komplikace, pozdéji i pri¢ina onemocnéni.

= Spatné vyzivovana klize a podkoZi pfi bércovych viedech, na povrchu popélenych ploch.

= Nitrodélozni télisko mlze byt pri¢inou zanétd v dutiné panve a sepse.

Asistované dychani - tvorba na sténé trubic. Pri nedostatku oSetfovani mohou bakterie proniknout az do

prédusek a plic.

Intravendézni katetry - koaguldza negativni stafylokoky.

Umélé srdecni chlopné.

Kloubni ndhrady.

Kontaktni ¢ocky — pfi nesprdvném uzivani se usazuje Pseudomonas aeruginosa.

V urologii je biofilm nej¢astéjsi pri¢inou infekce pri zavedeném mocovém katétru.

Rezistence bunék biofilmu k antibiotikim

Bunky biofilmu jsou velmi rezistentni k antimikrobnim latkam a dezinfekcim (az tisickrat vice nez bunky
planktonické). V |ékarské praxi to znamena3, Ze k 1é¢bé nestaci ani vysoké davky antibiotik. Odolnost je vyjadrena
fenotypové — nejde o rezistenci podminénou geneticky.

Laboratorni vySetreni citlivosti vici antibiotiklim podava nespravné vysledky. Bakterie biofilmu jsou rezistentni, ale
oproti planktonickym bakteriim se v optimalnich laboratornich podminké&ch jevi jako citlivé.

Odolné bunky tolerujici antibiotikum a setrvavajici v téle se obecné nazyvaji perzistori. V biofilmu se mezi
bunkami prendsi geny az tisickrat Gspésnéji, nez mezi planktonickymi bunkami (podpora prenosu gen( rezistence v
populaci). Hlenovou hmotou jsou bunky v biofilmu také fyzicky chranény pred protilatkami.

Faktory ovlivahujici mnozeni bakterii

= kyslik
= aerobni - Pseudomonas, kyslik akceptor elektron(
= fakultativné anaerobni - enterobakterie
= anaerobni - klostridia
= mikroaerofilni - Neisseria
= kapnofilni - meningokoky, gonokoky
= voda
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= vétSina hygrofilni (x lyofilizace - suSeni zmrazenych bakterii ve vakuu), k vyschnuti odolnéjsi G+ a
acidorezistentni (stafylokoky a korynebakteria na kzi)
= xerofilni - voda na povrchu ¢astic (pdda), nokardie, aktinomycety, plisné
= teplota - minimalni, optimalni a maximalni rlstova teplota - teplotni rozmezi
= psychrofily - 0-20 °C
= psychrotolerantni - yersenie, listerie, salmonelly, S. aureus
= mesofily - 20-40 °C
= termofily - nad 40 °C
= hypertermofily - nad 80 °C
= hydrostaticky tlak - hlubokomorské
= osmoticky tlak - vétSinou hypotonické prostredi, ochrana sténou
= hypertonické - plasmolyza (konzervace potravin)
= halofily - halotolerantni a obligatni (enterokoky, stafylokoky, Vibrio) nebo extrémni halofily
= pH
= neutrofily - vétSina
= alkalofily - Vibrio cholerae, alkalotolerantni - Proteus, enterokoky
= acidofily - laktobacily
= oxidoredukcni potencial
= aeroby - oxidované prostredi
= anaeroby - potrfeba nizky potencial
= zareni - poskozeni ultrafialovym a ionizaénim zarenim
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