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e Charakterizace mikrobialni fyziologie: byly
studovany planktonni buniky nebo bunky biofilmu?
- v piirod€ existence vetsiny bakterii ve formé
biohilmu, planktonni bunky se vyskytuji jen ve
tazich prechodu do biotilmu druhého

e Studie: Sbirkové kmeny? Z prostredi?
e Jaké vlastnosti musi mit bakterialni povlak, aby byl
za biofilm oznacen?

- nove proti puvodni definict: struktury a zavoje
vznikajici 1 bez pritomnosti pevné podlozky...
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propojenych kanalky a
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Biofilm / mikrokolonie:

husté mikrobialni populace vyvinuté z volné plovoucich
(planktonickych) bunék usazenych na vhodném povrchu v matrix z
polysacharidii formujicich ,hribovité“ utvary s dutinkami, kanalky a
stopkami. Je zodpovédny za 65% onemocnéni zapadniho svéta.




 Biofilm jednoho bakteridlniho druhu mé jednodussi
stavbu nez spoleCenstvi vice druht

Studium — véts. u G-
* pocalo u polysacharidove glykokalyx
* mikroskopie:
- svetelny mikroskop: obtizné
- elektronovy: nepracuje se Zivymi bunkami
- konfokalni: dovoluje prohlizet plochy ve
zvolene¢ hloubce, z fezu pak skladana
struktura; casosbérna metoda: mozno ziskat
zaznam déni v biofilmu

- fadkovaci elektronopticka technika...



Jak biohlm vznika..

o I— Volné€ pohyblivé bunky, hlavn€ pi
F \ v ye o o
A hladovéni, se za pomoci adhezint

Cf_e_h«j]Jj _LE::»_'li\ adnesin (GP nebo PS) prichytavaji na povrchy
| —— bacterial cell
e
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Hned po pfilnuti se zméni jejich
fenotyp a zaCnou produkovat
velké mnozstvi PS, formuje se
leseni, mikrokolonie a kanilky. Casem se na impuls (z bun&k detekujicich
hustotu populace vychazi signal quorum sensing - dusledek konkurence

a neunosnosti velikosti spole€enstvi) buniky odlucuji a kolonizuji povrch.

Tloust’ka - nékolik az stovky um, dle dostupnosti Zivin a po€tu druhi.
Koexistence
aerobu a anaerobu.

V rtiznych vrstvach rtizny naboy,
coZ pomaha transportu Zivin.

Jednodruhovy — pr: aerob P. aeruginosa — mnohem tenci biofilm nez vicedruhovy.



Biofilm je elasticky,

'BULK FLUID | povrch se v proudu
, — kapaliny vini.
[CELL CLUSTER|" * :- iz, . | STREAMER}:
€ (> voID N V silné€jsim proudu
| Slr . " se posunuje po
| CHANNEL pOleiCC.
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Pr1 dostatku Zivin se

povrch biofilmu vyrovnava.
Lze mérit hydrodynamiku pritoku |
v kanalcich;




Vlastnosti a zmény bun€k pri vznku
« Prilnuti: brofilmu

- spousti se fada genu
- uplatiuyi se biciky - pf1 dotyku 1 jejich syntézy
- v hotovém biofilmu mizi
- u G- bakterii fimbrie (=pih) - I um dlouhé; stovky
- nékteré salmonely a E£. coll
- zvl. typ fimbrii z neobvyklé bilkoviny amyloidu: curfr

(vyznam v patogenezi 1 pi1 studiu patogeneze u Alzheimerovy
choroby - model tvorby amyloidu)

Zkumavka: stac. kultivace: plovouci L. coll, bez usazovani na skle

Nadoba s pritokem Zivin: vznika povlak s odlisnymi bunikami - mutaci
zménéna jedina AMK v regulacni bilkovin€ genu pro curlr



Vznik biofilmu - piizpiisobeni piisedlému zptisobu Zivota:

Mechanismy adheze: adhesiny, fimbrie - curli, glykokalyx
Reverzibilni - van der Waalsovy sily - slabé vazby buiika-povrch
Irreverzibilni - chemicka vazba (kovalentni, vodikova)

- pritomnost extracelularnich polymer

Zména fenotypu - ustiva syntéza bifiku, mukézni latky
Ps. acruginosa - alginat

Spoustéci podnéty:

e Osmoticky tlak

* Snizeny obsah kysliku

e Rostouci hustota poulace - quorum sensing - malé mlk.

pro maturact biofilmu a virulenci
napt: acyl-homoserin lakton (G-), malé peptudy (G+)



e Po prichyceni zména vlastnosti:

- zprvu na urovni regulace gent (diky zméné vnéjsich podminek -
- jiné osmotické pomery, lkysliku, Thustota populace)

- 1/3 bilkovin se produkuje v rozdilném pomeéru k bilkovinam
planktonickych bunék

- vice tvofeny bilkoviny 1) poru, 2) transportni

3) syntetizujici mmobunécnou hmotu

o , Experiment:
e Po prichyceni nutno Psendomonas aernginoss — alginit
v . . + pznaceni genu pro syntézu alginatu
VytV()r]_t maitrici p—galaktozid Azovym operonem - indikadni gen

—=* soutasné se syntézou alginatu se syntetizuj e
1 Pgalaktozidaza =2 #tépenilaktosy v pudé =2
harevny indikator = zména barvy

- 7 polysacharidu

_ pi’- P aerugfnosa . I—;ljfrln_e::]::Zﬂdulcce p-galaktozidazy = hyper produkece
gina
- PS alglnét, JIZ 15 minut Zavér: Pri tvorbeé biofilmu nadprodukce

po pfisednuti alginatu se zvysenou rychlosti

lichoda




e Signaly

- G+ - peptidy - Fidi déleni bunék (= hustotu populace), tvorbu
matrice (velmi trvanlivé; na povrchu 1 po odstranéni biofilmu!)
»quorum sensing“ - nékolik desitek genti tvoFicich signaly
- vznik bilkovin mnoha fci - regulace, virulence (toxiny, enzymy)
e Prenos genu
- az 1000x tspé€snéji nez u bunék planktonickych
* Fenotyp bunék
- rytmicky se méni
- po odplaveni si zachovaji ur¢. dobu vlatnosti jako v biofilmu (R)
e Odplaveni
- aktivace genu pro syntézu enzymu Stépiciho matrici




/nacna Cast experimentu provadéna s kulturama:

Pseudomonas aeruginosa

formovani biofilmu sestava z pét krokii, béhem nichz
exprese vice jak 800 proteinu

(tedy vic jak polovina proteomu tohoto druhu)
Je Sest 1 vicenasobné zvySena.

Medscape® www.medscape.com

Mature Biofilm .. tento V},/Zkllm
- vysvetluge 1

| patogenezl
nékterych

onemocneni




Pseudomonas aeruginosa

faze vzniku biofilmu

Reversibilni ptilnuti (attachment): bunky se prechodné fixuji k
substratu a povrchem indukovana genova exprese usti do tvorby
zretelné odliSného od planktonnich bunék
{

Ireverzibilni prilnuti: u bun¢k dochazi k reorientaci, shlukovani, ztraté
pohyblivosti a aktivaci regulonu quorum sensing

v

Maturace I: bunécné shluky jsou siln¢jsi a je aktivovan rhl quorum
sensing system

{

Maturace II: bunécné shluky dosahuji maximalni tloustky s
proteinovym profilem odliSnym od planktonnich bunék

v

Disperze: zména struktury shlukii, formovani poru a kanalku|
Pritomnost pohyblivych 1 nepohyblivych bunék.




Novy objev mikrobiologti v USA: nejen pevné
povrchy, ale 1 v bujonu ve zkumavce po delsi
kultivaci, drive nez bunky klesnou ke dnu...

S. epidermidis, Ps. aeruginosa

Sit’ovina z polymeru - hexagonalni stény kanalku, 150nm tlusté,
ukryvaji bunky

Kanalky vznikaji z plochych struktur, kter¢ se tvori v
pravidelnych periodickych vzdalenostech

Na periferii tvori buniky kompaktni zavoje, které vlaji v proudu
kapaliny a tlumi stfthové sily tekutého prostredi

Funkce sitoviny: leSeni, asi 1 pfenos signalu a ukazatel sméru
posunu bunék

Popsany 1 struktury vlakének spojujicich jednotliva mista sitky
Z.atim nezodpovézené otazky: jakto, ze bunky zaujimaji
seskupeni desticky a ne amorfni kapky?

Jak to, Ze se radi v pravidelnych intervalech?

Co bakterie zastavi po dosazeni 150ti nm tloust’ky stény?




3-Oxchexanoyl homoserine lactone

{IOCEHSL or VAI) is the acyl-
homoserine lactone (AHL) produced by

Luxl amd recognized by LuxR in Vibrio
fischeri

Quorum Sensing

| Low Cell Density |

Quorum sensing was first -t ® e
discovered in the 1970s in the b ® 0 °*% 20
marine luminescent bacteriwm
ibrio fischeri, a facultative
symbiont of marine animals (such

as Eupryma scolopes)

@ = Acyl-homoserine lactone (AHL)




Quorum - sensing

* Soustava malych organickych molekul, které
jsou bunkou tvoreny v zavislosti na
koncentraci jich samotnych v prostredi

e Bunka tak reaguje na hustotu populace

o Kaskada reakci po vazb€ na receptor spousti
syntézu sekundarnich metaboliti a
kOHlunikaCi V rémCI Cell-Cell Communication

bakt. spoleCenstva
e Vnitrodruhova

organizace komunity .- {

L -
-t
’
)
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P. aeruginosa:
acyl-homoserin lakton
(LasI/LasR and RhlI/RhIR) systém

3D rekonstrukce dozravani biofilmu

* Monitorovani hustoty populace reudomonas aeruginosa

* Specifické receptory a syntetazy (Lux I)

e Ruzné LuxI produkuji ruzné formy ASHL

e Lisi se v R1 a R2 pozicich postranniho fetézce

e Koncentrace ASHL v bunice dana koncentraci
téchto molekul v prostredi

e Vyznam pro ekologu bunék ale 1 virulenci




"' Ekonomika bunky: produkce extracelularnich
signaltl aZ nad ur€itou hustotou populace !!!

e NacCasovani rozmisténi faktoru virulence v hostiteli
je kriticky bod - patogen se muze hromadit bez

vykazovani faktoru virulence = e
4 s +:-:_
N T - =
s o fECHE
e Vice nez 4% 7z témer 6 000 g B T—

genu P. acruginosaregulovano %, o

pomoci quorum - sensing De®
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Quorum Sensing
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e Acyl-homoserin lakton (G- bakterie) = automduktor
(Cerveny) a metabol.produkt od ur€.koncentrace AHSL

(zeleny)
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Biofilm v idském t¢€le
vyhoda biofilmu — perzistence a R k ATB

Zubni povlak

- A. van Leewenhoek

- periodontitida
Stievni sliznice
Infekce
- sliznice nebo uvnitr tkané;
- endokarditida
- trvaly biofilm na chlopnich
(hl. strepto- a stafylokoky;

nebezpeci z krvacivych dasni..)

- rany; bércové viredy; spaleniny



Chronické infekce
- dychaci cesty

Cysticka fibréza - genet. onemocnéni (porucha iont. rovnovahy)
Vyvoj: bézné infekce (stafylokoky, hemofily, pneumokoky)
pozdé& na poskozené tkanmi P. acruginosa; v alginatu odolné.

CHOPN

- usni infekce

- moCové cesty

- chronicky zanét prostaty

Imunokomprimovani - kolonizace
alveol, az kalcifikace..
BlOﬁlm ne Spouéti lmunltni OdeVéd,. © 2004, Montana State University Center for Biofilm Engineering




Biofilm a medicina

Cévky - arterialni, Zilni

Mocové katetry
Dychaci a dializani pfistroje
Uméelé chlopné

Kontaktni CoCky

SITES OF
PRIMARY
INFECTION:

Subvenous
cathether

D¢élozni télisko

Bakterie jsou unaseny
proudem krve a mohou
zaCit infek¢ni proces

na odlehlém misté....

-Bozeman

Vytrvala syntéza
a uvolfnovani
toxint...

Nemusi byt kontakt s vné€jskem! - kovové nahrady kloubu

Stafylokoky — fibronektin-binding protein..

pseudomonady, E. coli, streptokoky, aktinomycety...



e I.ékarska mikrobiologie:

Pg bakterie biofilmu nelze testovat na rezistenci k

antibiotktim - vykultivované bakterie jsou j1z planktonické
= s jinymi vlastnostmi!

Bakterie biofilmu az 1000x rezistentnéjsi k ATB neZ planktonické buriky.

Experiment:

Byl vytvofen umély biofilm

- Néktera ATB vyvazana polysacharidem

- vyluCovani ATB pumpou nebylo zesileno

- bunky moZna v klidovém stavu a AT'B puisobi jen na bunky rostouci

- rezistence je jednou z fenotypovych zmén, vznika po aktivaci regulacnich genu
urCité Casti bunék

Napf. u P. acruginosa nalezen cyklicky glukan (polymer gluk6zy) vyvazujici ATB 1

n vitro, vin€ 1 uvnitt bunky.

Rezistence souvisi s mnozstvim zmeén pi1 pfechodu do spoleCenstvi biofilmu.

Mozné vysvétleni: snaha pseudomonad branit se ATB streptomycet v prostfedi prave

tvorbou biofilmu.




Mechanisms of Biofilm Tolerance Antimicrobial

Depletion
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Persisters

Terapie biofilmu

Studium mutaci genti gsc = studium naruseni formovani biofilmu
- poté pristupn€jsi ATB a dezinfekci

Navrhy: aplikace ATB v intervalech; sou€asné pusobeni ultrazvuku a ATB,
kombimace ATB a el. pole..



Nevyhody prisedych stadii

msedimentace, vy¢erpani Zivin a neschopnost kolonizovat nové,

vhodnéjsi prostiedi

mkonzumace substratu (¢astic) zooplanktonem

mvznik gradienti — Ziviny, kyslik

Vyhody piisedych stadii

Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses

Nutrient
depletion
creates
zones of
altered
activity.

Outer layers
of biofilm
cells absorb
damage.

mlepsi dostupnost a vyuzitelnost substratu
eadsorpce makromolekul a malych hydrofobnich molekul na povrch
elepsi vyuzitelnost koncentrovanych zivin

mochrana pied inhibiénimi u¢inky antibakterialnich latek (antibiotika, chlor,

tezke kovy)
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mpuceni — pupen je syntetizovan de novo, véetné bunécné stény

mstelka — neziva struktura vyluCovana buiikou a rostouci z bunky

mprostéka — prodlouzeni bunky, obsahuje plazmatickou membranu a buné¢nou
sténu

ou kaulobakteri muze byt az 10x delSi nez bunka




Rustovy cyklus Caulobacter crescentiis

Stadia rustového cyklu

m]. bi¢ikaté, volné stadium (swarmer cell) — nerostouci, nepodleha
deleni

ebicikata dcefinna buika

m2. stélkaté prisedlé stadium — reprodukcni

+,.nezkuSena bunika* — jesté se nedélila (inexperienced cell)

¢, zkuSena bunka* — j1z ,,vyprodukovala® dcefinnou pohyblivou
buiiku
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Fig.1 : Caulobacter crescentus cell oycle

chromosome




Plovouci biikata bunika se nereplikuje

Pro replikaci bunky nutné
prisednuti na misto s vhodnym
substratem a diferenciace
ve stélkatou bunku.

Poté miciace replikace DNA.

Béhem promény dochazi k odhozeni a
nahrazeni biCiku a pilust polarni stélkou, ktera prichyti

bunku k podkladu

Nezrala stélkata bunka se prodluzuje

Reproduktivni stélkata bunka replikuje DNA, vznik dcefinné bunky,
syntéza nového bifiku na polu proti stélce.

Kazda morfologickd zména je kontrolovana dokon€enim
spectfickych krokti bunééného cyklu - uzlové body.
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Fig. 13. Schematic diagram illustrating various developmental and biosynthetic events as a function of the cell cycle of
Caulobacter crescentus. The numbers are fractions of a complete (1.0) cell cycle. (From Dworkin, 1985.)
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new flagellum

polar Ps Coni

A polar DNA rep

ccrM | > (DNA methylation)

class II| class IIT | class IV flagellin genes
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protein degradation fliF figH fiiK

™ O™ (~50 genes)
fliJ (flagellin)
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* Nékolik esencidlnich transduk¢nich proteinii méni v pribéhu
cyklu bun€k Caulobacter svou vnitrobunécnou lokaci
Asymetrické umisténi regulatoru cyklu -
= regulaCni systém prenosu sinalu

o Strukturdlni analogy aktinu (MreB)
- predurceni tvaru bun€k C. crescentus,
Escherichia coll, Bacillus subtilis

* Protein bunééného déleni: FtsZ, je protip6lem tubulinu
(bakterie tedy vlastni struktury vlaknitého cytoskeletu)

* Crescentin - podobny intermedianim L“ 2 ;*" \«x N ;:4
filamentiim - helixy a zak¥ivent LI/

Caulobacter - asymetrické 5 AT I_,___.—--'“
samousporadavani molekuly - tvar b. s 'j‘:.*ﬂ.;f“,,;j Sbazin




Fig. 2: Crescentin i= required for the wibricid and helical
shapes of C. crescenfus Scale bar, 2 pm.
Photo mornted couwdesy of Call Press,

Fig. 3. Crescentin colocalizes with the inner cell curvature near the
membrane. (&1 Overlay between crescentin-GFFP (green) and the
membrane dye Fh4-64 (red] in live meradiploid cresS-ofe creld cells.
(B) Immunofluorezcence averlay betvween crescentin (red) and DAPI (biue)
ainings. FPhoto earnted cowdesy of Call Press.
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Zvlastnost1 rustového cyklu
mrustova stadia se nutné stiidaji, zadné neni alternativou, ktera se
nemusi realizovat (viz klidova stadia)

mmatefska burka je v jistém slova smyslu ,,nesmrtelnou bunkou*,
ktera produkuje velké mnozstvi dcefinnych bunék (na rozdil od
konvenc¢niho déleni, kde nelze striktné odlisit materskou a dcefinnou

bunku)




mCaulobacter crescentus je¢ modelovym organismem pro studium
diferenciace u prokaryot
mvelmi mtenzivné studovan

mgenom




o Tekouc1 Vody
e Papirenské vody
o Kaly

e Aktivované kaly

- problém sedimentace
Yo,
. ] A= D\egradace pochev -
1 \ :
Son&-ef t{ hi¢ cells are irregularly curved,

and’some haye thick ellipsoidal
spores (arrows). From Takeda et al.

Bacillus - enzym



Zivotni cyklus Sphaerotilus natans
mneni zdaleka tak podrobné prozkouman, jako zivotni cyklus rodu
Caulobacter

mstiidani piisedlé a volné Zivotni formy

mvolné bunky — bi¢ikaté, pohyblivé G-tycky

mpiisedlé stadium — vlaknita pochva, ktera uzavira ty¢kovité
nepohyblivé bunky a je jednim koncem (stopka, holdfast) piic

k pevnému podkladu -




Sphaerotilus natans

mvolné buiiky najdou vhodné Zivotni prostredl
mpiichyti se k podkladu

modhodi bi¢ik

mzac¢nou tvorit pochvu

mdéli se uvniti pochvy

mz pochvy se uvoliuji deefinné pohyblivé burnky

*V prostredi s nizkou koncentraci kysliku
*Dokaze utilizovat Siroké zdroje org.latek:
polysacharidy, polyalkoholy, org.kyseliny
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Pochva
mtrubicovity utvar, ktery se nikdy nedotyka bunék, ¢asto uzaviena
mmuze obsahovat oxidy zeleza nebo manganu
mfunkce — prichyceni k pevnym povrchum a zachycovani zivin pro
bunky, ochrana proti predatorum (prvoci, Bdelovibrio)

Vyskyt

mSphaerotilus

+v pomale tekoucich vodach zne¢iSténych odpadem
ena Cistickach — problematicky vlaknity organismus




Sphaerotilus natans

Fig. 14, Sphaerotilus natans. (A) Phase contrast photomicrograph illustrating free cells, sheathed cells, and empty sheaths.
Bar = | ym. (From Mulder and Deinema, 1981.) (B) Electron micrograph of a swarmer cell and an empty sheath. Bar
= 1 pm. (From Mulder and Deinema, 1981.) (C) Electron micrograph of a thin section of sheathed cells. S, sheath; CW,
cfil]wallé;?l;, )peptidoglycan layer; In, intrusion of plasma membrane; Mes, mesosome; N, nucleoplasm, (From Hoeniger
et al,, 1973,



Stiidani voln€ho a piisedl€ho stadia u Actinoplanes a
pribuznych rodu

mpiisedlé stadium — vegetativni mycelium, mnozici se

mvolné stadium — bicikaté spory, které se tvofi ve sporangiu
(zoospory)

mActinoplanes — patii mezi aktinomycety, kromé téchto 2 stadii se
uplatiiuje komplexni rustovy cyklus




Pilimelia

mvlasy, chlupy, kuze hadu
mneni znama jako dermatofyt
mbeézné v pude

Vyskyt

mpuda a spadané listi

mrostlinny a zivo¢iSny odpad

mjezera, rybniky, feky = Z %G
mprimarné prostiedi se stildawm Vysychanml
mrozsifeny celosvétoveé — tropy, pouste ...







Fig. 18. Electron micrograph of a thin section of a sporan-
gium of the actinoplanete genus Pilimelia, illustrating the
arrangement of the spore chains. sw, sporangial wall; el,
columella; sp, spore. (From Vobis, 1984.)
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