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Rustoveé cykly bakterii .
Stridani prisedle a volné (plovouci)
formy zivota u prokaryot

Caulobacter crescentus
Sphaerotilus natans
Biofilm
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Slozky biofilmu:
Bakterialni bunky a
jiné organismy uvnitr
hribovitych shlukd
propojenych kanalky a
pory.

Jednodruhovy
*Vicedruhovy

Biofilm / mikrokolonie:

volné plovouci (planktonické) bunky usazené (na vhodném povrchu) v matrix z
polysacharidl formujici ,,hfibovité” Gtvary s dutinkami, kanalky a stopkami.

Je zodpovédny za 65% onemocnéni zapadniho svéta.



e Charakterizace mikrobialni fyziologie:
- planktonni buriky nebo bunky biofilmu?

e Jaké vlastnosti musi mit bakterialni povlak, aby byl za biofilm
oznacen?

- nove proti puvodni definici:
,struktury a zavoje vznikajici
i bez pritomnosti pevné podlozky...”
(surface-attached) a planktonni (free-floating)

Hall-Stoodley L, JW Costerton, and P Stoodley. 2004. "Bacterial Biofilms: From the Natural Environment to

Infectious Diseases." Nature Reviews: Microbiology. 2:95-108. 6
Lewis K. 2004. "Persistor Cells and the Riddle of Biofilm Survival." Biochemistry (Moscow). 70(2):267-274.



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

S. epidermidis, Ps. aeruginosa

e Sitovina z polymeru - hexagonalni stény kanalkt, 150 nm
e Kanalky vznikaji z plochych struktur v periodickych vzdalenostech

e Na periferii tvori bunky kompaktni zavoje - tlumi stfihové sily

e Funkce sitoviny: leSeni, asi i prenos signalu a ukazatel sméru posunu

e Popsany i struktury vlakének spojujicich jednotliva mista sitky

Zatim nezodpovézené otazky: jakto, ze ne seskupeni amorfni kapky?
Jak to, ze se radi v pravidelnych intervalech?
Co bakterie zastavi po dosaZeni 150ti nm tloustky stény?



Jak biofilm vznika..

——host cell membrane

o ——receptor Prilnuti:
o adheziny (GP nebo PS)

Iﬂ : ‘F- :
<T_e_LEJL|J. 0 A
_ 1—1 >—— hacterial cell

Zmeéna fenotypu

H -

REVERSIBLE IRREVERS IBLE GROWTH & EXOPOLYMER ATTACHMENT
DIVISION PRODUCTION OF OTHER
ADSORPTION  ATTACHMENT
OF BACTERIA OF BACTERIA OF & BIOFILM ORGANISHMS TO
(sec.) {sec.—min.) BACTERIA FORMATION BIOFILH
. . . (hrs_-days) (hrs_-days) {days-months)

Produkce PS s W
LeSeni

Mikrokolonie a kanalky
Impulsy (bunky detekujici hustotu populace - quorum sensing)

Tloust’ka — aZ stovky ym dle zivin a po¢tu druhu.

Koexistence
aerobu a anaerobu.

V raznych vrstvach rizny naboj

, . . vr s g v . 8 ,
Jednodruhovy — pr: aerob P. aeruginosa — mnohem ten¢i biofilm nez vicedruhovy.



Vlastnosti a zmény buneék pri vzniku
biofiimu

* Prilnuti:
- spousti se rada genu

- uplatnuji se bi€iky

- U G- bakterii fimbrie (=pili)
- nékteré salmonely a E. coli
— zvl. typ fimbrii z amyloidu: curli
(vyznam pfi studiu patogeneze u Alzheimerovy choroby)

Zkumavka: stac. kultivace: plovouci E. coli, bez usazovani na skle

Nadoba s pritokem zivin: vznika povlak s odliSnymi bunkami — mutaci
zmenena jedina AMK v regulacni bilkoviné genu pro curli



Vznik biofilmu

— prizpusobeni prisedlému zpusobu zivota:

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

- pfitomnost extracelularnich polymert

Zména fenotypu - ustava syntéza bicikl, mukoézni latky

Spoustéci podnéty:

* Osmoticky tlak

« Snizeny obsah kysliku

« Rostouci hustota poulace - quorum sensing
napr: acyl-homoserin lakton (G-), malé peptidy (G+)

10



Po prichyceni zména vilastnosti:
- zprvu na urovni regulace genu
- 1/3 bilkovin se produkuje v rozdilném pomeru

- vice tvoreny bilkoviny
1) péru
2) transportni

Zmeéna bilkovinného
profilu populace

3) syntetizujici mimobunécnou hmotu

Po prichyceni nutno
vytvorit matrici
- Z polysacharidu
- pr: P. aeruginosa
PS alginat, jiz 15 minut
po prisednuti

Experiment:
Psendomonas uernginosa — alginat
+ pznaceni genu pro syntézu alginatu
p—galaktozid azovym operonem - indikacni gen
= soufasné se syntézou alginatu se syntetizuj e
i P-galaktozidaza = Stépenilaktosy v pidé =
barevny indikator = zména barvy
+ Hyperprodukce -galaktozidazy = hyperprodukce
al ginatu
Zaveér: Pri tvorbé biofilmu nadprodukce
alginatu se zvysenou rychlosti
| F




Pseudomonas aeruginosa
faze vzniku biofilmu

Reversibilni prilnuti (attachment): bunky se prechodneé fixuji k substratu
genova exprese (povrchem indukovana) usti do tvorby
| zfetelne odliSného od planktonnich bunék

Ireverzibilni prilnuti: reorientace bunek, shlukovani, ztrata pohyblivosti
aktivacie regulonu quorum sensing

\

Maturace |: bunécné shluky silngjsi, aktivovan rh/ quorum sensing system

Maturace lI: bunécné shluky dosahuji maximalni tloustky

v

Disperze: zména struktury shlukd, formovani pora a kanalka.
Pritomnost pohyblivych i nepohyblivych bunék.

12



Faze vzniku biofilmu: prilnuti k povrchu

Bunécné povrchy vs povrchy podkladu
Bunécny naboj
Adheze bunky

Souvislost mezi cytologickymi znaky a proménlivymi
formami existence bunky — v zavislosti na kontaktu,
receptorech, substratu, prostredi...

13




Faze vzniku biofilmu: prilnuti k povrchu
Adheze bakterii

» Interakce s povrchy — biotickymi 1 abiotickymi
e Bakterie evolu¢né tspésne — kolonizuji vSechny niky...

e Research topic (pubmed 120-200 publikaci/rok)

Important Steps for Initial Associations between
Pathogenic Bacterial and Host Cells

o o :fBacteri;]
 Jeden z faktoru virulence -
\q ,/ Bac[(’,f‘la =
/// — _{——._ l .
N ____,----"'/. bacterial =
N NN “"coaggregation '. )
\ l -i_'"_\':
(1) 7> hostcell
Adhesion to (2) invasion
the cell surface l
pathogenic

pTOCE‘SSEq4



Faze vzniku biofilmu: prilnuti k povrchu
Adheze bakterii

a indukce cytologickych zmén

* ,surface sensing‘; A
ne vSechny buniky na vSechny povrchy L. monocytogenes

Blood-Brain
Barrier

Intestinal
Barrier

Placental
Barrier

‘) .n-..
-h
e ——host cell membrane Sa,
[ 1 ~
£ — S
|

i ab
) y——receptor % % Y w

N Tt ITReT] T 7Y
1 | i 18 1Y SLpELAL L B2
fljéﬁwLIfJ"E"a,l.h adhesin . - E

* Roli hraji:
- vhodne receptory a kompatibilita s cilovou molekulou (C. diphtheriae
epitel hrdla; S. salivarius — zub, chlopng...)
- vznik ireverzibilni vazby s povrchem/mlk

- hydrofobicita bunééného povrchu (hydrofobni MO formuji biofilmy)

Interakce bunky s povrchem indukuje zménu exprese genui bunééné
morfologie, motility a adheze

Human Guinea Pig
| = bacterial cell Gerbil Rabbit

v,

15



Faze vzniku biofilmu: prilnuti k povrchu

Prostrednictvim: pilli, povrchovych proteinu, kapsul a slizti

,,surface sensing® --- swarming --- reverzibilni vazby (hydrostaticke,
elektrostaticke) --- irreverzibilni vazby; specializace

Inhibice adherence
- 1zolované adheziny nebo molekulry receptoru
- analogy receptoru nebo adhezinu
- enzymy nebo chem. 1. specificky nicici adheziny/ receptory
- protilatky povrchové specifickée
Vyhody:
- substrat zdroj Zivin/iontil/... — ptenos pilli/OMP
(Pt. Shewanella — ionty kova Fe, Mg — term.akcept. pfi respir)
- biofilm — lateral. vymeéna gent, lipida
- vyS$i rezistence (spusténi gent...)
16



Faze vzniku biofilmu: Quorum - sensing

Signalizace mezi bunkami podminéna jejich koncentraci.

Integrace signalu z prostredi - predavany bunéénymi
transduk€énimi mechanismy.

» Koordinace genové exprese v zavislosti na mistni hustote
populace

* Podobne Cini nekteré socialni druhy hmyzu, kde pouzivaji
gquorum sensing ke kolektivnim rozhodnutim, napr. kde
vybudovat hnizdo.

17



Quorum - sensing

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

« Bunka tak reaguje na hustotu populace

« Kaskada reakci po vazbé na receptor spousti
syntézu sekundarnich metabolitu a komunikaci v
ramci bakt. spoleCenstva

Cell-Cell Communication

* Vnitrodruhova
organizace komunity

- -

- .-,
-
L)
[Py
) 1997 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN




Quorum — sensing - regulace luminiscence u
Vibrio fischeri

Quonim sensing was first
digcovered A the 1970 in the
marine luminescent bacterium
Vibrip fischer, a facultative
symbiont of marine animals (such
as Eupryma scolopes)

Luminiscencni bakterie

/\M Q neemituji svétlo, jsou-li v

3-Oxchexanoyl homoserine lactone

planktonnim stavu.
Vydej svetla energeticky

(IOCEHSL or VAL is the acyl- néroény.

homoserine lactone (AHL) produced by
Luxl and recognized by LuxR in Vibrio

fisciheri

Quorum Sensing

| Low Cell Densitg,rl ' High Cell Denaﬂy.| @

° “ e e
7 ® o FLugm 2

- Lo - .

[ LuuT

1 ? o .

|'Il.

f ) '|' :| —

P
‘-F;..‘*“F X, fuxD A, x) hix= q.w 1G] (D) luxA| hix] luxE"
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Acyl-homoserin lakton (AHSL) quorum-sensing cyklus

| = acyl-HSL syntetaza
(Luxl homolog)
LuxR konformace

\.1 / i
q@ff-ﬂkﬁﬁmb*ﬂﬁ”

SAM++Acyl-ﬂGP
A AHSL
V| RI: H, OH, O
AHSL = —
!AHSL={::13 Hﬁ_i_z_.i::j | Ry (CHY),y4
| b (CHZ-CHZ-CH=CH-CH2-CH2)

Parsek, Matthew R. and Greenberg, E. Peter (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97, 8789-8793

e Zluté diamanty v kruhu: LuxR homology aktivované HSL
signalem — jeho difuze do a ven z b.

- Sipky: gsc genes.
« Substrat pro HSL syntazu je acetylovany acyl-karyl
protein (Acyl-ACP) a S-adenosylmethionine (SAM). 21



Signalni molekuly

1 druh vice nez 1 QS

Fenotypy — bioluminiscence, synt.enzymdu, virulence, ATB,
konjug.prenos plazmidu...

Pr. P.aeruginosa, A. hydrophila...
Farmacie — snaha vyvijet blokatory QS

QS mezi druhy — ,cross talk®
QS a biofilm — accesory gene regulator = agr fenotyp
(ovlivhuje patogenezi)

3D rekonstrukce dozravani biofilmu
Pseudomonas aeruginosa




uorum sensing

signal molecules : .
3. Sighal binds / 9 \ 2. Signal diffuses

to receptor

1. Signal
synthesized

Bacterial cell

5.Gene expression

4. Receptor
binds to

BLemoter Bacterial attachment, motility, biofilm formation,

oxidative stress response, vitamin synthesis
23



Low

Q5 receptor Q5 regulated genes Q5 signal-receptor Virulence genes
complex up-regulated

|

e.g. biofilm formation, toxin production

\_ J

24
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Quorum Sensing

o o
o - s
@ Locally
o high HSL
concentration
HSL
® secreted
O
o
]
. Relatively low HSL
. concentration
\_/ e
0
PLANKTONIC

© 2004 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN

* Acyl-homoserin lakton (G- bakterie) = autoinduktor (Cerveny)

a metabol.produkt od urc.koncentrace AHSL (zeleny) N



ComX pheromaone
FPRRyo N-(ADPITRQ(W)*GD)-C

B

ComA @! ComA

(inactive) l (active)
ComX ﬂ
pro-protein
—
Activation of transcription

Quorum response in gram-postitive bacteria.

27



BULK FLUID elasticky

— - povrch
[CELL CLUSTER[™ ! ¢ = 2= -0iu| STREAMER
o, IR vob “’:,_ ... _j v silnéjsim proudu
o . by '\""-.__-.__-"" e P e Eosun po
- Vol podlozce
- ° | CHANNEL
Ty

(©)1996 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MONTANA STATE UNIVERSITY-BOZE!

Pri dostatku zivin:
- povrch biofilmu se vyrovnava

_—

v 1/2 hlouby je prutok 5x pomalejs




Prenos genu
- az 1000x uspésnéji nez u bunéek planktonickych

Fenotyp bunék
- rytmicky se meéni

- po odplaveni si zachovaji urc. dobu viatnosti jako v biofilmu (R)

Odplaveni
- aktivace genu pro syntézu enzymu stépiciho matrici

29




Proliferation of the early colonizer, |
followed by transient immigration

of a late colonizer genotype | e DNA transfer from late colonizer
- to early colonizer

Recombination in early colonizer
to create Recombinant 1

ool Recombination

Early colonizer
Q... %

Recombinant 1 @

Proliferation of

e Recombinant 1
0 Immigration of late

colonizer genotype

Proliferation of late
@ colonizer genotype

Accumulation of single
nucleotide polymorphisms
in Recombinant 2

Transient immigratiqfi of
o late colonizer genotype

"-., Proliferation of e DNA transfer from late
Recombinant 2 Recombination in Recombinant 1 colonizer to Recombinant 1
e creates Recombinant 2

@ Recombinant 2 3 O



Studium biofilmu — tematické okruhy

Controlled Cultivation, Molecular Biology, and Advanced Imaging of Microbial

Biofilms Imaging of biofilms

Biofouling - Bioadhesion and Biofilm Research
Quantifying biofilm structure
Noninvasive Biofilm Characterization Using Acoustic Microscopy

Model of stratified biofilms for data interpretation, analysis, and biofilm
activity prediction

Experimental Metabolism Studies of Oral Biofilm Communities
Energy conversion in biofilms

Biofilm-associated infectious diseases; contamination in industry

Dynamics and Spatial Expression and regulation of Signal Proteins

Biofilm antimicrobial sensitivity system 31



Studium biofilmu

Jsme na Ccipu/v mikrotitracnich destickdch schopni napodobit
podminky prirozeného prostredi biofilmu pro studovanou populaci
bunék? (pratok; Ziviny; chem. Slozeni; mnozstvi kysliku

Vykazuji bunky vici sobé stejné interakce jako v pfFirozeném
prostiedi? (poté indukce geni...ovlivnéni sloZzeni/chovani populace
bunék...)

Druhové zastoupeni? V prostredi vyssi selekce — vice vnéjsich
faktord...

Sbirkové kmeny? Z prostredi?

32



Déleni v mikrokolonii koagregatu

Pomnozené kultury, promyté v a
kultivované v koagregacnim pufru:
1 mM Tris [pH 8,0]

0,1 mM CaCl,

0,1 mM MgCl,

150 mM NaCl

0,02% NaN,

33



Studium biofilmu..

Studium struktury — véts. u G-

e polysacharidova glykokalyx

e mikroskopie:
- svetelny mikroskop: obtizné
- elektronovy: nepracuje se zivymi bunkami
- konfokalni: - plochy ve zvolené hloubce

- z rezU skladana struktura
casosbérna metoda: zaznam
- radkovaci elektronopticka technika...

Biofilm =

Studium slozeni spoleéenstvi bunék |

Detekce - studium pritomnosti genl/latek
souvisejicich s tvorbou biofilmu
- mikrotitracni desticky, mikrocCipy, sondy,
PCR, hmotnostni spektrometrie....



Diluteto

onR2Aplates oy
and incubate or

48h (to deplete

nutrient

reservoir)

Incubate for 10min
and then transfer

into
bioluminometer
compatible tubes

Bioluminiscence ATP- assay

35




Studium biofilmu..

N\ qﬁb qi‘,g" qi\:" \?&

CV (OD595)
%] Lo

=

Role of the PI-2A pilus in biofilm formation. S. agalactiae strains were grown in
96 wells polystyrene plates in LB supplemented with 1% glucose at 37°C for 24
h. Adherent bacteria were stained with crystal violet (CV) and quantification
was performed by measuring the absorbance at 595 nm. Results are
representative of three experiments. Error bars show standard deviations.

Konto-Ghiorghi Y, Mairey E, Mallet A, Duménil G, Caliot E, Trieu-Cuot P, Dramsi S - PLoS Pathog. (2009): DuaB®ole for
Pilus in Adherence to Epithelial Cells and Biofilm Formation in Streptococcus agalactiae




Znacna Cast experimentu provadena s kulturami:

Pseudomonas aeruginosa
formovani biofilmu - pét kroku
exprese vice jak 800 proteinu

(tedy vic jak polovina proteomu)
6 i vicenasobne zvysena

Medscape® www.medscape.com

T,

Muature Biodilm

C-

.. vyzkum
patogeneze

EPS Main;

B v 1-HSL
Signal —*
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Horniny a bakterie - koevoluce

e Slozeni minerall
ovlivnuje pocet a
diverzitu mikrobu

e Siru oxidujici
bakterie silnée
okyseluji prostredi
a tvori pory

e Zavisi tvorba

biofilmu hornin na
jejich slozeni?

Geobacter, a rock-dwelling bacteria
. . . . 38
coating iron oxide minerals.



* Bioreaktory s horninami (bohat¢ na uhlicitan
vapenaty a kiemik)

* Inokulace siru metabolizujicicmi bakteriemi z
parku Wyoming

« Tt tydny inkubace
* DNA extrakce + pyrosekvenace prourceni
diverzity MO

* Na uhlicitanech bakterie rostly v tenkych
biofilmech a formovaly vlakna;
alfaproteobakterie; siru oxidujici - 10-45%

* Kiemicitany — fidsi rist + formovani shluk ¢1
individualni bunky; firmicutes, aktinobakterie

* Co ovliviluje hustotu osidleni? Dostupnost prvkii,
jako napt. fosfor, v uhli¢itanech? Jejich pufrujici
schopnosti? Hlinik obsazeny v kiemicitanech rist
asi brzdi? Nebo kumulace kyseliny na nich,
protoze tak dobie nepufruji?

* [ vazby bakterii na dva odliSné substraty se liSi
* Ty co odolavaji toxinlm — maji jin€ unikatni
vlastnosti

Jones, A., & Bennett, P. (2014). Mineral Microniches Control the Diversity of Subsurface Microbial PopulationsGeomicrobiology Journal, 31 (3),
246-261 DOI:


http://dx.doi.org/10.1080/01490451.2013.809174

Zvlastnosti biofilmu
Prenos genti mezi bunkami az 1 000x veétsi

VysSi rezistence k ATB a dezinfekci (H202, chlor)
- omezena difuze

- sorpce ATB
- klidovy stav, hladoveni
- Zmena genotypu:
geny mar
— multiple ATB resistance
- efflux systém
- enzymaticka degradace
- modifikace cilovych mik

Specialni sigma faktory

Signalni mechanismy

Antibiotic
resistane®e

40




Biofilm v lidském téle
vyhoda biofilmu
— perzistence a R k ATB

Zubni povlak
— A. van Leewenhoek
- periodontitida
Strevni sliznice
Infekce
— sliznice nebo uvnitr tkane;
- endokarditida
- trvaly biofilm na chlopnich
(hl. strepto- a stafylokoky;
nebezpeci z krvacivych dasni..)
- rany; bércové vredy; spaleniny




Chronické infekce
— dychaci cesty
Cysticka fibroza — genet. onemocnéni (porucha iont. rovnovahy)
Vyvoj: bézneé infekce (stafylokoky, hemofily, pneumokoky)
pozdeji na poskozene tkani P. aeruginosa; v alginatu odolné.
CHOPN
- usni infekce
- mocCove cesty
- chronicky zanet prostaty

Imunokomprimovani — kolonizace
alveol, az kalcifikace..
Biofilm nespousti imunitni odpovéd.

© 2004, Montana State University Center for Biofilm Engineering




Late colonizers

Early colonizers

Salivary pellicle
Tooth surface

e I b e ol

- Actinomyces israeli

. Capnocytophaga gingivalis
. Capnocytophaga sputigena
. Fusobacterium nucleatum
. Prevotella denticola

. Treponema denticola

. Prevotella intermedia
. Selenomaonas flueggei

Streptococcus oralls and
Streplococous Sanguinis
Streptococcus rmitis
Streptococcus gordonit
Capnocytaphaga ochracea
Propionibacterium acnes
Haermaphilus parainfluenzae
Prevotella loescheit
Veillorella spp.

Actinomyces aris and
Actinomyces naeslundii

Eikenella corrodens

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Eubacterium spp.

Tannerella forsythia
Parphyrarmonas gingivalis

Mature Reviews | Microbiclogy|

Mezibunéény kontakt — role adhezinu (lektiny) a receptort (sacharidy)
Kontak s povrchem zubu — pelikula proteind, lektiny... (Rickert et al. 2603)



« 1970, Gibbons and Nygaard

- ve smiseneé kulture Actinomyces naeslundii a Streptococcus sanquinis z

dentalniho povlaku — ,koagregace”

* Proces vzniku biofilmu:
1) pfilnuti vrstvicky proteinu
2) prvni kolonizatofi
3) aktinomycety, Fusobacterium
4) pozdni kolonizatofi na fusobakteria

* Proces kolonizace — souslednost
- Ustni hygiena

- a dostupnosti vhodnych ,partnerd”

pro agregaci mikrokolonii
a jejich nasledné parovani.
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Casto pouha pfitomnost kmene nestadi, je potfeba
pritomnosti vhodnych partnert koagregace v dostate€ném mnozstvi. 44
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Inhlhi‘ll-un Denaturation of

the Lectin
A B D

* 1 buiilka - adheziny lektinového typu
I’LI \r -Lectins (Protease Sensilive) 2 bunka - oligosacharidové skupiny
=V eciniecepion (Foisseliser® | Koagregace prerusena:

- denaturaci lektinu
,TJ—; Heat or Protease Denatured Lectin - navazani cukru (laktdzy) blokujici

lektin kompetitivni inhibici
I

Oy <Laclose

F#nﬂ“’": -Indicates Reaction Inhibited

Interactions between coaggregating pairs of organisms. 1



Morfologicke struktury
oralniho biofilmu

“corncobs” — koky koagreguijici s
vlaknitymi bakteriemi

“rosette” - 1 burika koagreguijici s koky

“test tube brush formations”

corncobs
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« Tvorba a spojovani koagregatu
» Déleni v mikrokolonii koagregatu
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Biofilm a medicina
Cevky — arterialni, zilni
MocCove katetry

Dychaci a dializaCni pristroje
Umelé chlopné

SITES OF
PRIMARY
INFECTION:

Subvenous
cathether

Kontaktni CoCky
Délozni télisko

Bakterie jsou unaseny
proudem krve a mohou
zacit infekCni proces
na odlehlém misté....

-Bozeman

Artificial

..........

Vytrvala
syntéza
a uvolnovani
toxind...

Nemusi byt kontakt s vnéjSkem! - kovové nahrady kloubu

Stafylokoky — fibronektin-binding protein..
pseudomonady, E. coli, streptokoky, aktinomycety... 48



« Lekarska mikrobiologie:

Pg bakterie biofilmu nelze testovat na rezistenci
k antibiotikim — vykultivované bakterie jsou jiz
planktonické = s jinymi vlastnostmil!

Bakterie biofilmu az 1000x rezistentnéjsi k ATB nez planktonicke bunky.

Experiment:
Byl vytvoren umeély biofilm
- Néktera ATB vyvazana polysacharidem
-rezistence je jednou z fenotypovych zmén, vznika po aktivaci regulacnich genu
urcité casti bunek

U P. aeruginosa nalezen cyklicky glukan (polymer glukézy) vyvazujici ATB |
in vitro, vné i uvnitf buriky. Mozné vysvétleni: snaha pseudomonad branit se ATB
streptomycet v prostfedi tvorbou biofilmu, glukanu...

Rezistence souvisi s mnozstvim zmen pri prechodu
do spolecCenstvi biofilmu. 49



Terapie biofilmu

Mechanisms of Biofilm Tolerance AntimiciGiSe
epletion
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Slow Altered S
Microenvironment ersisters

Studium mutaci genu gsc, QS = studium naruseni formovani
biofiimu - poté pristupnéjsi ATB a dezinfekci

Navrhy: aplikace ATB v intervalech; sou¢asné pusobeni ultrazvuku a ATB,

kombinace ATB a el. pole..
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Nevyhody prisedych stadii
msedimentace, vy€erpani Zivin a neschopnost kolonizovat nové,
vhodné;si prostredi

mkonzumace substratu (¢astic) zooplanktonem

mvznik gradienti — Ziviny, kyslik

Nutrient
depletion
creates
zones of
altered
activity.

* o 1environmen1 Effective *_ "

N .\ f \cé deploz{ment

Outer layers
of biofilm S
cells absorb & Higher 1 [ «,

damage. _ frequency
/ of formation

= Slow
:penetration

Vyhody prisedych stadii |
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)
mochrana pred bakteriofagy a parazitickymi bakteriemi

Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses

Inner layers
of biofilm
cells have
more time
to initiate
stress
response.

“Persister”
cells may be
presentin
higher
numbers.
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Prisedlé bakterie

mpuceni — pupen je syntetizovan de novo, véetné bunééné stény

mstélka — neziva struktura vyluCovana bunkou a rostouci z bunky

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

ou kaulobakteri muze byt az 10x delsi nez bunka

i
i’

ﬂ L
N/
[

.
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Rustovy cyklus Caulobacter crescentus

Stadia rustového cyklu
m]. bicikaté, volné stadium (swarmer cell) — nerostouci, nepodléha
déleni

ebicikata deefinna bunka

m2. stélkaté prisedlé stadium — reprodukéni

¢,.nezkuSena buika* — jeste se nedélila (inexperienced cell)
¢,.zkuSena bunka* — j1z ,,vyprodukovala* dcefinnou pohyblivou

bunku

33




Flagellum shedding
?“H Pili retraction

Pili h‘“"'*—\:--}_ff Stalk Immatu-u:rn|
synthesis \!/', ¢ —
sw A
G1 Y

Flagellum
rotaticn

Flage llum
assembly

Fig.1 : Caulobacter crescentus cell oycle

« Bunécné deéleni
asymetricke

«Zivotni cyklus zavisi na
jednotlivych krocich
bunécné diferenciace

a asymetrickeho deleni

« 3 700 genu

Caulobhacter crescentus CB1S

ST
S\ 2
3 @QN f/@j’%

&

d

f/..

il

chromosome = ==
4016947 bp =

o W,

LTS g
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Plovouci biCikata bunka se nereplikuje

prisednuti na misto s vhodnym
substratem a diferenciace

Poté iniciace replikace DNA.

odhozeni a nahrazeni bi¢iku a pilusu
polarni stélkou, ktera prichyti
bunku k podkladu

Nezrala stélkata bunka se prodluzuje

Reproduktivni stelkata bunka replikuje
DNA, vznik dcerinné bunky, syntéza
nového biciku na pdlu proti stélce.

Uzloveé body!!

Flagellum

Stalk
initiation
Cg]l Experienced
visi cn stalk cell
Stalk
elongatlon

Flagellum
formation
Inexperienced
/ stalk cell
Completion Initiation

of DNA_ of DNA
synthesis synthesis
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Swarmer Stalked

Reproducing Predivisional

stalked cell cell q

Motile phase, Cells sen-
sitive to RNA phage and
to DNA phage ¢Cbk

|

= — —
. | | 8
| | |
] I [
0.22 0.33 0.75 0.83 1.0
g i
Stalk elongation 1 I
e - ’l Cross-band
4 DMNA synthesis farmation
<& e - —.l

Motile phase. Cells sen-
sitive to RNA phage and
to DNA phage ¢Cbk

-]

Initiation of DNA Assembly of flagellum,
synthesis and pili, and ¢$Cbk
stalk cell wall receptor
formation |
1 T 4
Loss of Synthesis Cell
flagellum of division
and pili flagellin

|

Fig. 13. Schematic diagram illustrating various developmental and biosynthetic events as a function of the cell cyclestg
Caulobacter crescentus. The numbers are fractions of a complete (1.0) cell cycle. (From Dworkin, 1985.)







*Esencialni transdukéni proteiny méni v pribéhu cyklu bunék
Caulobacter svou vnitrobunécnou lokaci

\

Asymetrické umisténi regulatort cyklu —
= regulacni systém prenosu sinalu

e Strukturalni analogy aktinu (MreB)

- predurceni tvaru bunék C. crescentus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis

* Protein bunécného déleni: FtsZ, je protipélem tubulinu
(bakterie tedy viastni struktury viaknitého cytoskeletu)

* Crescentin — podobny intermedianim
filamentum — helixy a zakfriveni :
Caulobacter — asymetrické Y
samousporadavani molekuly — tvar b. =

Owvernight

Fig. 2: Crescertin is required for the wibrioid and helical
shapes of C. crescenfus Scale bar, 2 pm. 58
Fhoto eadaied cogtesy of Call Press.




cresS:Tns ﬂ.ﬁgﬁ

—

W

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

Crescentin-GFPy

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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/Zvlastnosti rustového cyklu

mrustova stadia se nutné stiidaji, zadné neni alternativou, ktera se
nemusi realizovat (viz klidova stadia)

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

buriku)

60




mCaulobacter crescentus j€ modelovym organismem pro studium
diferenciace u prokaryot

mvelm1 intenzivné studovan

mgenom
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Tekouci vody Sphaerotilus natans
Papirenské vody G- tycky, mfdi.“m 12

Kaly
Aktivovane kaly

— problém sedimentace
Degradace pochev — Bacillus - enzym




Zivotni cyklus Sphaerotilus natans

mneni zdaleka tak podrobné prozkouman, jako zivotni cyklus rodu
Caulobacter

mstiidani piisedlé a volné zivotni formy

mvolné buitkky — bicikaté, pohyblivé G-tycky

mpiisedlé stadium — vlaknita pochva, ktera uzavira tyCkovité
nepohyblivé bunky a je jednim koncem (stopka, holdfast) pifichycena
k pevnému podkladu




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,
cfillwallsl;;?l;, )peptidoglycan layer; In, intrusion of plasma membrane; Mes, mesosome; N, nucleoplasm. (From Hoeniger
et al, 1973,




Stiidani volného a prisedlého stadia u Actinoplanes a
pribuznych rodu

mpi1sedle stadium — vegetativni mycelium, mnozici se

mvolné stadium — bi¢ikate spory, které se tvofi ve sporangiu
(zoospory)

mActinoplanes — patii mez1 aktinomycety, krome téchto 2 stadii se
uplatiiuje komplexni rastovy cyklus

n S o L B . e —— = : 1 |
R ot - e sku  na. Sonich Y\

Micromonosporaceae, Actinoplanes sp. -




Pilimelia
mvlasy, chlupy, kuze hadu

mneni znama jako dermatofyt
mbeézne v pude

Vyskyt

mpuda a spadané listi
mrostlinny a zivo¢isny odpad
mjezera, rybniky, feky

;::, A 0,

os r:ﬁ'u‘:‘.-
l pTE;;:;‘»."Pgimelia columellifera
=0 .(5. Vobis)
mprimarne prostiedi se stiidavym vysychanim
mrozsiieny celosvétoveé — tropy, pousté ...

Pribuzny rod s Actinoplanes
Sporangia s typickymi rfetizky spor

O\
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Fig. 7. Features of the genus Pilimelia. (A) Compact, small colonies on agar medium: hairs added as natural substrate
(SEM). (B) Bundles of sporangia formed on hair ( LM). (C) Globose to pyriform sporangia with internal columella; structure

of the colonized part of the hair was destroyed (LM). (D) Cylindrical sporangium with an annulus at the base (PHACO),

(E) Penicillate conidiophore with bacilliform conidia; the sporangium behind it has parallel-arranged sporogenous hyphae 67
{SEM). (F) Section of a campanulate sporangium with branched spore chains (TEM). (C and D from Vobis et al., 1986:

E from Vobis, 1987; F from Vobis, 1984: with permission.)



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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www.yvale.edu/jacobswagner/research.htm

http://www.sciencedaily.com/releases/2006/04/0604
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http://www.yale.edu/jacobswagner/research.htm
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/04/060411222211.htm
http://www.sciencedaily.com/releases/2006/04/060411222211.htm
http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap11/Chapter_11A.html
http://www.pnas.org/cgi/content/full/97/16/8789

http://www.hypertextbookshop.com/biofilm
book/v005/r001/Contents/02 L.ab_Exercise

s/03 Applications/01 Instructor Version/0
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http://www.sanedentist.com/

http://www.hypertextbookshop.com/biofilmbo
ok/v005/r001/Contents/02 L.ab Exercises/0

Apolications/( astructo arsion/06
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