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stridani prisedlé a volné (plovouci) formy Zivota u prokaryot
nutna pritomnost vodniho prostredi

morské i sladkovodni

télni tekutiny — sliny, streva, krev

typicky priklad biofilm - Caulobacter crescentus, Sphaerotilus natans

prizplsobeni prisedlému zplsobu Zivota mechanismy adheze k povrchiim:

reverzibilni — van der Waalsovy sily
irreverzibilni — chemicka vazba (elektrostaticka, kovalentni, vodikova)




Biofilm

e ..spolecenstvi bunék usazenych v polysacharidové matrix

* pfichycenych k povrchu nebo okolnim bunkdm, se zménénym fenotypem ristu
* Antony von Levenhoek - jako prvni pozoroval biofilm - na zubech
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Biofilm
Aktivni biologicka vrstva sloZzend z mikroorganismu (baktérii,fas, hub,mikroprotozoa, metazoa) a jejich
extraceluldrnich polymernich produktd,ktera je prichycena na povrch nejriiznéjsich podkladd, které

mohou byt ¢i jsou v kontaktu s vodou...
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Biofilm

* volné plovouci (planktonické) bunky se usazuji na vhodném povrchu

* zahodi bicik a zacinaji produkovat matrix z polysacharid(l

* formuji se ,hribovité” Utvary s dutinami a kanalky

» slozky biofilmu: bakterialni bunky a jiné organizmy uvnitf hfibovitych shlukd propojenych
kanalky a pory

* jednodruhovy biofilm — pr: aerob P. aeruginosa — byva mnohem tenci nez vicedruhovy

e odolngjsi vii¢i patogenim

e biofilm se v pfirodnim prostredi vétSinou vyskytuje jako multidruhovy
* rl0zné ekologické vztahy - kompetice o ziviny, symbioza, syntrofie

* adheziny jsou zasadite nebo neutralni...

» extracel. polysacharidy jsou kyselé



1.
Planktonic (free
floating) pathogens
stick to solid
surfaces by means
of van der.

2.

Within minutes
changes in gene
expression
transform
the pathogen into
sessile (biofilm)
form.

3.

Sessile pathogens
excrete a slimy
extracellular
polysaccharide
substance which
encases and anchors
them to the surface.

4.

Rapid multiplication of
pathogens takes place within
the “safe” confines of the
biofilm community. Biofilm
pathogens are up to 100 times
more virulent than planktonic
pathogens.

5.

Vast numbers of pathogens
are released back into the
water flow to infect soil and
plants. Plants can tolerate
small doses of pathogens,
but when biofilms release
pathogens en-masse,
infection is inevitable.



Vznik biofilmu

prizpUsobeni prisedlému zplsobu Zivota

mechanismy adheze: adhesiny, fimbrie — curli, glykokalyx
reverzibilni — van der Waalsovy sily — slabé vazby
Irreverzibilni — chemicka vazba (kovalentni, vodikova)
pritomnost extracelularnich polymer

zména fenotypu - ustava syntéza bicikd, mukdzni latky

Spoustéci podnéty:

osmoticky tlak

snizeny obsah kysliku

rostouci hustota poulace - qguorum sensing

napr: acyl-homoserin lakton (G-), malé peptidy (G+)

adheze - bunka produkuje vice adhezinu - potom extracelul.matrix ...
bicik slouzi k tomu aby se burika k povrchu dostala -po pfisednuti bicik odpada

https://www.youtube.com/watch?v=1XNM4blLgt U



Po prichyceni zména vlastnosti bakterii

e zprvu na urovni regulace gen(

* po prisednuti - zména produkce bilkovin — vyrabi se ty, které se Ucastni se tvorby matrix
* 1/3 bilkovin se produkuje v rozdilném poméru

*  vice tvoreny bilkoviny pér(, transportni a proteiny syntetizujici mimobunéénou hmotu
* po prichyceni je nutno vytvofit matrici z polysacharidu

* pr: P aeruginosa - alginat, jiz 15 minut po prisednuti




Detachment area Core of Biofilm
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Adheze bunék k povrchu je ovlivnéna:

1) povrch
*  hrubost, chemickym sloZzenim, povrchovou Upravou

* bunka je schopna kolonizovat jakykoli povrch, dava ale prednost hrubym,drsnym povrchim -
|épe se prichyti

2) hydrodynamickeé vlivy
e biofilmy vznikajici v pomalu proudici tekutiné izotropni struktury

* biofilmy vznikajici v rychleji a jednosmeérné proudici tekutiné jsou vlaknité, zretelné
nasmerované utvary bunék

* rUst biofilmu zalezi na toku (jednosmérny, obousmérny), proudici/stojata




Dostupnost Zivin

*  Ziviny se dostdvaji k bunkam biofilmu pomoci kanalkd

* pokud kapalina proudi je zdrojem Cerstvych Zivin

* kapalina stoji (pak ziviny putuji dikymolekularni difuzi)

* metabolity odvadény kanaly ven

*  bunky na povrchu jsou na tom nejlip s pfistupem Zivin

*  bunky u baze v biofilmu jsou ve fazi az stacionarni

* diky zménam v dostupnosti zivin i kysliku, vznik heterogennich lokalit v jednom biofilmu
*  pf. moZnd pritomnost anaerobnich mikrohabitatt v jinak aerobnim Zralém biofilmu
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Stabilita biofilmu

* mechanismy vazby bunék - EPS, DNA, bilkoviny, fimbrie, biciky, fagy

disperzi biofilmu ovliviuji:

* dostupnost Zivin

*  mnozstvi kysliku

e pH

e pritomnost chemickych sloucenin
e proudéni tekutiny




,surface sensing”
e specifita mezi konkr. dr. patogena a povrchem
* ne vSechny bunky na vSechny povrchy ho maji

Roli hraiji:

* vhodné receptory a kompatibilita s cilovou molekulou

 (C. diphtheriae epitel hrdla; S. salivarius — zub, chlopné...)

* hydrofobicita bunécného povrchu

* interakce bunky s povrchem indukuje zménu exprese gent bunécné morfologie, motility a adheze

* streptokok — vytvari velmi odolné biofilmy...proc???
* na biofilmu se nepodili jen polysacharidy, ale taky slozky pouzdra

Streptococcus Adherence and Colonization
Angela H. Nobbs,' Richard J. Lamont,? and Howard F. Jenkinson'*

Oral Microbiology Unit, Department of Oral and Dental Science, University of Bristol, Bristol BSI 2LY, United Kingdom," and P AT R
Department of Oral Biology, University of Florida, Gainesville, Florida 32610-0424> onditioning flim 1
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Quorum - sensing

e soustava malych organickych molekul produkovanych bunkou
e tvoreny v zavislosti na koncentraci bunék v prostredi
* bunka tak reaguje na hustotu populace

» kaskada reakci po vazbé na receptor spousti syntézu sekundarnich metabolitd a komunikaci v rdmci
bakt. spoledenstva

e vnitrodruhova organizace komunity
* signalizace mezi burikami podminéna jejich koncentraci

Cell-Cell Communication
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integrace signdlll z prostredi - predavany bunéénymi transdukénimi mechanismy
koordinace genové exprese v zavislosti na mistni hustoté populace

podobné Cini nékteré socialni druhy hmyzu, kde pouzivaji quorum sensing ke kolektivnim
rozhodnutim, napf. kde vybudovat hnizdo

u planktonnich bakteridlnich populaci mize upozorfiovat na stres a jako ochranu zahajit tvorbu
biofilmu, ktery je vic¢i nému odolnéjsi

muze kontrolovat velikost a hustotu biofilmu a pripadné podnécovat disperzi nebo rozklad bunécnych
subpopulaci

muze pUsobit na chovani bunék v biofilmu a indukovat nebo potlacovat napf. sekreci EPS a adhezind Ci
pohyblivost jednotlivych skupin bunék, coz ovliviiuje strukturu biofilmu



Autoinduktory

* signalni molekuly jsou produkovany uvnitr bakterialnich bunék
*  vysoky stupen specificity receptoru a transport pres bunéénou membranu, ktery mlze byt aktivni nebo pasivni.
* 3 tridy na zakladé jejich struktury a specifické funkce:

1) AHL (Acyl Homoserine Lactones)

*  AHL jsou malé difuzni molekuly s jadrovym laktonovym kruhem a acylovym postrannim retézcem, které jsou
odpovedné za usnadnéni signalizace v gramneg. bakteriich

2) AIP (Autoinducing Peptides)

*  snimani kvora u grampoz. bakterii

*  kratké peptidové fetézce syntetizované v bunce

*  AIP postrada volny transport pres bunéénou membranu
*  vyzaduje specialni membranové transportni proteiny

3) Al-2 (Autoinducer-2 )

. signalni molekuly odvozené od furononu
*  uG+i G- bakterii

*  vykazuji vlastnosti AHL i AIP



Response Regulator

l_: No Expression

lux promoter genes
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AHL Signals
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Quorum —sensing

fs. bezobratlymi

0za S mors.

Vé

regulace luminiscence u Vibrio fischeri, symbo

Luxl produkuje autoinduktor N-(3-oxohexanoyl)-homoserinelactone

mQ43fulJW7M
e-Cllyc8xXg

https://www.youtube.com/watch?v

https://www.youtube.com/watch?v


https://www.youtube.com/watch?v=mQ43fuJJW7M
https://www.youtube.com/watch?v=mQ43fuJJW7M

Cyclic dipeptides: From bugs to brain

September 2014 - Trends in Molecular Medicine 20(10)
DOI1:10.1016/j.molmed.2014.08.003

J

Lux pathway controlling bioluminescence in Vibrio fischeri. At low cell density, the level of the autoinducer (yellow
circles) synthesised by Luxl is below the threshold to activate LuxR. At high cell density, the autoinducer reaches
the threshold level and binds to LuxR protein, leading to transcription of the lux operon and bioluminescence.




* nacasovani rozmisténi faktorud virulence v hostiteli je kriticky bod
*  patogen se mUze hromadit bez vykazovani faktorl virulence
* vice nez 4% z témér 6 000 genl P. aeruginosa regulovano pomoci quorum-sensing

Dva QS systémy :
e Las (indukce Rhl)
*  Rhl (indukce gen( virulence)

* jeden systém ovlada geny Las - indukuje tvorbu genu RHL
Rhl potom indukuji geny virulence

Virulence
factors

LasA
LasB
ToxA
AprA
XcpP
XcpR

Hierarchical
induction of the
RhI QS-system

RhIAB

LasA
LasB
RpoS
AprA
XcpP
XcpR
Pyocyanin
HCN




Rezistence k ATB

e vnitfni mechanismy rezistence: omezena difuze antibiotik biofilmem
* metabolicka aktivita bakterii v biofilmu

e perzistentni bunky

* u biofilmu je az 1000x vétsi nez u planktonniho organismu.... protoze je tam hodné
bakterii, maji rznou metabolickou aktivitu

* taky dochazi k tvorbé perzistetnich bunék... proto ta rezistence k ATB

A Three-Dimensional Computer Model of Four C
Hypothetical Mechanisms Protecting Biofilms from
Antimicrobials

Jason D. Chambless, Stephen M. Hunt and Philip 5. Stewart*

Mechanisms of Biofilm Tolerance

P. Dirckx 01

Slow Altered
Penetration Microenvironment

ATB rezistence https://www.youtube.com/watch?v=8Ss1cGyOyEk



omezend difuze antibiotik biofilmem

metabolickd aktivita bakterii v biofilmu

High activity

Intermediate activity

/ Low activity
) Dormant




Perzistentni bunky

* podle teorie perzistentnich bunék preziva mala subpopulace bakterii i radikalni [é¢bu
antibiotiky poté, co tyto bunky pfechazi do dormantniho stadia podobného sporam

* jsou schopny prejit do dormantniho stadia...zplsobuji problém pfti Iécbé...
* protoze unikaji ATBiotikm a taky imunitnimu systému...

* unikaji asi proto, ze spusti antistresové faktory
* uméle snizi replikaci dna, transkr, transl
* preckaji nevhodné podminky.... po zlepSeni zase obnovi svoji aktivitu

Irmmunity
Factors .

Persisters

Antibiotic Treatment r‘.

Decrease in Antibiotic Concentration



Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses

Nutrient
depletion
creates
zones of
altered
activity.

Outer layers
of biofilm

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

“Persister”
cells may be

cells absorb R & Higher ? presentin
damage. ;rgquans:r' { higher
QHioRESton numbers.

. Slow 7 {'Il |
penetration

003, Center for Biofilm Engineering at MSU-Bozeman




Pocetna populace....

* prenos genl az 1000x Uspésnéji nez u bunék planktonickych

* fenotyp bunék se rytmicky méni

* odplaveni diky aktivaci genu pro syntézu enzymu Stépiciho matrici

e po odplaveni si zachovaji urc. dobu vlastnosti jako v biofilmu
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Studium struktury biofilmu

e véts.uG-
* polysacharidova glykokalyx

mikroskopie:

* svételny mikroskop: obtizné

* elektronovy: nepracuje se zivymi bunkami

* konfokalni: - plochy ve zvolené hloubce, z fez( skladana struktura
* radkovaci elektronopticka technika...

studium slozeni

* studium pritomnosti gent/latek souvisejicich s tvorbou biofilmu
*  mikrotitracni desticky, mikrocCipy, sondy,

* PCR, hmotnostni spektrometrie....

*  Shewanella biofilm — konf.mikr.




Horniny a bakterie — koevoluce

* sloZzeni minerall ovliviiuje pocet a diverzitu mikrobu
e siru oxidujici bakterie silné okyseluji prostredi a tvofi pory
e potencialni vliv hornin na slozeni a tvorbu biofilmu
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Biofilm v lidském téle

zubni povlak
strevni sliznice

chronické infekce:

dychaci cesty

usni infekce

mocoveé cesty

chronicky zanét prostaty

sliznice nebo uvnitr tkané
endokarditida
rany; bércové viedy; spaleniny

© 1999 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING AT MONTANA STATE UNIVERSITY-BOZEMAN
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Tooth surface
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. Streprococcus oralis and

Streprococcus sanguinis
Streptococcus mitis
Streptococcus gordonil
Capnocytophaga ochracea
Prapionibacterium acnes
Haemaphilus parainfluenzae

. Prevotella loescheil
. Veillarella spp.

Actinomyces oris and
Actinomyces naeslundii

. Eikenella corradens

Actinomyces israeli

. Capnocytaphaga gingivalis

. Capnocytophaga sputigena
Fuserbacterium nucleatum

Frevotella denticola
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

. Eubacterium spp.
. Treponema denticola
. Tannerella forsythio

. Porphyromonas gingivalis

. Prevotella intermedia
. Selenomaonas fluegge




Morfologické struktury oralniho biofilmu

e “corncobs” — koky koagreguijici s vlaknitymi bakteriemi

* “rosette” - 1 kok koagreguijici s koky jiného typu




Biofilm a medicina

e cévky — arteridlni, zilni

*  mocové katetry

* dychaci a dializaCni pfistroje

* umeélé chlopné

*  kontaktni CoCky

* délozni télisko

* bakterie jsou unaseny proudem krve a mohou zacit infekéni proces na odlehlém misté....
* vytrvala syntéza a uvolfiovani toxind...

* nemusi byt kontakt s vnéjskem! - kovové nahrady kloub

Artificial hip implant SITES OF

PRIMARY LVJ

INFECTION:

Subvenous
cathether

o




Vyhody pfisedlych stadii:

* lepSi dostupnost a vyuzitelnost substratu

* adsorpce makromolekul a malych hydrofobnich molekul na povrch

* lepSivyuzitelnost koncentrovanych Zivin

* ochrana pred inhibi¢nimi ucinky antibakteridlnich latek (antibiotika, chlor, tézké kovy)
* ochrana pred bakteriofagy a parazitickymi bakteriemi

Nevyhody pfisedlych stadii:

* sedimentace, vyCerpani Zivin a

* neschopnost kolonizovat nové, vhodnéjsi prostredi

* konzumace substratu (¢astic) zooplanktonem

* vznik gradient( v biofilmU od novrchu k nodkladu — sniZuii se Zivinv. kvslik

Biofilm




Rastovy cyklus Caulobacter crescentus

*  Caulobacter - je modelovym organismem pro studium diferenciace u prokaryot

* ma asymetrické déleni

* G- oligotrofni bakterie

* pres 3000 genl - to mu umoznuje prezit v nepfriznivych podminkach

* kolonizuje vsechny pudni prostredi

..... stopkata bunka - velice silna adheze!!!
vyuziti v biologickych lepidlech

Flagellum shedding

q\ Pili retraction
Pili

—>
synthesis \\ /77\| Stalk formation

|
Flage:'\Q\ /&
rotation

Flagelum
{ assembly

Caulobacter crescentus dividing into a stalk daughter
cell (top) and a motile daughter cell with a flagellum
(bottom). Courtesy of vves Brun.



Stadia rastového cyklu

1. bicikaté, volné stadium (swarmer cell)
* nerostouci, nepodléha déleni
*  bicikata dcerina bunka

2. stélkaté prisedlé stadium — reprodukéni

* ,nezkuSena bunka“ — jesteé se nedélila
* ,zkuSena bunka“ —jiz ,vyprodukovala“ dcefinou pohyblivou buriku

Zvlastnosti ristového cyklu

1. rastova stadia se nutné stridaji, Zddné neni alternativou, ktera se nemusi realizovat (viz klid. stadia)

2. materska bunka je v jistém slova smyslu ,nesmrtelnou bunkou®, produkuje velké mnozstvi dcefinych
bunék

(na rozdil od konvencéniho déleni, kde nelze striktné odlisSit materskou a dcerinou bunku)



plovouci bicikata bunka se nereplikuje

odhozeni a nahrazeni biciku a pilust polarni stélkou, kterd umozni prichyceni buriky k podkladu
nezrala stélkata bunka se prodluzuje

prisednuti na misto s vhodnym substratem a diferenciace

poté iniciace replikace DNA

reproduktivni stélkata bunka replikuje DNA, vznik dceriné bunky

syntéza nového biciku na polu proti stélce

Swarmer
cell

Flagellum
Wo\n

Cell Experienced
dmsmn stalk cell

Stalk
initiation

Sy Stalk
elongation

Flagellum
formation

Inexperienced
stalk cell

Compl;tion Initiation
of DN of DNA
synthesis synthesis




dva typy vyvoje - cyklicky a necyklicky
cyklicky - zac¢ind v G fazi bunky - prechazi do S faze (dochazi k replikaci DNA)
b. roste --> déleni --> vzniknou dvé bunky (jedna je stale stopkatd, druhd ma bicik!!)...

po rozdéleni bunécéného obsahu bicik rotuje --> oddéleni bunék --> vytvori se pilli.... jedna b. stale

pfilnuta k povrchu, druha je volna (v této neprobihd replikace dna)..... potom se z ni stane stopkata
b.

prilne k podkladu a probiha opét cyklicky vyvoj

-

Swarmer cell Stalked cell

% \Sm:ked cell J
j -

Stalk —__

Holdfast —__

/ Predivisional cell Pawrick D. Curtis and Yves V. Brun®

Non-cyclic Development

G, phase

Cyclic Development

“lagellum

Predivisional cell

—

j S phase

Getting in the Loop: Regulation of Development in
Caulobacter crescentus

e



Rustovy cyklus Sphaerotilus natans

Zije v organicky znecisténych vodach, ale dobre prokyslicenych
schopna fixovat polyalkoholy, polysacharidy...

rada se vyskytuje v Cistickach vod (problémy!!!)




volné bunky najdou vhodné zZivotni prostredi
prichyti se k podkladu

odhodi bicik

zacnou tvorit pochvu

déli se uvnitr pochvy

z pochvy se uvolnuji dcefiné pohyblivé bunky

volné bunky = G- tycky ...

kdyz je treba, odhodi bicik

vznika prisedlé stadium

tvofi pochvy (pfichyceni, obalu a zisk Zivin)

obsahuji Fe a Mn .... taky jako ochrana proti
predatorim

Sessile &

cell

Flagellated
swarm cell




Stridani volného a prisedlého stadia u Actinoplanes

e prisedlé stadium — vegetativni mycelium, mnozici se
e volné stadium — bicikaté spory, které se tvori ve sporangiu (zoospory)
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Actinoplanes Swims into the Molecular Age
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Electron micrographs of the reproductive structures and motile zoospores of
Actinoplanes missouriensis (courtesy of Yasuo Ohnishi, Aike Hirata, and colleagues) (A to C) and
Actinoplanes reqularns (reproduced with permission from http://www.actino jp/DigitalAtlas/
courtesy of Gernot Vobis, Maoki Muto, Ken-ya Ishizawa, Takao Okazaki, Ryuzo Enckita, and The
Society for Actinomycetes Japan) (D to F). (A, D) Sporangia arising from the vegetative
mycelium. (B, E) Thin sections through the sporangia showing immature zoospores. (C, F) Motile
zoospores with numerous flagella originating from a small patch of the cell surface. The scale
bars are 2 pm (Ato C) and 5 pm (D).
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