Cytologie a morfologie bakterii
2

lva Buriankova
MIK, UEB MUNI



Struktury prokaryotické bunky

Zakladni (esencidlni) - cytoplasmaticka, ribozomy, nukleoid
Obvyklé - tvori se pouze v zavislosti na podminkach (kromé BS - neni u mykoplazmat)

— nejsou nutné k preziti bunky, poskytuji vyhodu
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Zakladni struktury

Cytoplazmaticka membrana
Nukleoid
Ribozomy



Obvyklé struktury - nejsou nezbytné

Bunécna sténa
Organely pohybu
Fimbrie

Plazmidy

Kapsuly, slizy — chrani proti \{yschnutl',
maskuje antigeny,

Inkluze proti fagocytoze...

I

v nich odpadni nebo zasobni latky
polyhydroxyburat - vznik za nepfiznivych
podminek - nedostatek Zivin

karboxyzomy - fixace uhliku

parasporalni krystal - obsahuje endotoxiny >
pUsobi proti hmyzu...ma ho tfeba bacillus-musi se
dostat do strev, aktivuji se endotoxiny --> hmyz
zemre




Cytoplazmaticka membrana

»  fluidni vrstva fosfolipiddi, v ni vnorené bilkoviny — mnoho proti Eucarya
* jednoduchy retézec, esterova vazba Bacteria, Archaea — etherova v. !!

* semipermeabilni — transport, respiracni funkce (zastupuje mitochondrie), zakotvuje rotor
bakteridlnich bicik

* G- maji plazmatickou membranu a vnéjsi membranu oddélené periplazmatickym prostorem

e ost. prokaryota pouze vnéjsi CM

* nékt. morské sinice plazmatické membrany bez fosfolipidd — ndhradni membranovy lipid - SQDG
* (v oceanech s nedostatkem fosforecnych a dusikatych Zivin)
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Bunécna membrana obsahuje rtizné biologické molekuly, predevsim lipidy a proteiny

Lipidy —slozeni do ur¢.miry podle vyzivy a typu prostredi

Hopanoidy — lipidy u 50% bakt., obdoba euk. sterol(

Cytoplazmatickd membrana obsahuje tfi tridy amfipatickych lipida:

» fosfolipidy (obs. zbytky kys. fosfore¢né) a ost.

» glykolipidy (p. obsahu cukru) a ost.

* p. alkoholu - derivaty glycerolu (predevsim fosfatidaty) a derivaty sfingosinu (sfingolipidy)

Proteiny

Proteiny pevné vazané — enzymy (ATPaza, nukledza, fosfatazy), transportéry, strukturdini proteiny
e volné proteiny — fosfatazy

 inducibilni slozky membrany — pritomnost - nutny spoustéci faktor syntézy= spektrum protein(
promeénlivé
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vrstva lipidd — 5 nm, cca 50 atomu

bariéra, brani Uniku obsahu bunky

semipermeabilni, selekt. permeabilni

ziviny dovniti, odpady ven — selektivni kanaly, pumpy —proteiny (import, export spec. latek)
bunécna adheze, vyména iontll a bunééna signalizace — reakce na prostredi

cilova struktura pro extrabunécné struktury - bunécna sténa, glykokalyx

cytoplazmaticka membrana muze byt uméle vytvorena - micely
rast, tvar bunék — méni se i membrana pridanim slozek
tendence drzet tvar, zacelovat trhliny

prokaryota — jen CM (eukaryota —i vnitrobunécéné membrany), princip stejny
invaginace - membranou obdareny i nékteré typy inkluzi
(glykogen, PHB, S, plyn. vakuoly, karboxyzomy) — 1 vrstevna!
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Fosfolipidy

* dvojvrstva, nepropustna, samousporadavani

* hlavni silou formujici lipidovou dvojvrstvu hydrofobni interakce, dale van der Waalsovy sily,
elektrostatické, hydrogenni a nekovalentni interakce

» fosfatidycholin - nejvyznamnéjsimi strukturnimi fosfatidat, tvofi zaklad lipidové dvojvrstvy biologickych
membran (téz lecithin)

* hydrofilni hlavicka se orientuje k vodé a je spoj. se zbytkem molekuly pres fosfatovou skupinu
* hydrofobni uhlovod. konce jsou nenabité, nepolarni, orientace k jinym nepolarnim I.
* amfipatickeé .

* lipidové dvojvrstvy jsou v zasadé nepropustné pro polarni molekuly, pripousti pasivni difuzi
hydrofobnich molekul
e voda se usporadava kolem nich — spotreba E
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CM - 2D kapalina - fluidni mozaika

* samozacelovaci schopnost — trhliny vytv. rozhrani s vodou — nevyhodné, snaha zacelit

* lipidy neopousti vrstvu kvuli vod. prostredi kolem, ale mohou ménit mista

* teplo - pohyby molekuly — otaceni kolem osy, vyména pozic mezi sousedy — podporuje difuzi

* sniz. teplota — nizsi E, nizsi rychlost vymény pohybu lipidd v membrané

* stupen fluidity — zavisi na T a fosfolipidech — ¢im tésnéji se retézec muze sbalit, tim viskéznéjsi bude
* délka a stupen nenasycenosti retézcli mastnych kyselin
* nenasycené lipidy vytvareji ohyby - vzrist fluidity membrany

* mastné retézce fosfolipidl a glykolipid(i — cca 14 — 24 atom uhliku

* kratSi retézce zvysuiji fluiditu - méné interaguji navzajem

(B}

ENERGETICKY NEVYHODNE

plandrni dvojna vrstva fosfolipidd
ma hrany exponované do vody

. wzavieny oddil tvofeny
dvojnou vrstvou

ENERGETICKY VYHODNE



* bakterie a kvasinky — snaha udrzet konst. fluiditu CM

* homeoviscidzni adaptace - schopnost organismu regulovat fluiditu bunécné membrany
zménou slozZeni lipid(

 délka aslozeni retézce se méniv zav. na T prostredi
e vys. T—produkuje delSi fetézce a méné dvoj. vazeb

Asymetrické slozeni membrany

* obé vrstvy se liSi poctem a sloz. fosfolipid(, dul. i orientace kanal(

* nové fosfolipidy jsou synt. enzymy z mast. kyselin

* uvoliuji se do té samé monovrstvy, pak dochazi preskupeni

» flipdzy — prenos selektivni —r. koncentrace fosfolipid(i v k. monovrstvé

tichy e molin QWKD“FHIU 4 ) praklopena
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Flexibita — sch. se ohybat — spodni hranice 25 nm — min. pro tvorbu vack




Proteiny

* membrana obsahuje velké mnoiZstvi proteint, typicky kolem 50 % membranového objemu

* rlzné biologické aktivity, mezibunécnd komunikace, enzymatické aktivity nebo transport latek
pres membranu

* velké mnoiZstvi proteinovych receptoru a identifikacnich proteint, napf. antigeny

pienasece spojniky receptory enzymy

, EXTRACELULARNI
FROSTUR

CYTOSOL




Integralni proteiny nebo transmembranové proteiny

prochazi skrz CM

hydrofilni cytosolicka doména (interaguje s vnitfnimi molekulami)

hydrofilni extracelularni doména - interaguje s vnéjSimi molekulami

hydrofobni doména - ukotvuje uvnitf bunééné membrany

hydrofobni domény se skladaji z a-helix a B listl proteinovych motivi

hydrofobni vazby cca 70%
dana orientace v membrané
lontové kanaly, protonové pumpy

{A) transmembranovy protein
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Proteiny ukotvené s lipidy Periferni proteiny

* kovalentné vdzané na lipidové molekuly * spojené s integralnimi membranovymi proteiny
hydrofobné vioZzené do bunécné membrany e docasné interakce s biologickymi membranami a

e proteiny nejsou v kontaktu s membranou jednou reagujici molekula se odlouci a pokracuje

» elstat.sily, H-mustky ve své praci v cytoplazmé

* G proteiny — prenos signalu * spojeny s intergralnimi za pomoci H-mustku a

elektrostat.sil
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Funkce cytoplazmatické membrany

* bariéra, receptory, antigeny
* transport — prosta difuze, zprostredkovana difuze,
aktivni transport

* membrana je hydrofilni - malé neutralni molekuly
projdou skrz membranu snaze nez nabité, velké
molekuly

*  pripousti pasivni difuzi hydrofobnich molekul

* CM v podstaté nepropustné pro vétsi polarni molekuly

*  braniv difuzi polarnim rozpusténym latkam (AM, NK,
cukry, proteiny, ionty)

* tj. schopnost kontrolovat pohyb téchto latek skrz
transmembranové proteinové komplexy - pory, kanaly a
brany

* propustnost membrany je mira pasivni difuze molekul
membranou

e zavisi hlavné na el. naboji, polarité molekul a na mol.
hm. molekuly

* transport pfres membranu délime na pasivni a aktivni

malé
hydrofobni
molekuly

male
nenabite
polarni
maolekuly

vatsi
nenabite
polarni
molekuly

ionty
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Transmembranovy transport — pasivni

* prenos latek pres bunénou membranu

* samovolné prostfednictvim kanal(l a pfenasecovych proteind
* nespotrebovava energii ATP

* Tfizen gradientem koncentrace a membranovym potenciadlem

» gradient elektrochemického potencidlu = rozdil elektrochemickych potencidl(i na vnéjsi a
vnitrni strané membrany

* hnacisilou pro pohyb iontl pres membranu
e zavisi na propustnosti bunécné membrany
e prosta difuze, zprostredkovana difuze, osmodza

1) Prosta difuze

* transport latek po koncentracnim spadu

* plyny (N2, 02, CO2), malé polarni molekuly bez naboje (etanol, voda)
* umoznuje pohyb latek uvnitr bunék a tim latkovou vymeénu



2) Zprostredkovana difuze

* prenos latky po elektrochem. gradientu prenasec¢t v membrané
e tyto procesy funguiji i pri aktivnim transportu

kanaly - hydrofilni pdr, ktery pro prenos specifickych anorganickych ionti nepotrebuje zménit svou
konformaci

e zpusob prenosu rychlejsi nez typ predchozi

* protein mlze byt svou konformaci otevren ¢i uzavien

proteinové prenasece
vyuziva pro prenos solutu svych konformacnich zmeén - umoznuji prenos malych ve vodé rozpustnych
molekul

* kapacita prenasece je limitovana

* koncentrace difundované latky nejprve stoupa, rychlost difuze se uz rychlost difuze neméni

e vyuzivan pro transport latek spojenych s metabolismem bunky a dalSich latek potrebnych pro
fungovani bunék

* napf. aminokyseliny, proteiny, ionty vétsich rozmér(

o > @ e 0
A - - | + .Jfr’-'
* Uniport - transportované molekuly prochazeji samostatné
* Kotransport — symport a antiport — sandll
e Symport - prostupuji molekuly stejnym smérem g > © & o

e Antiport - prostupuji smérem opacnym uniport symport antiport



Msc channels
* mechanosensitivni kanaly — reaguji na zvySeni turgoru bunky zvétSenim velikosti péru
* adaptace na osmoticky stres - MscL — E. coli

Mechanosensitivity of ion channels based on proteinipid interactions

Kenjiro Yoshimura, Masahiro Sokabe
Published 26 April 2010. DOI: 10.1098/rsif 2010.0095 focus

hydrophobic lock



KANALY prosté

» stale otevrené valcové struktury s centralnim vodnim kandlem

* neregulovany

*  pf: poriny B vnéjSi membrany - maltoporin umoZziujici difuzi maltodextrind, aquaporin

Maltoporin

v komplexu

s maltodextrinem
(6 Glu jednotek

Dimer
GramicidinuA
tvori kanalek
Pro transport
lontu K+

Figure 10-5a Fundamentals of Biochemistry, 2/e
©2006 John Wiley & Sans




KANALY hradlové

*  maji schopnost se otevirat a uzavirat

* polypeptid. Zzetézec tvori hrdlo, ktere je specificky otevirano

* pomoci vazebnych mist rozpoznavaji ionty

*  maji specifitu - hradlo regulovano: napétim, chemicky, mechanicky

* specifické iontové kanaly slouZi pro rychly priichod iontl jako Na+, K+a Cl-

Pr: K+ pasivneé difunduiji z cytoplasmy do extracelularniho prostoru pres transmembranové proteiny -
tetramery rizené el. polem

(C) ligand-gated (D) stress-
(intracellular activated

ligand)

cYTOSOL
\

eyl Yy
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Aktivni transport
e aktivnitransport vede ke kumulaci latky, transport
* iproti koncentraCnimu spadu za spotreby ATP

ATPaza (adenosin trifosfataza)
* enzym, katalyzuje hydrolyzu ATP na ADP a fosfat

e energie vznikla zminénymi defosforylacemi se uziva k pohanéni jinych chemickych reakci
* napf transport iontl pres membranu

Vznik energie v bunce

V membrané je komplex proteinl FO, ktery funguje jako protonovy kanal, a ten je propojen s komplexem F1,
vycnivajicim do cytoplazmy. Jsou-li jednotkou FO vpustény protony (po spadu svého ApH+), Ize jejich energii
zachytit a vyuzit ji v komplexu F1 k syntéze ATP. A mald molekula ATP uZ neni vdzana na membranu a muze v
bunce snadno difundovat tam, kde je ji tfeba.



1)

ABC transportéry — motivy vazici ATP a Stépici jej pfi prijmu latky

primarni akt. transport
zdroj energie nesouvisi s dalSim priibéhem prenosu
je zapotrebi pritomnost volné energie

pouze jedna Castice (napt. na Na*/K* a ATPaza, ktera soucasné Cerpa sodik z bunky a draslik do

bunky)

bakterie stovky typU pro transport

ABC transportéry jsou schopné prenaset pres membranu sacharidy, aminokyseliny, lipidy, ionty,

peptidy i proteiny, toxiny a léky véetné antibiotik
Pt: E. coli tak pfijima vit. B12 z prostredi, export toxin(

Primarni aktivni transportéry se daji klasifikovat na zakladé zpUsobu ziskavani potfebné energie:

hydrolyzou ATP — vyskytuji se ve vSech doménach

dekarboxylaci — v prokaryontnich organismech

prenosem methylové skupiny — vyskytuji se u archei
oxidoreduktazou- zdroj energie je oxidace redukovaného substratu
sveételnou energii- vyskytuji se u archei

Open Apo Closed Apo Nucleotide Bound

periplasm

cytoplasm

Béhem Cinnosti ABC transportéru MsbA se periodicky méni jeho prostorové usporadani

Bakteridlni ABC transportér pro vitamin B12



Il) sekundarni akt. transport

* zdroj energie - sprazeni s prenosem jiné latky ve sméru koncentracniho gradientu

* energie uloZzend v gradientu je vyuzita k prenosu druhé castice proti sméru koncentraéniho
spadu (symport, antiport)

* proces spojen se zménou koncentrace na membrané

* sodno-draselna pumpa

*  ktera udrzuje koncentraci rozdil sodiku a drasliku mezi intracelularnim a extracelularnim
prostfedim tim, Ze vyCerpava sodik z bunky a naopak vychytava draslik

* antiport sodiku a drasliku proti koncentracnimu gradientu — u sodno-draselné pumpy je
zdrojem energie ATP

Extracelularni prostor

® oS Sodik o @ _ Drasik

.70 o

Eiéiima@@@ E@ g

centrace

ATF‘ ® o4 o
® ADP P

k

+

Intracelularni prostor K

3 Na+ (in) + 2 K+ (out) + ATP + H20 = 3 Na+ (out) + 2 K+ (in ) + ADP + Pi



Skupinova translokace

* méneé Casta

e pfitransportu substrat chemicky modifikovan (dostane se do buriky a zGstava v ni)
* pr: fosfotransferazovy systém

18 &4

» fosforylace substratu; akumulace PEP (fosfofenolpyruvat) prinasi do bunky cukry proti
koncentra¢nimu spadu)

| gege

& oo s
glucose 6-P Fi'e] Sc

Qo o @ &

oo
Ol:?ltoplas mn@c Q0 oo Qo L

Vysokoenergeticka fosfatova skupina je z fosfoenolpyruvatu prenesena na glukdzu za tvorby glukdza-6-fosfatu



e soucast bunécného skeletu

e dava bunce tvar

* mechanickou ochranu

* ochranuje pred zarenim, vyschnutim, chemickym poskozenim
* sténa kompenzuje osmoticky pretlak uvnitr bunky

Peptidoglykan (murein)
* peptidova slozka - tetrapeptid - alanin, kys muramova, néjaky zbytek
(G+ = lyzin; G- =diaminopimelova kys.) a zase alanin
» glykan — cukernad slozka, NAG, NAM (N-acetylglukdzamin+N-acetylmuramova k.)
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*  Peptidoglykan = uniformni disacharid
* N-acetylglukézamin + N-acetylmuramova

Acidorezistentni
mykobakteria, nokardie..
nebarvitelné Gramem:

N-glykolylmuramova
CH,OH
0
H
OH H
H
HA
Tetrapeptid - ALy
L- a D-AMK l
Spojeni: O Glu —*(NH; )

rozdil v L@ @— D- A+u

pozici 3 D-ma  Interpeptidha
. ¥

io-ala)  OYY  D-Glu—sinmy)
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Peptidoglykan

vrstvami polysacharidovych retézc(l, v némz se stridd N-acetylglukosamin a N-acetylmuramova kyselina
spojeny O-glykosidovou vazbou - Ize narusit naptiklad pisobenim lysozymu

zbytky kyseliny N-acetylmuramové vytvari vzdjemné propojeni retézcll pomoci kratkych peptid
(tetrapeptidy) - tj. transpeptidace

na proces transpeptidaze plsobi antibiotika jako peniciliny a cefalosporiny

L-alanine
D-glutamine
L-lysine

D-alanine

\ interpeptide

bridge

H-acetyl-muramic acid
H-acetyl-glucosamine

G+ : tetrapeptidy spojeny pentapeptidem G-
G+ G- :tetrapeptidy spojeny pfimo D-ala na DAP (diamidinipimelova kys.)



Lysozym — Stépi vazbu mezi aminocukry = plsobi na hotovou sténu

Penicilin — brani spojeni tetrapeptidl = plsobi pfi syntéze stény

Bacitracin - cyklicky polypeptid blokujici defosforylaci fosfolipidu, potfebného
pro transportni funkci béhem vystavby bunécné stény
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Taxonomicky vyznam BS

* Barveni bunécné stény
* Chemotaxonomie slozek stény a membrany
* Aminkokyselinové sloZeni tetrapeptidu a mlstku!!

Micrococcaceae
* azdruhové charakteristicka struktura mastku o st o i

12230x SE 5.7, %0 jhe

Streptomycety "‘*';’::';‘??:.;wg..t ’ ;;y‘
e 3 pozice unikatni L-amino DAP kyselina - | ¢ &

Sténa spory: jiné a unikatni
sloZzeni peptidoglykanu



Mykoplazmata

jedny z nejmensich prokaryotic.organismu

jsou pleiomorfni (koky, kokotycky, tycky)

néktera mykoplazmata tvori pouzdra

néktera tvori vybézky (zejména patogenni druhy) --> adheze na hostitelskou bunku

jsou rezistentni na ATB které pusobi na BS

(logicky - nemaiji BS - neumi syntetizovat peptidoglykan)

Mykoplazmata jsou tvorfena pouze plazmatickou membranou, chromozomem prokaryotického
typu, ribozémy a zakladni cytoplazmou; postradaji pevnou bunécnou sténu ostatnich prokaryot. Jsou to
nejmensi zivé bunky (cca 0,12 pm v prameéru) a obsahuji jen asi 20 % DNA ve srovnani s bakterialni
burikou Escherichia coli. Tato geneticka informace se blizi minimalnimu mnoZstvi nezbytnému k zajisténi
zakladniho metabolického vybaveni pro Zivot buriky.



mykoplazmata -nejmensi znamy mikroorganismus schopny samostatného zivota

béhem evoluce se objevily mnohonasobné redukce velikosti genomu
pozmeénén i geneticky koéd

tempo evoluce je vysoké

redukce velikosti genomu - evoluce Mollicutes na striktni parazity
velka ¢ast metabolické masinérie zakrnéla

u Clovéka izolovano asi 11 druhu



M. pneumoniae

je nejvyznamnéjsim patogenem lidského respiracniho systému (faryngitis, tracheobronchitis,

bronchitis, bronchiolitis, pneumoniae, pneumonitis, myringitis)

detekuje se serologicky - pritomnost protilatek

M. hominis vyvolava napf. lidskou primarni atypickou pneumonii

urogenitalni trakt u zen-zavazne poporodni a popotratove horecky, poskozeni plodu, zevni

genital-loziska

M. genitalium, M. urealyticum

Rise

Kmen:

_T?!’ da:
Rad:

Celed:

Rod:
Druh:

Rod:
Druh:

Tab. 1 - Klasifikace mykoplazmat

Bacteria

Firmicutes

Molficutes

Mycoplasmatales

Mycoplasmataceae

Mycoplasma

Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma genitalium

Mycoplasma hominis

Mycoplasma penetrans

Mycoplasma fermentans a dalsi
Ureaplasma

Ureaplasma urealyticum

(drive Ureaplasma urealyticum biovar 2)
Ureapfasma parvum

(diive Ureapfasma urealyvticum biovar 1)




Mycobacterium

acidoresistentni bakterie,

* maBS, ale nebarvitelné Gramem!!!

e proto unikalo Mycobacterium tuberculosis

e barvi se specialnim acidorezistentnim barvenim

— L : {‘.-Y&
< UL g Y
SR !

hydrofobni bunééna sténa LN Zal T

0

e problém s transportem Fe

siderofory — slouceniny chelatizuji Fe
e exocheliny — extracelularni

mykobaktiny — uvnitr bunky

Pomaly rast — 3-9 tydnu

e zpomaleni transportu pres hydrofobni povrch

*  RNA-pol — nizsi reakéni rychlost (pomalejsi syntéza RNA)
* nizky pomér RNA/DNA — pomalejsi syntéza protein(

Mycobacterium tuberculosis — patogen clovéka
Mycobacterium africanum — patogen clovéka
Mycobacterium bovis - patogen skotu i ¢lovéka



Adheze bakterii

* Interakce s povrchy — biotickymi i abiotickymi

* Bakterie evolucné Uspésné — kolonizuji vSechny niky...

* jeden z faktort virulence

Adheze

*  poskytuje mikroorganizmdm vyhodu v preziti

* lepSi dostupnost a vyuzitelnost substratu

* adsorpce makromolekul a malych hydrofobnich molekul na povrch

* lepSi vyuzitelnost koncentrovanych Zivin

* ochrana pred inhibi¢nimi ucinky antibakterialnich latek

(antibiotika, chlor, tézké kovy)

* ochrana pred bakteriofagy a parazitickymi bakteriemi

* nevyhody — pf. potlaceni pohyblivosti

® { ,
: [
Reversible
Transport adhesion

.0
® & ¢ &"asgi';‘ﬁ
Cell wall
Irreversible deformation and
adhesion emergent properties

» Thermodynamics

r:: Convective-diffusion
Sedimentation —» DLVO

Tether-coupling
versus floating

Bond strengthenin

-» Molecular re-arrangement

Multiple tether-coupling

Tether collapse

C

Charge

Bacterial

cell

Cell surface
hydrophobic
C lJ”I'JI.JI‘E.'IIt'I

Aagellum—,_
Adhesin

Interfacial /%%

4 - water i@ 05

— +

Curli
Filus

Flagellum

-MNan-fimbrial
adhesins

¥
Micrometre range



Vsuvka: Cytologie burky a virulence

* Patogenita — schopnost organizmu zplsobovat onemocnéni
* Virulence — stupen patogenity — mira schopnosti organizmu infikovat a zplisobovat onemocnéni

Faktory virulence = struktury/slozky bunky
* faktory adheze

* extracelularni enzymy — invazivni faktory (hyaluronidaza, kolagenaza, koagulaza, kinazy, keratinaza,
mucindza)

» faktory zabranujici fagocytéze (kapsuly, produkty metabolizmu)

* endotoxin - uvolnén az po zaniku bunécné stény bakterie

= lipopolysacharid (LPS), vnéjsSi membrany gramnegativnich bakterii
* Lipid A —tvori lipidovou slozku endotoxinu zodpovédnou za toxicitu
e exotoxin - toxin uvoliovany bakteriemi do okoli

O-antigen
repeat 40 units

Core polysaccharide

] Disaccharide

diphosphate
Lipid A
Fatty acids

Structure of Lipopolysaccharide

Exotoxin - botulotoxin Endotoxin = LPS A



Adheze bakterii a indukce cytologickych zmeén

k adhezi je potreba kompatibilita mezi bakterii a cilovou molekulou (kli¢ a zdmek)
stafi, prostredi, adheze - toto urcuje tvar burky

k adhezi potrebuje receptory

»surface sensing” ne vSechny buriky schopné adheze na vSechny povrchy

vhodné receptory a kompatibilita s cilovou molekulou

(Corynebacterium diphtheriae epitel hrdla; Streptococcus salivarius— zub, chlopné...)
hydrofobicita bunécného povrchu

——host cell membrane

—Tr acaptor

adhesin

——— bacterial cell




Interakce bunky s povrchem indukuje zménu exprese genu

* bunécné morfologie
* motility a adheze - souvislost mezi cytologickymi znaky a proménlivymi formami existence bunék

* blizkost bakterii k povrchu vyvolavd zmény v ph, osmolalité a rotaci biciku

Mechanisms of surface sensing

pH Osmolality Flagella inhibition
=H* « =osmolytes
E . ‘ & & i o e Bl 1
{ Ay : . ’ i ' oo
Ay b -~y g s % . . .
b Ll Sty i S e Rl EE g «Bacteria—surface interactions
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Bunka

* pilli, povrchové proteiny, kapsuly a sliz

* prostredi — ndboj, hydrofobicita, topografie povrchu

* vystavené rizné chemické skupiny reaguji s fyzikalné chemickymi vlastnostmi bunky

Bacterial surface organelles

Curli Pili /
Fimbriae
Bacterium
Flagella
Interactions between substrate and bacterial cells

Adhesion Attachment Topography Chemistry
Electrostatic Interactions of Surface topography  Surface chemistry
attraction & repulsion curli, flagella, & pili changes bacterial changes bacterial

adhesion adhesion
Ty, T = Genetic regulatory

=t - networks start to
change expression profiles

== afeaf
T e L s T ‘£§ ‘2'\552\
iy e . L G -.p&-ﬂ.,

van der Waals forces Hydrophaobic interactions Steric forces Chemical modifications




Adheze bakterii - vyznam

bioenergetika, technologie (fermentory), znecisténi,
bioremediace, biofilm, infekce

budouci vyzkum: ovlivnénim bunécné adheze modulaci
hydrofobicity bunék; vyvoj nepfilnavych materidld
biofilm - zubni povlak (casto oportunni patogeny)




Bakterie a hostitelsky makroorganizmus adheze bakterii biofilm

Zubni povlak
— A. van Leewenhoek (kys. - mlé¢na, maselna, propionova, octovd, mravenci)

Stfevni sliznice

Infekce

— sliznice nebo uvnitr tkané;
- endokarditida

- trvaly biofilm na chlopnich
(hl. strepto- a stafylokoky;
nebezpeci krvacivych dasni..)

- rany; bércové vredy; spaleniny

© 1998 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN




Biofilm a medicina

SITES OF
PRIMARY
INFECTION:

e Cévky —arterialni, Zilni Subvenous
* Mocové katetry et
* Dychaci a dializaCni pFistroje
e Umélé chlopné
*  Kontaktni cocky

* Délozni télisko
* Bakterie jsou unaseny proudem krve a mohou zacit infekéni proces na odlehlém misté....

e Vytrvald syntéza a uvolnovani toxind...

Artificial hip implant

Nemusi byt kontakt s vnéjSkem! - kovové

nahrady kloubd

» Stafylokoky — fibronektin-binding protein..

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




Biofilm skloviny
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Salivary pellicle 2
Tooth surface
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10.
. Actinomyces israeli
12.
13
14,
15.
14.

Streptococcus oralis and
Streplococcus Sanguinis

; Sr.l‘f-rr_JI!ur':Jr'fm Frai i

. Streptococcus gordanil

. Capnocytophaga ochvgcea
. Propiomibacterivnm acnes

. Haemaphilus parainfluenzae
. Prevotella loescheii

. Velllonella spp.

. Actinomyces oris and

Actinomyces naesiundil

Eikenella corradens

Capnocytophaga ginghvalis
Capnocytophaga sputigena
Fusobactrerium nucleaturmn
FPrevotella denticolo
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
Eubacterium spp.
Treponema denticola
Tannerella forsythio

. Porphyromaonas gingivalis

Prevotella intermedia

= Selenomonas I’Irr(lgg{-'r

Mature Reviews | Micrabiology

Mezibunécny kontakt — role adhezini (lektiny) a receptort (sacharidy)
Kontak s povrchem zubu — pelikula proteind, lektiny... (Rickert et al. 2003)



Adheze: Strevni mikroflora

Strevni mikroflora: 10 * CFU/ml
napomaha traveni

tvorba vitamin

brani patogenlm k pfilnuti

bifidobakterie, kvasinky... tenké strevo
clostridie, enterobakterie (E.coli), matanogenni archaea...tlusté stfevo

Proména s vékem, dietou (polysacharidy; prebiotika..)
imunitou, hygienou a ATB |éCbou

kdyz se narodi dité — je ,,sterilni“ - az s tim jak prechazi na stravu, prorezavaji se zuby -->
ztrata sterility, do téla mnoho bakterii

Pomér populaci —,,prinosna mikroflora“ vs. anaerobni
mikroflora jako clostridia...

Alterovana strevni mikroflora — obezita, cukrovka, zanéty,
metabolické poruchy



Strevni mikroflora a probiotika

* predevsim bakterie mlééného kvaseni!!!

 kompetice s patogeny o prostredi--zlepseni laktozové tolerance, snizeni hladiny cholesterolu,
posileni vrozene imunity, zmirnéni symptomu na alergeny (snizeni alergie)

Funkcni potraviny: bakterie mlééného kvaseni, fermentace zeleniny
* metabolizmus, produkce vitaminu, zabrana adheze patogen(l, modulace imunity — alergie,

bakteriociny
* probioticky efekt — kmenové specificky (genetické inZenyrstvi — konstrukce vhodnych kmend...)

» Zivé vektory a nosice vakcin — protektivnich antigent

Lactobacillus Bifidobacterium jiné mlécné bakterie ostatni
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium E. coli
L. delbrueckii B. animalis subsp. Streptococcus Saccharomyces
subsp. bulgaricus animalis thermophilus cerevisiae
L. delbrueckii B. animalis subsp. lactis Leuconostoc Saccharomyces
subsp. lactis mesenteroides boulardii
L. amylovorus  B. longum subsp. infantis Pediococcus
acidilactici
L. casei B. breve Lactococcus lactis
L. crispatus B. longum subsp. longum

L. fermentum B. bifidum

L. gasseri
L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika



1. Competition for nutrients

and prebiotics :Q)
ob%n B
\)LO“ Vitamins (-—A)

2. Bioconversions 3. Production of
growth substrates

4. Direct antagonism

8. Immune =
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(1) competition for dietary ingredients as growth substrates, (2) bioconversion of, for example, sugars into
fermentation products with inhibitory properties, (3) production of growth substrates, for example, EPS or
vitamins, for other bacteria, (4) direct antagonism by bacteriocins, (5) competitive exclusion for binding
sites, (6) improved barrier function, (7) reduction of inflammation, thus altering intestinal properties for
colonization and persistence within, and (8) stimulation of innate immune response (by unknown

mechanisms). IEC: epithelial cells, DC: dendritic cells, T:T-cells.
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Dalsi funkce probiotik

How Probiotics Work

Produkce bakteriocinl x patogentim

Produkce EPS — biofilm — quorum sensing ( W W%M \“g‘f}
Produkce biosurfaktantl — antimikrobni aktivita proti PG, %%a G -
snizeni adheze PG e
0o o / ./ / o1z A B

Produkce antioxidantl — vychytavaji volné radikaly Do A
(superoxidové anionty, hydroxylové radikaly) .

I >

C D

j = probiotic : = pathogen = intestinal
i bacteria epithelium

Prebiotika

jsou nestravitelné oligosacharidy

stimuluji rlst anebo aktivitu bakterii, které maji pozitivni ucinek na lidské zdravi
Inulin, oligofruktoza, galaktooligosacharidy a laktuloza

Cilovymi mikroorganizmy pro prebiotika jsou hlavné bifidobakterie



