Rustové cykly bakterii Il.
Stridani prisedlé a volné (plovouci) formy
zivota u prokaryot

Caulobacter crescentus

Sphaerotilus natans

Biofilm




vodni prostredi — morskeé i sladkovodni
télni tekutiny — sliny, streva, krev

Prizpusobeni prisedlému zpusobu zivota — mechanismy

adheze k povrchum:

* reverzibilni —van der Waalsovy sily

* irreverzibilni — chemicka vazba (elektrostaticka,
kovalentni, vodikova)



RuUstovy cyklus Caulobacter crescentus

Caulobacter - je modelovym
organismem pro studium
diferenciace u prokaryot

Stalked «m — " \
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Cawlobacter crescentus dividing into a stalk daughter
cell (top) and a motile daughter cell with a flagellum
(bottom). Courtesy of ¥ves Brun.


User
Lístek s poznámkou
ma asymetrické dělení - slouží jako modelový organismus....
G- oligotrofni bakterie, ve vodých chudých na živiny... ma přes 3000 genů - tyto mu umožnuji prezit v nepriznivych podm....
Kolonizuje všechny pudni prostredi..... stopkatá buňka - velice silná adheze!!!
 Využití v biologických lepidlech


Swarmer cell Stalked cel

Cyclic Development

Stalked cell

Stalk —_

Holdfast—__

Predivisional cell

S phase

Predivisional cell

Getting in the Loop: Regulation of Development in
Caulobacter crescentus

Patrick D. Curtis and Yves V. Brun™
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dva vývoje.... vyklicky a necyklicky... 
Cyklicky - zacina v G fazi bunky - prechazi do S faze (dochazi k replikaci DNA)- b roste -->dosane se do obdobi pred delenim --> deleni --> vzniknou dve bunky (jedna je stále stopkatá, druhá má bičík!!)... 
Po rozdeleni bunecneho obsahu bicik rotuje --> oddeleni bunek --> vytvori se pilli.... jedna b teda stale prilnuta k povrchu, druha je volna (v teto neprobiha replikace dna)..... potom se z ni stane stopkatá b. - prilne k podkladu a probiha CYKLICKY vyoij.


Stadia rustového cyklu

1. bicikate, volné stadium (swarmer cell) -
nerostouci, nepodléha déleni
e bicikata dcerinna bunka

2. stélkaté prisedlé stadium — reprodukcni

« ,nezkusena bunka® - jesté se nedélila
(inexperienced cell)

e ,zkusena bunka“ — jiz ,vyprodukovala“ dcefrinnou
pohyblivou bunku



Plovouci bicikata bunka se nereplikuje

prisednuti na misto s vhodnym
substratem a diferenciace

Poté iniciace replikace DNA.

odhozeni a nahrazeni bic¢iku a pilust
polarni stélkou, ktera prichyti
bunku k podkladu

Nezrala stélkata bunka se prodluzuje

Reproduktivni stélkata bunka replikuje
DNA, vznik dcefinné bunky, syntéza
nového biciku na polu proti stélce.
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Fig. 13. Schematic diagram illustrating various developmental and biosynthetic events as a function of the cell cycle o)f
Caulobacter crescentus. The numbers are fractions of a complete (1.0) cell cycle. (From Dworkin, 1985.)
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neni potreba umet
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crescentin - dava ten ohnuty tvar bunce


Shape-determining proteins
Caulobacter crescentus: FtsZ, MreB and crescentin

Crescentin

Crescentin
Microbiology: An Evolving Science, Third Edition Figure 3.23¢

Copyright © 2014 W. W. Norton & Company, Inc.



Zvlastnosti rustového cyklu

ristova stadia se nutné stridaji, zadné neni
alternativou, ktera se nemusi realizovat (viz
klidova stadia)

materska bunka je v jistém slova smyslu
,nhesmrtelnou bunkou®, ktera produkuje velké
mnozstvi dcerinnych bunék (na rozdil od
konvencniho déleni, kde nelze striktne odlisit
materskou a dcerinnou bunku)
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Rustovy cyklus Sphaerotilus natans
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zije v organicky znecistenych vodach - ale dobre prokyslicenych.. schopna fixovat polyalkoholy, polysacharidy...
rada se vyskytuje v cistickach vod (problemy!!!)


e 7z pochvy se uvolnuji dcerinné
pohyblivé bunky

12
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volne bunky = G- tyčky ... 
když je treba, odhodi bicik-->prisedle stadium-->tvori pochvy (obaly k prichyceni obalu a ziskavani zivin z prostredi) obsahuji Fe a Mn .... taky jako ochrana proti predatorum


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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Biofilm

[ :"l-_
nl: L ‘e

...spolecenstvi bunék usazenych v glykokalyx, prichycenych
k povrchu nebo okolnim bunkam, se zménénym
fenotypem ristu
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vznika proto, ze pro org. je mene narocne se prichytit k povrchu, ktery jim dava ziviny - dava jim to vyhodu :) 
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antony von levenhoek - jako prvni pozoroval biofilm - na zubech


Bacteria entering
biofilm

N\

' pa

Modified from Costeron & Stewart - Sci. American July 2001

i Water "Channels"

v

Slozky biofilmu: bakterialni bunky a jiné organizmy uvnitr hribovitych
shluk propojenych kanalky a pory.

Jednodruhovy — pr: aerob P. aeruginosa — mnohem tenci biofilm nez vicedruhovy.
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odolnejsi vuci patogenum, imunita vuci imunitnimu systemu hostitele !!!!! 
Biofilm se vetsinou vyskytuje jako mnohokulturni!!! ne jen jednodruhovy!!! 
Kompetice o ziviny, taky ale symbioza, proste mnoho vztahů :)
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adheziny jsou zasadite nebo neutralni...
extracel.polysacharidy jsou kyselé


1. 2.

Planktonic (free
floating) pathogens

Within minutes
changes in gene

stick to solid expression
surfaces by means transform
of van der. 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.
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přsedla bunka --> spolecenstva --> bunky jsou zde ruzne diferencované


Vznik biofilmu

— prizpusobeni prisedlému zplsobu Zivota
=

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

- pritomnost extracelularnich polymert

Zména fenotypu - ustava syntéza biciku, mukozni latky

Spoustéci podnéty:
e Osmoticky tlak
e Snizeny obsah kysliku
e Rostouci hustota poulace - quorum sensing
napr: acyl-homoserin lakton (G-), malé peptidy (G+) 17
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adheze - bunka produkuje vice adhezinu --> potom extracelul.matrix ...
bicik slouzi k tomu aby se bunka k pocrchu dostala --> po prisednuti bicik odpada


e Po prichyceni zména vlastnosti: =
- Zprvu na urovni regulace genu

- 1/3 bilkovin se produkuje v rozdilném pomeéru, vice tvoreny
bilkoviny

1) poru
2) transportni
3) syntetizujici mimobunécnou hmotu
e Po prichyceni nutno vytvorit matrici z polysacharidu
- pr: P. aeruginosa - alginat, ' i o
jiz 15 minut po prisednuti

--------
” .
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po přisednutí - zmena produkce bilkovin - vyrabi se ty, ktere se ucastni tvorby extracel.matrix


Detachment area Core of Biofilm

* |onic sttradive foroes

* Eledrostaticatractive forces
“an der Wasls interactions

* Hydrogen bonding

* Repukive forces

Adhesion area

LILTLTLILTLL Lt /1L LLILTPLTLTL T ] e
o iy T,
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* |onic atiractive foroes

¥ Elect os tatic atr active forces
Wan der Wask interactions
# Hydrogen bonding

* Repuls ive forces

Surface
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k přichyceni dohromady se produkují exopolysacharidy, nukleove kys., bilkoviny, slozky vnejsiho prostredi (rostl.zbytky,...)


Faze vzniku biofilmu: prilnuti k povrchu
bunécné povrchy x povrchy podkladu
Bunécny naboj
Adheze bunky
Prostredi

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

Adheze bunék k povrchu je ovlivnéna:
* hrubosti

 chemickym slozenim

e povrchovou Upravou

=
Hydrodynamické vlivy BRSO Lot S
e biofilmy vznikajici v pomalu proudici tekutiné — izotropni

struktury
e biofilmy vznikajici v rychleji a jednosmeérné proudici
tekutiné — vlaknité zretelné nasmérované utvary bunéek
21
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bunka je schopna kolonizovat jakykoli povrch, dava ale prednost hrubym,drsnym povrchum - lepe se prichyti
.
.
rust biofilmu zalezi na toku (jednosmerny, obousmerny), proudici/stojata,


High activity

Intermediate activity

Low activity

Dormant

Surface

low metabolic activity

A

# A Highly heterogeneous environment %
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mohou brat ziviny bud z povrchu, kde jsou prichyeny, nebo z prostredi (voda/plyn).... v kapaline to pak zavisi na tom, jestli kapalina proudi (stale nove cerstve ziviny-do biofilmu pomoci difuze) nebo kapalina stoji (molekularni difuze je jedinny prostredek jak se muzou ziviny dostat dal do biofilmu)...
 


bunky uplne na povrchu - jsou na tom nejlip s pristupem zivin.. ale zase - hromadi se tady metabolity (v tekute vode dochazi k odplaveni metabolitů)... bunky na povrchu maji moc moc zivin - jsou v log fázi.... bunky dole v biofilmu jsou ve fazi až stacionární... v biofilmu mame tedy bunky v ruznych fazich


e pritomnost chemickych sloucenin
e proudeéni tekutiny




Streptococcus Adherence and Colonization
Angela H. Nobbs,! Richard J. Larﬂont,2 and Howard F. Jenkinson'*

Oral Microbiology Unit, Department of Oral and Dental Science, University of Bristol, Bristol BSI 2LY, United Kingdom," and
Department of Oral Biology, University of Florida, Gainesville, Florida 32610-0424>

- i Transporters
ny| li‘onmenta . scaABC, adcCBA, copYAZ, fruRKI

Conditioning film

Released

Extracellular signaling
molecules

Virulence  SpeB =
Cx

Host glycoproteins

Adhesins
gbpA, gbpB, fap1, stpA, pas, pilBCA

Extracellular polymeric
substance (EPS)

TCSS
vikRK, ciaRH, hcdRM, birAB
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streptokok - je necim extra v tech filmech.... proc??? 

u streptokoka se na tvorbe biofilmu nepodili jen polysacharidy, ale taky slozky POUZDRA!


Mechanostimulus

O QD

WspR-P
clusters

(active form)

c-di-GMP .

ps —— Biofilm growth

Pseudomonas aeruginosa
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Faze vzniku biofilmu: Quorum — sensing
=

Signalizace mezi bunkami podminéna jejich koncentraci.

Integrace signall z prostredi - predavany bunéénymi transdukénimi
mechanismy.

e Koordinace genové exprese v zavislosti na mistni hustotée
populace

e Podobneé Cini nékteré socialni druhy hmyzu, kde pouzivaji
guorum sensing ke kolektivnim rozhodnutim, napr. kde
vybudovat hnizdo.

26
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umoznuje vnimat hustotu mikroorg. v okoli - a to i mezidruhově!!!!!


Quorum - sensing

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

e Bunka tak reaguje na hustotu populace

e Kaskada reakci po vazbé na receptor spousti syntézu
sekundarnich metabolitl a komunikaci v ramci bakt.
spolecenstva

Cell-Cell Communication

e Vnitrodruhova
organizace komunity

- -

BIOFILM ENGINEERING MSU-BOZEMAN




U planktonnich bakterialnich populaci muze
upozornovat na stres a jako ochranu zahajit tvorbu
biofilmu, ktery je vuc¢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 napfr. sekreci EPS a
adhezinu Ci pohyblivost jednotlivych skupin bunék,
coz ovlivauje strukturu biofilmu.
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Response Regulator Response Regulator

lux promoter genes lux promoter genes

29
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induktory se vazou na receptor --> ten pak aktivuje regulator odpovedi --> ten pak spusti regulaci genu...receptor je stale aktivovan - dochazi k expresi molekul


AHL Signals

. No Expression

lux promoter genes

Expression
A

lux promoter genes

30
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male molekuly prochazi primo pres membranu ..




Quorum — sensing - regulace luminiscence u
Vibrio fischeri

Luxl produkuje autoinduktor N-(3-oxohexanoyl)-homoserinelactone
31



factors

Rhl (indukce genu virulence)

Hierarchical
induction of the

@’ Rhl QS-system

RhIAB
LasA
LasB
RpoS
AprA
XcpP
XcpR
Pyocyanin
HCN
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jeden system ovlada geny las - indukuje tvorbu genu RHL -> RHL potom indukuji geny virulence...pro pseudomonas je to moc moc dulezite 


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

ason D. Chambless, Stephen M. Hunt and Philip S. Stewart”

Mechanisms of Biofilm Tolerance

Stress

Penetration Response Persisters
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u biofilmu je az 1000x vetsi nez u planktoniho organismu.... protoze je tam hodne bakterií, mají ruznou metabolickou aktivitu a taky dochazi k tvorbe perzistetnich bunek... proto ta rezistence k ATB


High activity

Intermediate activity
Low activity

Dormant

Understanding biofilm resistance to
antibacterial agents

David Davies



Immunity
Factors

Parsisters

Decreass inAntibiotic Concentration

Podle teorie perzistentnich bunék (,perzisters”) preziva mala
subpopulace bakterii i radikalni |écbu antibiotiky poté, co
tyto bunky prechazi do dormantniho stadia podobného

sporam.

35
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jsou schopny prejit do dormantniho stadia...zpusobuji problem pri lecbe atb... protoze unikaji ATBiotikům a taky imunitnimu systemu...

unikaji asi proto, ze spustí antistresove faktory - umele snizi replikaci dna, transkr, transl, preckaji nevhodne podminky.... jak se podminkyzlepsi - zase obnovi svoji aktivitu


Pocetna populace....

* Prenos genu
- az 1000x uspésnéji nez u bunék planktonickych

e Fenotyp bunék

- rytmicky se meéni

- po odplaveni si zachovaji urc. dobu vlatnosti jako v biofilmu (R)
e QOdplaveni

- aktivace genu pro syntézu enzymu stépiciho matrici

36



Studium biofilmu

Jsme na Cipu/v mikrotitracnich destickach schopni
napodobit podminky prirozeného prostredi biofilmu pro
studovanou populaci bunék? (prutok; ziviny; chem.
Slozeni; mnozstvi kysliku

Vykazuji bunky vucéi sobé stejné interakce jako v
prirozeném prostredi? (poté indukce genu...ovlivnéni
slozeni/chovani populace bunék...)

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

Sbirkové kmeny? Z prostredi? 37



Studium biofilmu

Studium struktury — vets. u G-

e polysacharidova glykokalyx

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

- z fezl skldadana struktura
- radkovaci elektronopticka technika...

Studium slozeni
- studium pritomnosti gent/latek souvisejicich s tvorbou biofilmu
- mikrotitracni desticky, mikrocCipy, sondy,

PCR, hmotnostni spektrometrie....



Horniny a bakterie - koevoluce

2
Wy Y




Biofilm v lidskéem téle

Zubni povlak
Strevni sliznice

Infekce
— sliznice nebo uvnitr tkané
- endokarditida
- rany; bércové vredy; spaleniny

Chronické infekce

— dychaci cesty

- usni infekce
- mocCoveé cesty

- chronicky zanét prostaty 40
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Late colonizers

Early colonizers

Salivary pellicle
Tooth surface

il o

. Capnocytophaga gingivalis
. Capnecytophaga sputigena
. Fuscbacterium nucleaturm

. Trepanema denticola

. Prevotella intermedia
. Selenomonas flueggei

Streptococcus oralis and
Streptococous sanguins

Streptococcus rmitis
Streptococcus gordonif
Capnocytaphaga ochracea
Prapionibacterium acnes
Haemaphilus parainfluenzae
Prevotelia loescheii
Vetllonella spp.

Actinomyces oris and
Actinomyces naeslundif

Eikenella carradens
Actinomyces israelii

Prevotella denticola
Aggregatibacter
actinomycetemcarmitans
Eubacterium spp.

Tannerella forsythio
Porphyramaonas gingivalis

Mature Reviews | Microbiclogy|

Mezibunécény kontakt — role adhezin( (lektiny) a receptort (sacharidy)
Kontak s povrchem zubu — pelikula proteind, lektiny... (Rickert et al. 2003) 41



Morfologické struktury oralniho biofilmu

“corncobs” — koky koagreguijici s vlaknitymi bakteriemi

“rosette” - 1 kok koagreguijici s koky jiného typu

42



- -, SITES OF U
Biofilm a medicina SHEECTION:

Subvenous
cathether

Cévky — arterialni, zilni
Mocove katetry

Dychaci a dializacCni pristroje
Umelé chlopné
Kontaktni CocCky
Délozni télisko

Vytrvala syntéza

a uvolnovani
toxind...

Bakterie jsou unaseny
proudem krve a mohou
zacCit infekéni proces

na odlehlém misté....

Nemusi byt kontakt s vnéjskem! - kovové nahrady kloubt



Vyhody prisedych stadii:
lepsi dostupnost a vyuzitelnost substratu
- adsorpce makromolekul a malych hydrofobnich molekul na povrch

- lepsi vyuzitelnost koncentrovanych zivin

ochrana pred inhibicnimi Ucinky antibakterialnich latek (antibiotika, chlor,

tézké kovy)

ochrana pred bakteriofagy a parazitickymi bakteriemi

Nevyhody prisedych stadii:

sedimentace, vyCerpani zivin a
neschopnost kolonizovat nove,
vhodnéjsi prostredi
konzumace substratu (¢astic)
zooplanktonem

vznik gradientl — Ziviny, kyslik

Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses

Nutrient
depletion
creates
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altered g
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Outer layers
of biofilm
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| just can't go with the flow anymore.
I've been thinking about joining a biofilm.
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