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Abstrakt

Biofilmy jsou utvary tvofené mikroorganismy zijicimi pohromadé v hydratované
extracelularni matrix. Formace takovych uskupeni pfindsi bakteriim fadu vyhod. Tou hlavni je
zvySena rezistence k antibiotikim. Vytvafeni biofilmu je analogické k vyvoji
mnohobunééného organismu. Bunky v biofilmu spolu navzajem komunikuji signalnimi
molekulami, coz tvofi biofilm kompaktn&jsi strukturou. Extracelularni matrix, ve které
bakterie ziji, udrzuje strukturu biofilmu, ovliviiuje adhezi bun€k a chrani bunky pied vlivy
prostfedi. Prostfednictvim extracelularni matrix bakterie také komunikuji s okolim. Matrix je
tvofena riznymi biopolymery a proteiny. Biofilmy jsou Castou pficinou infekci spojenych
s implantaty. Zpusobii, jak se bakterie v biofilmu brani pisobeni antibiotik, je n¢kolik. Patii
mezi n¢ zpomalena difuze latek, pomaly rist nebo adaptace na stres. Pfi¢inou jejich pieziti je
i vytvofeni perzistentnich bunck, které jsou k antibiotiku tolerantni a ze kterych miize
vzniknout nové populace. Dilezitym prvkem pro vznik biofilmu jsou povrchové proteiny,
které napoméhaji adhezi a naslednému vzniku biofilmu. Prvnim proteinem, ktery byl
identifikovan, byl protein Bap. Pozd¢ji byly nalezeny i jeho homology, naptiklad BapA, Esp,
LapA ¢i Bhp. Mezi bakterie, které tvoii biofilmy, patifi mykobakterie. Na utvafeni jejich
biofilmlh ma vliv mnoho faktorQ, at’ uz ptitomnost glykopeptidolipidi, mykolové kyseliny

v jejich bunécné sténé ¢i dostupnost CO,.
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Abstract

Biofilms are formed by microorganisms living together in a hydrated extracellular
matrix. Formation of such clusters of bacteria brings many benefits. The increased resistance
to antibiotics is the main one. Creating a biofilm is analogous to the development of
multicellular organisms. Biofilm cells communicate with each other with signaling molecules.
Signaling molecules make the biofilm more compact structure. Extracellular matrix, in which
bacteria live, maintains biofilm structure, affects cell adhesion and protects cells against
environmental influences. Bacteria also interact with the environment through the
extracellular matrix. The matrix is composed of various biopolymers and proteins. Biofilms
are a common cause of infections associated with implants. There are several ways to prevent
bacteria in biofilm to antibiotics. These include a slow diffusion of substances, a slow growth
or an adaptation to stress. The formation of persistent cells that are tolerant to the antibiotics is
the cause of their survival as well as a new population may arise from them. The surface
proteins are important elements for the formation of biofilms, they facilitate adhesion and
subsequent establishment of biofilm. A protein Bap was the first identified protein. Later its
homologues were found, such as BapA, Esp, LapA or Bhp. Mycobacteria belong to the
bacteria that form biofilms. The formation of biofilms of mycobacteria is influenced by many

factors: glycopeptidolipids, mycolic acids in their cell wall, or the availability of CO,.
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Seznam pouzitych zkratek

PIA
QS
AHL
EPS
PNAG
PMNs
PEG
ppGpp
PPK
TA
GlpD
PIsB
Bap
Esp
LapA
Bhp
Gbps
GPLs
MAC
ssGPLs
nsGPLs

NPRGM

polysaccharide intercellular adhesin; polysacharidovy mezibunéény adhesin
quorum sensing

acetylated homoserine lacton; acetylovany homoserin lakton

extracellular polymeric substance; extraceluldrni polymerni substance
polyB-1,6-N-acetylglucosamine; polyp-1,6-N-acetylglukosamin
polymorphonuclear neutrophils; polymorfni neutrofily

polyethylenglycol; polyethylenglykol

guanosine tetraphosphate; guanosin tetrafosfat

polyphosphate kinase; polyfosfat kindza

toxin-antitoxin

glycerol-3-phosphate dehydrogenase; glycerol-3-fosfat dehydrogenaza
glycerol-3-phosphate acetyltransferase; glycerol-3-fostat acetyltranferaza
biofilm-associated protein; protein pfidruzeny k biofilmu

enterococcal surface protein; povrchovy protein bakterie Enterococcus
large associated protein; velky ptfidruzeny protein

Bap homologue protein; protein homologni k Bap

glucan binding proteins; proteiny vazajici glukan

glycopeptidolipids; glykopeptidolipidy

Mycobacterium avium complex; komplex Mycobacterium avium
serovar-specific glycopeptidolipids; serovar-specifické glykopeptidolipidy
nonserovar-specific glycopeptidolipids; serovar-nespecifické
glykopeptidolipidy

nonpigmented rapidly growing mycobacteria; nepigmentované rychle rostouci

mykobakterie



1. Uvod

V ptirod¢ se mikroorganismy vyskytuji v planktonni form¢. Spoustu z nich ale ulpiva
na povrchu a vytvaii trojrozmérné utvary — biofilmy. Shromazdéné bakterie jsou zanofené
v hydratované matrix tvofené extraceluldrni polymerni substanci. Takovyto zplsob Zzivota
pfinasi mikroorganismim fadu vyhod. Buiky v biofilmu spolu navzijem komunikuji, coz
zvysSuje efektivitu biofilmu. Jsou vice tolerantni k antibiotikim nez planktonni buiky, tudiz
jsou zodpovédné za mnoho akutnich i chronickych infekci, vyskytuji se na implantatech ¢i
zvySené rezistenci k antibiotikim a jinym ochrannym mechanismiim je obtizné jimi
zpusobenou chorobu vylé¢it nebo biofilmy zcela odstranit. Pfedmétem vyzkumu dnesnich
mikrobiologl zabyvajicich se mikrobidlnimi biofilmy proto je ptevazné blizsi studium jejich
vyvoje a snaha o porozuméni tomu, jak biofilmy piisobi na svého hostitele a jeho imunitni
systém. Na zéklad¢ toho pak zlepSovat existujici 1éCebné postupy a v neposledni fadé

zjistovani postupi novych.

2. Bakterialni biofilmy

2.1. Obecna charakteristika

cey

Mikroorganismy Zzijici pohromadé¢ v hydratované extraceluldrni matrix jsou znamy jako
biofilmy. Mohou se vyvijet na nezivych i zivych povrsich, jsou zdrojem rtiznych infekci [1]
a ¢asto jsou tvofeny rozmanitou Skalou druhti. VSudyptitomnost biofilmt v pfirod¢ naznacuje,
ze zivot v uskupenich je klicovy pro ekologii a evoluci bakterii [2]. Selekéni tlak v nekterych
prostfedich zplisobuje preferovani ristu biofilmu oproti planktonnim buiikdm. Fyzikalni
a chemicky charakter biofilmu pfispivda ke zvySené rezistenci k antimikrobialnim
¢inidlim [3]. Vrstva biofilmu je vétSinou tak dostateéné silnd, Ze je vidét pouhym okem.
Pravé proto se biofilmy fadily mezi prvni pfedméty zkoumani rozvijejici se mikrobiologie.
Anton Van Leeuwenhoek pouzil sviij mikroskop a jako prvni pozoroval mikroorganismy
zpovrchu zubl (dentdlni plak) [4]. Metody pochopeni molekularnich mechanismi
a charakteristiky architektury biofilmu se velmi rozviji v poslednich letech. Pouziti technik
mikroskopickych, jako je skenovaci elektronova mikroskopie, a jinych je dnes bézné. Povrch
biofilmu je riiznorody. Méni se z hladkého na drsny ¢i nerovnomérny. Struktura povrchu je
ovliviiovana n¢kolika faktory. Jednim znich je dostupnost Zivin [5]. Buniky na okrajich
biofilmu ziskéavaji Ziviny difuzi z okolniho prosttedi a maji vliv na dostupnost zivin pro buniky

8



uprostied biofilmu. Vysledkem toho pak je, Ze buiiky na okrajich rostou rychleji. Tloustka
biofilmu je zavisla na rychlosti difuze zivin a na rychlosti jejich zpracovani. Kdyz je zivin
dostatek, proniknou hloubé&ji a biofilm je pak silng€jsi [5]. Bakterie vnima hustotu bunék diky
specialnimu signdlnimu systému zvanému quorum sensing. Pfi ném dochazi k sekreci
a detekci malych difiznich molekul oznacovanych jako autoinduktory [6]. Diky této
signalizaci miize bakterie monitorovat zmény v hustoté populace, zmény v prostredi a diky
tomu regulovat genovou expresi a prizpusobit ji tak potfebam biofilmu. Po prvni interakci
s povrchem se spusti regulace mnoha genti. Prigent-Combaret et al. [7] uvedli, Ze dochazi
k rozdilné regulaci 38% genl E. coli v biofilmu oproti planktonnim bunikdm. V biofilmu
dochazi ke zvySeni metabolické ucinnosti, buiiky se tak rychleji zbavuji zplodin metabolismu
i Skodlivych latek [1]. Produkuji vyssi koncentrace toxiniti a dokdzou se vyhybat imunitni
obrané hostitele. Pfisedl¢ bakterie uvoliiuji antigeny a stimuluji produkei protilatek. Tyto
protilatky ale nejsou U¢inné pro zabijeni bakterii chranénych v biofilmu a mohou zptisobit
imunitni poSkozeni okolnich tkani [1]. Biofilm je také idedlnim prostfedim pro horizontalni
genovy pienos. Bunky jsou v bliz§im kontaktu a pisobi zde minimalni stfizné sily branici
poskozeni prendSené DNA. Plasmidy casto koduji geny rezistence a toto je idedlni cesta

k jejich Siteni [4]. Dochazi ke zvySovani virulence mikroorganismd.

2.2. Vyvoj biofilmu

Proces vyvoje biofilmu je regulovany pochod, kdy se jednobunécné organismy
seskupuji a vytvaii mnohobunécny utvar. Lemon et al. [8] popsal obecny model vyvoje
biofilmu. V ném rozlisili vyvoj u nepohyblivych a pohyblivych druhii. Kdyz nastanou
ptiznivé podminky pro vznik biofilmu u nepohyblivych druhli, bakterie zvysi expresi
adhesint na svém povrchu. Zlepsi se tim jak koheze bun€k mezi sebou, tak adheze k povrchu.
U rodu Staphylococcus jsou to pievazné povrchové proteiny Bap [9]. Pohyblivé druhy za
ptihodnych podminek ztraci svou pohyblivost a zacnou produkovat extracelularni matrix,
diky které drzi pohromadé¢ [8]. Vytvéfeni biofilmu je analogické k vyvoji mnohobunééného
organismu [10]. Zahrnuje n¢kolik krokt (viz obr. 1):

1) prvotni vazba bakterie k povrchu — adsorpce

2) vytvareni jednovrstevného biofilmu

3) rist bunék a jejich d€leni, migrace za ucelem vzniku vicevrstevnaté kolonie
4) produkce extracelularni matrix

5) maturace (zrani) biofilmu a vytvéteni trojrozmérné struktury

9
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Obr. 1 — Vytvareni biofilmu [10].

Prvotni vazba je indukovana signaly z prostiedi jako je koncentrace zivin, pH, teplota,
koncentrace kysliku, osmolarita a dalsi [1]. Prvotni vazbé napomahaji bi¢iky a jeji prib¢h trva
pouze nékolik sekund. Tato faze je jest¢ vratnd. Nékolik minut nato zacinaji dalsi faze, kdy se
bakterie mnozi a komunikuji chemickymi signély. Produkovana extracelularni matrix udrzuje
strukturu kolonie. Z jejich okraji se mohou uvolnit planktonni bunky, které mohou jinde
zalozit biofilm novy. Signalni molekuly uvolfiované z biofilmu mohou slouzit jako atraktant

pro nalakani jinych druhti bakterii [10].

2.3. Quorum sensing

Jak jiz bylo feceno, bakterie diky quorum sensing (QS) dokdze regulovat genovou
expresi na zékladé¢ vnimani hustoty populace. Bunika produkuje signalni molekuly —
autoinduktory. Jejich koncentrace se odviji od hustoty bunék. Pod kontrolou tohoto systému
jsou i ruzné fyziologické aktivity jako je tvorba biofilmu, sporulace, bioluminiscence,
produkce extracelularni matrix a dal$i [11, 12]. QS se zacalo zkoumat u luminiscentni
bakterie Vibrio fischeri. Tyto bakterie produkuji svétlo pouze pii vysoké koncentraci

populace. Geny Ucastnici se vnimani hustoty populace byly analyzovany poprvé v roce 1983

pravé u tohoto druhu. Zjistilo se, ze dulezitou roli zde hraji regulacni proteiny LuxI
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a LuxR [12]. Cilem dneSnich mikrobiologii je pochopit evoluéni vyvoj QS a s nim souvisejici

fenotypy biofilmu.

2.3.1. QS u Gram-negativnich bakterii

Signalni molekuly u Gram-negativnich bakterii jsou specifické acetylované homoserin
laktony (AHL). Jejich biosyntéza je pod kontrolou homologu regula¢niho proteinu LuxI
V. fischeri [11]. Homolog LuxR proteinu vaze signalni molekulu, tento komplex se vaze na
promotor a aktivuje transkripci genl. Dochazi k pozitivni regulaci a jsou tak syntetizovany
dalsi molekuly autoinduktorti [12]. QS zaloZené na proteinovych homolozich LuxI a LuxR
bylo popsano také u Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens ¢i Erwinia

carotovora [11].

s -
2 el COARE

Obr. 2 — Schéma LuxIl/LuxR u V. fischeri [11]. U V. fischeri je pét strukturnich genl pro
luciferazu (luxCDABE) a dva regula¢ni geny (luxI a [uxR) potiebné pro luminiscenci
kontrolovanou QS. LuxI protein je zodpovédny za syntézu AHL signalni molekuly, jeho
koncentrace se zvysi, kdyZ je zvySend hustota populace. LuxR protein vdze autoinduktor a
tento komplex se vdze na promotor a aktivuje transkripci, souc¢asné reprimuje prepis genu

luxR.
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2.3.2. QS u Gram-pozitivnich bakterii

U Gram-pozitivnich bakterii slouzi jako autoinduktory sekretované peptidy. Ty jsou
transportovany z buiikky pomoci ABC pfenasece. Signalni drdha zde funguje na principu
fosforylace a defosforylace [11]. Ta konc¢i fosforylaci regula¢niho proteinu, ktery se tak
navaze na DNA a spusti ptepis genil. QS bylo studovano u né€kolika druhi bakterii, naptiklad

Streptococcus pneumoniae, Bacillus subtilis ¢i Staphylococcus aureus [11].

2.4. Extracelularni polymerni substance

Extracelularni polymerni substanci (EPS) vytvéii bunky vznikajiciho biofilmu. Tato
substance udrzuje jeho strukturu a ovlivituje aktudlni podminky v biofilmu. Mimo jiné také
hraje roli pii adhezi bun€k a chrani bunky pfed vlivy prostfedi [10]. EPS je tvofena
biopolymery, obsahuje mnoho proteinil, polysacharidii, glykoproteinii, glykolipidii a mnozZstvi
extracelularni DNA (e-DNA) [13]. Biopolymery EPS jsou vysoce hydratované a vytvari
matrix, kterd drzi buniky biofilmu pohromadé a zadrzuje vodu [13]. Matrix komunikuje
s okolnim prostiedim a poskytuje biofilmu ziviny. EPS produkuji samy bakterie. Tvorba EPS
je ovlivnéna mnoha faktory, napiiklad druhem bakterie, fazi rastu, dostupnosti zivin ¢i
podminkami prosttedi [14]. Zjistilo se, Ze mnoho druhii bakterii je schopno produkovat
celulozu jako slozku EPS [15]. Dal$im polysacharidem tvoficim matrix biofilmu je
intercelularni adhesin PIA (polysaccharide intercellular adhesin) u rodu Staphylococcus,
kédovany ica lokusem [16], ktery napomdha adhezi bunék k povrchu. Jadro PIA tvoii
polyp-1,6-N-acetylglukosamin (PNAG). Bylo zjiSténo, Ze polymery podobné PIA vytvafi
i n¢ékteré Gram-negativni bakterie [15]. Polysacharid alginat byl zkouméan jako dulezita slozka
EPS u mukoidni Pseudomonas aeruginosa [13]. U nemukoidnich kmenti dochazi k expresi
psl operonu. Produkce polysacharidu Psl zvySuje adhezi bakterii k povrchu a je udrzovdna
struktura biofilmu po pfichyceni [13]. V posledni dob¢ se pozornost obraci také k nukleovym
kyselindm v EPS. e-DNA v biofilmech Pseudomonas aeruginosa je odvozena z genomové
DNA [17]. Mé s ni fadu podobnosti, ale 1 rozdili. Allesen-Holm et al. [17] zaznamenali, ze
e-DNA v biofilmech Pseudomonas aeruginosa je organizovand v riznych strukturich.
V ranych biofilmech je e-DNA usporadana jako sitovitd struktura na podkladu biofilmu, ve
vyss$i koncentraci na povrchu kolonie. Ve starSich biofilmech se e-DNA vyskytuje na
podkladu a na stopkovité casti biofilmu, ktery vytvaii utvar podobny houbég. Nejvyssi
koncentrace e-DNA je zde mezi stopkou a ,.kloboukem®. V jesté¢ pozdé¢jSich biofilmech je
e-DNA lokalizovéna skrz cely utvar [17]. e-DNA ma stabilizujici roli v biofilmu a jeji
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uvolnéni je fizeno QS a regulovano zelezem [18]. Nizka koncentrace Zeleza indukuje vyvoj
biofilmu Pseudomonas aeruginosa, zpusobi up-regulaci pgs genil (systém QS) a utvaieni
e-DNA. Naproti tomu vysoka koncentrace zeleza potlaci vyvoj biofilmu, zplsobi
down-regulaci pgs gent a tvorbu e-DNA [18].

EPS se také podili na vzniku rezistence vii¢i riznym antimikrobialnim ¢inidlim. Matrix
neinhibuje penetraci antibiotik do biofilmu, ale zpomaluje, a tim poskytuje ¢as pro indukci
exprese genu rezistence [19]. Hostitelsky organismus reaguje na pritomnost bakteridlni
infekce spuSténim obrannych imunitnich reakci. AvSak bakterie na né nalezité odpovidaji.
Biofilmy Staphylococcus epidermidis se brani proti fagocytéze polymorfnimi neutrofily
(PMNs) pomoci intracelularniho adhesinu PIA [20]. PIA pravdépodobné oddéluje bakterii
antibakteridlnich peptidi a inhibuje PMN fagocytozu. Biofilmy Pseudomonas aeruginosa
odolavaji fagocytéze makrofagy aktivovanymi interferonem-y diky exopolysacharidu
alginatu, ktery je obsazen v EPS [21]. Jensen et al. [22] ukazali, Ze Pseudomonas aeruginosa

produkuje toxin rhamnolipid B, ktery zabiji PMNs. Produkce toxinu je fizena pomoci QS.

2.5. Bakterialni biofilmy a povrchy

Patogeneze mnoha ortopedickych infekci je spojena s pfitomnosti biofilmu
mikroorganismul. Pii chirurgickém zédsahu do organismu se zvySuje nachylnost k infekcim,
pacient ma aktivovany imunitni systém. Implantované nahrady jako jsou srdec¢ni chlopné,
umélé cévy, kloubni ndhrady nebo katetry jsou idedlnim mistem pro vznik bakterialni infekce.
Nekteré druhy bakterii maji adhesiny [16], které ukotvuji buiku k hostitelskym
extracelularnim proteinlim jako je kolagen, fibrinogen, fibronektin nebo elastin. Tyto proteiny
jsou adsorbované na povrchu biomateridlu a napomdhaji tak bakteriim k vytvofeni
biofilmu [23]. Jednou z vyhod, které poskytuje bakteriim biofilm, je zvySena rezistence
k antibiotikim [24]. Proto samotné vycisténi rany a naslednd 1éc¢ba antibiotiky neni vzdy
ucinnd. Implantat se tak vétSinou musi vyndat nebo vymeénit [23]. VétSina infekci spojenych
s implantaty (78%) je zpiisobena stafylokoky [23], z velké miry Staphylococcus aureus a
Staphylococcus epidermidis. Zbytek tvoii naptiklad Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

faecalis a dalsi (viz obr. 3).
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Obr. 3 — Frekvence hlavnich patogennich druhii z ortopedickych izolatii infekci asociovanych

s implantaty [23].

Bé&znymi materialy, které se pouzivaji jako kostni implantaty, jsou nerezavéjici ocel,
titan nebo titanové slitiny, pficemz s oceli jsou infekce asociovany castéji [25]. Jednou
zmoznosti, jak predchazet témto infekcim, je modifikace povrchii implantata,
napf. zjemilovani povrchii [26]. Dal§i moZnosti je obalit materialy ionty dusiku, coZ ovlivni
odpor a chemickou topografii povrchu [27]. ZpGsobem, jak omezit vazbu bakterii a tvorbu
biofilmu, je pouziti proteinovych oball jako napt. heparin nebo albumin, oballi zalozenych na
polyethylenglykolu (PEG) nebo kyselin¢ hyaluronové [25]. Na 1é¢bu bakteridlnich infekei se
pouzivaji antibiotika. Proto je ucinné piimé pokryti implantatu tenkou vrstvou polymeru
s antibiotikem. To je pomalu uvoliovano az k vysoké koncentraci. Byl studovan vliv riznych
antibiotik — gentamycinu, ciprofloxacinu, vankomycinu a dalSich [25]. Vyhodné je také
pouziti obal uvolnujicich kovy jako je méd ¢i stiibro, pfipadné pouziti stfibrného

sulfadiazinu.

14



3. Biofilmy a rezistence k antibiotikiim

3.1. Antibiotika

Antimikrobidlni ¢inidlo je pfirodni nebo syntetickd chemicka latka, kterd zabiji nebo
inhibuje riist mikroorganismu. Latky, které bakterie zabiji, jsou baktericidni, ty, které blokuji
rast, jsou oznacovany jako bakteriostatické. Bakteriostatickd ¢inidla Casto inhibuji syntézu
proteinll a vaZzou se na ribozomy. Baktericidni latky zabiji buiiku, ale nezptsobuji jeji lyzy.
Mezi dilezitd a casto pouzivana antibiotika patii penicilin ze skupiny [-laktamovych
antibiotik. Obsahuje p-laktamovy kruh a inhibuje syntézu bunééné stény. Vaze se na
transpeptidazu, ktera katalyzuje zesitovani dvou peptidovych fetézcli v bunécné sténé, a tim
naruSuje jeji funkci. Bunécnd sténa je pak slabd. Mezi antibiotika, kterd inhibuji syntézu
protein, patii napiiklad tetracyklin, streptomycin, kanamycin, erytromycin nebo
chloramfenikol. Polymyxiny plsobi na plazmatickou membranu, ciprofloxacin nalezi mezi

quinolony a interaguje s DNA gyrazou.

3.2. Mechanismy rezistence

Jeden z divodil, pro¢ bakterie vytvari biofilmy, je nesporné jejich zvysena rezistence
k antibiotikiim. Bakterie, ktera nema rezistenci geneticky podlozenou, mize snizit vnimavost
k antibiotikim tim, Ze vytvofi biofilm [24]. Stewart a Costerton také naznacovali, ze
rezistence bakterii v biofilmech neni ziskand mutaci nebo mobilnimi genetickymi elementy
(transpozony atd.), protoze kdyz se bunika odlouci z biofilmu, stane se rychle citlivou
k antibiotiku. Tuto skute¢nost vyslovili také Levin a Rozen, ktefi tvrdili, ze bakterie vzdoruje
antibiotiku tim, Ze zméni svij fenotyp a oddali tak chvili, kdy se antibiotikum stane
ucinnym [28]. Tato nedédicna rezistence je vysledkem antimikrobidlni terapie, kdy se bakterie
postupné ptizpisobuje. Bakterie méni svij fenotyp jako odpovéd na podminky prostiedi
a tato zmeéna ovliviiuje jejich vnimavost k antibiotiktim.

Bylo vysloveno né¢kolik hypotéz, jakymi mechanismy se bakterie v biofilmu bréni
antibiotikiim. Jednou z nich je omezené pronikéni antimikrobidlnich ¢inidel do biofilmu [29].
Buiiky v biofilmu jsou obklopené v extrapolymerni matrix, kterd zpomaluje difuzi latek.
Matrix je negativn¢ nabitd a vaze tak pozitivn¢ nabitd antibiotika. Poskytuje biofilmu
rezistenci k velkym molekuldam jako je lysozym nebo molekuly komplementu [29].

Anderl et al. [30] testovali penetraci ampicilinu u biofilmu Klebsielly pneumoniae.
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Ukazalo se, Ze antibiotikum neni schopno pronikat do biofilmu a Ze bakterie produkuji
degradujici enzym B-laktamazu. U mutant bez B-laktamézy doslo k penetraci antibiotika, ale
buiikky nebyly kupodivu zcela usmrceny. Je tedy mozné usoudit, ze k rezistenci bakterii
k antibiotikiim pfispivaji i jiné mechanismy. Byl zkoumdn také rozdil v penetraci peroxidu
vodiku u slabého a silného biofilmu Pseudomonas aeruginosa. Zjistilo se, ze u slabého
biofilmu je prinik latky pozorovan ihned, zatimco u silného je penetrace vyrazné
zpomalovana [3]. KdyzZ se ale pouzije silny biofilm tvofeny mutantou P. aeruginosa defektni
v genu pro kataldzu katA, kterd neutralizuje peroxid vodiku, ¢inidlo penetruje [31].

Jednim z dalSich moZnych mechanismu rezistence je pomaly rist [3]. Antibiotika jsou
vSeobecné UCinngjsi v zabijeni rychle rostoucich bunék. Naptiklad penicilin nebo ampicilin
nezabiji nerostouci buiiky viibec. Bakterie na povrchu biofilmu maji vEtsi pfistup k zivindm
a kysliku oproti tém ve stfedu biofilmu, které tim padem rostou pomaleji a tudiz jsou vice
rezistentni k antibiotikiim [10].
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Obr. 4 — Tolerance k antibiotikium u biofilmii je podminéna nékolika faktory [10]. Bakterie ve

®

sttedu kolonie rostou velmi pomalu, protoze jsou vystaveny nizké koncentraci kysliku
a zivin (1). Diky intracelularnim signaliim se mlze zménit fyziologie biofilmu, buiky spousti
molekularni pumpy, které Cerpaji antibiotikum z bunky a kolonie roste i za plisobeni této
latky (2). Matrix je negativné nabitd a véaze pozitivné nabitd antimikrobialni c¢inidla (3).
Specialni populace perzistentnich bunék (4) neroste v pfitomnosti antibiotika, ale ani
nevymie. KdyZz je latka odstranéna, perzistentni bunky opét rostou a vytvoii kolonii.
Populacni, geneticka a fyziologicka diverzita (5) zvySuje Sanci, Ze nékteré buiiky v biofilmu

veer

preziji.
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V disledku gradientu zivin, odpadnich latek a signdlnich faktor roste kazda bumnka
biofilmu rozdilnou rychlosti a dochdzi tak k riznorodosti biofilmu. V zavislosti na téchto
gradientech dokaze buitka zménit svou fyziologickou aktivitu a reagovat tak na puasobeni
antibiotika [3, 32]. Bakterie se dokazi aktivné branit i adaptaci na stres. Mohou zapnout geny
reagujici na stres a zménit svlij fenotyp na vice tolerantni k pozménénym podminkédm [32].
Regulatorem stresové odpovédi je o-faktor RpoS u Gram-negativnich bakterii, ktery je
indukovan vysokou koncentraci bunék [3], ktera v biofilmu je. Kontroluje syntézu gent
trehalozy a gentli stresové odpovédi. Exprese rpoS genu je pozitivné regulovana mnoZstvim
guanosin tetrafosfatu (ppGpp; guanosine tetraphosphate) [33]. Dalsimi regulatory jsou QS
nebo polyfosfatkinaza (PPK; polyphosphate kinase) [32]. Inaktivace ppk genu u Pseudomonas
aeruginosa zpusobi neschopnost tvorby siln¢ho a rozliSené¢ho biofilmu a ovlivni 1 QS. Tato
inaktivace vede k selhani exprese rpoS genii [34]. Sigma faktory jsou kli¢ovymi prvky
v odpovédi na stres. Naptiklad bakterie s chybéjicim o-faktorem E ma zvySenou vnimavost

k oxidativnimu stresu béhem stacionarni faze [35].

3.3. Bakterialni perzistence

Kdyz vystavime populaci bakterii pisobeni antibakteridlniho ¢inidla, vétSina buné¢k je
usmrcena. Pokud se po Case antibiotikum odstrani, v populaci ztistava mala frakce bunck,
ktera pteziva [36]. Tyto buiiky nemaji geneticky podminénou rezistenci k antibiotiku. Jev se
nazyva bakteridlni perzistence a je mozné ho pozorovat i u bakteridlnich biofilmi.
Perzistentni buiiky v biofilmu jsou k antibiotiku tolerantni, tzn. ze jejich schopnost pieziti
nesouvisi s expresi nebo pouzitim mechanismi rezistence [37]. Tolerance funguje na principu
blokace cilového mista antibiotika jinou molekulou. Tim padem antibiotikum neplisobi na
metabolismus buiiky a ta je pak tolerantni (viz obr. 5). Antibiotikum se mize do cilového
mista navazat, ale neovliviiuje jeho funkci. Perzistentni buniky jsou ve stavu dormance — maji
zpomaleny metabolismus a nedéli se [37]. Kdyz se snizi koncentrace antibiotika, buiilky
vytvoii novou populaci biofilmu. Zda se, ze tento mechanismus je jednou z hlavnich pficin

vzniku chronickych infekci a navratt infekcei po 1€¢bé antibiotiky.
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Obr. 5 — Rezistence versus tolerance k antibiotikum [37]. a) Antibiotikum (fialova) se navaze

- Tolerance

do cilového mista (modrd) a zpisobi smrt builkky. b) Cilové misto pro antibiotikum je
pozménéno, Cinidlo se tak nenavédze a builka se stava rezistentni. ¢) Jina molekula (zZluta)
inhibuje cilové misto, navazani antibiotika ho tak neovlivni a buiika je tolerantni k jeho

pusobeni.

Profil genové exprese perzistentnich bunék obsahuje toxin-antitoxin (TA) moduly a jiné
geny, které blokuji dalezité bunécné funkce, jako je translace [38]. Mezi tyto proteiny patii
napiiklad RMF proteiny, které¢ inhibuji translaci nebo UmuDC proteiny, které¢ inhibuji
replikaci. Keren et al. [38] identifikovali v izolovanych perzistentnich bunkach asi 300 gend,
které¢ byly hodné exprimované. Toxin tvoii neaktivni komplex s antitoxinem, kde toxin je
trvanlivy, zatimco antitoxin je degradovatelny. Antitoxin funguje jako represor
TA modulu [39], takze pokud klesne hladina antitoxinu, dojde k indukci transkripce.
Homology TA modulti byly nalezeny na plazmidech [39]. Exprese HipA, toxinu hipBA
TA modulu, vede ke zvySeni tolerance, zatimco delece hipBA vede krychlému sniZeni
mnozstvi perzistentnich buné€k jak ve stacionarni fazi planktonnich bunék, tak v biofilmu [38].
Keren et al. shrnuli [38], Ze HipA je prvni ovéfeny gen perzistence. DalSim z genti, ktery je
vice exprimovan v perzistentnich bunkach, je gen pro glycerol-3-fosfat dehydrogenazu
(glpD; glycerol-3-phosphate dehydrogenase) [40]. Kmeny se zvySenou expresi tohoto
proteinu se ukdzaly jako tolerantni k ampicilinu a ofloxacinu, zatimco kmen s deletovanym
glpD mél snizenou Uroven perzistence ve stacionarni fazi. Glycerol-3-fosfat acetyltransferaza

(P1sB) je esencialni protein perzistentnich bunék, ktery je moznym cilem pro terapii [40].
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3.4. Moznosti odstranéni biofilmu

Jelikoz je rezistence biofilma zalozena na mnoha faktorech, je t€zké je zcela odstranit.
VétSina antibiotik je uc¢inna proti rostoucim bunkam. Bakterie v biofilmu jsou ale velmi
heterogenni. Jednim z moZznych feSeni je zvysit efektivitu existujicich antibiotik na zékladé
toho, Ze mnoho genti bunék biofilmu a jejich produktd bylo jiz charakterizovano. Jednou
z velkych vyhod biofilmu je mnohobunécnost a ochrana diky EPS. V pfipad¢ jejiho rozruSeni
by buiikky biofilmu byly vice pfistupné antibiotikiim nebo hostitelskym obrannym
mechanismiim. MozZnosti prevence infekci na implantatech byly komentovany vysSe.
Zpusobem, jak se zbavit perzistentnich bunék, by mohlo byt naptiklad opétovné vystaveni
biofilmu antibiotiku po velmi kratké dobé. Béhem této doby by prezivsi bunky zacaly riist
a ztratily by tak sviij perzistentni fenotyp. Dalsi davka antibiotika by je tak zlikvidovala [29].
Jinym moznym a G¢innym zpiisobem by mohl byt vyvoj specifickych latek, které by piimo
interagovaly se slozkami sebedestruk¢éni drahy biofilmu [29]. Obecné vzato, k odstranéni

biofilmt by tak mohlo vést pouziti kombinace riiznych 1é¢ebnych postupt.

4. Biofilmy a bakterialni povrchové proteiny

4.1. Bap

Hlavni roli ve vyvoji bakteridlniho spoleCenstvi biofilmu hraje skupina povrchovych
proteini. Prvni €len této skupiny byl popsan u Staphylococcus aureus v izolatu z hovézi
mastitidy a byl nazvéan jako Bap (biofilm-associated protein) [41]. Tento protein se ucastni
primarni a intercelularni adheze. Pozd¢ji byly u fady Gram-pozitivnich i Gram-negativnich
bakterii popsany povrchové proteiny k nému homologni. Analyza primarni sekvence Bap
ukézala strukturalni podobnost k proteinim ukotvenym k bunééné stén¢ u Gram-pozitivnich
bakterii. N-koncova signalni sekvence pro extracelularni sekreci (prvnich 44 aminokyselin) je
nasledovana dvéma kratkymi repeticemi o 32 aminokyselinach, které jsou oddéleny 26 AK.
Tato repetitivni oblast se oznacuje jako oblast A (AK 45-360). Zbyvajici ¢ast N-koncové
domény (AK 361-818) je oznacovana jako oblast B [41]. Centralni oblast proteinu Bap je
vymezena aminokyselinami 819-2147, =zalina oblasti oznaCovanou jako ,spacer*
(AK 819-947) a je nasledovana 13 repeticemi o 86 aminokyselinaich (C-repetice). Tato
sttedova oblast tvoii 52% Bap [41]. PrestoZze funkce této oblasti jest€ nebyla objasnéna, je
usuzovano, ze muze hrat strukturni roli a udrzovat spravnou konformaci proteinu na povrchu

buiiky. Zda se, ze snizeny pocet repetic neovlivni funkénost proteinu, ani schopnost tvorby
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biofilmu [42]. C-koncova oblast proteinu zahrnuje oblast D a LPXTG motiv [41]. Oblast D
(AK 2148-2208) se sklada ze tii repetic o 18 AK a je zakoncena netplnou repetici (pouze
7 AK). LPXTG kotvi protein v bunécné sténé. Na tplném konci je série n¢kolika pozitivné

nabitych zbytkt [43].

A B C-Repeats
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Obr. 6 — Strukturni analyza Bap u Staphylococcus aureus a jeho homologii [43].

Pfi analyze primarni sekvence proteinu se ukdzalo, Ze obsahuje mista s vysokou
podobnosti k EF motivim, kterd vazou ionty Ca®" [44]. Na obr. 7 ze studie
Arrizubiety et al. [44] jsou zndzornéné pozice moznych mist vazajicich Ca>” pojmenovanych
jako EF1-EF4. Tii z nich jsou umisténa na N-konci v oblasti C, ¢tvrté na C-konci blizko

LPXTG motivu.

220%

1 45 361 819 2148 2278
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EF1EF2-3 EF4
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Obr. 7 — EF domény na proteinu Bap [44].

Ionty vapniku funguji jako regulatory aktivity Bap. Bylo zjisténo [44], Ze piidani

21 o v ’ 2+ r 1 . . oo . Iy, ’ .
milimolarniho mnozstvi Ca” do média blokuje intercelularni adhezi a vytvareni biofilmu.
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Navazani véapniku zplsobi konformacni zménu, kterd ovlivni schopnost tvorby biofilmu.
Regulatorem genové exprese proteinu Bap je aktivator SarA [45]. Mutace v genu sarA narusi
Bap-zavisly vyvoj biofilmu a dochdzi k poklesu mnozstvi proteinu na povrchu bunék. SarA
interaguje bud’ pfimo spromotorem genu, nebo se vaze na agr promotor a stimuluje
transkripci. V ptipadé€ proteinu Bap se SarA vaze do promotorové oblasti, takze neptitomnost
agr nijak expresi Bap neovlivni. Sekven¢ni analyza ukézala zna¢nou podobnost bap gent
riaznych druhl Staphylococcus, z ¢ehoz se da predpokladat horizontalni genovy prenos mezi
nimi [46]. Bap gen je nesen na castici podobné transpozonu, vloZzené do mista oznacovaného
jako ,,pathogenicity island“ SaPIbov2, ktery je pienosny bez piitomnosti pomocného
faga [43]. Patogenni ostrovy jsou obecn¢ oblasti, které koduji virulentni faktory na
prokaryotickém genomu. Pohyblivost SaPIbov2 zavisi na aktivité proteinu Sip, coz je funkcni

rekombinaza z rodiny integraz [47].

4.2. Homology Bap

4.2.1. BapA

Pti hledani proteind majicich vliv na vytvareni biofilmu byly objeveny také homology
proteinu Bap u jinych druhii bakterii. Jednim z nich je protein BapA, ktery byl nalezen
u bakterie Salmonella enterica serovar Enteritidis [48], patogenni bakterie zpusobujici
gastroenteritidu. BapA je velky povrchovy protein potfebny k vytvofeni biolfilmu této
bakterie. Latasa et al. [48] vyuzili k hleddani homologu Bap programu TBLASTN. Tato
analyza odkryla dva cteci ramce kodujici proteiny s vyraznou podobnosti s Bap (viz obr. 8).
Prvni znich je stm2689, 11474 bp dlouhy gen, ktery koduje 386 kDa velky protein.
Porovnanim byla zjiSténa homologie C oblasti Bap a oblasti B u Stm2689. Kazda repetice
C oblasti Bap genu ukazuje 29% shodu s repetici v této oblasti. Druhy ¢teci rdmec, stm4261,
je 16680 bp dlouhy a koduje nejvétsi protein genomu S. typhimurium (595 kDa). Pozd¢ji byl
protein urceny jako koloniza¢ni faktor a pfejmenovan na SiiE [49]. Repetice ukazuji
25% shodu. Dalsi slozkou, kterd je nezbytnd pro vyvoj biofilmu u Salmonelly, je
celuldza [50], jejiz produkce je podporovana reguldtorem CsgD pies transkripci adrd [48].
Transkripce genu bapA je regulovand bud’ ptimo CsgD, anebo miize CsgD stimulovat piepis
bapA neptimo pres aktivaci regulacniho genu. Protein BapA je tedy nezbytny pro vyvoj

biofilmu, ale ne dostacujici.
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Obr. 8 — Strukturni analyza Stm2689 a SiiE a shodnost s Bap S. aureus [48].

4.2.2. Esp

Protein Esp (enterococcal surface protein) je povrchovy protein bakterie Enterococcus
faecalis [51]. Az 93,5% Esp-pozitivnich izolat E. faecalis bylo schopno tvofit biofilm,
zatimco kmeny deficientni v tomto genu nebyly producenty biofilmu [51]. Inseréni mutace
v esp neprokazala podstatny efekt na vyvoj biofilmu u kmene, ktery tvofi biofilm nejvice.
Muze to byt zptisobeno povrchovymi adhesiny, které mohou zprostfedkovat prvotni vazbu na
povrch, kdyz je esp nefunkéni. Na druhé strané zadny z esp-deficientnich kmenti nebyl
schopny biofilm vytvafet, z cehoz lze usoudit, ze pfitomnost adhesinli a esp je geneticky
spojena [51]. Esp je protein obsahujici 1873 aminokyselin a ma 202 kDa. Byla nalezena
33% sekvencni shoda a 50% podobnost proteinu Esp a Bap S. aureus. N-koncova doména
proteinu Bap (oblast B, AK 361-819) vykazuje 33% shodu s 694 aminokyselinami N-koncové
domény Esp [51]. Oblast C repetic Bap vykazuje 33% shodu s oblasti C repetic proteinu Esp
(viz obr. 9). N-koncova doména Esp se pravdépodobné¢ ucastni interakce s tkani hostitele
a centralni repetitivni oblast slouzi ke stazeni proteinu z povrchu a jeho ukryti pfed imunitnim

systémem hostitele [51].

SP NH, A-repeats B C-repeats B COOH
149 743 995 1064 1648 1717 1873
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Bap ~u,—( AR C G G[G[G]G]G][G G [Cul Gl Gl Gul[D] Fcoon
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SP  Region A Region B C-repeats DMA

Obr. 9 — Strukturni podobnost mezi Esp a Bap [51].
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4.2.3. LapA

LapA (large associated protein) je protein vyskytujici se u nepatogennich bakterii jako
je Pseudomonas putida KT2440, Ps. fluorescens PfOl nebo Ps. fluorescens WCS365
a u kment tvoficich biofilm je zodpovédny za jeho vznik [52]. Bakterie s mutacemi v tomto
proteinu nejsou schopny prvotnich kroki vyvoje biofilmu, adheze a vytvofeni plné
vyvinutého biofilmu. LapA je jeden z nejvétSich bakteridlnich proteini a ma molekulovou
hmotnost 888 kDa [52]. Gen lapA je 26 kb dlouhy a kdduje 8682 aminokyselin. V genu lze
rozeznat Ctyii domény, z nichZz dvé jsou tvofeny dlouhymi repeticemi [52]. Doménu 1 tvofi
prvnich 277 AK a obsahuje N-koncovou signalni sekvenci. Oblast vykazuje 29% podobnost
s RTX toxinem rybiho patogenu Aeromonas salmonicida [52]. Doména 2 (AK 278-1178)
obsahuje devét repetic o 100 aminokyselinach a byla nalezena 24% podobnost s C-repeticemi
Bap Staph. aureus [52, 9]. Doména 3, kterd nasleduje po 18 AK od domény 2, je také
repetitivni oblasti. Obsahuje 29 neuplnych repetic o 218-225 aminokyselinach. U této domény
byla nalezena sekvenéni podobnost s adhesinem CshA Gram-pozitivni bakterie Streptococcus
gordonii, ktera ma 13 repetic o 100 AK [52, 53], a 23% podobnost s C-repeticemi Bap [9].

Doména 4 (1087 AK) obsahuje nékolik motivi vazajicich Ca®" [52].
D2 D3 D4

D1
O[T [T [551] ]

278 1178 7505 8682

24% Identity 23% Identity
Obr. 10 — Struktura LapA a podobnost s Bap [9].

4.2.4. Bhp

Bhp (Bap homologue protein) je protein podobny Bap, ktery byl nalezen v genomu
izolatu nejsilnéjSiho producenta biofilmu u lidi Staphylococcus epidermidis RP62A [46].
Analyza primarni aminokyselinové sekvence odhalila pfitomnost typické N-koncové signalni
sekvence pro extracelularni sekreci (43AK) u Gram-pozitivnich bakterii a C-koncovy usek
obsahujici LPXTG motiv, hydrofobni membranovou doménu a fadu pozitivné nabitych
zbytkl typickych pro proteiny ukotvené v membrané G-pozitivnich bakterii. N-konec Bhp
(AK 46-760) vykazuje 20% shodu a 35% podobnost s Bap S. epidermidis. Centralni Cast
(AK 761-2056) obsahuje repetice o 89 aminokyselindch (B-repetice). Tato oblast tvori
54% proteinu. B-repetice jsou z31% shodné a z 44% podobné C-oblasti Bap proteinu.
C-koncova oblast se sklad4 z C-oblasti a LPXTG motivu. C-oblast (AK 2077-2221) obsahuje
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2 repetice po 59 aminokyselinach oddélené 27 AK. Tyto repetice jsou z 53% identické
a z 65% podobné C-oblasti proteinu Bap [46]. Podle této zna¢né podobnosti Ize usoudit, Ze se

Bhp pravdépodobné podili na tvorbé biofilmu u S. epidermidis.

20% Identity 31% Identity 53% Identity

Bhp

Obr. 11 — Strukturni podobnost Bhp a Bap [46].

4.3. Ica lokus a adhesin PIA/PNAG

Jednou z fazi vyvoje biofilmu je intercelularni adheze. Ta je zaji$téna syntézou adhesinu
PIA/PNAG, polymerem slozeného z -1,6-glukosaminoglykand, ktery je zodpovédny za
tvorbu biofilmu u S. aureus [54]. Tento exopolysacharid je syntetizovan produktem icaADBC
operonu [54]. Ica lokus byl identifikovan i u S. epidermidis, kde jeho produkt zprostredkuje
mezibunénou adhezi [55]. Delece ica lokusu u S. aureus zplUsobi neschopnost tvorby
biofilmu a produkci PIA [54]. Vyvoj biofilmu u této bakterie nicméné neni zavisly pouze na
tomto polysacharidu, ale jak jiz bylo vySe feCeno, prvotni vazbu a mezibunéénou adhezi
zprosttedkuje také protein Bap. Inaktivace ica operonu u Bap-pozitivnich kmenl nema zadny
vliv na vyvoj biofilmu in vitro [42]. Z toho lze usoudit, ze Bap mize nahradit nedostatek
PIA/PNAG. Bap je tedy schopny zprostfedkovat tvorbu biofilmu cestou alternativni

k mechanismu zavislém na PIA/PNAG.

1o .
HO Q
H HO<
0
H HO =t
o:< HO q

NHz*
s 4n

Obr. 12 — Struktura adhesinu PIA [16]. PIA je linedrni homoglykan slozeny

z B-1,6-N-acetylglukosaminovych zbytkl, ptfiblizné 20% zbytkl je deacetylovanych, tudiz
pozitivné nabitych.
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4.4. Proteiny vazajici glukany

Glukan se zda byt hlavnim faktorem, ktery ptispiva ke schopnosti Streptococcus mutans
ptilnout k povrchu a agregovat se za ti€elem vytvoreni biofilmu [56]. Streptococcus mutans je
patogenni bakterie, kterd Zije v duting Ustni clovéka. M4 schopnost adherovat na povrch zubu
a podporuje tvorbu zubniho kazu. Streptococcus mutans syntetizuje nékolik proteini
schopnych vézat glukany [57]. Tyto proteiny lze rozdélit na glukosyltranferdzy, enzymy
katalyzujici syntézu glukanu, a neglukosyltranferdzové proteiny, které glukan pouze vézou
(Gbps; glucan binding proteins). Lynch et al. [57] vytvofili soubor mutant v riznych
glukan-vazajicich proteinech (GbpA, GbpC a GbpD) a analyzovali vliv delece jednotlivych
proteint na vyvoj biofilmu a jeho konecnou strukturu. VSechny biofilmy produkované
mutanty se ztencily, ale zaleZelo na tom, ktery Gbp byl deletovan [57]. Ztrata GbpC, ktery je
vazan k bunécné sténé bakterie, se ukazala byt dominantni, doslo k vyrazné redukci tloustky
biofilmu, protoze ubylo biomasy. To lze ptisoudit tomu, ze GbpC funguje jako receptor pro
glukan na bunécném povrchu a bakterie se tak bez n¢j hife shlukuji. U mutanty
s deletovanym GbpA dosSlo ke zplosténi biofilmu. Ztrata GbpD vedla k vyrazné ztraté
biomasy [57]. Ziskané poznatky lze tedy shrnout tak, ze kazdy glukan-vazajici protein, at’ uz
extracelularni GbpA ¢i GbpD nebo na bunécnou sténu uchyceny GbpC, ptispiva svym dilem

na vyvoj biofilmu a ovliviiuje vyslednou strukturu.

5. Biofilmy u Mykobakterii

5.1. Mykobakterie

Rod Mycobacterium (mykobakterie) patii do kmene Actinobacteria a fadi se mezi
aerobni a nesporulujici bakterie. Mykobakterie jsou pleomorfni, vytvareji vétvené nebo
filamento6zni struktury, které jsou segmentované do ty¢inek ¢i kokd. Pravé mycelium netvoii.
Tyto bakterie jsou siln¢ acidorezistentni, tedy obtizné barvitelné organickymi barvivy
a odolné k odbarveni kyselinami. Diky tomu je nelze barvit podle Grama. Vyhodou, kterou
jim tato vlastnost pfinasi, je zvySenda rezistence k antibiotikim ¢i odolnost proti vyschnuti.
Acidorezistence je zpusobend mykolovymi kyselinami, které jsou soucasti bunécné stény
mykobakterii. Mykolové kyseliny mykobakterii jsou a-vétvené [-3-hydroxy mastné
kyseliny [58] s dlouhym uhlikatym fetézcem (60-90 uhlikli). Kovalentné¢ se vaZou pies
arabinogalaktan k peptidoglykanové vrstvé [58] a povrch bakterie délaji hydrofobnim

a voskovym. Mykobakterie vS§eobecné, oproti jinym bakteriim, rostou velmi pomalu, piesto je
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lze podle rychlosti ristu rozdélit na pomalu rostouci (napt. M. tuberculosis, M. avium)
arychle rostouci (napf. M. smegmatis). Rada z nich vytvafi zluté karotenoidni pigmenty
apodle této schopnosti je lze rozdelit na nepigmentované (pigmenty netvoii),
fotochromogenni (pigmenty tvoii pouze na svétle) a skotochromogenni (pigmenty tvofi i ve

tmé&). Rada zastupcii tohoto rodu bakterii patii mezi vyznamné patogeny [58].

5.2. Faktory majici vliv na utvareni biofilmu

5.2.1. Glykopeptidolipidy

Ve vng§i vrstv€ bunéné stény nékterych mykobakterii jsou pfitomny
glykopeptidolipidy (GPLs), které ovliviiuji rizné aspekty jejich Zivota, at’ uz je to klouzavy
pohyb, utvéaieni biofilmu nebo morfologii kolonie [59]. Clenové komplexu M. avium (MAC),
ktery zahrnuje M. avium a M. intracellulare, jsou pomalu rostouci bakterie, produkujici
vysoce antigenni serovar-specifické GPLs (ssGPLs) [59]. Oproti tomu M. smegmatis obsahuje
pouze serovar-nespecifické GPLs (nsGPLs). ssGPLs i nsGPLs maji stejnou strukturu
lipopeptidu, ktery obsahuje N-acetylovany tripeptid-amino-alkohol (D-Phe-D-allo-
Thr-D-Ala-L-alaninol), rozdily tvofi modifikace (glykosylace, methylace, acetylace).
Mps u M. smegmatis je gen, kddujici enzym potiebny pro biosyntézu GPLs, konkrétné peptid
syntetazu zodpovédnou za biosyntézu lipopeptidového jadra. Sonden et al. [60] uvadéei, ze
aktivita peptid syntetazy je kddovand dvéma geny mpsl a mps2. Dale popsali, ze polyketid
syntaza, dilezitad pro tvorbu lipopeptidového jadra, je kodovana genem pks a ze gen gap je
dilezity pro transport GPLs na povrch M. smegmatis. V ptipad¢ ssGPLs M. avium byly
identifikovany geny pstA a pstB, podobné mps M. smegmatis [61]. Bylo zjiSténo [62], Ze
glykopeptidolipidy M. smegmatis jsou dillezité pro prvotni vazbu bakterie k povrchu pfti
tvorb¢ biofilmu a pro jeji klouzavy pohyb. Recht et al. [62] navrhli model pro roli GPLs jak
pfi klouzavém pohybu, tak pii utvareni biofilmu. V tomto modelu byly GPLs s dlouhymi
lipidovymi ocdsky vystaveny na povrchu, coz ho délalo hydrofobnim a dochézelo tak ke
sniZeni tfeni mezi bakterii a hydrofilnim povrchem. Mutanty defektni v GPLs mély povrch
vice hydrofilni, takze diky vét§imu tfeni byla snizena jejich pohyblivost. Recht et al. také
popsali novou atfl mutantu, jejiz GPLs nebyly acetylovany a jeji povrch byl tak vice
hydrofilni. To mélo za nésledek horsi schopnost klouzavého pohybu na hydrofilnim povrchu
a vazby k povrchu hydrofobnimu. Nékteré nadzory na vztah tvorby biofilmu a klouzavého

pohybu se ale lisi. Martin-de-Hijas et al. [68] odhalili produkci biofilmu u nepohyblivych
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bakterii a kmeny, které vyuzivaly klouzavého pohybu, ale nebyly schopné utvaret biofilm.
I kdyz mezi bakteriemi vyuzivajicimi klouzavy pohyb a bakteriemi tvoficimi biofilm tedy
neni vyznamny vztah, je mozné, ze je spojuje jiny spolecny faktor (pravdépodobné spojeny

s metabolismem lipidd nebo lipidovym sloZzenim bun&cné stény) [68].

5.2.2. Mykolové kyseliny

Bakterie, které pfilnou k povrchu a za¢nou utvaret biofilm, syntetizuji extracelularni
matrix obsahujici sekretované polysacharidy (exopolysacharidy). Biofilm vznikajici na
povrchu tekutého média je nazyvan pelikula. Nékteré bakterie jsou schopné tvoftit silny
biofilm, aniz by pii jeho vyvoji produkovaly exopolysacharidy [63]. Mezi né patii
i mykobakterie. Jak jiz bylo feCeno vySe, mykobakterie maji v bunééné stén¢ mykolové
kyseliny, které vytvaieji jejich hydrofobni a vysoce rezistentni povrch. Ojha et al. [64]
identifikovali novou skupinu mastnych kyselin, které hraji dalezitou roli v utvareni vysledné
struktury biofilmu M. smegmatis. Chaperonem, ktery je zapojen do biosyntézy téchto
mastnych kyselin, je protein GroEL1 rodiny Hsp60, jenz byl u mykobakterii nalezen. Tyto
mastné kyseliny jsou kratsi nez klasické mykolové kyseliny (Css — Cgs) a mohly by byt prave
jejich prekurzorem. Mutanty s chyb&jicim GroEL1 nebyly schopny vytvofit maturovany
biofilm a byly defektni v produkci mykolovych kyselin. Defekt byl nejvice zjevny béhem
utvareni biofilmu, kdy dochazelo k nahromadéni kratSich mykolovych kyselin. To naznacuje,
ze chaperon GroELI hraje specifickou regulacni roli v syntéze mykolovych kyselin
s dlouhym fetézcem. GroEL1 je tedy potiebny pro maturaci biofilmu, ne pro vazbu
k povrchu [64]. Jednou z mozZnosti, jak mize tato zvySena syntéza kratkych mykolovych
kyselin zprosttedkovat hromadéni bakterii a vyvoj maturované¢ho biofilmu je skute¢nost, ze

mohou byt uvoliiovany a tvofit tak hydrofobni extraceluldrni matrix [63].

5.2.3. Ostatni faktory

Fenotypova analyza mutant se sniZzenou schopnosti produkovat CO, nasvéd€uje tomu,
ze dostupnost CO, hraje roli v utvateni biofilmu u M. tuberculosis [65]. Naptiklad mutanta
postradajici gen pro 2-oxoglutarat dehydrogenazu a vyzadujici exogenni CO, pro rdst na
pevném médiu je defektni v tvorbé biofilmu. Naopak zmény ve slozeni plynného prostiedi
(kromé nahromadéni CO,), jako je sniZeni tenze kysliku nebo nartist koncentrace organickych
tékavych molekul, stimuluji vyvoj biofilmu [65]. Zelezo hraje také jednu z hlavnich roli

v utvafeni biofilmu M. smegmatis [66]. Snizeni jeho mnozstvi vede ke zpomaleni rlstu
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biofilmu, zatimco na planktonni bunky to vliv nema. Stejné tak je tomu se zinkem [65].
Zelezo i zinek jsou duleZité kofaktory enzymi vytvaieni CO, a syntézy mykolovych kyselin.
Oproti tomu Carter et al. [67] dokézali, ze M. avium tvoii vice stabilni biofilmy v pfitomnosti
Ca®", Mg®" a Zn*", ale ne Fe*". Glukoza a pepton jako zdroje uhliku v médiu byly spojené se

zvySenou tvorbou biofilmu, zatimco huminové kyseliny s hor§im utvafenim biofilmu.

6. Kultivace Mycobacterium smegmatis ve formé biofilmu a
planktonické kultury

Obr. A: Pozorovani planktonicky rostoucich bakterii M. smegmatis. Preparat jsem pfipravila
z tekuté kultury M. smegmatis, ktera byla kultivovana za tfepani 24 hod. pti 37 °C, 20 ml
média 7H9 (Becton, Francie) s 0,05% tweenem a 2% glycerolem. Obarveno methylenovou
modii, pozorovano v mikroskopu (Motic, Cina) ve fazovém kontrastu, zvétieni 1000x.

Obr. B: Stacionarni kultura. Do malé Petriho misky jsem pfipravila 2 ml sterilnich
mikrokuli¢ek o priméru 250-350 pum a prevrstvila jsem je 13,5 ml média 7H9. Do média jsem
opatrné po sténé¢ zaockovala 1 ml tekuté kultury M. smegmatis (OD=1,7), tak aby se pfili§
nepromichala s kulickami. Doba kultivace 3 dny v 37 °C. Mykobakterie vytvotily na povrchu
média vrstvu biofilmu.

Obr. C: Kultivace M. smegmatis na sklenénych mikrokuli¢kach. Do malé Petriho misky jsem
ptipravila 10 ml sterilnich sklenénych mikrokuli¢ek o priméru 250-350 pm. Pievrstvila jsem
je 3,5 ml tekuté kultury (OD=0,17) a kultivovala jsem je 6 dni ve vlhké komtrce pii 37 °C.
Mykobakterie vytvotily na povrchu kulicek viditelny biofilm. Obarveno methylenovou modii,
pozorovano pod lupou, objektiv 3x.

Obr. D: Kultivace M. smegmatis na zirkoniovych kuli¢kdch. Do malé Petriho misky jsem
ptipravila 10 ml sterilnich zirkoniovych mikrokuli¢ek o priméru 500 um. Ptevrstvila jsem je
3,5 ml tekuté kultury (OD=0,17) a kultivovala jsem je 6 dni ve vlhké komurce pii 37°C.
Mykobakterie vytvotily na povrchu kulicek viditelny biofilm. Obarveno methylenovou modfi,

pozorovano pod lupou, objektiv 3x.
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7. Zavér

Jak z mé prace vyplyva, mikrobidlni biofilmy jsou v pfirod¢ velmi rozsitené a dotykaji
se nas vSech a to hlavné prostiednictvim infekci, které zptsobuji. Tato tématika je aktudlni
a v laboratofich jsou biofilmy zkoumané, at’ uz z hlediska jejich struktury, signalizace, genové
vybavy, fenotypovych projevii nebo v neposledni fadé rezistence k antibiotikim. Pravé ta
hraje kli¢ovou roli v jejich piezivani a odolnosti k 1écbé.

Ve své praci jsem shrnula dneSni poznatky tykajici se bakteridlnich biofilmi, jejich
vyvoje, komunikace s prostiedim, zminila jsem se o zpusobu, jakym se brani piisobeni
antibiotik, popsala jsem proteinovou vybavu bakterii v biofilmu. Zavérem jsem poukazala na
biofilmy u mykobakterii, mikroorganismti s atypickou bunécnou sténou a vlastnostmi
vyhodnymi pro jejich odolnost. Mykobakterie zpiisobuji Siroké spektrum lidskych infekei.
Esteban et al. [69] uvedli, Zze dvé tfetiny vSech infekei spojenych s biofilmy zpisobuji
nepigmentované rychle rostouci mykobakterie (NPRGM; nonpigmented rapidly growing
mycobacteria) tvofici biofilm.

Jednoduché kultivaéni pokusy, které jsem provedla, ukazaly schopnost bakterii
M. smegmatis vytvaret biofilmy jak na hladin€ kultivaéniho média pii stacionarni kultivaci,
tak 1 na povrchu mikrokuli¢ek. Srovnani sklenénych mikrokulicek s kulickami ze zirkon
oxidu ukazalo, ze narist biofilmu na sklenénych kulickach, které maji hydrofilnéjsi povrch

nez zirkoniové kuli¢ky, je viditelné masivngjsi.
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