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ANOTACE

Bakalaiska prace se zaméfuje na regulaci tvorby biofilmu u vybranych mikroorganismd.
Vénuje pozornost jednotlivym krokiim tvorby biofilmu a latkam, které se v danych krocich

uplatiuji.
KLICOVA SLOVA

Biofilm, tvorba biofilmu, regulace, mikroorganismy.

ANNOTATION

Bachelor's thesis deals with the regulation of biofilm formation by chosen microorganisms.
The thesis is focused on stages of biofilm creation and compounds which are involved in

every stage of biofilm formation.
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Uvod

v

Biofilmy mikroorganismi jsou v dnes$ni dob¢ jednim z nejhojnéjSich témat klinické
mikrobiologie. Hlavnim problémem je osidlovani rtznych kloubnich nihrad a katétrti
patogennimi mikroorganismy, které nejen Ze zpUsobuji pacientim velké zdravotni potizZe,
ale také jsou v podobé biofilmu velmi tézko odstranitelné a 1é¢itelné, nebot jsou bunky
vV tomto uspoiadani odolnéjsi k antibiotické lécbe ¢i ke zhorSenym vnéjSim fyzikdlnim
podminkam (teplota, pH, atd.). Proto se vynaklada tolik usili k tomu, aby se upfesnil
mechanismus tvorby biofilmu u jednotlivych mikroorganismi. Objasnénim jednotlivych
krokl tvorby biofilmu a vSech latek, které se na daném dé&ji podileji, se mize zvolit novy

zpusob léCby tak, aby byl dostatecné efektivni.

Tématem procesu tvorby biofilmu se zabyva nespocet autorti jednotlivych publikaci
a Clankt. Tato prace obsahuje piehledny souhrn zakladnich dosavadnich poznatkl, jez

se Vv téchto ¢lancich na dané téma nachazeji.

Na zacatku této prace je vysvétleno, co to biofilm je, kcemu jednotlivym
mikroorganismim slouzi a v jakych krocich probiha jeho tvorba. Hlavnim tématem je popis
konkrétnich mechanismi u jednotlivych mikroorganismi, které jsou zahrnuty v tvorbé

biofilmu.



1.Biofilm

Vétsina bakterii se v pfirozenych podminkach nevyskytuje v podobé jednotlivych
izolovanych bunék, ale v podobé biofilmu, tedy v ur¢itych strukturovanych spole¢enstvech
ulozenych v mezibunééné hmoté, kterd je chrani pted nepfiznivymi podminkami prostredi.
Tyto bakterie maji zménény fenotyp. To znamena, ze bakterie tvofici biofilm jsou schopny
lépe odolavat vysychani, 1épe se chranit pii napadeni jingymi mikroorganismy (fagy, améby
zivici se bakteriemi, apod.) a Iépe odolavat toxickym latkam ¢i dezinfekcim (Schindler, 2014;
Votava, 2005).

Pokud se biofilm vytvoii, je velice odolny a velmi tézko odstranitelny. Né&které
bakterialni biofilmy jsou pro Clovéka prospé€sné a jsou soucésti jeho vlastni mikroflory.
Avsak mohou vznikat i1 takové biofilmy, které jsou pro télo Skodlivé. Biofilm se muze
vytvofit 1na chirurgickych implantatech, katetrech ¢i kontaktnich Cockéach, ¢imZz umozni

vstup bakterii do lidského organismu (Renner and Weibel, 2011; Schindler, 2014).

V podob¢ biofilmu jsou bakterie schopné piezit v prostiedi hostitele, kde jsou
podrobeny velkému stresu. Jedna se tedy o velmi odolné formy zivota bakterii, které jsou
problémem piedevsSim Vv medicin€, kvili jejich schopnosti odolavat imunitnimu systému

hostitele i nasledné 1é¢bé (De La Fuente-Nufiez et al., 2013).

Tato spolecenstvi jsou pro mikroorganismy velice vyhodna, a proto je tvoii az n¢kolik
desitek druht mikroorganismil. Spolecné se podileji na tvorbé biofilmu, ktery ma lepsi
schopnost adherovat k Zivym i nezivym povrchim a odolavat vnéjsim podminkam (Votava,
2005; Schindler, 2014).
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2. Tvorba biofilmu

2.1 Proces tvorby

Preména z planktonické formy do biofilmu probihd v zavislosti na podminkach
prostiedi a jejich zménach, které spusti regulacni mechanismy tvorby biofilmu. Jakmile
planktonické bunky zaznamenaji néjaky stresovy signal, dojde k jejich ptipojeni k povrchu,
coz vede k tvorbé biofilmu, ktery jim umozZni ustat tyto zmény podminek. KdyZ uz se biofilm
vytvoii, nékteré burnky se ze spoleCenstvi uvolni, aby mohly kolonizovat jiné misto, na kterém

by zalozily rtst nového biofilmu (De La Fuente-Nuifiez et al., 2013).
Proces tvorby biofilmu rozdélujeme do péti stupnd (Obr. 1).

Prvnim stupném charakterizujeme stav, kdy se buiiky reversibilné pfipoji k povrchu.
Vtomto kroku bakterie vyuZivaji mnoho extracelularnich organel a proteinii obecné

oznacovanych jako adheziny (napt. bi¢iky, fimbrie a vn€j$i membranové proteiny).

Ve druhém stupni dojde K ireversibilni vazbé k povrchu. Buniky produkuji a sekretuji
extracelularni  polymerni latky (EPS), které obsahuji DNA, proteiny, lipidy

a lipopolysacharidy. Tyto latky usnadni ptilnuti bakterii k povrchu a jejich nasledné mnoZeni.

Tteti stupen tvorby biofilmu je charakteristicky mnozenim a vznikem mikrokolonii.
Tyto bakterie produkuji EPS a zapouzdiuji se ve vrstvé hydrogelu, ktery tvoii fyzickou
bariéru mezi spolecenstvim mikroorganismi a extracelularnim prostfedim. Slozeni EPS se lisi
podle druhu bakterie a vnéjSich podminek. Produkce EPS se tidi pomoci komunikace mezi
jednotlivymi bakteriemi. Mikrobialni komunikaci obstarava quorum sensing (QS) systém,
jakozto hlavni mechanismus k ziskani informaci o vnéj$im prostiedi (Renner and Weibel.,
2011; Schindler, 2014). Jednotlivé bunky produkuji a vypoustéji malé¢ QS signalni molekuly
a zaroven jsou schopné detekovat signal z okoli. NejzndméjSimi typy QS systému zahrnuji
u Gram negativnich bakterii N-acyl-homoserin lakton (AHL) a 4-quinolonovy systém,
zatimco u Gram pozitivnich bakterii nachazime doplikovy genovy regulator proteinu D —
AgrD (Gene, 2015). U obou kategorii jsou pfitomny signalni molekuly - autoinduktory 2 (Al-
2) a geny kodujici enzymy a dalsi latky luminiscenéniho systému (luxs). QS systém hraje
velkou roli pfi zrani biofilmu (Chen and Wen, 2011). Ridi spousty bakterialnich funkci

zahrnujicich patogenezi, ziskdvani zivin, konjugaci, pohyb a produkci sekundéarnich
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metabolitt (Renner and Weibel, 2011; Schindler, 2014). Porucha komunikace mezi buikami

vede k tomu, ze bakterie ztistanou v planktonnim stavu (Chen and Wen, 2011).

Ve ¢tvrtém stupni spolecenstvo bakterii roste ve 3D struktufe a uzrava az do podoby
biofilmu. Bunky biofilmu jsou k sobé ptipojeny pomoci EPS, coz jim umoznuje odolavat

mechanickému stresu a odlouceni od povrchu substratu.

Béhem posledniho tedy patého stupné tvorby biofilmu se né€které bunky z biofilmu
uvolni, ptejdou do planktonniho stavu a putuji extracelularni tekutinou na jiné misto,
kde zalozi tvorbu nového biofilmu. Tento posledni krok je velmi dilezity pro rozmnozovani

a obnovovani bakterialnich kolonii (Renner and Weibel., 2011; Schindler, 2014).

t

MATRICE BIOFILMU ® o
o
9000 YR .
I 0e® 0006 0006
[
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PRILNUTI  SEKRECE EPS MNOZENI ZRANI ROZPTYL

Obrazek 1: Stadia tvorby biofilmu (upraveno dle Moormeier and Bayles, 2017).
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3. Regulace tvorby biofilmu u rodu Pseudomonas a Burkholderia

V této kapitole jsou porovnany mechanismy regulaci tvorby biofilmi u bakterii
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa a Burkholderia

cenocepacia.

Tvorba biofilmu je u téchto bakterii regulovana pomoci cyklického diguanosin-5°-
monofosfatu  (c-di-GMP), sRNA a QS systému. C-di-GMP reguluje produkci
exopolysacharidli a povrchovych proteind, jejichz funkce se v extraceluldrni matrix liSi podle
druhu bakterie. Systémy, které vyuzivaji sRNA, reguluji produkci exopolysacharidt.
U pseudomonad QS systém reguluje produkci extracelularni DNA, lektind a biosurfaktantu,
které ovliviiuji tvorbu biofilmu. U bakterii Burkholderia cenocepacia QS systém reguluje
expresi velkych povrchovych proteind, lektinii a extracelularni DNA, které jsou soucasti
matrix biofilmu. Ackoliv vSechny tii systémy reguluji produkci faktorti nutnych pro tvorbu
biofilmu, molekularni mechanismus je odlisny v zavislosti na druhu baktere.
Exopolysacharidy se jevi jako nejdilezitéjsi soucast matrice biofilmu pro Pseudomonas
aeruginosa, zatimco pro Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens a Burkholderia

vvvvvv

2014).
3.1 Pseudomonas aeruginosa

3.1.1 Regulace tvorby biofilmu u P. aeruginosa pomoci c-di-GMP

Hlavni latkou pro tvorbu biofilmu u Pseudomonas aeruginosa je cyklicky diguanosin-
5°-monofosfat (c-di-GMP), nebot’ jeho vysoka hladina v intercelularni tekutiné vyvola
produkci adhezint a extracelularnich slozek, které umozni tvorbu biofilmu. Nizky obsah c-di-
GMP zamezi produkci adhezinil a extracelularnich sloZzek a bunky zistavaji v planktonnim

stavu (Fazli et al., 2014).

U Pseudomonas aeruginosa c-di-GMP stimuluje pfedev§im syntézu tii odliSnych

extracelularnich polysacharidi — Pel, Psl a alginatu. Dale podporuje tvorbu extracelularniho
bilkovinného adhezinu CdrA (Irie et al., 2012; Borlee et al., 2010).

Polysacharid Psl je bohaty na mandzu a galaktozu a je zapojen piedevsim
do pocatec¢niho uchyceni biofilmu k povrchu. Psl je produkovan béhem planktonniho ristu,
kde zprostiedkovava spojeni s povrchy, a tim ptispiva k tvorbé mikrokolonii (Ghafoor et al.,
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2011). Psl wvytvaii signal pro stimulaci dvou diguanosylcyklaz — SiaD a SadC,
aby produkovaly intracelularni druhé posly c-di-GMP. Zvysena intracelularni koncentrace c-
di-GMP vede ke zvyseni produkce Psl a dalsich komponent biofilmu. Mechanismus tvorby c-
di-GMP a Psl je tedy cyklus fizeny pozitivni zpétnou vazbou, coz vede K nartstu a rozsifeni

biofilmu (lrie et al., 2012).

Pel je polymer podobny celuloze. Jeho slozeni je bohaté na glukézu. Pel je nezbytny
pro tvorbu peletu (drobnych ¢asteCek) na rozhrani vzduch-kapalina. ZvySena produkce Pel
se mize projevit fenotypové v podobé zvrasnénych kolonii. Pel hraje roli v interakcich mezi
bunkami v biofilmech Pseudomonas aeruginosa, které vytvareji strukturalni kostru v ¢asné
fazi tvorby biofilmu (Ghafoor et al., 2011).

Alginaty jsou soli kyseliny alginové. Kyselina alginova je smésny polymer slozeny
zejména ze zbytku 1,4-D-mannurové Kyseliny a 1,4-L-glukoronové kyseliny. (Ghafoor et al.,
2011; Sand et al., 2011). Slouzi k ochrané bakterii pifed neptiznivymi G¢inky ve svém okoli
a také zvySuje pfilnavost k pevnym povrchim. Transkripce biosyntetickych genii alginatu
je indukovana po pfipojeni k substratu, coz vede k jeho zvysené produkci (Boyd et al., 1995).
Nadprodukce alginatu vede k mukdéznimu fenotypu, ktery je ¢asto pozorovany u bakterialnich

kment izolovanych z plic pacientd trpicich chronickou fibrozou (Fazli et al., 2014).

FleQ je dalsim z exopolysacharidi tvofenych za podpory c-di-GMP. Jeho hlavni
¢innosti je biosyntéza bi¢iku u Pseudomonas aeruginosa. Spolu s c-di-GMP mohou regulovat
transkripci genud, kodovat syntézy a transport extracelularnich bilkovinnych adhezinta (CdrA)
z vné€j$i membrany. Vazba c-diGMP na FleQ potlacuje expresi bi¢ikovitych biosyntetickych

gendl.

Syntéza a degradace c-di-GMP je fizena opac¢nou aktivitou fosfodiesterazy
a diguanylatové cyklazy (DGC). Jednou z potiebnych latek pro DGC je dvouslozkova
odpovéd’ ftidici regulator WSspR. Po pfilnuti bakterii k povrchu dojde k aktivaci
chemoreceptori. Ty fosforyluji WspR, ktery v této podobé stimuluje syntézu c-di-GMP.
Oligoizomerace WspR zvysuje aktivitu jim produkované cyklazy, coz ma za nasledek zvySeni
syntézy c-di-GMP a tedy i tvorby biofilmu (Fazli et al., 2014).
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3.1.2 Role QS systému p¥i tvorbé biofilmu u P. aeruginosa

P. aeruginosa tvofi dva hlavni QS systémy - las a rhl, které tidi produkci signalnich
molekul N-(3-oxododekanoyl)-L-homoserin laktoni a N-butanoyl-L-homoserin laktont
(Obr.2).

Systém las se podili na tvorbé a zrani biofilmu u divokych typa bakterii.

Rhl systém zasahuje do procesu tvorby biofilmu obohacenim Pel polysacharidi
pfi jejich biosyntéze. Rhl systém kontroluje produkci rhamnolipidl, které jsou potiebné
Kk tvorbé mikrokolonii. Udrzuji oteviené kanalové struktury, které zabranuji kolonizaci
nezadoucich bakterii tim, Ze narusuji vzdjemné interakce bunck s buitkami na povrchu. Dale
usnadnuji tvorbu trojrozmérnych houbovitych struktur biofilmu a pomahaji bunééné disperzi
a tedy rozSifovani biofilmu. Rhl také reguluje expresi lektini LecA a LecB, coz jsou

cytotoxické faktory virulence, které piispivaji k vyvoji biofilmu u Pseudomonas aeruginosa.

Treti QS systém je zalozen na chinolonovych signalech, které interaguji s N-acyl-

homoserin laktony (AHL).

QS systém plni dalsi dilezitou roli pii tvorbé biofilmu, a to takovou, ze kontroluje
rotacni pohyby a zaskuby, které jsou dulezité pro prvotni tvorbu biofilmu. Rotacni pohyby
zavisi na mnozstvi bi¢ikdi a kontaktu bunék mezi sebou. Skubavé pohyby jsou Fizeny rhl
systémem a jSoU nezbytné pro shromazdéni bunék Pseudomonas aeruginosa do jedné vrstvy

tvofici mikrokolonie (Rasamiravaka et al., 2015).

3.1.3 Regulace tvorby biofilmu pomoci SRNA

U Pseudomonas aeruginosa hraje také velkou roli pfi tvorbé biofilmu sSRNA (Fazli et
al., 2014). Pfinizké hladiné kysliku aktivuje translaci quorum sensing systému, ¢imz podpofi
vznik biofilmu (Gimpel et al., 2017). Gen retS (regulator sekrece exopolysacharidi typu III)
je dulezity pro agregaci a tvorbu biofilmu. Koduje senzorickou kynazu, ktera je soucasti
regula¢niho systému. Tento systém zahrnuje také senzorické kynazy GacS a senzoricky
protein ztraty ptilnavosti LadS. GacS fosforyluje regulator odezvy GacA, ¢imz dojde k jeho
aktivaci. Aktivovany GacA se poté pozitivné podili na transkripci SRNA. Fosforylace GacA

je stimulovana pomoci LadS, proti kterému antagonisticky ptisobi retS (Fazli et al., 2014).
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3.1.4 Dalsi faktory

Dalsim faktorem pro tvorbu biofilmu jsou mastné kyseliny. Jejich role spociva

predevsim v rozptyleni biofilmu (Fazli et al., 2014).
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Obrazek 2: Regulace tvorby biofilmu u Pseudomonas aeruginosa

(upraveno dle Fazli et al.; 2014).

3.2 Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens

3.2.1 Regulace tvorby biofilmu pomoci c-di-GMP

Stejné jako u Pseudomonas aeruginosa je c-di-GMP hlavnim kli¢em pro tvorbu

biofilmu také u Pseudomonas putida a Pseudomonas fluorescens (Obr. 3).

U Pseudomonas fluorescens se lisi tvorba biofilmu dle morfotypu, avSak vSechny
principy vedou k nadprodukci acetylovaného exopolysacharidu z celulozy, ktery je kodovan
skupinou gentl pro rozsifeni zvrasnénych kolonii. Na tvorbé tohoto exopolysacharidu se podili
i c-di-GMP. Pseudomonas putida produkuje navic kromé celulozy tti dalsi exopolysacharidy

— alginat, exopolysacharid A a exopolysacharid B.
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C-di-GMP reguluje pfitomnost proteinu pro pfilnavost na povrchu bunék
jak u Pseudomonas putida, tak i u Pseudomonas fluorescens. Ptitomnost velkého piilnavého
proteinu LapA na povrchu bungk je regulovana periplazmatickou proteazou LapG, ktera §tépi
N-konec LapA, ¢imz dojde k uvolnéni LapA z bunécného povrchu. Aktivita LapG je fizena
vnitinim membranovym proteinem LapD. Prostfednictvim periplazmatické domény LapD
zabrafuje pusobeni 1apG na LapA. LapD je navazano na c-di-GMP jednou ze svych domén,
¢imz je umoznéna interakce mezi LapD a LapG. Snizeni hladiny c-di-GMP vede k rozptyleni
vybudovaného biofilmu. To znamena, Ze snizenim hladiny c-di-GMP dojde k odpojeni LapG
zvazby s LapD. LapG poté pasobi na LapA, ¢imz umozni LapA, aby se uvolnil z vnéjsi

membrany, a to vede ke zhrouceni struktury a integrity biofilmu.

LapA pomdha ucinné kolonizaci spolu s druhym velkym povrchovym adhezinem
LapF, ktery se vyskytuje pouze u Pseudomonas putida (Fazli et al., 2014; Jiménez-Fernandez
et al., 2015; Martinez-Gila et al., 2013; Rybtke et al., 2015).

3.2.2 Role QS systému p¥i tvorbé biofilmu

Stejné jako u Pseudomonas aeruginosa je quorum sensing systém zaloZen na produkci
AHL.

U mutantnich kmenti Pseudomonas putida s nedostatecnym QS systémem Se tvoii
vysoce strukturalni proteiny v porovnani s nediferenciovanymi biofilmy divokych typt
bakterii. QS systém u Pseudomonas putida také reguluje tvorbu cyklickych lipopeptidi —
putisolvin | a Il. Tyto lipopeptidy funguji jako biosurfaktanty, které snizuji povrchové napéti
a pozitivné ovliviiuji hybnost bakterii (Carcamo-Oyarce et al., 2015; Fazli et al., 2014).
VétsSina gent pro tvorbu biofilmu u Pseudomonas putida je negativné ovlivnéna QS

systémem, zatimco u Pseudomonas fluorescens je toto ovlivnéni pozitivni (Fazli et al., 2014).

3.2.3 Ovlivnéni tvorby biofilmu pomoci SRNA

Stejné jako u Pseudomonas aeruginosa se na tvorbé biofilmu podili systém
senzorickych kyndz GacA a GacS. GacS se pozitivné podili na expresi gentli, které jsou
zahrnuty pfi syntéze exopolysacharidd, cyklickych lipopeptidi a c-di-GMP (Fazli et al.,
2014).

21



3.2.4 Pridavné faktory

U Pseudomonas putida ma pozitivni efekt na tvorbu biofilmu FleQ. U Pseudomonas
fluorescens se FleQ podili na adhezi k povrchim a na tvorb& bi¢ik. Je také hlavnim

regulatorem hybnosti a produkce exopolysacharidu (Fazli et al., 2014).
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Obrazek 3: Regulace tvorby biofilmu u Pseudomonas putida a Pseudomonas

fluorescens (upraveno dle Fazli et al.; 2014).

3.3 Burkholderia cenocepacia

3.3.1. Regulace tvorby biofilmu pomoci signalni c-di-GMP

Zvysena hladina c-di-GMP v intracelularnim prostoru vede ke tvorbé zvrasnénych
kolonii a jejich morfologie uzce souvisi se zvySenou schopnosti tvofit biofilm. Signalni
molekula c-di-GMP je ovliviiovana pomoci AHL a BDSF (Burkholderia diftzni signalni
faktor) QS systémem. BDSF negativné ovliviiuje intracelularni mnozstvi c-di-GMP pomoci
receptoru RpfR. BDSF stimuluje receptory RpfR, ¢imz dojde ke sniZeni hladiny intracelularni
molekuly c-di-GMP (Fazli et al., 2014).

3.3.2 Role QS systému pri tvorbé biofilmu

QS systém u Burkholderia cenocepacia se sklada ze dvou AHL syntaz a tii

regulacnich proteinti, které reguluji genovou expresi (Obr. 4). CeplR systém je ptitomen

22



u vSech bakterii rodu Burkholderia, zatimco CcilR systém nachazime pouze u Burkholderia
cenocepacia. Oba tyto hlavni regulatory slouzi ke kontrole aktivit proteaz, lipaz, kontrole
pohyblivosti bakterii, tvorbé biofilmu a jeho zrani. CeplR je primérné zodpovédny za syntézu
N-oktanoyl-L-homoserin laktonu (OHL) a malého mnozstvi N-hexanoyl-L-homoserin
laktonu (HHL). CeplR ma nejvétsi afinitu k OHL amize fungovat jak pozitivng,
tak negativné jako regulator gent. CCilR primarné¢ syntetizuje HHL s malym mnozstvim

OHL. (O'Grady et al., 2012)

CeplIR a CcilR se navzajem ovliviuji. CepIR pozitivné reguluje transkripci CcilR.
CcilR reguluje CeplR negativni zpétnou vazbou. Vysoky obsah HHL inhibuje aktivitu CepIR
(Fazli et al., 2014; Schmid et al., 2012).

3.3.3 sSRNA

U druhu Burkholderia je sSRNA velmi dtlezita molekula pro pteziti bakterii v lidském
hostiteli. Jsou zde piitomny dvé hlavni sSRNA molekuly, a to molekula mtvR a h2cR. MtvR
se u Burkholderia cenocepacia podili na regulaci hybnosti, tvorbé biofilmu, reakci na stres

a virulenci. H2cR hraje roli v kolonizaci bakterii (Fazli et al., 2014).

3.3.4 Pridavné faktory

Hybridni senzoricka kynaza AtsR negativné reguluje QS systém zalozeny na produkci
AHL. Ovliviluje expresi CepIR a CcilR, tedy i tvorbu biofilmu (Fazli et al., 2014).
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Obrazek 4: Regulace tvorby biofilmu u Burkholderia cenocepacia

(upraveno dle Fazli et al.; 2014).
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4. Regulace tvorby biofilmu u Escherichia coli

Tvorba biofilmu u Escherichia coli a dalSich enterobakterii zahrnuje regulaci syntézy
bi¢ikli a komponent biofilmové matrice, jako jsou amyloidni vlakna, celuldza, kyselina
kolanova a poly-p-1,6-N-acetylglukosamin (PGA). Rust biofilmu je fizen né€kolika faktory,
které soutézi o RNA polymerazu, transkripcni faktory, nukleotidni messengery zahrnujici i c-
di-GMP. Motilitu a tvorbu biofilmu ve velkém ovliviiuje SRNA (Boehm et al., 2009; Mika et
al., 2013).

U Escherichia coli se matrice biofilmu sklada z bilkovinnych komponent, vcetné
riznych adhezind, vlaken typu kudrlinky, které mohou byt propletené s celulozovymi
exopolysacharidy, PGA a kyselinou kolanovou. Tyto slozky tvofi kolem bakterii 3D
strukturu, ktera je obklopuje a chrani pied vysychdnim, antibiotiky ¢i imunitnim systémem
hostitele. SloZeni biofilmu zavisi na teploté, rustovych podminkach a genetické predispozici

stejné jako u piedchozich bakterii (Mika et al., 2013, Priif3 et al., 2010).

4.1 Uchyceni na povrch

K uchyceni bakterii na povrch vyuziva Escherichia coli, ktera roste pii teploté 37 °C,
fimbrie, zkadetena vlakna, adheziny, a PGA, jenz stabilizuje permanentni uchyceni. Zatimco
pii teploté mensi nez 30 °C vyuziva k uchyceni bi¢iky, zkadetfena vlakna, celulozu a kyselinu

kolanovou.

Zména Z planktonniho ristu na tvorbu biofilmu je obstardvana dvéma kaskadami.
Jedna je fizena pomoci DNA vazajiciho dualniho regulatoru — fInDC (bic¢ikova) a druha
je fizena transkripénim regulatorem vazajicim DNA - MIrA/CsgD. Tyto kaskady se aktivuji
ve stacionarni fazi zivota buiiky, maji-li K tomu dostate¢né podminky, co se tyce zivin
ateploty. Kone¢nou tvorbu bi¢ikii a slozek biofilmové matrix obstarava flagelarni

transkrip¢ni regulator fliZ a opacny regulator c-di-GMP (Mika et al., 2013).

FIhDC, aktivator bic¢ikové regulacni kaskddy tfidy I, je fizen v pozdéjSim post-
exponencialnim ristu, kdy se planktonni buiiky zanou pohybovat. FINDC ovliviiuje 6~ sigma
faktor, ktery je kodovan genem II. tfidy fliA a ktery spolupracuje s geny Ill. tiidy. Spole¢né
se podili na tvorbé bi¢ikil. Vyvola se faktor stacionarni faze (c°), zatimco formace obsahujici
RNAP holoenzym ziistava neefektivni az do té€ doby, nez se nahromadi doplikové faktory Crl

a Rsd. Exprese mnoha ¢° dependentnich genti je inhibovana faktory, které se uplatiiuji
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v bi¢ikové kaskadé. Bud’ se regulator II. tfidy FliZ navaZze na prvek se specifitou
k o dependentnim geniim, nebo se vyuZije molekuly c-di-GMP. C-di-GMP se uplatiiuje
pti tvorbé bicikl, biofilmu a regulace virulence. Aktivuje transkripci csgD genu, coz vede
ke kodovani regulatoru celulozy CsgD. Sigma F dependentni diguanylat fosfodiesteraza
(YhjH) zpisobuje degradaci c-di-GMP. Udrzovani nizké hladiny c-di-GMP pomoci YhjH
zpusobi, Ze bic¢ikova kaskada pracuje proti inhibici motorické funkce systému za pomoci
proteinu ucastniciho se flagelace (YcgR), vlaknitého proteinu vazajiciho c-di-GMP (PilZ),
ktery je aktivovan pomoci c-di-GMP (Mika et al., 2013).

4.2 Stacionarni faze

KdyZ dostupnost zivin dale klesa, bunky vstupuji do stacionarni faze, kde 6 piebirad
jadrovy enzym RNA polymeraza (RNAP) na tkor ¢'°, o" a daliich sigma podjednotek.
Vysledkem je, Ze piepis genu fIhDC kon&i a diky proteolytické degradaci FIhDC a ¢- dojde
k ukondeni flagelarni kaskady, v&etnd exprese genu fosfodiesterazy yhjH. o° prispiva
k zastaveni ¢innosti bi¢ika tim, Ze tidi expresi dvou diguanylat cyklaz (DGC) — YegE a
YedQ, které generuji c-di-GMP, jenz aktivuje YcgR, aby doSlo ke zpomaleni flagelarni
rotace. Dale ¢° aktivuje expresi transkripéniho faktoru MIrA, ktery spole¢né se —RNAP
aktivuje pii teplotach pod 30°C transkripci na promotor csgD. Tento proces je dale
modulovan pomoci OmpR a né¢kolika dalSich transkripénich faktorti. CsgD ftidi syntézu
biofilmu matricové komponenty zkadetenych vldken a celulozy. Produkce zkadefenych
vlaken je pfimo aktivovana vazbou transkripéniho faktoru CsgD na promotor csgBAC
operonu, ktery koduje hlavni podjednotku CsgA , nuklearni protein CsgB a periplasmaticky
pomocny protein. Regulace syntézy celuldozy podléha dalsi kontrole c-di-GMP
prostiednictvim CsgD-dependentni DGC YaiC (AdrA), pomoci celulozové syntézy BcesA,

ktera pfimo vaze c-di-GMP na jeho PilZ doménu.

4.3 Regulace dalSich komponent biofilmové matrix

Dalsi komponenty biofilmové matrix, jako je kyselina kolanova ¢i PGA nejsou
ovlivnény kaskaddou zkadefenych vldken nebo celuldézy, ale patii k regulacnim latkdm
transkripénich  faktortit spojenych s biofilmem. Vyroba kyseliny kolanové zavisi
na dvouslozkovém systému RcsC/RcsB, ktery mize v buiikdch rozpoznat poruchy a souvisi
se zranim biofilmu. Céaste¢né spolupracuje s riznymi daldimi transkripénimi faktory.
Fosforylovany regulator odezvy RcsB neaktivuje pouze geny, které se podileji na kyseliné

kolanové, ale také stimuluje expresi SRNA, ¢ast nekodujici DNA (RprA) a dalsi cilové geny.
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Navic ResB inhibuje expresi genu fIhDC, &mZ ma negativni vliv na motilitu. 6> moduluje
Rces systém pomoci kontroly exprese malého proteinu YmgB, ktery stimuluje aktivitu Rcs
systému. Celkové se zdd, ze Rcs systém reguluje expresi bi¢iki a pozdni funkce biofilmu.
Syntéza PGA je potlacovana vysokou koncentraci NaCl a vysokou teplotou, coz umoziuje
bakteriim ménit slozeni biofilmu na zadkladé ménicich se vnéjSich podminek (Mika et al.,
2013). Pga geny jsou uspoiadany v pgaABCD operonu. Ten je regulovan na principu
negativni vazby pomoci RNA vazajiciho proteinu CsrA. (Boehm et al., 2009). Regula¢ni
systém pro ukladani uhliku (Csr) #idi zménu Escherichia coli z koloniza¢niho stavu na trvaly.
Csr systém u Escherichia coli je slozen z aminokyselin, CsrA proteinu pro regulaci ukladani
uhliku a dvou malych RNA nekddujicich regulatortt CsrB a CsrC (Mitra et al., 2013). Hladiny
CsrA jsou vysoké, dokud zdroje uhliku nelimituji rist a pfispivaji k expresi bi¢ikt, pticemz
soucasné potlacuji slozku biofilmu PGA. CsrA také reguluje geny pro dvé diguanylat cyklazy
YcdT a YdeH, které podporuji syntézu PGA. CsrA je antagonisticky fizeno pomoci dvou
SRNA — CsrB a CsrC (Mika et al., 2013).

4.4 Regulace bi¢ikové kaskady

FIhDC operon koduje hlavni regulator exprese bi¢ik u Escherichia coli. McaS (multi-
bunééna adhezivni SRNA) ptimo aktivuje flnDC mRNA vazbou na dvé oblasti flhD. McaS
je soucasti regulatoru CRP, ktery fidi metabolismus uhliku. FIhD se sklada do dlouhé
inhibi¢ni kmenové smycky. McaS otevird tuto strukturu za ucelem zvySeni dostupnosti
pro ribozomy. Druhd sRNA je realizatorem nestability mRNA (MicA). Jeji nadmérna exprese
zvySuje pohyb v agarovych miskach. MicA reguluje n¢které poriny vnéj$i membrany (Mika
et al., 2013).
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5. Regulace tvorby biofilmu u Staphylococcus aureus

Zména z planktonniho rastu do podoby biofilmu je fizena nékolika faktory, jako jsou

vngjs$i podminky a fidici mechanismy mezi bunikami.

Pritomnost operonu — intracelularniho adhezinu ADBC je velmi dulezita
pro prichyceni bakterii k povrchu a tvorbu biofilmu. Tento operon koéduje enzymy,
acetylglukosaminu na povrchu Staphylococcus aureus. Exprese operonu - intracelularniho
adhezinu a tedy i tvorby biofilmu uzce souvisi s teplotou, osmolaritou, vyzivnosti substratu
a koncentraci inhibitort (naptiklad antibiotik). Dal$imi povrchovymi proteiny, které
se podileji na pfilnuti bakterii k povrchu a tvorbé biofilmu jsou proteiny A a B vazajici
fibronetkin, proteiny vazajici kolagen a shlukovaci faktory A a B (Boles et al., 2010;
Fereshteh and Taraneh., 2011; Lin et al., 2012; Moormeier and Bayles, 2017).

Biofilmy tvofené bakteriemi Staphylococcus aureus prochazeji péti stadii - ptilnuti
bunék k povrchu, tvorba mikrokolonii, agregace, zrani biofilmu a disperze (Moormeier
and Bayles, 2017).

5.1 Prilnuti bunék k povrchu

V prvni fazi zrani biofilmu dochazi k uchyceni bakterii na povrch, tak jako
v ptedchozich piipadech. Vyuzivany jsou K tomu rizné proteiny zakotvené v bunééné sténé,
jejichz specifita zalezi na matricovych substratech hostitele. Patfi sem naptiklad povrchové
proteiny, které rozpoznavaji adhezivni matrixové molekuly. Nékteré z nich maji spole¢né
povrchové znaky, ale 1i$i se ve druhu pfipojeni na komponenty hostitelské matrice. Nékteré
vyuzivaji fibronektin, jiné fibrinogen, kolagen ¢i cytokeratin. Diive se mélo za to, Ze velkou
roli pii ptichyceni biofilmu k nezivym povrchiim maji extracelularni proteiny. Avsak ukdzalo
se, ze vice se uplatiiuji elektrostatické a hydrofobni interakce mezi molekulami (Kim et al.,

2014; Moormeier and Bayles, 2017).

Dalsi dileZitou latkou pro adhezi bun¢k je pouzderny polysacharidovy adhezin bohaty
na galaktozu ¢i glukézu. Sklada se z polymeru o vysoké molekulové hmotnosti - -1,6-N-
acetylglukosaminu s fosfatovou skupinou a se sukcinatovymi nebo acetatovymi substituenty

aminoskupin. Diky nému mé bakteridlni pouzdro hydrofobni charakter. Dalsi funkci tohoto
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adhezinu je ochrana proti neptatelskym bunkam imunitniho systému hostitele (Laverty et al.,

2013).

5.2 Tvorba mikrokolonii

Zmnozeni biofilmu nastava po piisednuti bakterii Staphylococcus aureus k povrchu. Bunky
se zacnou d¢lit a jejich pocet zacne nartistat. Nicméné tyto bunky jsou samostatné velmi
zranitelné dokud se nevytvoti matrice biofilmu, do které se vkladaji nové vytvorené dcefiné
bunky. K udrZeni stability tohoto doposud nezralého biofilmu vytvaii Staphylococcus aureus
faktory, jez pomahaji stabilizovat déleni bun€k a narist jejich poctu. Vytvari extracelularni
proteiny, které tyto ukony usnadnuji. Jsou to proteiny ukotveni bunééné stény spadajici
do kategorie mikrobialnich povrchovych sloZzek rozpoznavajicich piilnavé molekuly matrice,
jako napiiklad fibronektin vazajici protein, agregacni faktor f, protein C obsahujici opakujici
se sekvenci serin-aspartat, protein A, povrchovy antigen a povrchovy protein spojeny
s biofilmem. Dale se zde uplatiiuje intracelularni polysacharidovy adhezin, jehoZ koncentrace

zavisi na podminkach prostiedi (Moormeier and Bayles, 2017).

5.3 Agregace

Nasledujici fazi je agregace, pii které dochazi ke spojovani mikrokolonii, coz vede
K piestavbé struktury biofilmu. Hlavnim mechanismem je degradace extracelularni DNA
pomoci DNA4zy. Molekula extracelularni DNA je dualezita pro celkovou celistvost biofilmu.
Regulator tohoto mechanismu je dopliikovy genovy regulator quorum sensing systému (agr-
QS), ktery se mimo jiné podili i na pfipojeni bun¢k k povrchu (Laverty et al., 2013;
Moormeier and Bayles, 2017).

5.4 Zrani biofilmu

Zrani biofilmu pokracuje u mikrokolonii z odliSnych ohnisek buné€k, které byly
pfipojeny béhem agregacni fize. Tato fidze se vyznaCuje builkami, které tvofi robustni
agregaty slozené z proteinii (napt. modulin rozpustny ve fenolu - PSM) a z extracelularni
DNA. Na shluknuti bun¢k a nasledné zrani biofilmu se podili slizovy adhezin (Laverty et al.,
2013; Moormeier and Bayles, 2017).

5.5 Disperze

Rozptyleni biofilmu u Staphylococcus aureus je pod kontrolou agr-QS. Jako jiné
quorum sensing systémy je i agr-QS zavisly na hustot¢ signalnich molekul tzv. autoinduktort.

29



Autoindukéni peptid se akumuluje v kultivaénim médiu a po dosazeni prahové koncentrace
se navaze na histidinkinazu AgrC, ¢imz ji aktivuje. Poté dojde k fosforylaci regulatoru odezvy
AgrA, ktery iniciuje transkripci z promotoru P3, jenz reguluje expresi faktort virulence
ajinych genti podporujici tvorbu biofilmu. PSM funguji jako aktivni latky narusujici
molekularni interakce uvniti biofilmu, ¢imz dojde k jeho rozptyleni. Avsak agregace PSM
do nerozpustnych amyloidnich vlaken pfispiva k udrzeni struktury biofilmu. Pfitomnost
extracelularni DNA podporuje tvorbu téchto amyloidnich latek. Je tedy dilezita pro spravny

vyvoj biofilmu (Laverty et al., 2013; Moormeier and Bayles, 2017).
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6. Regulace tvorby biofilmu u Staphylococcus epidermidis

Pro uchyceni k libovolnému povrchu ma Staphylococcus epidermidis na svém povrchu
proteiny, které zprosttedkovavaji interakci s extracelularni matrici hostitele. Maji schopnost
navazat se na kolagen, vitronektin, fibronektin a fibrinogen. Mezi tyto povrchové proteiny
patii naptiklad kolagen vazajici extracelularni lipaza a velky fibrinogen vézajici protein

(Biittner et al., 2015).

Pouzderny polysacharidovy adhezin a dal$i proteiny zahrnujici 1 autolyziny se podileji
na prilnuti k povrchu. Zvétsovani po¢tu bun€k a jejich hromadéni se déje diky produkci
intracelularniho polysacharidového adhezinu B-1,6-N-acetylglukosaminu. Ten navic udé€luje
hydrofobni charakter bakterialnimu pouzdru. B-1,6-N-acetylglukosamin je kodovan pomoci
operonu - intracelularniho adhezinu, jehoz mechanismus je stimulovan v zavislosti

na vnéjsich podminkach (Biittner et al., 2015; Fredheim et al., 2011; Yang et al., 2016).

Dal§im faktorem pomahajicim s pfichyceni k povrchu je bunéény protein AtIE, ktery
se vaze k plasmatickym proteinim, jako napiiklad k vitronektinu pfitomném v podmiiiujici

vrstvé vytvofené na implantovanych biomaterialech.

Kyselina teichoova se taktéz uplatfiuje ve schopnosti bun¢k piilnout k povrchu.
Vytvati na povrchu bun¢k negativni naboj. Produkce kyseliny teichoové je tfizena genem
pro tvorbu kyseliny teichoové (tag). Elektrostatické odpudivé sily indukované zvySenou
bunéénou negativitou vedou k prevenci adheze bakterii na polystyren a sklo. Mira
negativniho naboje na povrchu bun¢k je regulovana pomoci tvorby D-alaninu, ktery

se zacleni do kyseliny teichoové (Laverty et al., 2013).

Nahromadéni bunéného agregatu je tfizeno predevSim operonem intracelularniho
adhezinu ADBC. Vytvaii intracelularni adhezin a pouzderny polysacharidovy adhezin, diky
kterym dochdzi k seskupeni buné€k na povrchu. Polysacharidovy intracelularni adhezin

se muze skladat z polysacharidového intracelularniho adhezinu I nebo II.

Deacylovany N-acetylglukosamin tvofi 15-20 % polysacharidového intracelularniho
adhezinu a je nezbytny pro jeho funkci. Napomaha schopnosti kolonizovat, tvofit biofilmy

a odolavat fagocytoze hostitelskych bun¢k imunitniho systému.
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K rozptyleni biofilmu dochazi stejné jako u Staphylococcus aureus za pomoci agr-QS

fungujiciho za pomoci autoinduktord (Laverty et al., 2013).
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7. Tvorba biofilmu u Listeria monocytogenes

Na intenzitu poc¢atecniho uchyceni biofilmu kmene Listeria monocytogenes k povrchu
ma vliv mnozstvi bi¢iki. U mutantniho kmene Listeria monocytogenes bez bi¢iki byla
je dilezity regulator odpovédi na vazbu s DNA (DegU). ABC transportni permeaza ovlivituje
expresi nékolika genti, véetné povrchového proteinu D-alanin-poly(fosforbitol)ligazy, kotvici
povrchovy protein sortaza A a transkripcni regulator (Wassinger et al., 2013).

Ireversibilni ptichyceni zajiSt'uji extracelularni polymerni substance (EPS), které jsou
stejné jako u Pseudomonas aeruginosa aktivovany pies quorum sensing systém. U Listeria
monocytogenes jsou EPS slozeny ptedevs§im z proteind a nukleovych kyselin (extracelularni

DNA) (Nguyen et al., 2014).

Listeria monocytogenes produkuje autoinduktory typu 2 a luxS geny, které ovliviiuji
regulaci biofilmu. Geny luxS koduji S-ribosylhomocysteinazu, ktera katalyzuje hydrolyzu S-
ribosylhomocysteinu na homocystein a 4,5-dihydroxy-2,3-pentadion (Bonsaglia et al., 2013).

Genovy regulator QS systému na bazi peptidu Agr zpracovava odpoveédi na povrchu
bunék. Pfinedostatku regulatoru odpovédi AgrA a prekurzorového peptidu AgrD dochazi
k poklesu pocatecniho pfipojeni a tvorby biofilmu. Po tspé$ném pfichyceni se tvoii malé
mikrokolonie, které nasledné¢ dozravaji v plnohodnotny biofilm. Poté nastava posledni faze,
kterou je rozptyleni bunék z jiz vytvoieného biofilmu (Nguyen et al., 2014). AgrD-QS hraje

roli v expresi genu, které jsou zahrnuty v tvorb¢ biofilmu. (Wassinger et al., 2013).
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8. Regulace tvorby biofilmu u Streptococcus pneumoniae

Matrice biofilmu u Streptococcus pneumoniae se sklada z proteint, polysacharidi
a DNA. Pritomnost DNAdazy I, trypsinu a protedzy K zabranuje brzké tvorbé biofilmu.
Pro tvorbu biofilmu je vyzadovan protein vazajici cholin. Dal$imi dulezitymi slozkami jsou
pneumokokové proteiny bohaté na serin (PsrP) a NanA neuraminidaza. Zakladni doména
PsrP proteinu je ulozena mezi 273-341 aminokyselinami a je nezbytnd pro piipojeni

streptokoka ke keratinu 10, jenZ je pfitomen na plicnim epitelu.

Pneumolyzin slouZi v poc¢atecni fazi k ptipojeni biofilmu. Jeho hladina je zvySovéana

pomoci LuxS systému.

Hlavnim faktorem, ktery zajistuje expresi povrchovych adhezivnich molekul je tvorba
bakterialnich pouzder. Pouzdra se tvoii uz pfi prvnim styku se substratem. Nasledné zablokuji

sekundarni adheziny, které se objevuji hned po primarnim pfichyceni bunék.

Komunika¢nimi molekulami jsou zde autoinduktory druhé tiidy AI-2. Jsou
to bilkovinné mediatory, které jsou vyuzity pomoci QS systému. AI-2 syntéza
je zprostiedkovana S-ribosylhomoserincystein lyazou, enzymem koédovanym genem luxS.
Mutantni kmeny, které maji malo luxS genu se do krve hostitele dostavaji s mensi aktivitou,

nez kmeny s normalni hladinou luxS gend.

Pii tvorbé biofilmu se také uplatiiuje QS-kompetentni stimulujici peptid (CSP), ktery
se podili na tvorbé populaci, které jsou schopny genetické transformace bakterii.
Tyto populace maji  hydrolytické enzymy, které jsou schopny uvolnit DNA
z nekompetentnich bakterii. Tato DNA je nasledné¢ uréena k integraci do chromozomu
kompetentnich bakterii. Navic mutace, které naruSuji dvouslozkovy systém, jenz je
zodpové€dny za prenos CSP signidlu do genetického zafizeni bunky, vede ke zvySeni
kolonizace. Produkce biofilmu je také fizena QS komplementnim systémem, ktery

je regulovan vylouc¢enym CSP. Tento systém je dilezity pro pozdni stadium tvorby biofilmu.

Dal8im mediatorem, ktery ptsobi jako hlavni aktivator pro nasledné faktory podilejici
se na regulaci tvorby biofilmu je N-acetyl-neuraminova kyselina. Streptococcus pneumoniae
vytvaii tfi neuraminidazy, pfi¢emZ tou nejaktivnéjSi je neuraminiddza A. Jeji exprese

se zvysSuje v podminkach tvorby biofilmu (Chao et al., 2015; Mayanskyi et al., 2015).
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9. Regulace tvorby biofilmu u Klebsiella pneumoniae

Pro pfisednuti bakterii na povrch jsou vyuzivany adheziny, které hraji roli
I pii pozdéjsi tvorbé biofilmu. Klebsiella pneumoniae tvoti dva typy fimbrialnich adhezinti —
fimbrie typu 1 a typu 3. Fimbrie typu 1 se nachazeji u vétSiny enterobakterii.
Zprostiedkovavaji adhezi ke strukturam obsahujicim manosu. Fimbrie typu 3 jsou pfitomny

prakticky u vSech bakterii Klebsiella pneumoniae (Schroll et al., 2010).

Biofilm je tvofen pomoci hemaglutinini nebo mandza rezistentnimi Klebsiella
podobnymi proteiny (Mrk). Ty vytvareji fimbrie typu 3. Jsou to povrchové struktury, které
se mohou vyvinout v dlouha vlakna o délce vétsi nez 2 um. Fimbrie typu 3 jsou syntetizovany
pomoci tii slozek — hlavni pilinovou podjednotkou polymerizovanou tak, aby vytvaiela
fimbridlni privodi¢, ktery sklada pilinovou subjednotku do periplazmy, aby byla ptipravena
na tvorbu fimbrie a dale transmembranovy P-barel vnéjsi membrany, ktery polymerizuje
pilinovou podjednotku Vv rostoucich fimbriich. Hlavni fimbrialni podjednotkou je MrkA.
MrkB a MrkC maji sekven¢ni funkci pro reprezentaci periplasmatické pravodici translokazy.
Adheze typu MrkD je vyZzadovana pro piipojeni extracelularnich proteint, jako je kolagen
typu V. Dal§im faktorem pro piipojeni bunék k povrchu a tvorbé biofilmu je pfitomnost

polysacharidového pouzdra, které obklopuje burniky (Wilksch et al., 2011).

Bakterialni  biofilm je sloZzen zbun¢k Klebsiella pneumoniae obklopenymi
exopolysacharidovou matrici. Protein zahrnuty v tvorbé biofilmu a zaroven ve tvorbé

pouzder. Geny pro tvorbu pouzder jsou dilezité v prvni fazi tvorby biofilmu (Wu et al.,

2011).

Poly-B-N-acetylglucosamin (PNAG) je soucasti povrchovych slozek. Jeho funkce
je vazba bakterii na povrch, proto se uplatiiuje pti prvni fazi tvorby biofilmu. Produkce PNAG

zavisi na ptitomnosti intracelularniho adhezinu ADBC (Chen et al., 2014).
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10. Regulace tvorby biofilmu u Clostridium difficile

Bunky Clostridium difficile maji na svém povrchu proteiny, které funguji jako hlavni
adheziny pro prichyceni na povrch hostitelskych bunék, ¢imz mohou zacit kolonizaci. Také je
zde piitomen polysacharid II, coZ je bézny antigen u Clostridium difficile (Pantaléon et al.,
2015).

Hlavni slozkou biofilmu je opét extracelularni polymerni latka, ktera tvoii zaklad
pro matrici biofilmu. Ta se sklada z polysacharidd, nukleovych kyselin, lipidi a proteint,
které jsou vylucovany bakterii Clostridium difficile do prostfedi. Matrice biofilmu obsahuje
kromé vyse zminénych slozek i pili typu IV a toxiny, ¢imz zvySuje virulenci vytvoreného

biofilmu (Dawson et al., 2012; Pantaléon et al., 2014).

V matrici také nachdzime sedm enzym, které se podileji na metabolismu bunék -
format-tetrahydrofolat ligaza, acetyl-CoA, acetyltransferaza, 2-hydroxyisokaproat, COA-
transferaza, NAD-specificka glutamat dehydrogenaza, 3-hydroxybutyryl-CoA
dehydrogenaza, fruktosa-bifosfat aldolaza a format-tetrahydrofolat ligaza. Pfitomnost téchto

enzymu poukazuje na probihajici metabolismus uvnitt biofilmu.

V pocatecnim stadiu tvorby biofilmu je nutna hybnost bakterii. Ta je ovSem

inhibovana u zralych biofilmt (Pantaléon et al., 2014).

Clostridium difficile vytvari spéry pomoci hlavniho sporulujiciho regulatoru SpoOA.

Inaktivace genu spo0A snizuje tvorbu biofilmu (Dawson et al., 2012).

Pti tvorbé biofilmu se také uplatiiuje QS systém. Ten je fizen autoinduktorem 2, jehoz
syntézu reguluje LuxS. Druhym poslem je opét c-di-GMP, jenz se uplatiiuje predevsim

pfizméné fenotypu z planktonického typu bakterie na bakterii Zijici uvnitf biofilmu

(Pantaléon et al., 2014).
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11. Regulace tvorby biofilmu u Candida albicans

Kvasinka typu Candida albicans je jednou z nejbéznéjsich lidskych patogent. Snadno
osazuje jakékoliv povrchy chirurgickych nastroji, implantat a kloubnich nahrad. Zptisobuje
invazivni infekce pfedev§im u jedinci s nedostateCnou imunitou, které vedou k vysoké
umrtnosti (Zhao et al., 2013). Biofilm kvasinky Candida albicans se sklada z polysacharidové
matrice obsahujici mikrokolonie kvasinek a hyf uspofadanych do vrstev, extracelularni DNA,
karbohydraty, proteiny, hexosaminy, fosfor a kyselinu uronovou (De Sordi and Miihlschlegel,
2016 Martins et al., 2016). Dilezitou soucasti biofilmu jsou povrchové proteiny,
které se podileji na jeho ptichyceni (De Sordi and Miihlschlegel, 2016).

Kvasinky tvotici biofilmu opét prochazi ptes uréité faze jako pfilnuti k povrchu,
bujeni, tvorbu filament a zrani vyustujici ve vytvofeni komplexni sité kvasinek a hyf. Zrani
biofilmu probiha do 24 hodin. Na pevném povrchu vytvaii zakaleny potah, ktery mize byt
spatfen i pouhym okem. Posledni fazi je rozptyl bunék do okoli (Gulati et al.,2016).

Komunikaci mezi buiikami opét zajistuje QS systém. Tentokrat se nesklada z AHL,

jako u bakterii, ale ze dvou signalnich molekul — E,E-farnesolu a tyrosolu.

E,E-farnesol potlacuje tvorbu filament a vratné¢ zamezuje rlstu biofilmu.
Avsak nedochazi k ovlivnéni jiz existujicich hyf, které se dale prodluzuji. Zaroven je hlavni
sloZzkou, ktera ptispiva k rezistenci kvasinky na antibiotika ¢i na jiné neptiznivé podminky
(napf. oxidativni stres apod.). Pro zprostfedkovani ucinki E,E-farnesolu je dulezita histidin
kinaza a transkrip¢ni represor. Transkrip¢ni represor negativné ovlivituje pieménu z kvasinek

na hyfy.

Tyrosol je aromaticky alkohol, jenz je schopen specificky zkratit lag fazi rastu kultury
s nizkou hustotou tak, aby nedochazelo k ovliviiovani jejiho exponencionalniho ristu. Navic

stimuluje tvorbu zarodkl bun€k kvasinky a hyf v brzkém stadiu tvorby biofilmu.

Nekteré pochody kontrolované molekulou cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP)
jsou ovlivnény E,E-farnesolem a tyrosolem. Obé tyto slouceniny reguluji aktivitu
specifickych domén, coZz vede ke zméné morfologie kvasinek (De Sordi and Miihlschlegel,
2016).
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12. Regulace tvorby biofilmu u Exophiala dermatitidis

Exophiala dermatitidis patii mezi vlaknité mikroskopické houby (mikromycety), které
maji schopnost kolonizovat povrchy a tvofit biofilm. Nemoci, které¢ takto zformované houby

vytvofi, jsou v hledacku védca a 1ékaiu pro jejich resistenci na soucasnou lécbu (Kirchhoff et
al., 2017).

Mikromycety v podobé biofilmu jsou pfi¢inou ucpavani trubek vodovodnich
distribucnich systémti a zpusobuji kontaminaci pitné vody. Stejné¢ jako u jinych
mikroorganismil tvorba biofilmu zavisi na mnoha vnéjSich i vnitinich podminkach. V ptipadé
tvorby biofilmu ve vodovodnim potrubi jsou dilezitymi kritérii pro stavbu a mikrobialni
sloZzeni biofilmu napf. materialy, z kterych je potrubi vytvofeno, teplota, prutok vody

a samoziejme mikrobialni sloZeni vody a interakce mezi danymi mikroorganismy (Siqueira et
al., 2013).

Exophiala dermatitidis je houba, ktera osidluje dychaci cesty pfedev§im u pacientl
s cystickou fibrozou. Jednd se o oportunni patogen, ktery (pokud se nevyskytuje v lidském
téle) obyva piedevsim tepld mista (napf. sauny, mycky na nadobi, vodovodni potrubi, atd.).
Exophiala dermatitidis je sama osobé velmi odolna houba, kterou pied vnéj$im prostfedim
chrani jeji silna bunéfna sténa. Hlavnim faktorem virulence a zaroven podminkou
pro moznost tvorby biofilm je jeji schopnost zmény morfologie z jednotlivych bun¢k na hyfy

(Kirchhoff et al., 2017).
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Z7Aavér

Tato bakalarska prace shrnuje jednotlivé mechanismy tvorby biofilmu u danych

mikroorganismi.

Kromé biologickych predispozic hraji v tvorbé biofilmu dilezitou roli také podminky
prostiedi, kterymi jsou napf. teplo, svétlo, pH mnozstvi zivin a druh povrchu, na kterém

se biofilm tvofi.

I pres veskeré poznatky o biofilmu a jeho tvorbé je pro nas stdle mnoho mechanismi
neznamych a proto je toto téma podrobovano dalSimu zkoumani. Klade se daraz na
porozuméni jednotlivym déjim a na nasledné vyuziti téchto poznatkd naptiklad ve
zdravotnictvi, kde je tvorba biofilmu bakterii nezddouci. Diky témto znalostem je mozZné
podniknout takové kroky, aby k dané tvorb&é nedochédzelo, popiipadé abychom ji uméli

zastavit.
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Priloha A - Schematické znazornéni efektu tyrosolu a farnesolu na

tvorbé biofilmu u Candida albicans
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Schematické znazornéni efektu tyrosolu a farnesolu na tvorb¢ biofilmu u Candida

albicans (upraveno dle De Sordi and Miihlschlegel., 2016).
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Piiloha B - Tvorba biofilmu u kvasinky Candida albicans
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Tvorba biofilmu u kvasinky Candida albicans (upraveno dle Gulati et al., 2016).
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