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Mikrobialni biofilmy

1. VSudypritomny

a pritom malo znamy fenomén

Bakterie v prirodnich populacich jevi zretelnou tendenci prisedat k nejraznéj-
$im povrchum - existence v biofilmu je pro né z mnoha diivodia vyhodnéjsim
a ve vétsiné prostiedi také zdkladnim zptusobem prirozeného vyskytu. Za bio-
film 1ze oznacit prisedlé spolecenstvo mikroorganismu charakterizované tim,
Ze buiiky, které jsou nevratné prichyceny k podkladu nebo jedna k druhé, jsou
zapusténé v matrici extracelularnich polymernich latek produkovanych témi-
to buiikkami. Tyto buriky dale vykazuji odlisny fenotyp s ohledem na rych-
lost rustu a transkripci genti. Ackoli prevladajici slozZkou mnoha biofilmi jsou
bakterie, kromé nich se zejména v ptirodnich biofilmech nachazeji i dalsi mikro-
organismy — houby, bi¢ikovci, nalevnici aj. V nasledujicim volném seridlu se
budeme vénovat zakladni charakteristice, vzniku, vyvoji a fungovani biofilmu
a priblizime biofilmy v prirodé a v medicinském prostredi.

Biofilmy se vyskytuji prakticky viude, kde
jsou pfitomné mikroorganismy. Kromé
piirodniho prostiedi se vyskytujii v mno-
ha typech huménniho prostiedi, kde zp-
sobuji ¢etné problémy. Znecistuji totiz
povrchy, na nichz se tvofi (obr. 4-7), p¥i-
padné je poskozuji korozi (obr. 3); biofilm
napi. zvysuje odpor lodnfho trupu pfi
plavbé a poskytuje zaklad pro dalsi usa-
zovani fas a larev bezobratlych. V potrubi
rozvinuty biofilm zptisobuje turbulenci
protékajici kapaliny a omezuje pruasvit,
v prumyslovych vyménicich tepla tvoii
tepelnou izola¢ni vrstvu a sniZzuje jejich
auc¢innost. V. mnoha odvétvich pramyslu,
jako jsou biotechnologie, ¢istén{ odpad-
nich vod nebo bioremediace (vyuzit{ mi-
krobialntho metabolismu k odstraniovani

polutantt z vody nebo ptdy), je naopak
pritomnost biofilmt nezbytn4. Zcela samo-
statnou, ale nesmirné dulezitou a v sou-
¢asnosti nejvice studovanou otazkou je
vyskyt biofilmt v mediciné, pfedevsim na
cizich télesech v lidském téle, jako jsou
kanyly, katétry nebo plastové protetické
implantaty, kde mohou vyvolavat fadu ob-
tizné 1écitelnych infekci. Tvorba biofilma
byla prokdzédna u vétsiny patogennich
bakterii, napf. u zastupct rodt Pseudo-
monas, Vibrio, Escherichia, Salmonella,
Listeria, Streptococcus, Staphylococcus
nebo Mycobacterium.

Proc vlastné biofilmy vznikaji?
Jiz jsme uvedli, Ze rist ve formé& biofilmu
je pro mikroorganismy vyhodny. Oproti

bakteriim rostoucim v planktonni formé
(jako planktonni se nadale v textu oznacuji
bakterie suspendované nebo rostouci v te-
kutém médiu, jako protiklad k pfisedlym
a rostoucim na povrchu) biofilm poskytu-
je bakterialnim buitkdm ochranu. Vytvo-
fena biofilmova vrstva obklopujici buiiky
tedy pfedstavuje bariéru, kterd izoluje od
okoli. Buiriky v biofilmu tak maji napt. vys-
51 odolnost vici ptisobeni toxickych latek
a ultrafialového zafeni, proti mechanické-
mu poskozeni, bakteriofagim i predatortim.
V téle ¢lovéka nebo zvitete lépe odolavaji
imunitnimu systému nebo antibiotikdm.
Vykazuji rovnéz vy$si metabolickou akti-
vitu ve srovnani s planktonnimi bakterie-
mi, ¢ehoZ lze Gispésné vyuzivat v riznych
pramyslovych aplikacich (napt. pti ¢isténi
odpadnich vod).

Dosud ne zcela vyfeSenou otazkou zi-
stdva, pro¢ bakterie pfechazeji z volné plo-
vouci do biofilmové faze rtstu. Protoze
pfichyceni se k povrchu je G¢innéj$im pro-
stfedkem, jak setrvat ve vhodném prostie-
di, neZ se nechat strhnout proudem, dala
by se v extrémnim pf¥ipadé planktonni ¢i
volné plovouci mikrobidlni fdze chépat
jako mechanismus pro pfemistovani z jed-
noho povrchu na druhy, tedy pouze jako
nutny mezikrok mezi biofilmovymi, p¥i-
sedlymi fadzemi Zivota bakterie. Néktefi
autofi v8ak povazuji naopak biofilmy za
stabilni fazi biologického cyklu, ktera za-
hrnuje stadium vyvoje, zrani, udrzovani
a rozpousténi. Vyvoj biofilmu podle nich
zatiné jako odpovéd na specifické vnéjsi
podnéty, napf. dostupnost Zivin.

Vznik a vyvoj biofilmu
Vznik, vyvoj a stabilizace biofilmu probi-
haji v nékolika naslednych krocich: trans-
port a adsorpce organickych molekul na
pevny povrch, transport mikrobidlnich
bunék k pevnému povrchu, zachyceni mi-
kroorganismu (v prvni fazi pfedevsim bak-
terif) na povrchu, replikace bunék a pro-
dukce extraceluldrni matrice (bliZe dale
v textu), vyvoj biofilmu na pevném povr-
chu, odtrhavani a disperze bunék z bio-
filmu zpét do kapaliny (obr. 1).

Po pfichyceni na vhodném povrchu se
bunky za¢nou délit, shlukovat a produku-
ji primarni biofilm, na ktery se mohou pfi-
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1 Faze vyvoje biofilmu. BliZe v textu.
Orig. J. Kosturové (podle raznych autorti)
2 Schematicka pfedstava biofilmu
tvofeného shluky mikrokolonif
houbovitého tvaru, spojenymi navzajem
kanalky a péry. Orig. J. Kosturové, upra-
veno podle: J. W. Costerton a kol. (1999)
3 Poskozeni kamennych pamaétek roz-
vojem biofilmti. Kostel Nanebevzeti Panny
Marie, Dobra voda, Novohradské hory

4 Mikrobidlni biofilmy jsou bézné

i v nasich koupelnach, kde zptsobuji
nevzhledné povlaky.
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chytavat dalsi buniky tzv. sekundarniho
biofilmu. Drsné povrchy, materialy s po-
rézni strukturou nebo bohaté na Ziviny
obvykle pozitivné ovliviiuji utvareni bio-
filmu. K tomu miiZe v zdsadé dochézet na
jakémkoli rozhrani dvou fazi, tedy na hra-
nici pevné a plynné (napft. plicni infekce),
pevné a kapalné (napf. potrubi, katétry
a kloubnf implantaty) i kapalné a plynné
faze (napf. povlaky aerobnich bakterii na
hladiné kultiva¢nich médif a bakteridlni
povlaky na hladiné znecisténych stojatych
vod). Buriky primarniho biofilmu vyka-
zuji béhem svého ristu urcitou prodlevu,
ktera je pravdépodobné spojena s adapta-
ci na podminky pfisedlého zpisobu Zivota
nebo s fenotypovymi zménami p¥isedlych
bunék. Primarni kolonizéto¥i povrchu sub-
stratu maji relativné vysokou ristovou
rychlost, po urcité dobé se viak rychlost
snizi a tloustka biofilmu dosadhne ustélené
hodnoty. Zpomaleni ristu je ddno omeze-
nim transportu substratu do hlubsich vrs-
tev biofilmu a zvy$enim vlivu odumirani
a rozkladu bunék ve starnoucim biofilmu.

Riist, diferenciace a zrani biofilmu

Genetické prace ukézaly, Ze tvorba biofil-
mu vyzaduje mezibuné¢nou signalizaci
a mikroorganismy rostouci v této formé
se od svych planktonnich forem odliguji
fyziologickymi vlastnostmi. Vzniké tak
jakysi biofilmovy fenotyp. Cilem mnoha
studif je proto porozumét pfechodu mezi
planktonni a biofilmovou fazi ristu a na-
opak. Tésné pfed pfilnutim se u bakterii
spousti fada geni: p¥i dotyku s vhodnym
povrchem se aktivuje pfedevsim vznik
bi¢ikd, v biofilmu se pak jejich tvorba
ve vét§iné pfipadt sniZuje nebo tplné
ustdva. V pfichyceni (adhezi) poméhaji
bakteriim dalsi bunééné struktury, napf.
fimbrie, které na rozdil od bi¢ika vypa-
daji spise jako tfasné nebo chloupky a na
povrchu buriky tvoii husté kartacky. Bez-
prostfedné po kontaktu s povrchem se
aktivuji geny zajistujici produkci poly-
sacharidi a polymerd potfebnych pro
vznik biofilmové vrstvy. Po Gspé&sném
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prichyceni bakterif k povrchu nésleduje
faze rustu (akumulace), diferenciace a zra-
ni (maturace) biofilmu. V této dobé bakte-
rie vylucéuji na svij povrch pomérné vel-
ké mnozstvi extracelularni polymerni
matrice (EPM) — slizu rizného chemické-
ho sloZeni. Spole¢né s bakteridlnimi buii-
kami je zakladni stavebni slozkou biofilmu
a vyrazné ovliviiuje jeho vlastnosti. EPM
produkuji kromé bakterii pfipadné i euka-
ryotni buniky v biofilmu a v této matrici
jsou bakterie fixovany. Extracelularni ma-
trice vyznamné piispiva k uspofadani
biofilmového spolecenstva a ptlisobi také
vétsinu ekonomickych $kod spojovanych
s tvorbou biofilm. Jeji sloZzeni vychézi
z kombinace vnitinich faktort, jako jsou
genotyp nebo druhové slozeni pfisedlych
bunék, a vnéjsich vlivi, které zahrnuji
okolni fyzikalné-chemické prostredi a po-
vahu kolonizovaného substratu. Tvofi ji az
7 97 % voda a déle anorganické a organic-
ké latky, pficemz vyznamnou roli ve struk-
tufe hraji (exo)polysacharidy. Ac¢koli ne-
jsou hlavni slozkou matrice (pfedstavuji
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obvykle 1-2 %), povazuji se za hlavni
strukturni prvek, ktery stavi kostru (frame-
work) pro cely biofilm. Stru¢né feceno,
exopolymery poskytuji skelet, do néhoz
jsou mikrobiéln{ buriky a jejich bioaktiv-
ni produkty zapustény. Z ostatnich latek
se v matrici spolu s vodou a mikrobialni-
mi burikami nachazi komplex vylou¢enych
polymeri, absorbovanych Zivin a meta-
bolitd, produktd bunééné lyze (rozkladu)
a nékdy i drobného materialu a detritu
z okolniho prostiedi. Vedle hlavnich sku-
pin makromolekul — proteint, polysacha-
ridti, DNA a RNA jsou zde pfitomny rov-
néz peptidoglykany, lipidy, fosfolipidy
a dalsi slozky bunék. Kromé fixace bunék
slouzi EPM jako vysoce selektivni sito
ovliviiujici pohyb plynt, rozpusténych
soli a makromolekul do a z jednotlivych
mikrokolonii biofilmu.

Jinou vyznamnou vlastnosti biofilm je
vychytavani a hromadéni Zivin a organic-
kych latek z okolntho prostiedi, coZ umoz-
fiuje bakteriim ruast i v extrémné oligotrof-
nich podminkéch. Biofilmy mohou také
zadrzovat a skladovat organické slozky,
které se pozdéji rozkladaji v pfitomnosti
extraceluldrnich enzymt produkovanych
bakteriemi. Tak jsou schopny rozkladat
vysokomolekulédrni latky, jako napft. lig-
nin, které jsou jinak jako potravni zdroj
pro volné zijici butiky nedostupné. Dalsi
funkci EPM je velmi G¢inné ochrana pied
nepfiznivymi ac¢inky vnéjsiho prostiedi.

Struktura a fungovani biofilmu

Struktura vlastniho biofilmu zavisi na in-
terakcich, jeZ v ném probihaji mezi fyzi-
kalnimi a biologickymi procesy. V pro-
stfedi s vy$si rychlosti proudéni, kde
dochézi k silnému tlaku na odtrhavani,
jsou biofilmy hustsi a hladsi, naopak ty,
které rostou pfi pomalej$im proudéni, jsou
vice porézni. PIné vyzraly biofilm neni ho-
mogenni, ale mé heterogenni strukturu —
buitky a kupy bunék rozptylenych v ma-
trici s mezerami a kandlky naplnénymi
vodou a propojenymi s okolni kapalnou
fazi. Z raznych pozorovani a méfeni, pie-
devsim za pouziti laserového konfokalni-
ho mikroskopu, byl vytvofen trojrozmérny
model architektury biofilmu (obr. 2). Bak-
terie jsou v ném rozloZeny nerovnomeérné,
rostou v mikrokoloniich — shlucich kuze-
lovitého nebo houbovitého tvaru — na-
vzajem spojenych spletitymi kanalky, jez
mohou vétsimi mikrokoloniemi i procha-
zet; tyto kanalky jsou vsak tendci.

Okolni kapalina obsahuje molekuly
zivin a dal8ich nezbytnych organickych
a anorganickych latek, prostfednictvim
kanalkt a p6rt v mikrokoloniich vstupu-
je do biofilmu, témito Zivinami ho zaso-
buje a naopak odnasi metabolické pro-
dukty. Z kanalkt proudi kapalina péry do
nitra vétsich mikrokolonii a déle se jiz
dostava pouhou difuzi. Ta je vsak ti¢inna
pouze do urc¢ité hloubky biofilmu. S ros-
touci hloubkou proto dochazi ke ztetel-
nému dbytku koncentrace kysliku a dal-
§ich Zivotné& dtlezitych latek. Protoze
matrice izoluje mikrokolonie od proudici
kapaliny, umoziiuje biofilmova vrstva me-
tabolické aktivity zcela odlisné od okoli.
Tak je mozZné, aby napf. anaerobni aktivity
(produkce metanu) probihaly v aerobnim
prostfedi a aerobni i anaerobni procesy,
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jako napt. oxidace sulfidti a redukce sira-
nt, v odlisnych vrstvach téhoz biofilmu.
Struktura biofilmu a koncentrac¢ni gra-
dienty rtiznych latek se odrézeji rovnéz
v distribuci metabolicky aktivnich a ne-
aktivnich bunék: v bazaln{ ¢asti jsou obvyk-
le buniky nezivé, zatimco v nejsvrchnéjsi
vrstvé dominuji rostouci butiky. Zda se, Ze
béhem vyvoje biofilmu primarni koloniza-
tofi — aerobni bakterie, které byly ptivod-
né v kontaktu s okolni kapalinou, prerostly
vyvijejicim se biofilmem, staly se neaktiv-
nimi a postupné odumiraji.

Burniky v biofilmu vzajemné metabolicky
spolupracuji a dochazi u nich k vy$simu
stupni genetické vymény — diky pomérné
tzkému kontaktu se mezi nimi intenziv-
né vyménuje geneticka informace, zvlas-
té konjugaci a pfenosem plazmida. Timto
zpuisobem se mohou mezi jednotlivymi
populacemi v biofilmu rychle $ifit napf.
plazmidy kédujici rezistenci k antibioti-
kim (viz také seridl Horizontalni pfenos
genetické informace; Ziva 2006, 1-6).

Regulace tvorby biofilmu

Neékteré buriky se z kolonii odlucuji, pfe-
chazeji do planktonniho stavu a mohou
kolonizovat dalsi ¢asti povrchu. Pravdé-
podobnou pfi¢inou tohoto chovani je zvy-
ujici se konkurence mezi butikami v bio-
filmu. Produkované chemické signély
upozortiuji okolni butiky na jejich p¥itom-
nost a zabranuji dalsimu zahustovani po-
pulace. Produkce signédlnich latek stoupé
se zvys$ujici se hustotou populace a tyto
latky se ve vysokych koncentracich hro-
madi v burikach a jejich okoli. Tento zpti-
sob vnitrobiofilmové komunikace se ozna-
¢uje pojmem vnimani mnozstvi (quorum
sensing, QS) a v soucasnosti uzZ mame
o tomto fenoménu fadu informaci. Quo-
rum sensing byl poprvé rozpoznan v 70.
letech 20. stol. u mo¥ské bakterie Vibrio
fischeri, kde kontroluje luminiscenci. Tyto
bakterie funguji ¢asto jako mutualisticky
svételny orgén (fotofor) v symbiéze s urci-
tymi mofskymi organismy a jsou schopné
luminiscence pouze tehdy, kdyz dosdhnou
dostateéné bunécné hustoty. Dosud bylo
popséano nékolik rozdilnych typt signa-
lu — gramnegativni bakterie vyuzivaji jako
signalni molekulu v QS systému nejcas-
téji N-acyl-homoserin laktony sloZené
z mastné kyseliny a aminokyseliny serinu,
u grampozitivnich mikrobt jde obvykle
o kratké oligopeptidy, které lze p¥irovnat
k feromontim nebo hormonidm. Signélni
latky ¥idi déleni bunék, a tim hustotu po-
pulace v biofilmu a tvorbu slizové polysa-
charidové matrice.

Mezibunétna komunikace zprostiedko-
vana QS systémem se podili na regulaci
tvorby biofilmu a ovliviiuje zarovei expre-
si faktora virulence u celé fady patogen-
nich bakterii. Absence jedné ¢i nékolika
slozek QS systému mtiZe zptisobit vyraz-
né snizeni virulence. Otazkou je, jaky mé
pro bakterie vlastné vyznam tato kontrola
pomoci QS. Zd4 se, Ze je ekonomické tvo-
Fit extracelularni faktory az poté, co bylo
dosazeno kritické popula¢ni hustoty. QS
totiZ umoziuje bakteridlnimu patogenu
koordinovat syntézu extracelularnich fak-
tord virulence tak, Ze se neuplatni v rané
fazi infekce, kdy je bakteridlni populace
slaba. Naopak nacasované pozdéjsi uvol-
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néni téchto faktorti umozni, Ze se patogen
dostatecné pomnozi bez prilisného upo-
zorfiovani na svou pfitomnost a pak pfe-
kvapi ttokem, kdy vypusti faktory virulen-
ce v koordinované a ohromujici podobé.

Vv

Uvoliiovani bunék a sifeni biofilmu

Akumulace biofilmu na uré¢itém povrchu
je urovana rovnovahou mezi procesy
prichyceni, rtstu a disperze. Z téchto t¥i
déjt je zatim nejméné zndmo o disperzi —
tedy uvolriovéani jednotlivych mikrobial-
nich bunék i jejich shlukt obalenych v ex-
traceluldrni matrici z biofilmu do okolni
kapaliny a jejich dalsi si¥eni. Bylo popsa-
no nékolik mechanismii, jeZ mohou ptiso-
bit jako vyznamné faktory disperze, nékte-
ré z nich jsou ¢isté fyzikalni, jiné mohou
byt zaloZeny spiSe na biologickych princi-
pech. Z hlediska fyzikalniho je nejcastéj-
81 ptisobeni hydraulickych stfiznych sil
(proudéni kapaliny). Z biologického po-
hledu se odtrhavani obvykle vysvétluje
reakci bunék na malé mnozstvi Zivin.
Lokélni nedostatek Zivin v biofilmu totiz
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5 Narust biofilmu bakterie Pseudomo-
nas aeruginosa na filtru z umélych
vldken ur¢eného pro tpravu pitné vody.
Foto D. Erben

6 Biofilm na vnitinich sténdch pisoaru
7 'V biofilmu z pisoard byly dominantni
mikroskopické houby (nap¥. Alternaria
alternata a Cladosporium cladosporioi-
des) a sinice. Snimky M. Rulika,

pokud neni uvedeno jinak

u nékterych bunék indukuje tzv. univer-
zalni odpovéd na stres, jejimz vysledkem
muzZe byt pravé oddélovani. D¥ive bylo
odtrhavani ¢asti biofilmu povaZovano za
pasivni chovéni zavislé na rychlosti prou-
déni nebo nedostatku Zivin. MiiZe byt vsak
chépano i jako strategie, kterou bakterie
aktivné kolonizuji nové niky jesté diive,
nez se prostor a ziviny na jejich ptivodnim
misté stanou limitujicimi. Urcité druhy
bakterii mohou totiZ aktivné opoustét bio-
film béhem procesu, ktery se v angli¢ting
nazyva rozptyl (dispersion) nebo rozpus-
téni, zanik (dissolution). Dochazi k nému
pravdépodobné koordinaci dvou kroki:
§tépenim extraceluldrni matrice produkci
polysacharidovych lyaz nebo ektoenzymiu
a aktivaci mobilnich funkci bakterialnich
bunék (k nimZ pat¥{ napt. plavan{ pomoci
bi¢ikt). Pfedpoklada se, Ze tato aktivita
predstavuje zavére¢ny krok vyvoje bio-
filmu, v némZ se buiiky vraceji do plank-
tonni faze.

V piistim ¢lanku si povime podrobnéji
o biofilmech ve vodnim prosttedi.
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