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SOUHRN

Teorericka cast predkladané diplomové prace je souhrnem informaci o rodu
Arcobacter, jeho charakteristikou, vyskytem a detekci. Dale jsou obsazeny kapitoly, které se
zabyvaji virulencnimi faktory bakterii (véetné arkobakterit) a detekci virulentné asociovanych
gent. Uvedeny jsou kapitoly vénované tvorbé bakterialniho biofilmu, detekci biofilmu
a predevsim pak moznym zpisobiim jeho eliminace.

V Casti experimentalni je popsana metoda detekce virulentné asociovanych geni
a metoda detekce tvorby biofilmu v pfitomnosti ptirodnich latek. Tyto metody byly
aplikovany na vybrané referen¢ni a sbirkové kmeny rodu Arcobacter.

Geny kodujici virulenéni faktory arkobaktert byly detekovany pomoci optimalizované
metody multiplexni polymerazové fetézové reakce. Tvorba biofilmu téchto bakterii
Vv pritomnosti pfirodnich extrakti byla detekovana pomoci Christensenovy metody
v mikrotitra¢nich destickach.

Na zéklad¢ ziskanych vysledki lze fici, ze vyskyt jednotlivych virulen¢nich faktort
vV genomu testovanych kmenti je variabilni. Dale Ize tici, Ze u vSech testovanych kmenta doslo

Vv pritomnosti piirodnich extraktti k eliminaci vytvofeného biofilmu.

KLICOVA SLOVA

Arcobacter, faktory virulence, mPCR, biofilm, eliminace biofilmu, pfirodni extrakty



SUMMARY

The theoretic part of this thesis is a summary of information about the genus
Arcobacter, its characteristics, occurrence and detection. There are the chapters about
virulence factors of bacteria (including the genus Arcobacter) and about detection of
virulence-associated genes. Then there are chapters about bacterial biofilm formation, about
methods for its detection and primary about methods for its elimination.

The experimental part describes the method of detection virulence-associated genes
and the method for detection of biofilm in the presence of natural substances. These methods
were applied to selected reference and collection strains of the genus Arcobacter.

Genes that encode virulence factors of Arcobacter spp. were detected using an
optimized multiplex polymerase chain reaction. The biofilm of these bacteria in the presence
of natural extracts was determinated using the Christensen s method in the polyethylene
microtitrate plates.

According to acquired results the occurrence of individual virulence factors in the
genome of the tested strains is variable. In addition, biofilm was eliminated in the presence of

natural extracts in all tested strains.

KEYWORDS

Arcobacter, virulence factors, mPCR, biofilm, biofilm elimination, natural extracts
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0 UVOD

Mikroorganismy se vyskytuji ve dvou formach, a to jak ve formé planktonni, tak také
ve formé biofilmu. Existence v biofilmu je pro mikroorganismy z mnoha divodu vyhodnéjsi
(ochrana pted neptiznivymi podminkami) a ve vétSin€ piipadi je zékladnim zptisobem jejich
ptirozeného vyskytu. Eliminace biofilma byva, z divodu jejich vysoké odolnosti, v mnohych
ptipadech velmi sloZita a problematicka.

Mezi mikroorganismy tvofici biofilm patti také bakterie rodu Arcobacter. Jedna se
o patogeny spojované predev§im s potravinami zivoc¢i§ného puvodu, které predstavuji riziko
pro lidi i zvifata. Kromé tvorby biofilmu se arkobaktery vyznacuji nékterymi vyznamnymi
virulenénimi faktory, které jsou kodovany geny, jejichz homology byly nalezeny rovnéz
v genomu bakterii rodu Campylobacter. Toto doklada piibuznost obou rodi.

K detekci virulentné asociovanych genl se vyuziva cela fada metod, které maji své
vyhody 1 nevyhody. Mezi Vsoucasné¢ dob€ nejvyuzivanéjs$i techniky patii metody
molekularné-biologické, zalozené na polymerdzové fetézové reakci. Patii sem zejména
multiplexni polymerazova fetézova reakce (MPCR), ktera vyuziva hned nékolik para mPCR
primeru soucasné, ¢imz je mozna detekce vice virulentné asociovanych genti v jedné reakci.

Pro hodnoceni tvorby biofimu se vyuzivaji naptiklad metody kultivaéni
a mikroskopické, avSak predev§im metody molekularné biologické ¢i spektrofotometrické.

Tato diplomova prace je zaméfena na detekci virulentné asociovanych geni
arkobaktert optimalizovanou metodou mPCR. Dale se diplomova prace zabyva hodnocenim
tvorby biofilmt v pfitomnosti pfirodnich extraktd u vybranych kment Arcobacter spp., a to
pomoci modifikované¢ Christensenovy metody v mikrotitratnich destickach s vyuzitim

spektrofotometrické detekce.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rod Arcobacter

Rod Arcobacter (A.) byl definovan pied vice nez 20 lety odvozenim od bakterii rodu
Campylobacter a v poslednich letech se stava ¢im dal vice diskutovanou skupinou bakterii.
Rod zahrnuje jak patogenni, tak i bézné¢ se vyskytujici druhy (Salas-Masso et al., 2016).
Nektefi zastupci tohoto rodu jsou povazovani za enteropatogeny nebo za potencialni ptivodce

stievnich onemocnéni (Collado and Figueras, 2011).

1.1.1 Taxonomické zarazeni

Arkobaktery se stejné jako jim velmi pribuzné kampylobaktery fadi do celedi
Campylobacteraceae (Motarjemi et al., 2014). Tato ¢eled’ se taxonomicky fadi do domény
Bacteria, kmene Proteobacteria, tiidy Epsilonproteobacteria a fadu Campylobacterales
(Sedlacek, 2007; Whiteduck-Léveillée et al., 2016).

Prvni izolace téchto bakterii byla provedena na sklonku roku 1970 z potraceného
hovéziho plodu (Fallas-Padilla et al., 2014). Bakterie byly chybné identifikovany jako
acrotolerantni  Campylobacter spp. Teprve aZz na zakladé studie Vandamme
et al. (1991) bylo navrzeno piesunuti dvou aerotolerantnich druhid rodu Campylobacter
(Campylobacter cryaerophila, Campylobacter nitrofigilis) do bakterialniho rodu Arcobacter
(nyni Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter nitrofigilis). Tento historicky okamzik byl
vyznamnym milnikem pro vznik tohoto rodu. O rok pozdé€ji doslo stejnym zpusobem
Kk pietazeni dalSich druhti a rod Arcobacter se timto rozsitil (Collado and Figueras, 2011).

Arkobaktery se vyznacuji schopnosti rGstu za aerobnich i anaerobni podminek
v Sirokém rozsahu teplot (15 az 42 °C), ¢imz se od kampylobaktert odlisuji (Collado and
Figueras, 2011; Ho et al., 2006; Laishram et al., 2016).

1.1.2 Vyskyt arkobakteru

Arkobaktery jsou bakterie s Sirokou distribuci vyskytu. Dtivodem je jejich schopnost
ptizptisobovat se riznym podminkam a prostiedi (Motarjemi et al., 2014). Navzdory tomu, je
jejich vyskyt pomérné podceiiovan, zejména z divodu omezeni souc¢asnych metod detekce
a identifikace (Collado and Figueras, 2011).

V soucasné dob€ rod zahrnuje 25 druhil izolovanych z rtiznych prostfedi a hostiteld.
Mezi zastupce patii A. acticola, A. nitrofigilis, A. cryaerophilus, A. butzleri,
A. skirrowii, A. cibarius, A. faecis, A. marinus, A. trophiarum, A. molluscorum, A. ellisii,

A. thereius, A. halophilus, A. mytili, A. defluvii, A. bivalviorum, A. venerupis, A. cloacae,
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A. suis, A. anaerophilus, A. ebronensis, A. aquimarinus, A. lanthieri, A. porcinus
a A. pacificus (Gonzalez et al., 2013; Whiteduck-Léveillée et al., 2016;
www.ncbi.nlm.nih.gov).

Izolace arkobakterti byla provedena z nejrtiznéjsich druhti vod, potravin a zivocisnych
zdroju, ptedevsim z kufeciho, vepifového, hovéziho a jehné¢iho masa (Gonzalez et al., 2013;
Pentimalli et al., 2009; Philips, 2001). Bézn¢ se arkobaktery vyskytuji ve stfevnim traktu a
stolici nejen nemocnych, ale i zdravych zvitat (Gonzalez et al., 2013; Laishram et al., 2016).
Ke kontaminaci masa dochazi nejcastéji pii jateéném procesu. Mezi nejvice ohroZzené druhy
z hlediska nakazy témito bakteriemi patii zejména driibez. Pravé na vyrobcich z driibeze je
prevalence Arcobacter spp. nejvyssi a pohybuje se mezi 24 az 96 % (Silha et al., 2014).

Arkobaktery byly také izolovany ze syrového mléka. V kravském mléce se jednalo
zejména o druh A. butzleri, v mléce bivolim byl nejvice zastoupen druh A. cryaerophilus
(Yesilmen et al., 2014). Riziko ovSem piedstavuji i erstvé syry a zelenina, kde byly bakterie
rodu Arcobacter také prokazany (Gonzalez et al., 2013; Laishram et al., 2016; Yesilmen et
al., 2014).

Casto dochazi k nékaze ryb, korysi a $kebli, a to zejména druhem Arcobacter butzleri.
Nedostatecné tepelné zpracovani a konzumace syrovych plodi mote predstavuje vyznamné
riziko nejen stfevnich, ale i dalSich onemocnéni (Collado and Figueras, 2011; Girbau et al.,
2015; Laishram et al., 2016).

Druhy A. nitrofigilis, A. mytili, A. ellisii, A. molluscorum, A. bivalviorum, A.
venerupis, A. marinus, A. defluvii a A. cloacae jsou spojovany s kontaminaci vodniho
prostiedi (Gonzalez et al., 2013; Silha et al., 2014). Arcobacter nitrofigilis byl z tohoto vy&tu
druht objeven a izolovan nejdiive a jedna se o tzv. bézné se vyskytujici druh bakterie se
schopnosti vazat dusik. Jeho izolace byla provedena ze sedimentii motské vody ¢i ropou
znecisténé podzemni vody (Philips, 2001).

Arcobacter cibarius byl poprvé izolovan z ktze mrtvych t&€l brojlert v Belgii.
Nasledné byl objeven obligatné halofilni druh Arcobacter halophilus izolovany ze slané
laguny na Hawaii (Collado and Figueras 2011; Motarjemi et al., 2014).

Z vyse uvedenych diivodil jsou potraviny zZivoc¢isného ptivodu povazovany za nejvetsi

zdroj pienosu téchto bakterii (Pentimalli et al., 2009; Collado and Figueras, 2011).

1.1.3 Morfologie arkobaktert
Arkobaktery jsou Gram-negativni nesporulujici bakterie. Jejich tvar je nejcastéji

spiralovity ¢i ve tvaru pismene ,,S“ (Obr. 1). Bunky obvykle dosahuji délky 0,5 — 3 um a
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sitky 0,2 — 0,9 um (Ho et al., 2006). Byly pozorovany i bunky 0 extrémni délce 20 pm
(Motarjemi and Adams, 2006). Diky polarn¢ umisténému bi¢iku vykazuji tyto bakterie
charakteristicky vyvrtkovity pohyb (Ho et al., 2006; Motarjemi and Adams, 2006).

(A) (B)

Obr. 1 Snimek z elektronového mikroskopu zachycujici buniky Arcobacter skirrowii LMG 6621 (A)
a Arcobacter cryaerophilus LMG 7537 (B) (Ho et al., 2006)

Pfi 30 °C v aerobnim prostfedi rostou arkobaktery v podobé bélavych ¢i Sedivych
hladkych zaoblenych kolonii, liSicich se velikosti v zavislosti na daném druhu (Philips, 2001;
Motarjemi et al., 2014). Tyto kolonie jsou obvykle drobné o velikosti cca 2 — 4 mm (Philips,
2001). Optimalni teplotni rozmezi je pro tyto bakterie 15 — 37 °C, pti¢emz mnohé z nich jsou
schopny se mnozit i pii teploté 41,5 °C (Motarjemi et al., 2014; Philips, 2001). Jejich rist byl
ovSem zaznamenan i pii nizSich teplotach, jako je napiiklad teplota podzemnich vod (5 °C).
Proto jejich piezivani pti chladnickové teploté predstavuje velké riziko kontaminace potravin
(Silha et al., 2014).

Jak jiz bylo zminéno vyse, arkobaktery jsou schopny ristu v aerobnim prostiedi,
ovSem optimalni jsou pro né¢ mikroaerobni podminky. Tedy prostiedi se snizenym obsahem
kysliku (3 — 10 %) a zvySenym obsahem oxidu uhli¢itého (5 — 10 %) v atmosféie (Motarjemi
et al., 2014; Philips, 2001; Shah et al., 2011).
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1.1.4 Biochemické vlastnosti a citlivost k vnéjSim vliviim

Arkobaktery jsou relativn¢ biochemicky inertni mikroorganismy (Pentimalli et al.,
2009). Vysledky klasickych biochemickych testli pouzivanych pro identifikaci klinickych
bakterii jsou u arkobakteri ve vét$in¢ pripadi negativni nebo proménlivé (Collado and
Figueras, 2011).

Nemetabolizuji sacharidy, ale potfebnou energii mohou ziskavat oxidaci aminokyselin
a z meziproduktt citratového cyklu. Testy na pfitomnost kataldzy a oxidazy jsou zpravidla
pozitivni, a nékteré kmeny jsou a-hemolytické (Motarjemi et al., 2014). U druhd Arcobacter
mytili a Arcobacter molluscorum byla zjisténa neschopnost hydrolyzy indoxyl acetatu.
U druhu Candidatus Arcobacter sulfidicus, ktery byl v minulosti navrZzen jako potencialni
novy druh, byla prokazana schopnost oxidace sulfidi (Collado and Figueras, 2011). Na
zakladé studie, kterou se v roce 2007 zabyvali Miller et al. bylo zjisténo, ze kmen Arcobacter
butzleri RM 4018 obsahuje Sest gend, které se podileji na odbouravani mocoviny (Miller et
al., 2007).

1.1.5 Epidemiologie a patogeneze

Arkobaktery byly vroce 2002 Mezinarodni komisi pro mikrobiologické specifikace
pro potraviny (ICMSF, International Commission on Microbiological Specifications for
Foods) klasifikovany jako rozvijejici se patogeny pochazejici z potravin (Aski et al., 2016).

I piesto, ze se v poslednich letech navysil pocet piipadii prijmi zpusobenych
Arcobacter spp., je jen velmi malo znamo o jejich patogenezi (Ho et al., 2006). Vysledky
jedné studie ukazuji, Ze mnoho dulezitych druhti rodu Arcobacter (86 %) ma patfi¢né
virulentni geny, které mohou nést potencialni patogenni vlastnosti pro ¢lovéka (Pentimalli et
al., 2009; Ricke et al., 2016).

Pravé druhy A. cryaerophilus, A. skirrowii a pfedev§im A. butzleri jsou za tyto
potencialni lidské patogeny povazovany, coz doklada jejich izolace v ptipadé gastroenteritid,
endokarditid, peritonitid ¢i septikémie (Gonzalez et al., 2013; Laishram et al., 2016;
Pentimalli et al., 2009).

A. butzleri byl jiz v roce 1995 izolovan v ptipadé novorozenecké bakteriemie. Jednalo
se o prvni pripad neonatalni infekce zptisobé arkobaktery (On et al., 1995). Navic byl tento
kmen nedavno uznan jako pivodce cestovnich nevolnosti a prijmi (Fallas-Padilla et al.,

vvvvvv

2012 byl ICMFS prohlasen za velmi nebezpe¢ny pro lidské zdravi (Giacometti et al., 2013).
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Dalsi zastupce, A. thereius, je Castym puvodcem potrati u zvifat, nicméné jeho
ptritomnost byla prokazana také u zvifat trpicich mastitidami a lidi trpicich poruchami

zazivaciho traktu (Gonzalez et al., 2013).

1.1.6 Terapie infekei zptisobenych Arcobacter spp.

Vroce 1995, kdy byl izolovan Arcobacter butzleri u pfipadu novorozenecké
bakteriemie, byla v ramci terapie zjisténa vysoka odolnost této bakterie proti Siroké skale
antibiotik. Antibiotickd rezistence byla poté prokdzana i u dalSich 39 referen¢nich kment
tohoto rodu (On et al., 1995).

Predmétem studie Aski et al. (2016) byla odolnost vybranych Arobacter spp. vaci
antimikrobialnim latkdm. Antimikrobialni citlivost byla u téchto izolatl stanovena celkem pro
18 antibiotik, a to pomoci diskové difuzni metody. Vysokou citlivost vykazovaly predev§im
vuci antibiotikim tetracyklinu, oxytetracyklinu, erythromycinu, ciprofloxacinu, kanamycinu,
amikacinu, gentamicinu a enrofloxacinu. Dale bylo prokazano, ze tetracykliny a
aminoglykosidy maji vyznamny vliv na Zivotaschopnost téchto bakterii a mohou byt pouZity
pro 1écbu lidskych infekci vyvolanych pravé druhy Arcobacter. Naopak vSechny testované
izolaty byly rezistentni k antibiotikiim rifampicinu, vankomycinu, ceftriaxonu, trimetoprimu a
cefalotinu (Aski et al., 2016).

Jina studie, kterou se zabyval Yesilmen et al. (2014) popisuje antimikrobialni chovani
druht Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii a Arcobacter butzleri. U izolatt druhu
A. cryaerophilus byla prokazana rezistence vuci antibiotikim cefoperazonu, cloxacillinu
a penicilinu, naopak citlivost byla zjisténa vuci ceftiofuru, spiramycinu, Streptomycinu
a gentamicinu spolu s amoxicilinem. lzolaty druha A. skirrowii a A. butzleri byly rezistentni
na antibiotika cefoperazon, tetracyklin, ampicilin, erythromycin, kloxacilin a penicilin, ovSem
citlivost zminéné druhy vykazovaly vici streptomycinu a gentamicinu samoxicilinem
(Yesilmen et al., 2014).

U druhu A. butzleri byla dale zaznamenana vysoka citlivost vii¢i chloramfenikolu
(Aski et al., 2016). Pro 1é¢bu akutnich prijma spojenych s bolestmi bticha u déti byl zvolen
erythromycin (50 mg/kg/den, rozdélenych do ¢&tyt davek po dobu 10 dni) a dietni rezim.
Po ukonceni 1é¢by jiz bakterie ve stolici ditéte nebyly identifikovany a lécba byla GispéSna
(Fernandez et al., 2004).

Rezistentni kmeny ptredstavuji veliky problém i ztoho divodu, Ze antibiotické
rezistentni determinanty mohou byt pfeneseny na jiné patogenni bakterie, potencidlné

ohrozujici 1é¢bu zavaznych bakterialnich infekci (Aski et al., 2016).
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Ackoli infekce vyvolané témito bakteriemi obvykle spontdnné vymizi a lécbu
nevyzaduji, jsou v zavaznych a dlouhotrvajicich ptipadech nejcastéji predepisovany léky jako
je erythromycin nebo fluorochinolony, naptiklad ciprofloxacin. Jako alternativa jsou obcas
vyuzivany i tetracyklin, doxycyklin a gentamicin (Aski et al., 2016).

Znalost citlivosti druhti Arcobacter na dana antibiotika je dulezita nejen z hlediska
zahdjeni ucinné 1écby, ale i z hlediska vyvoje kultivacnich médii vhodnych pro izolaci téchto

bakterii (Yesilmen et al., 2014).

1.1.7 Laboratorni diagnostika Arcobacter spp.

Nedostatek standardizovanych metod pro izolaci arkobaktert a relativné malo znalosti
o jejich vyskytu a distribuci, pfispiva K jistym omezenim v jejich detekci a identifikaci
(Pentimalli et al., 2009). Ptes vSechny tyto nedostatky byla navrzena fada izola¢nich médii
a postupt s cilem odhalit téi nejCastéji se vyskytujici druhy tohoto rodu (A. butzleri,
A. cryaerophilus a A. skirrowii) v riznych typech vzorkt (Motarjemi et al., 2014).

Mezi nejcastéj$i diagnostické metody patii metody kultivacni, které vyuzivaji
schopnost ristu arkobakterti pfi nizSich teplotach (< 30 °C) a za aerobnich podminek.
Dodrzenim téchto kultiva¢nich podminek se zaroven predchazi nezddouci izolace ptibuznych

kampylobaktera (Motarjemi et al., 2014).

1.1.7.1 Kultivace, rist a identifikace

V soucasné dob¢ jsou pro izolaci arkobakteri komerc¢né dostupné obohacené zivné
pudy, které obsahuji pepton, extrakt z kvasnic, ¢i chlorid sodny. Mediem, které se setkalo
s jistym Gspéchem pro kultivaci arkobaktert je cefoperazon — amphotericin B — teikoplanin
(CAT) agar. Pivodné byl vyvinut pro jiné bakterialni patogeny, ovSem po urcitych
modifikacich se stal vhodnym mediem i pro bakterie rodu Arcobacter (Motarjemi et al.,
2014).

U pomaleji rostoucich druhti arkobaktert, jako jsou A. cryaerophilus a A. skirrowii je
pro detekci vhodné prodlouzeni inkubace az na sedm dni. Vyznamnou roli v kultivaci téchto
kment mtize hrat vihkost v inkubaéni atmosféie (Motarjemi et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze agarové médium (JM agar) obsahujici bazalni nutriéni smés spolu
s 0,05 % kyseliny thioglykolové, 0,05 % pyruvatu sodného a 5 % ov¢i krve (pH 6,9 +0,2), je
nejlep§im médiem pro kultivovani druhtt A. butzleri, A. cryaerophilus a A. nitrofigilis.
Zminéné druhy vykazuji na tomto médiu vynikajici ristové charakteristiky a temné Cervené

zbarveni v okoli kolonii (McClure and Blackburn, 2009).
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Dalsi médium, které bylo vyuzito pro izolaci arkobakterti je CIN agar (cefsulodin —
irgasan — novobiocin). CIN agar je selektivni pfedev§im pro bakterie Yersinia spp., nicméné
byl uspésné pouzit také k zachycovani zivotaschopnosti bakterii rodu Arcobacter ze vzorku
vepfového masa a v pripad¢ lidskych enteritid (Philips, 2001).

Arkobaktery lze sohledem na jejich velikost a pohyblivost izolovat pomoci
membranového filtru 0 poérozitosti 0,45 — 0,65 um, ktery je ulozen na plotné se
selektivnim/neselektivnim agarovym mediem. Jako selektivni medium lze vyuzit krevni BHI
agar obohaceny o CAT suplement (Aski et al., 2016). Otacenim filtru v uré¢itych intervalech
je docileno rovnomérného rozlozeni bakterialni suspenze na agaru. Tato metoda je vhodna
zejména pro vyrazné pohyblivé kmeny rodu Arcobacter, které jsou schopny proniknout pory
filtru, zatimco ostatni druhy bakterii zdstavaji zachyceny na jeho povrchu. Bylo prokazano, Ze
je tato metoda mnohem citlivéj$i nez vétSina selektivnich ¢inidel pfidavanych do agarovych
pud (Motarjemi et al., 2014).

Na zaklad¢ jedné studie v roce 2015 bylo zjisténo, ze pro izolaci arkobakterd, a to
piedevsim ze vzorku potravin a zivotniho prostiedi, mize byt po jisté modifikaci pouzit také
Campylobacter selektivni agar (CASA). Ve studii byly pro popis rtstu arkobakterti na tomto
selektivnim mediu pouzity kmeny A. butzleri CCUG 30484, A. cryaerophilus CCM 7050 a
A. skirrowii LMG 6621. U zminénych kmend byl na CASA mediu po 48 hodinach kultivace
pii 30 °C v aerobnim prostifedi pozorovan nartst drobnych, cihlové Cervenych kolonii o
pruméru asi 1,0 — 1,5 mm. Dale bylo zjiSténo, ze tento agar velmi vyznamné inhibuje rast
dalsi doprovodné mikroflory vzorku (Silha et al., 2015).

Bylo prokdzano, ze tato nové vyvinutd metoda se zdd byt pro izolaci arkobaktert

velmi Gisp&$na a G¢inna (Silha et al., 2015).

1.1.7.2 Molekularné-biologické metody

Arkobaktery stejné jako kampylobaktery, maji velmi naro¢né pozadavky na rust, které
brani jejich identifikaci béznymi fenotypickymi metodami. Navic vzhledem k fylogenetické
blizkosti téchto dvou rodt mize dojit k jejich vzajemnému zaménéni. To mize piispivat ke
znaénému podhodnoceni jejich skutecného vyskytu (Gonzalez et al., 2013). Takovato
omezeni vedla k rostoucimu zajmu o vyzkum smérujici K rychlym a ptedev§im citlivym
analytickym metodam, které umoznuji specifickou detekci téchto rozvijejicich se patogeni
(Gonzalez et al., 2013).

S vyuzitim polymerazové tetézové reakce (PCR), ktera je povazovana za soucasny

nastroj volby pro detekci, identifikaci a sledovani Arcobacter spp. nejen v potravinach, jsou
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moznosti jejich zachyceni zase o krok dale (Gonzalez et al., 2013; Ho et al., 2006). Dikazem
muze byt napfiklad studiec Aski et al. (2016), ve které byla prokazana lepsi detekce
arkobaktert pomoci PCR (14,3 %), v porovnani s kultivaénimi metodami (8,7 %).
Molekularné-biologické metody zahrnuji simplexni i multiplexni PCR testy s vyuzitim
primert specifickych pro dany druh arkobakterti (Pentimalli et al., 2009). Nejen k detekci
bakterii samotnych, ale také k detekci bakterii tvoficich bakteridlni biofilmy se vyuziva
molekularné-biologickych metod zalozenych na polymerazové tetézové reakci. Naptiklad k
detekci zivotaschopnych bunék v biofilmu bakterii rodu Arcobacter byla vroce 2013
zavedena a optimalizovana metoda zaloZend na mPCR, kterd vyuziva interkalacnich barviv

ethidium monoazidu (EMA) a propidium monoazidu (PMA) (Hruskova et al., 2013).

Polymerdzovd Fetézovd reakce je velmi specifickd a citliva metoda pouZzivana
k amplifikaci daného fragmentu DNA (deoxyribonukleova kyselina) in vitro (Bartova, 2011;
Daintith and Elizabeth, 2010; Pentimalli et al., 2009; www.ncbi.nIm.nih.gov).

Amplifikace DNA in vitro se velmi podoba replikaci DNA in vivo. Kli¢ovou roli zde
hraje enzym DNA — polymeraza, ktery katalyzuje syntézu kopii useku DNA podle templatu
(jednotetézcovda DNA). Templatova DNA obsahuje cilovou sekvenci a vznikd denaturaci
dvouvldknové DNA za vysoké teploty. Dale je zapotiebi alespont dvou primeri, chemicky
syntetizovanych kratkych oligonukleotidt. Primery se ptipojuji ke komplementarnim usektim
fetézcli DNA takovym zptisobem, aby jejich 3' — OH — konce smétovaly proti sobé. Tento
pozadavek zaroven umoznuje vymezeni urcitého tseku matrice, ktery bude amplifikovan
(Bartova, 2011; www.ncbi.nlm.nih.gov).

PCR generuje kopie cilové sekvence exponencialné, pficemz se na konci reakce
akumuluje dana sekvence v miliardach amplikond, jak je patrné z Obr. 2 (Bartova, 2011;

www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Obr. 2 Schéma prab&hu PCR (www.nchi.nlm.nih.gov)

Samotna PCR probiha v tzv. termocykleru, tedy pfistroji, ktery umoznuje individualni
nastaveni teplotnich podminek. Teplotni program se skladd celkem z 5 fazi, vzajemné se
lisicich dobou trvani a teplotou, pii které probihaji. Jedna se o pocateCni denaturaci,
denaturaci, annealing, extenzi a zavéreCnou polymera¢ni syntézu. Prostfedni tii faze

(denaturace, annealing, extenze) se cyklicky opakuji, a to obvykle 25 — 35x (Bartova, 2011).

Multiplex PCR je variantou konvenéni metody PCR. Zakladni princip téchto metod je
stejny, ovSem U MPCR jsou dvé nebo vice cilovych sekvenci amplifikovany bud’ jednim, nebo
vice pary primert v jedné reakci souc¢asné (Markoulatos et al., 2002).

Vyvoj t€¢inné multiplexni PCR obvykle vyzaduje strategické planovani a ¢asto i vice
pokust, vedoucich k optimalizaci reakénich podminek. Pro uspé$ny prabéh reakce jsou
dilezité jeji podminky, relativni koncentrace primerti, koncentrace PCR pufru, rovnovaha
mezi koncentracemi chloridu hofecnatého a deoxynukleotidi, vhodné zvoleny teplotni
program termocykleru, spravné mnozstvi templaitové DNA a DNA polymerazy.
K ziskani vysoce specifickych produkti amplifikace je zasadni také optimalni kombinace

annealing teploty a koncentrace PCR pufru (Markoulatos et al., 2002).
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simplexni PCR. Tato varianta vykazuje také vétsi flexibilitu pii navrhovani primerd a
reak¢nich podminek pro reakci (Watson and Preedy, 2016).

Od roku 1988, kdy byla metoda PCR vyvinuta, byla Gspésné¢ aplikovana v mnoha
oblastech testovani DNA. Jsou jimi naptiklad analyza genomu, mutaci ¢i polymorfismti. PCR
se bézné pouziva jako alternativa ,klonovani genu* jako prostiedek amplifikace genetického
materidlu pro sekvenovani DNA. Technika se také ukazala piinosnou pro forenzni ucely.
Umoziuje amplifikaci stopového mnozstvi genetického materidlu pro tzv. DNA profilovani
a fingerprinting nebo pro detekci mikrosatelitni DNA (Daintith and Martin, 2010;
Markoulatos et al., 2002). Vyuziti tato metoda nachazi také v odvétvi antropologie, a to
naptiklad k identifikaci prastarych DNA z kosti (Markoulatos et al., 2002).

V neposledni fad¢ je PCR vyuzivana v oblasti detekce infekénich nemoci, kde je
cennym nastrojem pro identifikaci virti, bakterii a parazitt (Markoulatos et al., 2002). Nové
vyvinuté mPCR testy mohou byt vyuzity jako rychlé techniky a uzitecné markery pro detekci,
prevalenci a profilovani virulenénich faktorti Arcobacter spp. Kromé toho mohou byt tyto
testy vyuzity S vysokou piesnosti pro identifikaci patogenti v epidemiologickém Setfeni
infekci u lidi (Whiteduck-Léveillée et al., 2016). PCR se tak stala rychlym a pohodlnym
screeningovym testem jak v klinickych, tak také ve vyzkumnych laboratofich (Markoulatos et
al., 2002).

Amplifikované produkty jsou separovany nejcastéji pomoci gelové elektroforézy. Pro
detekci DNA se do gelu pfidava adekvatni mnozstvi barviva, zpravidla ethidium bromidu.
Jako marker molekulovych hmotnosti se vyuziva DNA ladder o ur¢itém poctu part bazi. Na

zaveér se provadi vizualizace pomoci UV transluminatoru (Aski et al., 2016).

1.1.7.3 MALDI /TOF MS

Spolehlivym zptisobem detekce a identifikace bakterii rodu Arcobacter je také metoda
MALDI/TOF MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za G¢asti matrice
s priletovym analyzatorem) (Silha et al., 2015).

Jedna se vysoce ptesnou a ve srovnani s jinymi tradiénimi metodami velice rychlou
metodu zpusobu identifikace mikroorganismu (Alispahic et al., 2010; Huong et al., 2014).
Celkové doba analyzy vcetné piipravy vzorku trva totiz pouhych par minut, coz je v rutinni
praxi velmi vyznamné a dulezité (Barbuddhe et al., 2008).

Principem identifikace bakterii metodou MALDI/TOF MS je generovani komplexnich

spekter, skladajicich se z tady pik, tzv. ,fingerprintingii molekul biomarkert na zdkladé
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méfeni presného poméru hmotnosti a naboje peptidi a proteini (Alispahic et al., 2010;
Barbuddhe et al., 2008). Data ziskana z hmotnostnich spekter a nasledujici porovnani téchto
dat s knihovnou hmotnostnich spekter mikroorganismti slouzi k identifikaci mikroorganismt
na rodové, druhové a dokonce i kmenové trovni (Barbuddhe et al., 2008; Huong et al., 2014).

Pfesné stanoveni jednotlivych bakterii touto metodou se vyuziva pfi monitoringu
zivotniho prosttedi, zpracovani potravin, ochran¢ vefejného zdravi, pii krevnim screeningu
a predevsim v klinické diagnostice (Alispahic et al., 2010; Barbuddhe et al., 2008; Huong et
al., 2014).

1.1.7.4 Sekvenovani genomu

Dilezitou metodou detekce a identifikace bakterii, véetné arkobakterti, je sekvenovani
(Abdelbaqi et al., 2007).

Sekvenovani je metoda, o jejiz prulom se vroce 1977 zaslouzili Fred Sanger
a Alan R. Coulson (Schuster, 2008). Jejim cilem je stanoveni sekvence DNA, tedy poradi
nukleotidii v molekulach DNA. Stala se tak nastrojem pro desifrovani kompletnich geni
a dokonce celych genomu (Hutchison et al., 2007; Schuster, 2008).

Sangerova metoda je znama jako enzymaticka metoda sekvenovani, kterd pti syntéze
nového fetézce vyuziva specifickych vlastnosti DNA polymerazy. Tato technologie byla tzv.
wprvai generaci* komercné dostupného sekvenovani, kdy sekvenatory detekovaly DNA baze
Vv fad¢ jednu po druhé a k separaci vzniklych fragmentti dochazelo v polyakrylamidovém gelu
(Hutchison et al., 2007; Koubkova et al., 2014). Tato metoda se stala velmi rozsifenou
v laboratofich po celém svété navzory jeji pracnosti i asové narocnosti (Koubkova et al.,
2014).

Novodobé sekvenacni technologie, tzv. NGS (Next generation sequencing) vyuzivaji
automatickych sekvenatoru, které umoziuji masivni paralelni sekvenovani az tisici molekul
DNA soucasné (Bertelli and Greub, 2013). K separaci jednotlivych tisekit DNA zde obvykle
dochazi pomoci kapilarni elektroforézy (Koubkova et al., 2014).

Dale byla popsana metoda multilokusového sekvena¢niho typingu (multilocus
sequence typing, MLST), ktera se od roku 1998 svyhodou vyuziva pro molekularni
charakterizaci bakterii. Data ziskana touto metodou jsou informativni, v§eobecné srovnatelna,
snadno ovéfitelna a pristupna pomoci internetu (Miller et al., 2009; Pérez-Losada et al.,
2017). Principem této metody je DNA sekvenace vice lokusu tzv. ,,housekeeping® gend. Tyto
stanovované geny, kterych je obvykle sedm, koduji informaci o zakladnich metabolickych

funkcich bakterie (Almeida et al., 2009; Miller et al., 2009).
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Nejen pomoci sekvenovani DNA, ale také pomoci sekvenace 16S ribosomalni RNA ¢i
23S (r)RNA je umoznéna identifikace a taxonomické zafazeni bakterii (Abdelbaqi, 2007
Almeida et al., 2009; Whiteduck-Léveillée et al., 2016). Na zaklad¢é studie z roku 2009 byla
uspé$né¢ aplikovana nova metoda MLST také wu bakterii rodu Arcobacter,
a to vCetné tfi nejcastéji izolovanych druhti, tedy A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowii
(Miller et al., 2009).

1.2 Faktory virulence

Virulenci rozumime stupen ¢i zavaznost poskozeni, které je hostiteli zpisobeno
ur¢itym druhem mikroorganismu. Jedna se tedy o vlastnost kvantitativni. Naproti tomu
patogenita, ktera udava schopnost patogenu vyvolat onemocnéni urcitého hostitele, je
vlastnosti kvalitativni (IFIS, 2009; Tian et al., 2016).

Geny virulence bakteridlnich patogeni mohou byt koédovany na plazmidech,
bakteriofazich ¢i chromosomech a obvykle jsou seskupeny v genomu. Virulence je také ¢asto
multifaktorialni a koordinované regulovana (Maurelli et al., 1998).

Virulenéni faktory ovliviiuji vlastnosti daného mikroorganismu. Pro rust bakterie in
vitro na kultivaénim médiu jsou postradatelné, ale jistym zptisobem se podileji a pfispivaji ke
vniku onemocnéni hostitele (IFIS, 2009; Tian et al., 2016). Bylo prokazano, ze pro rozliSeni
patogennich a nepatogennich bakterii mohou byt vyuzity pravé jejich specifické virulen¢ni
faktory (Keen, 2012).

Jednim z kritérii dulezitym pro propuknuti bakterialni infekce je souhra mezi

virulen¢nimi faktory daného patogenu a obrannymi mechanismy hostitele (Griffiths, 2005).

1.2.1 Quorum sensing spojené s virulenci

Vyznamny vliv pfi modulaci bakterialni virulence ma také quorum sensin (QS) systém
(Griffiths, 2005).

Quorum sensing je jednim z nejdulezitéjsich regulacnich mechanismi bakterii (Hogan
et al., 2004). Bakterie jsou diky tomuto systému schopné odolavat a ptizpisobovat se
neustalym zménam prosttedi (Sharma et al., 2014). V mnoha pfipadech QS reguluje tvorbu
biofilmu, pohyb, expresi faktort virulence, sekreci toxinil, antibakteridlnich latek a enzymu
(Duarte et al., 2015; Miller and Bassler, 2001; Waters and Bassler, 2005). Dale systém
zajiStuje schopnost komunikace mezi jednotlivymi bakteriemi, a to prostfednictvim malych

molekul, nazyvanych tzv. ,,autoinduktory“. V ptipade¢, kdy autoinduktory dosahnou kritickych
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hodnot, bakterie na tento signal reaguji zménou genové exprese. Funkce ovladané quorum
sensing jsou velmi rozmanité a odrazi potfeby ur¢itého druhu bakterii vyuzivat k osidleni

specificka prostfedi (Reading and Sperandio, 2005).

1.2.2 Vyznamné virulen¢ni faktory bakterii

Bakterie jsou velmi riznorodé zivé organismy, vyznacujici se schopnosti
ptizptsobovat se nejriiznéjSim prostfedim, vcetné lidského téla. Pro zdolani riznych néstrah
lidského organismu jim napomaha celd fada sofistikovanych nastroji, diky kterym dochazi
Kk rozvraceni bunéénych funkci a propuknuti onemocnéni (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006).

Virulen¢nich faktorti je velké mnozstvi a jsou navzdjem velmi odlisné. Dulezitou
ulohu v uplatnéni téchto faktort hraji regulacni systémy bunky. Ty fidi procesy tykajici se
zpusobu jejich uplatnéni a v urcitych piipadech mohou byt za tyto faktory samy povazovany
(Tian et al., 2016).

Mezi nejcastéjsi virulen¢ni faktory bakterii obecné patii jejich schopnost adheze
k nejrizn€jSim materidlim, a to prostfednictvim pild, produkci mikrobidlnich proteinti ¢i
tvorbou biofilmu. Dal§imi vyznamnymi virulenénimi faktory jsou invazivita, tvorba toxind,
tvorba pouzdra, chemotaxe ¢i pfitomnost bicikii a s nimi spojena pohyblivost. Faktorem
virulence je také samotna imunitni odpoved hostitele (Griffiths, 2005; IFIS, 2009).

Vsechny tyto zminéné faktory poskytuji moznost bakterialni kolonizace hostitelskych
bunék, Cerpani dulezitych zivin, déle ptispivaji k poskozeni epitelu a také narusuji obranné

mechanismy hostitele (Palma et al., 2016).

1.2.2.1 Adheze mikroorganismi

Adheze, neboli pfilnavost, je vlastnost mikroorganismu, ktera ziskava zna¢nou
pozornost a stava se predmétem mnoha studii. Problémy spojené s adhezi mikroorganismu
byly zaznamenany v mnoha odvétvich, at’ uz v oblasti tykajici se vzniku infekci nebo takeé
napiiklad v oblasti ¢isténi odpadnich vod (Belaabed et al., 2016).

Po proniknuti mikroorganismu do téla hostitele je prave ptichyceni patogenu na
bunéény epitel stézejni. Adheze totiz zabrafiuje odplaveni mikroorganismu a naopak
umoznuje zahajeni kolonizace. Vznikd tak infekce a dochazi k mnoZeni a Sifeni dané¢ho

patogenu organismem hostitele (Bolton, 2015; Griffiths, 2005).

Pily
Jednou z moznosti, kterou bakterie k adhezi Casto vyuZzivaji, jsou dlouhé vlaknité

struktury zvané fimbrie neboli pily. Jedna se o organely vycnivajici z povrchu téla bakterii,
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které jsou vazany ke glykoproteinovym ¢i glykolipidovym receptorim na povrchu
hostitelskych epitelidlnich bunék (Griffiths, 2005; Pizarro-Cerda and Cossart, 2006). Jejich
ukolem je kromé jiz zminéné adheze také silou fizena kontrakce, pomoci které dochazi
k zlepSeni jejich kontaktu s cilovym povrchem. Dalsi tloha téchto struktur spociva v podileni

se na pienosu genetického materialu béhem konjugace (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006).

Produkce mikrobidlnich proteinii

Bakterie dale krom¢ fimbrii a pild disponuji nepfebernym mnozstvim bakteridlnich
adhezinl, které maji schopnost rozpoznavat rizné prvky na povrsich hostitelskych bunék
(Pizarro-Cerda and Cossart, 2006).

Nekteré bakterie maji na svém povrchu tzv. specifické bunééné povrchové proteiny,
které se vyznaCuji schopnosti vazby na specifické receptory hostitelské bunky. Takovym
piikladem muze byt stfevni bakterie Listeria monocytogenes, jejiz povrchovy protein
internalin A (InlA) se specificky vaze na receptor bunck stfevniho epitelu, E-kadherin
(Griffiths, 2005). Dalsimi ptiklady mikrobialnich proteinti, vyuzivanych pro adhesi riznymi
druhy patogeni, mohou byt adhesivni glykoproteiny. Jsou jimi naptiklad vitronektin,
fibrinogen nebo fibronektin, ktery mize mit podobu jak sekre¢nich molekul, tak také molekul

asociovanych s plazmatickou membranou bunky (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006).

Tvorba biofilmu

Diilezitou tlohu v bakterialni patogenezi a virulenci hraje také adheze prostfednictvim
tvorby bakterialniho biofilmu. Jedna se o vrstvu bakterialnich bun€k ptisedlych na povrch
substratu a obalenych hustou polysacharidovou matrici (Flemming and Wingender, 2010;
Griffiths, 2005). Biofilmy se vyznacuji schopnosti odolavat riznym podminkam prostiedi,

a proto jsou tak vyznamnym virulenénim faktorem nékterym bakterii (Griffiths, 2005).

1.2.2.2 Invazivita a kolonizace

Pro uspésny vnik infekce je v nékterych piipadech nezbytna také bakterialni invaze
cilovych bunék hostitele (Griffiths, 2005). Témito cilovymi buiikami jsou integralni adhesivni
membranové receptory na povrchu hostitelskych bunék, jako jsou naptiklad integriny,
kadheriny ¢i selektiny (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006). Dal$im zpusobem invaze muiize
byt pifimé translokace bakterialnich proteinii do cytosolu hostitelské buiiky. Tyto proteiny
nasledné vyvolaji prestavbu tzv. ,architektury” bunééné plazmatické membrany, a tim
umozni nasledné vniknuté patogenu do bunky hostitele (Griffiths, 2005; Pizarro-Cerda and
Cossart, 2006).
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Schopnosti invaze se vyznaCuji zejména tzv. intracelularni bakterie, kdy po jejich
vniknuti do cilové buiiky nésleduje intraceluldrni mnozeni, $ifeni bakterii do dalSich tkani
nebo jejich pretrvavani v napadené bunce (Griffiths, 2005; Pizarro-Cerda and Cossart,
2006).

1.2.2.3 Motilita a chemotaxe

Motilita, neboli pohyblivost, je velmi dilezitym virulenénim faktorem nékterych
patogennich bakterii a je také vyznamnou pomoci pii kolonizaci hostitelskych bunék.
Pohyblivost je zajiSténa zejména piitomnosti jednoho ¢i vice bi¢ikil na povrchu bakterialni
bunky. Pravé diky bi¢ikiim je pohyb bakterii nezavisly a spontanni. Nékteré bakterie jsou
vsak schopny pohybu i bez pouziti bi¢ikd, a to prosttednictvim tzv. ,,klouzavého* pohybu.
Bakterie Sroubovitého tvaru vyuZzivaji jako zdroj vlastniho pohonu rotaci vnitiniho axidlniho
vlakna (IFIS, 2009).

U nékterych druhti bakterii, jako jsou napiiklad kampylobaktery, je pro pohyblivost
dulezita souhra bi¢ikd a systému chemosenzorii. Jedna se o mechanismus zvany chemotaxe,
ktery pohyblivym bakteriim umoziluje vnimat okolni prostfedi a pomoci bi¢ikli se také
pohybovat smérem k vyhodnéj§im podminkam nebo se naopak vzdalit od téch smrticich
(Bolton, 2015; Pereira-Medrano et al., 2013). Podobny mechanismus, zvany aerotaxe, zase
umoznuje bakteriim vnimat a reagovat na kyslikové gradienty (Pereira-Medrano et al., 2013).

Vsechny tyto zminéné zpusoby umoznuji bakteriim nejen se pohybovat ve sméru
zivin, ale jsou také nezbytné pro preziti v rémci raznych chemotaktickych podminek

vyskytujici se v téle hostitele (Bolton, 2015; IFIS, 2009).

1.2.3 Detekce a identifikace virulen¢nich faktori

Faktory virulence jsou dulezit¢é pro propuknuti infekce, a proto je snaha vyvinout
strategii, na zakladé které by bylo mozné podniknout vhodna preventivni opatieni, ptipadné
lééba. Tato strategie je oznaCovana jako tzv. ,antivirulentni terapie“. Aby mohla byt
antivirulentni terapie vyvinuta, je nejprve nutna detekce a identifikace samotnych virulentnich
faktord, coz miize byt velmi obtizné (Keen, 2012; Tian et al., 2016).

Studiu, detekci a charakterizaci kli¢ovych virulen¢nich geni bakterii napomohla
aplikace metod molekularni biologie a genetiky, a to metoda polymerdzové fetézové reakce,
sekvenace ¢i typizace bakterii pomoci MLST (Emaneini, 2016; Palma et al., 2016).

Nejen molekularné-biologické metody, ale napiiklad také pouZiti dvojrozmérné
elektroforézy (2-DE) ve spojeni s MALDI/TOF hmotnostni spektrometrii, lze vyuzit pro

ur¢eni faktord virulence, a to na zakladé proteomickych vlastnosti bakterii. Prave tato metoda
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byla pfedmétem jedné studie v roce 2016, kdy byly identifikovany nékteré virulencni faktory
u bakterie Cronobacter sakazakii (Ye et al., 2016). Zajimavym zpusobem rychlé a citlivé
detekce virulen¢nich faktort je také metoda pomoci elektrického proteinového ¢ipu. Touto
metodou byly testovany naptiiklad virulen¢ni faktory nékterych vybranych druhi bakterii rodu
Staphylococcus. Principem metody je enzymovy sendviCovy imunologicky test (ELISA),
ktery zahrnuje rozpoznani a vazbu pfislusnych virulenénich faktord specifickymi
protilaitkami. Samotna detekce takto navdzanych virulen¢nich faktord je na zakladé méteni
elektrického proudu enzymaticky uvolnéné latky a jeho hodnota odpovidd mnozstvi daného
faktoru (Quiel et al., 2009).

1.2.4 Faktory virulence u arkobaktert

Jak jiz bylo uvedeno, faktory virulence jsou spojovany S patogenitou mikroorganismi
(Whiteduck-Léveillée et al., 2016). Zda se, Ze toto plati i u bakterii rodu Arcobacter, nicméné
jejich virulentni mechanismy nejsou stale dostatecné vysvétleny a pochopeny (Ferreira et al.,
2014; Girbau et al., 2015). Dala by se vSak oc¢ekavat jista podobnost nékterych virulen¢nich
faktorti arkobakterit a kampylobakterd, jelikoz, jak jiz bylo uvedeno, jsou tyto dva rody
piibuzné. Na zakladé studic Miller et al. (2007) bylo prokazano, ze nékteré viruletni
determinanty identifikované u bakterie Campylobacter jejuni maji homology u bakterie
Arcobacter butzleri. Nebylo ovSem stanoveno, zda je funkce a role téchto homologt u obou
druht bakterii podobna.

Doposud bylo publikovano jen nékolik malo studii, které se otazkou virulence
arkobakterii zabyvaji. Na jejich zaklad¢ byla u nékterych druhi zjisténa piitomnost deviti
domnélych virulen¢nich faktord. Témito virulenénimi faktory jsou protein vazajici fibronektin
(cj1349, cadF), filamentarni hemaglutinin (hecA), protein aktivujici hemolyzin (hecB),
hemolyzin a fosfolipaza (tlyA, pldA), integralni membranovy protein (mviN), Campylobacter
invazivni antigen B (ciaB) a vn&js$i membranovy protein (irgA) (Ferreira et al., 2014; Girbau
et al., 2015; Whiteduck-Léveillée et al., 2016).

Protein vazajici fibronektin — cj1349, cadF

Protein vazajici fibronektin je virulenéni faktor kodovany geny cj1349 a cadF. Tyto
geny podporuji adhezi bakterie na butiky stievniho epitelu. Protein cadF, o velikosti 37 kDa,
indukuje i internalizaci bakterialni bunky, a to prostfednictvim enzymu guanosintrifosfatazy.
Bylo zjisténo, ze tento virulenéni faktor je pfitomen také u bakterii rodu Campylobacter, kde
je kodovan zejména genem cadF a zastava velmi podobné funkce, jako je to v piipadé
arkobaktert (Bolton, 2015; Girbau et al., 2015; Miller et al., 2007).
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Filamentarni hemaglutinin — hecA

Tento virulenéni faktor je kodovan genem oznacovanym hecA. Protein hecA je ¢lenem
filamentarni hemaglutininové (FHA) rodiny a podili se na adhezi a agregaci bakterialnich
bunék k bunkam hostitelskym. FHA proteiny jsou Siroce rozsifeny jak u rostlinnych, tak také
u zivoCiSnych patogeni. Dalsi role filamentarniho hemaglutininu Spociva v usmrcovani
epidermalnich bun¢k (Girbau et al., 2015; Miller et al., 2007; Whiteduck-Léveillée et al.,
2016).

Protein aktivujici hemolyzin — hecB

Protein aktivujici hemolyzin (hec B) je dulezity virulen¢ni faktor, ktery aktivuje tvorbu
hemolyzinu (Girbau et al., 2015; Miller et al., 2007). Na zakladé jedné studie z roku 2012
byla velmi vyrazné detekovana ptitomnost genit kodujicich tento virulenéni faktor predev§im

u kmenti izolovanych ze skotu (Douidah et al., 2011).

Hemolyzin a fosfolipaza — tlyA, pldA

Bunééna hemolytickd aktivita, kodovana genem tlyA, je spojena s vngjsi
membranovou fosfolipazou A, ktera je kodovana genem pldA (Girbau et al., 2015). Vngjsi
membranova fosfolipaza A je pfitomna u mnohych bakterii a plisni a jejim ukolem je
hydrolyza acyl-esterovych vazeb (Douidah et al., 2011). Bylo prokazano, ze fosfolipazy jsou
u celé fady patogenti spojené s lyzou erytrocytu (Grant et al., 1997).

U bakterii rodu Camypylobacter byla detekovana vysoka proteinova podobnost obou
téchto genu (Douidah et al., 2011).

Integralni membranovy protein — mviN

Gen mviN byl poprvé identifikovan u bakterie Salmonella enterica sérovar
Typhimurium, jako chromozomalni gen, ktery zptisobuje onemocnéni u mysi (Douidah et al.,
2011). Bylo zjisténo, ze gen mviN detekovany u arkobaktert koduje protein zajistujici
biosyntézu peptidoglykanu, avSak jeho virulentni schopnost ¢i piispévek k virulenci nebyly
doposud prokazany (Girbau et al., 2015). Homolog tohoto genu byl nalezen také u bakterie
Escherichia coli, kde se ur¢itym zptsobem podili na syntéze bunééné stény (Douidah et al.,
2011).

Campylobacter invazivni antigen B — ciaB
Virulenéni faktor Campylobacter invazivni antigen B (ciaB), kodovany
stejnojmennym genem, piispiva k invazi a kolonizaci hostitelské bunky, a to pomoci

sekre¢niho systému (Girbau et al., 2015). Protein cia B o velikosti 73 kDa a jeho mutantni
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formy maji vyrazné snizené funk¢éni schopnosti, tedy adhezi a predevsim invazi (Bolton et al.,
2015). Gen ciaB byl detekovan nejen u arkobaktert, ale také u dalSich organismd, jako jsou
napiiklad Campylobacter spp., Sulfurovum spp. nebo Nitratiruptor spp. (Douidah et al.,
2011).

Vnéjsi membranovy protein — irgA

Gen irgA koduje regulaci zeleza vnéjsich membranovych proteini. Spolu s genem
iIroE, ktery koduje periplazmaticky enzym, zajistuji samotné ziskavani zeleza a jsou nezbytné
pro vznik a prubéh bakterialni infekce (Girbau et al., 2015). Vnéjsi membranovy protein byl
identifikovan také u bakterie Vibrio cholerae, kde pravdépodobné zastava stejnou funkci, jako
v ptipad¢ arkobakterd. Homology geni irgA a iroE byly dale prokazany v genomu
ureopatogenni bakterie Escherichia coli, kde hraji dilezitou ulohu
v patogenezi infekce mocovych cest (Miller et al., 2007).

Kromé vyse uvedenych faktord virulence, byla u druht A. butzleri, A. cryaerophilus,
A. skirrowii a A. cibarius zaznamenana také exprese interleukinu-8, coz je cytokin, ktery je
povazovan za velmi vyznamny virulen¢ni faktor bakterii (Douidah et al., 2011). Dale bylo
prokazano, ze nékteré druhy arkobakterti se vyznacuji schopnosti tvorby biofilmu, coz je
spojeno s bakterialni virulenci, kolonizaci, pfezivanim bakterii v ruznych Zivotnich
prostiedich a také s rezistenci na antibiotika (Ferreira et al., 2013).

Zda se, ze zminované faktory virulence jsou u jednotlivych druhii arkobaktert
V riizném zastoupeni, avSak prozatim nebyly u vSech zndmych druht identifikovany. Jednim
Z druhii, u kterého byly detekovany vSechny doposud znamé faktory virulence je napiiklad
kmen Arcobacter butzleri ATCC 49616 (ekv. k A. butzleri LMG 10828), ktery tedy muze
slouzit jako pozitivni kontrola pii jejich stanoveni (Douidah et al., 2011).

I pfes vSechny dosavadni studie, tykajici se virulen¢nich faktorti arkobakterti neni
znamo, zdali jsou funkce a vlastnosti téchto faktord podobné jako jejich homology u jinych
druhu bakterii (Girbau et al., 2015).

1.2.5 Detekce a identifikace virulen¢nich faktori arkobaktert

Dulezitym krokem Kk pochopeni fyziologie, genetiky a virulence bakterii rodu
Arcobacter je nezbytna sekvenacni analyza jejich genomu (Girbau et al., 2015; William et
al., 2007). Na zakladé jedné studie, ktera se zabyvala analyzou pravé genomové sekvence
u jednoho z kmeni rodu Arcobacter (A. butzleri RMA4018), byla zjisténa ptitomnost
domnélych virulenénich genti kddujicich prislusné faktory (Girbau et al., 2015). Dalsi studie

doklada, ze genom tohoto kmene koduje celkem 25 membranovych a cytoplazmatickych
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proteind, obsahujicich stejné domény, které jsou u jinych bakterii zapojeny do tvorby
biofilmu, motility a virulence (Miller et al., 2007).

Jednou z dalsich vhodnych metod detekce je vyuziti polymerazové fetézové reakce.
Soucasné konvencni PCR testy umoznuji detekci kazdého z virulentné asociovanych gent
arkobakteri zvlast. Proto byla snaha vyvinout ptfesny, rychly a jednoduchy mPCR test,
kterym Ize soucasné¢ detekovat i vice virulentnich gend téchto bakterii v jedné reakci
(Douidah et al., 2011; Tabatabaei et al., 2014; Whiteduck-Léveillée et al., 2016).

A praveé tato metoda byla Gspésné vyvinuta a optimalizovana v ramci studie z roku
2016 v Kanadg, a to pro tii druhy arkobaktert, Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus
a Arcobacter skirrowii. Metoda umoznuje detekci vice virulentné asociovanych genti zaroven,
a to pomoci tfi samostatnych mPCR testi. Tyto testy s kombinacemi dvojic ¢i trojic PCR
primert byly dale ovéfeny na izoladtech zmifovanych druhii arkobakterti, pochézejicich ze

zvitecich a lidskych vzorkt stolice (Whiteduck-Léveillée et al., 2016).

1.3 Biofilm

Je zndmo, Ze se bakterie vyskytuji ve dvou formach, a to jak ve formé jednotlivych
planktonnich bungk, tak ve formé organizovanych struktur piichycenych k povrchu né¢jakého
substratu (Bjarnsholt, 2013).

Biofilmy jsou tedy strukturovana mikrobialni spolecenstva bunék, ptipojena k povrchu
substratu a obalena extracelularni matrix. Tyto extracelularni polymerni substance udrzuji
buniky pohromad¢ (Flemming and Wingender, 2010). Buniky jsou v biofilmu Casto prostorove
uspofadany ve strukturach, které usnadnuji jejich vzajemnou metabolickou komunikaci
(Costerton, 2009). Tyto struktury ptfedstavuji pifevaznou formu mikrobidlniho zivota. Jsou
vSudyptfitomné a mohou se vyvijet na témef kazdém povrchu. Lze je nalézt napiiklad
v pudéch, kanalizacich, v Ustech, ve stfevech, ale také na Iékatrskych implantatech a dalSich
mistech (Dautle et al., 2003). Piisedlé buiky tvofici biofilm jsou velmi odolné vuci
antimikrobidlnim latkam, a prave tato zvySena odolnost mé zna¢ny vliv na lécbu infekei, které
S biofilmem souviseji. Tvorba biofilmu je ¢asto povazovana za hlavni diivod, diky kterému
lécba antimikrobidlnimi latkami selhava. Odhaduje se, ze 65 — 80 % vSech infekci souvisi
S bakteridlnim biofilmem, coz predstavuje zavazny problém (Bjarnsholt, 2013).

Samotna tvorba a vyvoj této struktury jsou ovlivnény mnoha faktory, jako jsou
napiiklad vlastnosti povrchu, pH, mnozstvi dostupnych zivin, teplota, atd. Dale hraje svou roli
také specifita bakterialniho kmene (Borucki et al., 2003; Chae and Schraft, 2000; Donlan,
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2002). Dilezitou vlastnosti bakterii je schopnost odolavat extrémnim podminkam a vlivim

jak fyzikéalnim, tak také chemickym ¢i biologickym (Schindler, 2008).

1.3.1 Historie biofilmu

Prvni zminky o existenci biofilmu se objevily pied vice nez 300 lety, kdy nizozemsky
védec Anthony van Leeuwenhoek studoval biologicky material ziskany z jeho vlastnich zubt.
Pomoci jednoduché mikroskopie objevil agregaty pohybujicich se objektd. Tyto
mikroskopické subjekty nazval jako tzv. ,,animalcules* (Henrici, 1933). Vice nez o dvé stoleti
pozdéji védci Heukelekian a Heller zkoumali technologie aerobniho a anaerobni rozkladu
odpadnich pevnych latek. Pfisli s tvrzenim, Ze rst mikroorganismi probiha bud formou
tvorby bakteridlniho slizu, nebo kolonidlniho ristu pfipojeného k povrchu néjakého materialu
(Heukelekian and Helleer, 1940).

Strukturu, kterou tyto prukopnické teorie popisovaly, dnes nazyvame ,,biofilm*

(Costerton et al., 1978).

1.3.2 Tvorba biofilmu a jeho sloZeni
Vyvoj mikrobidlniho biofilmu mize byt popsan jako dynamicky proces zahrnujici

nékolik po sobé jdoucich krokt (Obr. 3) (Dufour et al., 2010)

1. Pfichyceni k povrchu 2. Tvorba mikrokolonii 3. Tvorba makrokolonii
» Reverzibilni » Kongregace « Houbovita strukfura
* [reverzibilni « Bunééné pomnoZeni « Odtrieni bunék

Planktonické (volné plovouct)
baktene oo

™
[ ]
l EPS matrix
Piisedlé \

balterie
—_
 Sofo%o
Abioticky/bioticky povrch

Obr. 3 Schematické znazornéni vyvoje mikrobidlniho biofilmu (upraveno Dufour et al., 2010)

Jak znazornuje obrazek vyse, prvnim krokem tvorby biofilmu je pfichyceni bakterialni
bunky na vybrany abioticky ¢i bioticky povrch. Na povrchu takového substratu jsou casto

pfitomny molekuly, které mohou podporovat pfilnavost bakterii (napiiklad Ziviny, slinné
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proteiny, aj.). Pocatecni pfilnuti je zprostiedkovano slabou reverzibilni van der Waalsovou
interakci mezi bunéénym povrchem a substratem (Donlan, 2002).

Ve druhém kroku dochézi k déleni prvnich ptipojenych bunék, a tim k rlstu a rozvoji
mikrokolonii. Ty se postupné zvétsuji, spojuji a vytvari vrstvu bunék, kterd pokryva povrch
substratu (O’Toole et al., 2000).

Ve tretim kroku se tyto vrstvy zacinaji hromadit. Tim dochézi ke zrani vytvofeného
biofilmu. Zraly biofilm se vyznacuje makrokoloniemi, které jsou obklopeny vodnimi kanalky,
kterymi dochazi k distribuci Zivin a signdlnich molekul. Pokud dojde k omezeni pfisunu Zivin,
mohou se nékteré bunky biofilmu bud’ jednotlivé, nebo ve shlucich odpojit (O’Toole et al.,
2000). Mechanismy, které jednotlivé vyvojové kroky biofilmu reguluji, se pro rizné druhy
bakterii vyrazné 1i$i (Flemming and Wingender, 2010).

Biofilmy jsou tvofeny z 80 — 85 % extracelularni polymerni substanci (EPS) a pouze
z 15 - 20 % bunkami (Kokare et al., 2009). Vlastnosti EPS se mohou biofilm od biofilmu
lisit, a to jak po chemické, tak po fyzikdlni strance. Zakladni slozky téchto substanci, jako
jsou polysacharidy, proteiny ¢i extracelularni DNA jsou u vSech biofilmi stejné.
Extracelularni polymerni latky hraji hlavni tllohu pfi udrZzovani integrity biofilmu. Vzhledem
k tomu, Ze tyto latky zajiStuji vysokou hydrataci, mohou branit vysychani. Déale mohou
pusobit jako difuzni bariéra, kterd brani toxickym latkam, jako jsou antibiotika ¢i dezinfek¢éni
prosttedky v prostupu do biofilmu (Sutherland, 2001; Donlan, 2002; Flemming and
Wingender, 2010).

1.3.2.1 Ochranna role extracelularnich polymernich latek

biofilmu. Jiz nékolik studii se diive zabyvalo studiem prostupu antibiotik do biofilmu. Bylo
prokazano, ze EPS mohou pusobit jako tzv. ,mepropustna bariéra‘“ slouzici k omezeni
antimikrobialni penetrace, ¢imz jsou buiiky biofilmu chranény (Sutherland, 2001).

Naptiklad buiiky v horni ¢asti kapalného rozhrani biofilmu umiraji pii 1écbé
antibiotiky, zatimco bakterie nachdzejici se hluboko uvnitt jsou schopny piezivat (Govan and
Deretic, 1996). EPS tak mohou byt povazovany za tzv. ,.,chemicky aktivni bariéru*. Aniontové
EPS se mohou vzdjemné vazat, a tim zadrZovat toxické tézké kovy, kationtové
antimikrobialni peptidy a kladné¢ nabitd antibiotika, jako jsou napiiklad aminoglykosidy
(Nichols et al., 1988). Naproti tomu je vazba relativné nenabitych antibiotik (naptiklad
B-laktamy) na EPS téméf nulova (Zheng and Stewart, 2002).
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1.3.2.2 Buné¢na ruznorodost uvniti biofilmu

Vétsina biofilmi nachézejicich se v pfirodé jsou polymikrobialniho charakteru. To
znamena, ze je zde zapojeno vice druhti bakterii s riznymi fenotypy. Mikrobidlni biofilmy
vytvareji velmi komplexni a heterogenni prostiedi charakterizované Sirokou fyzikalni,
chemickou a biotickou rozmanitosti. Velmi zajimavym faktem je, ze i u jednodruhovych
biofilm existuje fenotypova heterogenita. Buiky stejnych bakteridlnich druhi mohou
Vv biofilmu vykazovat rizné fenotypy (Socransky and Haffajee, 2000).

K vysvétleni této riznorodosti v ramci jednodruhovych mikrobidlnich biofilma bylo
navrzeno nékolik procest. Diferenciace bunék v biofilmu miize zaviset na podminkach
prostiedi obklopujiciho buniky. Odlisné koncentracni gradienty kysliku, zivin, iontd
a chemikalii vytvareji Sirokou Skdlu typt mikroprostiedi, které¢ poskytuji vhodné podminky
pro bakterialni kolonizaci (Zobell, 1937; Socransky and Haffajee, 2000).

Na Obr. 4 jsou znazornény fenotypové diferenciace bunék v souvislosti s mnozstvim

kysliku a nutri¢nimi gradienty v jednodruhovém biofilmu.

Adaptace na mistni Nihodna geneticka VytvorFeni genetickych
mikroprostiedi exprese variant

Vrstvy biofilmu
Vrchni vrstva

Strednd vrstva

Spodni vrstva

Mistni
mikroprostiedi
Genotyp Shodny Shodny Odliiny

Odlisne Shodneé Shodne

Fenotyp Heterogenni Heterogenni Heterogenni

1 1 1

Fenotypova heterogenita v Fenotypova heterogenitav ~ Fenotypova heterogenita
zavislosti na lokalizaci bunék  disledku nahodnostinebo v diisledku mutaci
uvnitr biofilmu sumu v genove expresi

Obr. 4 Procesy vzniku heterogenity v jednodruhovém biofilmu (upraveno Dufour et al., 2010)

V tomto modelu jsou znazornény tfi odliSné fyziologické stavy. Buiiky nachéazejici se
v hornich vrstvach biofilmu spotiebovavaji veSkery dostupny kyslik a jejich rist tedy probiha
aerobn€. Anaerobni mikroorganismy se vyviji pod aerobni vrstvou. Kyslikem a Zivinami

vycerpané oblasti se nachdzeji na spodnich vrstvach struktury biofilmu. Za téchto okolnosti je
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vétSina z prisedlych bunék metabolicky neaktivni nebo odumfela. V duasledku toho vede
jednotliva bakteridlni buné¢na odpoveéd na mistni mikroprostiedi k fenotypové heterogenité
(Stewart and Franklin, 2008).

Vznik alternativnich fenotypta také mtize nastat spontanné, a to v disledku tzv. , sumu*
v genové expresi. Tento Sum vznikd z nahodnych vykyvl v koncentraci proteinu mezi
jednotlivymi bunkami. Stochastickd (ndhodnd) genovd exprese umoznuje bunkam celit
nepfiznivym podminkam v oblasti zivotniho prosttedi (Veening et al., 2008).

Genetické mutace v biofilmu mohou byt také pifimou pfi¢inou fenotypoveé
heterogenity. Ve skutecnosti se genetické mutace tvoii z divodu bodovych mutaci, inzerci ¢i
deleci, a tim pfispivaji ke zvySeni fenotypové variability biofilmu. Naptiklad adaptivni
mutace, které pochéazeji z pomalu rostouci nebo tzv. ,spici* populace, maji za nasledek
fenotypové variace, které piinaseji vyhody v preziti populace jako celku za ztizenych
podminek, a to i kdyz jsou tyto mutace spontanni (Plakunov et al., 2010).

Fenotypové mohou vzniknout rizné subpopulace v disledku bakteridlnich bunéénych
reakci na mistni mikroprostiedi, stochastickych Sumt v genové expresi, genetickych mutaci ¢i

prostiednictvim bodovych mutaci disperze (Dufour et al., 2010).

1.3.3 Tvorba biofilmu u arkobakteru

Arkobaktery jsou bakterie vyznacujici se nejen Sirokou distribuci vyskytu, variabilitou
a odolnosti vii¢i riznym antimikrobidlnim latkam, ale také schopnosti tvorby mikrobidlnich
komunit, tzv. biofilml. VSechny tyto faktory mohou piedstavovat potencidlni riziko vzniku
alimentarnich onemocnéni, a tedy zna¢né riziko pro lidské zdravi (Ferreira et al., 2013;
Chmielewski et al., 2013).

Jak jiz bylo uvedeno, biofilmy jsou nej¢astéjsi formou bakteridlniho zivota a podporuji
jejich piezivani za neptiznivych a stresujicich podminek (Chmielewski et al., 2013). Zda se,
7e vyjimkou nejsou ani arkobaktery, coz potvrzuje napiiklad studie Ferreira et al. (2013),
ktera se zabyvala tvorbou biofilmu u Arcobacter butzleri. Autofi ve svém experimentu
testovali celkem 32 riznych izolath této bakterie a u 72 % z nich byla potvrzena tvorba
biofilmu. Naptiklad u referenéniho kmene Arcobacter butzleri LMG 10828 byla detekovana
vyrazna tvorba biofilmu za vSech experimentalnich podminek, naproti tomu kmen Arcobacter
butzleri LMG 9869 tvorbu biofilmu za stejnych podminek témét nevykazoval (Obr. 5)
(Ferreira et al., 2013).

41



Bylo také zjisténo, ze za aerobnich podminek se tvorba biofilmu u arkobaktert
vyrazné nezvysuje, jako tomu nastava napiiklad u bakterie Campylobacter jejuni, kde ma

praveé aerobni prostiedi na tvorbu biofilmu vyznamny vliv (Ferreira et al., 2013).
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Obr. 5 Tvorba biofilmu tif referencnich kmenti Arcobacter butzleri LMG 6620, Arcobacter butzleri LMG 9869
Arcobacter butzleri LMG 10828 a péti izolati v zavislosti na druhu atmosféry a poc¢ate¢ni optické denzité (OD)
bunééné suspenze. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD (upraveno Ferreira et al., 2013)

Na zaklad¢ studie, kterou se zabyvali Pereira-Medrano et al., (2013) bylo zjisténo, Ze
flagelin (protein podilejici se na tvorb¢ bi¢iku bakterii, véetné arkobakterti), je také s nejvyssi
pravdépodobnosti zapojen do tvorby bakterialniho biofilmu. Toto tvrzeni vzniklo na zakladé
pozorovani zvySené regulace flagelinu na anodé, kde byla také detekovana vrstva biofilmu

bakterie Arcobacter butzleri (Obr. 6) (Pereira-Medrano et al., 2013).
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Obr. 6 Buiky bakterie Arcobacter butzleri, rastrovaci elektronova mikroskopie, mikroaerofilni prostiedi.

(upraveno Pereira-Medrano et al., 2013)

A — planktonické buriky bakterie Arcobacter butzleri, méritko 5 um; B — biofilm bakterie Arcobacter butzleri,
tvoreny Na elektrodé (anode), méritko 4 um

Dalsim prikladem tvorby biofilmu arkobakterii mize byt izolace téchto bakterii
z biofilmu tvoficiho se na krunyfi Zivych humri, ze stén nadrzi podzemni vody
¢i z vicedruhového biofilmu tvoficiho se uvniti reaktort (Ferreira et al., 2013). Bylo zjisténo,
ze napiiklad Arcobacter butzleri je schopen tvorby biofilmu na materialech jako je nerezova
ocel, méd ¢i plast (Kjeldgaard et al., 2009).

I piesto, Ze jsou arkobaktery schopny tvorby biofilmu také v prostiedi driibezich jatek,
doposud nebyla zaznamenana jejich pfitomnost v prostfedi potravinaiskych provozi

(Giacometti et al., 2013).

1.3.4 Metody detekce biofilmu u arkobakteri

Doposud bylo popsano hned nékolik metod detekce bakteridlnich biofilml. Jedna se o
metody, jako jsou napiiklad bioluminiscenéni testy, piezoelektrické senzory, vyuziti
fluorescencni mikroskopie, znaceni radionuklidem, desti¢kova metoda pro tkanové kultury,
Christensenova zkumavkova metoda ¢i Christensenova metoda v mikrotitraénich destickach
(Hasan et al., 2011; Christensen et al., 1985; Stepanovic¢ et al., 2007).

1.3.4.1 Christensenova metoda v mikrotitra¢nich desti¢kach

Christensenova metoda v mikrotitracnich destickach, vyvinutd vroce 1985, je
jednoducha, w¢inna a nejCastéji pouzivana technika detekce a kvantifikace tvorby
bakterialnich biofilmd (Christensen et al., 1985; Stepanovi¢ et al., 2000). I pies to, ze byla

tato metoda doposud podrobena mnoha modifikacim, které umoziiuji in vitro kultivaci
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mikroorganismi a kvantifikaci tvorby biofilmu, je princip a jednotlivé kroky Vv postupu prace
této metody Vv riiznych obménach podobny (Christensen et al., 1985).

Jamky sterilni mikrotitracni desticky, nejcastéji polyetylenové (Obr. 7), zde slouzi
jako tzv. ,kultivacni nadoby* (Stepanovi¢ et al., 2000). Po kultivaci suspenze piislusného
mikroorganismu v testovaném zivném mediu je vznikly biofilm, ktery je adherovany na stény
a dno jamek mikrotitracni desticky, fixovan nejCastéji octanem sodnym (2%) a obarven
krystalovou violeti (0,1%). Prebytecné barvivo je poté odstranéno promytim sterilni
destilovanou vodou, apo té je desticka susena obvykle pii pokojové teploté. K uvolnéni
navazaného barviva se nejCastéji vyuziva ethanol (96%) a nasleduje spektrofotometricke
meéfeni absorbance zbarveného roztoku pii ptislusné vinové délce, kterd je ukazatelem
mnozstvi vytvofené¢ho biofilmu. Soucasné se také proméciuje nezaoCkované médium, jako
negativni kontrola. Déle se také velmi Casto proméfuje absorbance v pribéhu utvateni
biofilmu, a to pied kultivaci desticky a bezprosttedné po ni (Hasan et al., 2011; Christensen et
al., 1985; Stepanovi¢ et al., 2000; Silhova-Hruskova et al., 2015).

Obr. 7 Polyethylenova mikrotitra¢ni desticka (96 jamek) sbunéfnou suspenzi ptislusného

mikroorganismu (fotoautor)
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1.4 Ovlivnéni tvorby biofilmu

1.4.1 Eliminace biofilmu

Biofilmy jsou nechvaln¢ znamé svou rezistenci k vnéj$im vliviim, ¢imz se jejich
eliminace stava velice obtiznou. Také z tohoto divodu jsou zdrojem mnoha chronickych
infekci. Povaha struktury biofilmu a jeho fyziologické vlastnosti jsou odpovédné za jejich
vnitini rezistenci vaci antimikrobialnim latkam, at’ uz se jedna o antibiotika (ATB),
dezinfekéni latky ¢i jiné (Lewis, 2001).

Diky rezistenci jsou mikroorganismy schopny rist i v pfitomnosti zvySené hladiny
antimikrobialnich latek. Z tohoto divodu se provadi testovani minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). MIC je hodnota vyjadfujici kvantitativné citlivost urcité bakterie
schopna zabranit viditelnému ristu mikrobidlni kultury za dany ¢asovy interval. MIC testy
jsou cCasto vyuzivanymi testy v odvétvi bakteriologie a predstavuji nejbézn€j$i zptisob
stanoveni nachylnosti mikroorganismu k antimikrobialnim latkdm (Balows et al., 1991).
Koncentrace antimikrobialniho ¢inidla, kterd ma za nasledek snizeni poctu zivych bunék o
99,9 % se nazyva minimalni baktericidni koncentrace (Lewis, 2000; Lewis, 2001).

Buiiky v podob¢ biofilmu rostou v pfitomnosti antimikrobialnich latek podstatné 1épe,
nez bunky planktonni (Lewis, 2000).

Rezistence biofilmu vici antimikrobidlnim ptipravkiim muize byt zpiisobena naptiklad
ztizenou moznosti priniku antimikrobidlni latky skrze extracelularni matrix, piitomnosti
rezistentniho fenotypu v geneticky heterogenni populaci nebo pomalejSim rastem bunck
nachazejicich se v biofilmu (Donlan and Costerton, 2009).

Prakticky pro vSechny antimikrobidlni latky plati, ze jejich baktericidni Uc¢inek je
efektivnéjsi, jedna-li se o buiky, které se nachdzeji v rostouci fdzi. N&kterd antibiotika rist
bun¢k ptimo vyzaduji, aby byla schopna jejich usmrceni. Naptiklad antibiotika penicilin
a ampicilin nejsou schopné usmrtit buiiky ve stacionarni (klidové) fazi vlibec. Rychlost jejich
pusobeni je pak imérna rychlosti ristu bakterii (Costerton et al., 1999).

Nekteré z dalsich typa ATB, jako jsou napiiklad B-laktamy, cefalosporiny,
aminoglykosidy ¢i fluorochinolony maji tu vlastnost, Ze jsou schopné usmrtit 1 buniky ve fazi
klidové. OvSem jejich efektivita usmrcovani vyrazn€ stoupa pro rychle se dé¢lici buiky

(Costerton et al., 1999).
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Jako dal$i mechanismy odpovédné za odolnost biofilmi je tfeba zminit naptiklad
odolavani fagocytarnim builkdm a dal$im soucastem obranné¢ho systému téla (Donlan and
Costerton, 2009). Samotné ¢i v kombinaci jsou tyto faktory uzitecné pro vysvétleni preziti
biofilmu v mnoha ptipadech (Hoiby et al., 2010; Lewis, 2001).

V soucasné dob¢ jsou testovany riizné zpusoby, které by mohly byt pouzity v boji
proti formovani biofilmt. Jakykoliv inhibitor faktoru, ktery zptsobuje perzistenci (odolnost
biofilmu), mize byt v kombinaci s konvencnimi antibiotiky ucinny zpusob, jak biofilm
eliminovat (Lewis, 2001).

NejucinnéjSim zpisobem, jak zabranit tvorbé biofilmu, by bylo ovlivéni samotného

procesu QS (Shrout and Nerenberg, 2012).

1.4.1.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky bud’ pfirodniho, nebo syntetického ptivodu. Inhibuji riist nebo
zpusobuji smrt mikroorganismli, a jsou proto vyuzivana k 1écbé infekénich onemocnéni
(Bednat, 1996; Guimaraes, et al., 2009).

Antibiotika ptirodniho ptavodu a jejich polosyntetické derivaty zahrnuji vétSinu
klinicky vyznamnych antibiotik. Patfi sem naptiklad B-laktamy (peniciliny, cefalosporiny,
monobaktamy, karpabenemy), tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy ¢i cyklické peptidy.
Mezi ATB syntetického ptivodu fadime naptiklad sulfonamidy nebo fluorochinolony
(Guimaraes, et al., 2009).

V soucCasné dobé existuje na trhu celd fada antibiotik. OvSem ne kazda latka
s antimikrobidlnim uc¢inkem mize byt pouzita jako 1ék. Musi splnovat pozadavek tzv.
Lwselektivni toxicity, tedy ucinek na eukaryotni buniky musi byt zanedbatelny nebo nejlépe
zadny (Bednai, 1996). Nadmérna spotieba antibiotik mad negativni dopad na zvySovani
cetnosti ptirozené rezistentnich bakteridlnich kmenti, které nasledné piedstavuji terapeuticky
problém (Bednat, 1996).

ATB mohou mit G¢inek bud’ bakteriostaticky, pokud pouze zabraniuji ristu a mnozeni
bakterii, nebo baktericidni, pokud dochdzi k usmrceni daného mikroorganismu (Bednéf,
1996). Tab. 1 ukazuje, Ze v nékterych ptipadech mohou byt koncentrace antibiotik potfebné
k dosaZeni baktericidniho ti¢inku u biofilmu o 3 az 4 tady vySsi, nez je koncentrace potiebna

k eliminaci planktonnich bakterii (Dunne, 2002; Donlan and Costerton, 2009).
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Tab. 1 Citlivost antibiotik k riznym druhtim bakterii v planktonni formé nebo v biofilmu (upraveno Donlan and

Costerton, 2002)

Mikroorganismus ATB MIC ¢ MBC (ug/ml)* Efektivni koncentrace (ug/ml)*
St. aureus vankomycin 2 (MBC) 20

Ps. aeruginosa imipenem 1 (MIC) > 1024

E. coli ampicilin 2 (MIC) 512

Ps. pseudomallei ceftazidim 8 (MBC) 800

Str. sanguis doxycyklin 0,063 (MIC) 3,15

Pozn.: MIC — minimalni inhibicni koncentrace; MBC — minimalni baktericidni koncentrace; ATB —
antibiotikum; * — pro planktonni fenotyp referencniho mikroorganismu; * — proti fenotypickému
mikroorganismuj; St. — Staphylococcus; Str. — Streptococcus; Ps. — Pseudomonas; E. — Escherichia

1.4.1.2 Cisténi

Proces cisténi byva velice Casto podcenovan. SniZzovani poctu mikroorganismi na
povrchu, véetné téch v biofilmu, je z velké ¢asti ovlivnéno praveé Cisténim. Je proto dilezité,
uvédomit si zédklady €isténi, to znamena, jaké faktory mohou ovlivnit u€innost tohoto procesu,
a jak mize byt tento proces ¢iSténi optimalizovan (Grinstead, 2009).

Cisténi je nejdulezitéjsim krokem k minimalizaci mikrobidlni kolonizace. Pied
pouzitim desinfek¢éniho prostfedku se jim eliminuje velké mnoZstvi mikroorganismti a zbylé
buniky jsou poté nachylnéjsi k desinfekei (Carpentier and Cerf, 1993).

Uginnost &isticiho procesu (UCP) miizeme popsat nasledujici rovnici (Grinstead,

2009):
UCP = doba piisobeni + mechanické piisobeni + chemické piisobeni + teplota

Obecné plati, ¢im delsi bude doba plsobeni Cistictho prostiedku ve styku se
znecisténym povrchem, tim Cist§i povrch bude. To mize byt provedeno napiiklad cirkulaci
Cistictho roztoku v uzavieném systému nebo macenim zneciSténé¢ho piredmétu do Cisticiho
roztoku. Povaha disticiho prostfedku miize také znan€ ovlivnit Cas potfebny pro dostatecné
plsobeni ¢inidla na zneciSt€éném povrchu (Pap and Kiskd, 2008; Grinstead, 2009).

Dulezité je také mechanické cCisténi, kde je zapotiebi dbat zvySené opatrnosti, nebot

miiZze dojit k poSkozeni povrchu, a to v ptipad€, kdy byl tento proces pouzit nespravné.
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Vzniklé vrypy a trhliny, které jsou nasledkem castého a neptiméfeného mechanického ¢isténi,
jsou naopak velmi vhodné k uchyceni mikrobialnich bun¢k (Grinstead, 2009).

Chemické Cistici prostfedky jsou vyrabény tak, aby je bylo mozno pouzit za urcitych
podminek, konkrétné v zavislosti na tom, jaky povrch a od jakych latek je potfeba ocistit.
Naptiklad, povrchové aktivni latky jsou vhodné k ¢isténi povrchu s vysokym obsahem tuku.
Mnoho takovych prosttedkti obsahuje také latky zasadité. Ty zabranuji opétovnému ulpivani
odstranované latky. V pripad¢€, Ze je povrch znecistén minerdlnimi latkami, mizeme pouzit
kyseliny. Dalsimi dtlezitymi slozkami v Cisticich prostiedcich, které se pouzivaji k eliminaci
bakteridlnich  biofilmd, jsou napfiklad chelatacni ¢inidla, jako je EDTA
(etylendiamintetraoctova kyselina), rozpoustédla, fosfaty, inhibitory koroze, oxida¢ni ¢inidla
(Jako je naptiklad chlor), enzymy (proteazy, ¢i enzymy hydrolyzujici polysacharidy) a dalsi
(Chmielewski and Frank, 2003; Grinstead, 2009; Parkan et al., 2004; Zottola and Sasahara,
1994).

Stejné¢ jako doba plisobeni, mechanické cisténi ¢i pouzity Ccistici prostiedek, je
Kk eliminaci bakterialniho biofilmu dulezita i vhodné zvolena teplota. Optimalni teplota je
navic Casto ovlivnéna povahou Cisticiho prostfedku, ktery ma byt k ¢iSténi pouzit. Tekavé
slozky, jako je chlor nebo rozpoustédla mohou pii ptili§ vysokych teplotach zpisobovat
potize a enzymy, které byvaji v Cisticich prostiedcich také obsazeny, mohou byt inaktivovany.
Vysoka teplota také ovliviiuje korozi kovovych materiali a zplisobuje zhorSeni vlastnosti

plastovych ¢i pryzovych povrchi (Grinstead, 2009).

1.4.2 Ovlivnéni tvorby biofilmu arkobakteru

Jak jiz bylo uvedeno, nékteré druhy rodu Arcobacter jsou schopny tvorby biofilmu. To
také doklada spousta studii, které se touto problematikou zabyvaji (Ferreira et al., 2013;
Chmielewski et al., 2013). Tvorbu biofilmu bakterii, v€etné arkobaktert, lze ov§em ovlivnit
mnohymi zpisoby, jako je napiiklad teplota a doba inkubace, prostiedi, druh pouzité Zivné
pudy ¢i rizné antimikrobialni a dezinfekéni latky (Duarte et al., 2015; Kjeldgaard et al.,
2009).

Piedmétem studie, kterou se zabyvali Kjeldgaard et al. (2009), bylo pozorovani
tvorby biofilmu Arcobacter butzleri v teplotnim rozmezi 5 — 37 °C. Bylo zjisténo, Ze
S rostouci teplotou a dobou inkubace se tvorba biofilmu vyrazné zvySuje. DalSim faktorem,
ktery byl v této studii pozorovan, bylo ovlivnéni tvorby biofilmu pouzitou Zivnou pudou.

Zjistili totiz, ze biofilm bakterie Arcobacter butzleri se daleko 1épe tvofil v zivném médiu tzv.
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al., 2009).
Ovlivnéni rastu arkobakter a jejich schopnosti tvorby biofilmu lIze nejen jiz vyse
zminénymi zpusoby, ale také piirodnimi latkami, jako jsou naptiklad bylinky, kofeni,

esencialni oleje, extrakty apod. (Irkin et al., 2011).

1.4.2.1 Ovlivnéni ristu a tvorby biofilmu arkobaktert prirodnimi laitkami

Kofeni a bylinky jsou pouzivany po celém svété a jejich antimikrobidlni potencial byl
objeven jiz ve Starovéku. Proto byla jejich antimikrobidlni ucinnost proti rtiznym
mikroorganismiim pfezkoumana, a to na zakladé mnohych studii a experimenti (Cowan,
1999).

Na zakladé studie z roku 2009 byla prokazana inhibice biofilmu bakterie Listeria
monocytogenes, a to ptirodnimi extrakty vybranych druhii bylin a kofeni. Po pouziti sedmi
z 15 extrakti bylo pozorovano sniZeni tvorby biofilmu az o 50 % (Sandasi et al., 2009).
Jinym piikladem miZe byt studie, ktera se zabyvala eliminaci zubniho biofilmu bakterie
Streptococcus mutans, pasobenim extraku tropické rostliny Salvadora perska (Salvadora
persica) (Al-Sohaibani and Murugan, 2012).

Doposud bylo publikovano nékolik studii, které popisuji antimikrobialni vliv 1écivych
piirodnich latek a kofeni na bakteric rodu Arcobacter. Jednou takovou studii se zabyvali
Cervenka et al., (2006), kterd byla zaméfena na druhy A. butzleri, A. cryaerophilus
a A. skirrowii. Mezi testovanymi ptirodnimi latkami byly napiiklad skofice, $alvéj, rozmaryn,
Cesnek, zazvor ¢i hiebicek, a to ve formé alkoholovych extrakti (chloroform, methanol).
Pomoci diskové difizni metody bylo zjisténo, ze vSechny testované extrakty maji v razné

mife schopnost inhibovat riist téchto bakterii (Cervenka et al., 20086).

Hiebi¢ek vonny (Eugenia aromaticum)

Hiebi¢ek vonny, ktery mizeme vidét na Obr. 8, je pupenem tropického stromu

hiebi¢kovce vonného (Eugenia aromaticum) (Charles, 2013).
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Obr. 8 Hrebic¢ek vonny (Eugenia aromaticum) (www.webozdravi.cz)

Hiebickovec vonny je stalezeleny, az 15 metr vysoky strom, ktery ptiivodné pochazi
z jihovychodni Asie (Moluky, Indonésie). OvSem dnes je hojné péstovan po celém svéte,
zejména v Indonésii, Zanzibaru, Madagaskaru, Filipinach nebo v Brazilii (Charles, 2013).

Hlavnimi slozkami hitebicku jsou esencialni oleje (silice), lipidy, vitaminy, proteiny,
sacharidy, flavonoidy, fenolové kyseliny a triterpeny (Geng et al., 2007; Charles, 2013;
Steglich et al., 2000). Nejvice zastoupenym esencialnim olejem v hiebi¢ku je eugenol (85 %),
jehoz chemicka struktura je znazornéna na Obr. 9 (Burt, 2004; Charles 2013).

CH30 VZ

HO

Obr. 9 Chemicka struktura eugenolu (Burt, 2004)

Jedné se o prirodni latku, ktera je ¢asto pouzivana pro lécbu chronickych ¢i akutnich
gastritid, prijmid nebo nadymani. Pro své baktericidni a sedativni ucinky se eugenol vyuziva
také v zubnim 1ékafstvi a pii zanétech Ustni dutiny a krku (Burt, 2004; Geng et al., 2007;
Charles 2013). Obecné se esencialni oleje, extrahované se susenych poupat hiebi¢ku, lokalné
pouZzivaji kuleveni od bolesti svali, pro podporu hojeni ran, pii revmatismu ¢i pfi

osteoporoze (Chaieb et al., 2007; Charles 2013).
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Obecné ma hrebiek také antiseptické, anestetické, protinddorové a antioxidacni
ucinky. Také bylo zjisténo, ze extrakt z hiebiCku muze piasobit antistresové (Geng et al.,
2007; Charles 2013).

Hiebicek si nasel uplatnéni nejen v 1ékarstvi a I€kdrnictvi, ale pro své silné aromatické
vlastnosti, Stiplavost, sladkost a palivost také Vv potravinaiském prumyslu, kde slouzi jako
dochucovadlo a oblibené kofeni. S jeho dal§im vyuzitim se setkavame také v kosmetice

a parfumerii (Geng et al., 2007).

Badyan (lllicium verum)

Badyan (hvézdicovy anyz, ¢insky anyz) je plodem stromu badyaniku pravého (lllicium
verum), coz je stalezeleny strom, dorustajici vysky az 12 metr (Charles, 20013). Pivodem
badyan pochazi z jiznich a jihozapadnich provincii Ciny a Severniho Vietnamu, oviem
v dnesni dobé je Siroce péstovan také ve Spandlsku, Francii, Italii nebo Maroku (Charles
2013; Wang et al., 2011).

Samotné plody badyanu svym tvarem piipominaji osmicipé hvézdy, kde se v kazdém

z téchto cipti ukryva hnédé, lesklé seminko (Obr. 10) (Charles, 2013; Wang et al., 2011).

Obr. 10 Badyan (lllicium verum) (www.daryodprirody.cz)

Hlavnimi slozkami badyanu jsou mineralni latky, katechiny, proantokyanidin
a esencialni oleje (5 — 9 %), které jsou V nejvétsi mife obsazeny predev§im v oplodi
a seminkach (Charles, 2015). Hlavni slozkou téchto esencialnich oleju je trans-(E)-anetol
(95 %), ktery je hlavnim divodem antimikrobialni a antimykotické aktivity badyanu.
Loupana semena navic obsahuji asi 55 % mastnych kyselin, véetn¢ kyseliny olejové, linolové,

myristové a stearové (De et al., 2002; IFIS, 2009).
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Badyan se vyznacuje nejen jiz zminénou antimikrobidlni aktivitou, ale plsobi také
proti nadymani, bolestem bricha a prijmim. Jeho aktivni slozky maji Siroké farmakologické
pusobeni, a to zejména antioxidacni, sedativni, analgetické¢ a protinadorové (Charles, 2015;
Kanatt et al., 2014). Dale bylo prokazano, ze zvykani plodi badyanu usnadiuje vykaslavani,
zbavuje hlenu a uvolnuje tak dychaci cesty. I z téchto divodi je Castou soucasti siruptl
a pastilek proti bolestem v krku a kasli (Charles, 2015).

Podobné jako hiebicek, si i badyan, pro svou aromatickou viini a nasladlou chut, nasel
uplatnéni v potravinaiském prumyslu, kde slouzi predev§im jako koteni (Charles, 2013).
Badyanové oleje se soblibou pouzivaji jako aromatickd dochucovadla u cukraiskych

vyrobku, tabaku, likéru ¢i riznych farmaceutickych piipravku (De et al., 2002; IFIS, 2009).

v ry

Muskatovy ofisek (Myristica fragrans)

Muskatovnik vonny je stalezeleny, az 20 metri vysoky strom ptvodem pochazejici
z Indonésie, ovSem V dneSni dob¢ je hojné péstovan také Vv jizni Indii, na Sri Lance, Sumatie
nebo v Malajsii. Samotny muskatovy ofisek, znamy piedev§im jako kofeni, je vysuSené
semeno plodu jiz zminéného stromu. Cerveny duZnaty plod a zarovei obal ofisku, je v Susené
podobé znamy jako kotfeni muskatovy kvét. Muskatovy ofisek je Sedavy a asi 3 cm v priméru
velky ovalny ttvar S charakteristickym vras¢itym povrchem, jak je patrné z Obr. 11 (Charles,
2015).

Obr. 11 Muskatovy ofisek (Myristica fragrans) (www.rehabilitace.info)

Muskatovy ofiSek se vyznaCuje nejen svou nasladlou, citrusovou a pronikavou
ofechovou vini, ale predev§im hotkosladkou a pikantni chuti, pfipominajici chut jiz

zminéného hiebicku vonného (Charles, 2015).
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Hlavnimi slozkami muskatového ofisSku jsou ptfedevsim esencialni oleje, etherické
extrakty, Skrob, glukdza, fruktdza, sachardza, bilkoviny a vlaknina. Esencialni oleje, které
jsou jednou znejvice zastoupenych slozek, obsahuji organické slouceniny, jako jsou
a-pineny, B-pineny ¢i myristicin. Dale tato semena obsahuji az 75 % mastnych olejd,
znamych jako muskatové maslo (Charles, 2015).

Vytazky a esencialni oleje z muskatového ofiSku se vyznacuji Sirokou Skalou
I¢karskych uéinki. Pisobi proti nadymani, bolestem bticha, zalude¢nim kie¢im, nevolnostem,
zvraceni €1 prijmim. Dale tlumi horecky, astma a maji protinddorové a antioxidacni G€inky
(Duan et al. 2009, Charles, 2015). Muskatovy ofiSek ma také antimikrobialni, antibakterialni
a protizanétlivé ucinky, a proto se vyuziva K uleveni od bolesti u artritid ¢i pti revmatismu
(Charles, 2015, Lee and Park, 2011). Dale bylo prokazano, ze extrakt z muskatového ofisku
vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu proti bakterii Streptococcus mutans, coz je Ustni patogen
zpusobujici vznik zubnich kazi (Chung et al., 2006). Dilezitou vlastnosti muskatového
ofiSku, a to pfedev§im z divodu pfitomnosti jiz zminéného myristicinu, jsou navykové

a halucinogenni Géinky pfi jeho nadmérné konzumaci (Charles, 2015).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material a metody

2.1.1 Chemikalie
Agar6za

Ethanol 96%
Methanol 99,96%
Dimethylsulfoxid 98%
Octan sodny p.a.

2.1.2 Reagencie a primery pro PCR
Chlorid hotec¢naty 25 mmol/I
10x PCR pufr

dNTP mix

DNA Taq polymeraza

(Top-Bio, Ceska republika)
(Lach—ner, Ceska republika)
(Lach-ner, Ceska republika)
(Penta, Ceska republika)

(Sigma—Aldrich, Némecko)

(TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
(TaKaRa Biomedicals, Japonsko)
(TaKaRa Biomedicals, Japonsko)

(TaKaRa Biomedicals, Japonsko)

Ethidium bromid monoazid
DNA Marker 200-1500 bp
PCR voda

PCR vkladaci pufr

(Top-Bio, Ceska republika)
(Top-Bio, Ceska republika)
(Top-Bio, Ceska republika)
(Top-Bio, Ceska republika)

Primery pro PCR

cadF-F (1251K1)
cadF-R (1251K2)
ciaB—F (1251K3)
ciaB-R (1251K4)
Cj1349-F (1251K5)
j1349-R (1251K6)
irgA—F (1251K7)
irgA-R (1251K8)
hecA-F (1251K9)
hecA-R (1251L0)
hecB-F (1251L.1)
hecB-R (1251L2)

(Generi biotech, Ceska republika)

5-TTA CTC CTA CAC CGT AGT-3"

5-AAA CTATGC TAA CGC TGG TT-3’

5'-TGG GCA GAT GTG GAT AGA GCT TGG A-3’
5-TAG TGC TGG TCG TCC CAC ATA AAG-3’
5-CCA GAA ATC ACT GGC TTT TGA G-3’
5'-GGG CAT AAG TTA GAT GAG GTT CC-3’
5-TGC AGA GGA TAC TTG GAG CGT AACT-3’
5-GTA TAA CCC CAT TGA TGA GGA GCA-3’
5-GTG GAA GTA CAA CGA TAG CAG GCT C-3’
5-GTC TGT TTT AGT TGC TCT GCA CTC-3’
5-CTA AAC TCT ACA AAT CGT GC-3’

5-CTT TTG AGT GTT GAC CTC-3’



mviN-F (1251L3) 5'-TGC ACT TGT TGC AAA ACG GTG-3"

mViN-R (1251L4) 5'-TGC TGA TGG AGC TTT TAC GCA AGC-3’
pldA—F (1251L5) 5'-TTG ACG AGA CAA TAA GTG CAG C-3’
pldA-R (1251L6) 5'-CGT CTT TAT CTT TGC TTT CAG GGA-3’
tlyA—F (1251L7) 5'-CAA AGT CGA AAC AAA GCG ACT G-3
tlyA-R (1251L8) 5'-TCC ACC AGT GCT ACT TCC TAT A-3’

10x TE pufr (Tris—EDTA)
SloZeni: 0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 mi

1 M Tris-HCI (pH 8,0) 100 ml
Roztoky byly smiseny s 880 ml destilované vody.

10x TBE pufr (Tris-Bordt-EDTA)

Slozeni: H,NC(CH,0H)3 108 g
0,5 M EDTA (pH 8,0) 40 mi
kyselina borita 55¢

Navazka 108 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu byla smisena s 55 g kyseliny borité, 40 ml

kyseliny ethylendiamintetraoctové a 960 ml destilované vody.

Ix TBE pufr (Tris—Bordat—EDTA)
Slozeni: 10x TBE pufr 100 ml

destilovana voda 900 ml

10x TBE pufr byl natedén 900 ml destilované vody.

2.1.3 Pracovni roztoky
Fyziologicky roztok
Slozeni: chlorid sodny 850

Navazka 8,5 g chloridu sodného byla rozpusténa v 1000 ml destilované vody a roztok byl

autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

20% Dimethylsulfoxid
Slozeni: DMSO 98% 8 ml
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8 ml DMSO (98%) bylo smiseno s 42 ml sterilni destilované vody.

Sterilni destilovana voda

SloZeni: destilovana voda 450 ml

Destilovana voda byla autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut.

Krystalova violet’ (HiMedia, Indie)
Slozeni: krystalova violet’ 29
Stavelan amonny 0,849
ethanol 20 ml
destilovana voda 80 ml

2% agarozovy gel s ethidium bromidem

Slozeni: agaroza 1649
1x TBE pufr 80 mi
ethidium bromid 4 ul

Agaréza byla za tepla rozpusténa v 1x TBE pufru a po ochlazeni byly ke vzniklé smési

piidany 4 pl ethidium bromidu.

2% agarézovy gel s GelRed™

SloZeni: agaroza 1649
1x TBE pufr 80 ml
GelRed ™ (Biotium, USA) 4ul

Agardza byla za tepla rozpusténa v 1x TBE pufru a po ochlazeni byly ke vzniklé smési

pridany 4 pl GelRed™.

1% agarozovy gel s ethidium bromidem

Slozeni: agaroza 1,29
1x TBE pufr 80 ml
ethidium bromid 4 ul

Agaroza byla za tepla rozpusténa v 1x TBE pufru a po ochlazeni byly ke vzniklé smési

pridany 4 pl ethidium bromidu.
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2.1.4 Pevna a tekuta kultivaéni média

TSA agar (HiMedia, India)
Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l

sbjovy pepton 549/l

chlorid sodny 54/

agar 15 g/l

pH (25 °C)=7,3+0,2

Navazka 40 g praskové smési byla smisena s 1000 ml destilované vody a vznikly roztok byl

autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut.

BHI bujon (HiMedia, Indie)
Slozeni: teleci mozkova infuze 12,5 g/l (z 200g/1)
hovézi srdcova infuze 59/l (z 250 g/l)
proteosovy pepton 10 g/l
chlorid sodny 54/
hydrogenfosfore¢nan disodny 2,5 g/l
dextroza 29/l

pH (25 °C)=7,4+ 0,2

Navazka 37 g praskové smési byla smisena s 1000 ml destilované vody a vznikly roztok byl

autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut.

2.1.5 Pomiicky a potieby

Bézné laboratorni gumove, kovové, sklenéné a plastové pomicky

Kahan

Filtracni papir

Mikrozkumavky (BioTech, Ceska rebublika)

Sterilni zkumavky (Meus, Itélie)

Mikropipety automatické (Discovery, Némecko)

Mikropipety automatické (Eppendorf, Némecko)

Mikropipety automatické (Thermo Scientific, Spojené staty
americké)

Mikropipety automatické (Biohit, Némecko)
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SPL mikrotitraéni desticky 32096

(96 jamkové s plochym dnem, polystyrenové, sterilni)

2.1.6 Pristroje
Analytické vahy KERN 440-43

Laboratorni ptedvazky Mark ES 1001
Autoklav PS 20A
Autoklav Sterilab

Biologicky termostat BT120M

Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104.2
BACMED 6iG2

Digestoft laboratorni

Elektroforeticka vana OWL EASYCAST BI1A
Elektroforeticky zdroj EC-250-90

Chladnicka a mraznicka RK 6201BW
Chladnicka ZRA 40100 WA

Mikrovinna trouba

Laminarni box Hotte MSC 9 standard
McFarland densitometr

Termoblok SBH 130 DC

Termocykler (Biometra)

UV dekontaminacni box UVC/T-AR

UV transuminator Viber Lourmot

Vortex

Tiepacka IKA® Vortex MS 3 Digital
Mini centrifuga MPW15

Mini tiepacka IKA® MS 1
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(SPL Live Sciences, Korea)

(Kern, Némecko)

(BEL, Itélie)

(BMT, Ceska republika)
(BMT, Ceska republika)

(Laboratorni ptistroje Praha, Ceska
republika)

(BMT, Ceska republika)
(Aspiag, Ceska republika)
(Merci, Ceska republika)
(Sigma, Spojené staty americké)
(Sigma, Spojené staty americké)
(Gorenje, Slovinsko)

(Zanussi, Ceské republika)

(LG, Korea)

(Jouan, Francie)

(Laboserv, Ceska republika)
(Stuart®™, Velka Britanie)
(BioTech, Ceska republika)
(Biosan, Litva)

(Chemos, Ceska republika)
(BioTech, Ceska republika)

(Merci, Ceské republika)
(MPW, Ceska republika)

(Sigma-Aldrich, Ceska republika)



2.2 Pouzité bakterialni kmeny

K detekci virulencnich faktori a pro sledovani tvorby biofilmu a jeho ovlivnéni
ptirodnimi extrakty byly pouzity referen¢ni a sbirkové kmeny rodu Arcobacter. Tyto pouzité
bakterialni kmeny pochézely ze Sbirky mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku
(CCUG), Sbirky mikroorganismi Univerzity Gent v Belgii (LMG), Ceské sbirky
mikroorganismiit Masarykovy univerzity v Brné (CCM) a Interni sbirky mikroorganismi
Univerzity Pardubice (UPa). Jako srovnavaci kmeny byly pouzity Cronobacter sakazakii
CCM 3461, Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953. Piehled vsech

bakterialnich kmenti pouzitych v této studii je uveden v Tab. 2.

Tab. 2 Piehled bakterialnich kment pouzitych ve studii

Bakterialni druh Kmenové oznaceni

A. butzleri LMG 10828; CCUG 30484; UPa 2012/3; UPa 2012/4; UPa 2013/3; UPa 2013/4; UPa
2013/5; UPa 2013/7; UPa 2013/8; UPa 2013/10; UPa 2013/11; UPa 2013/15; UPa
2013/18; UPa 2013/19; UPa 2013/20; UPa 2013/21; UPa 2013/22; UPa 2013/24; UPa
2013/25; UPa 2013/26; UPa 2013/27; UPa 2013/30; UPa 2013/31; UPa 2013/32; UPa
2013/33; UPa 2013/36; UPa 2013/37; UPa 2013/38; UPa 2013/39; UPa 2013/40; UPa
2013/41; UPa 2013/42; UPa 2013/43; UPa 2013/44; UPa 2013/45; UPa 2013/46; UPa
2013/47; UPa 2013/48; UPa 2013/49; UPa 2014/28; UPa 2014/51; UPa 2014/54; UPa
2014/57; UPa 2015/1; UPa 2015/2; UPa 2015/5; UPa 2015/6; UPa 2015/7; UPa
2015/9; UPa 2015/11; UPa 2015/12; UPa 2015/13; UPa 2015/14; UPa 2015/15; UPa
2015/16; UPa 2015/18; UPa 2015/19; UPa 2015/20

A. cryaerophilus CCM 7050; CCM 3934; UPa 2012/1; UPa 2012/2; UPa 2013/1; UPa 2013/6; UPa
2013/12; UPa 2013/13; UPa 2013/14; UPa 2013/16; UPa 2013/17; UPa 2013/28; UPa
2013/29; UPa 2013/35; UPa 2014/58; UPa 2014/58a; UPa 2014/58d; UPa 2014/59

A. skirrowii LMG 6621
A. defluvii LMG 25694
A. thereius LMG 24488
A. lanthieri LMG 28517
C. sakazakii CCM 3461
E. coli CCM 3953
St. aureus CCM 3954

Pozn.: A. — Arcobacter; C. — Cronobacter; E. — Escherichia; St. — Staphylococcus; UPa — Interni sbirka
mikroorganismii Univerzity Pardubice; LMG — Sbirka mikroorganismii Univerzity Gent v Belgii; CCM — Ceskd
sbirka mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné; CCUG — Sbirka mikroorganismii Univerzity Géteborg ve
Svédsku
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Bakterialni kmeny rodu Arcobacter a dale bakterie Cronobacter sakazakii CCM 3461,
Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953 byly uchovavany v lednicce
pii 4 °C na TSA agarovém médiu. AvSak pro dlouhodobé uchovavani téchto kultur byly
zaockovany do BHI bujonu a uchovavany pii 30 °C vtakto tekutém prostiedi. Pred
samotnym testovanim byly kultury pireockovany na TSA agar a kultivovany 48 hodin pfi

30 °C.

2.3 Priprava prirodnich extrakti s antimikrobidlnim tGéinkem

Ovlivnéni tvorby biofilmu u vybranych kmenii arkobaktert a kontrolnich bakterialnich
kmenti Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953 bylo ovéfeno
v piipadé tii ptipravenych extraktii v laboratornich podminkach. Z jednotlivych matric byly
piipraveny extrakty, které byly nasledné testovany jako potencidlni Cinidla pro ovlivnéni
tvorby biofilmu. Informace, které se tykaji matric pro extrakci, véetné dané specifikace,

shrnuje Tab. 3.

Tab. 3 Prehled pouzitych matric k piipravé extrakti

Cesky nazev Botanicky nazev Vyrobce

Hiebicek vonny Eugenia aromaticum Avokado, Ceska republika
Badyan Ilicium verum Avokado, Ceska republika
Muskatovy ofisek Myristica fragrans Vitana, Ceska republika

2.3.1 Priprava extrakt z vybranych druha koreni

Testované druhy kofeni, tedy hiebicek vonny, badyan a muskatovy ofiSek, byly
nejprve rozmélnény v tfeci misce, homogenizovany, navazeny na laboratornich vahach
a smiseny s patfiénym mnozstvim 99,96% methanolu (Tab. 4). Louhovani v alobalem
piikryté kadince probihalo po dobu 4 dni v temnu za laboratorni teploty. Po uplynuti této
doby byly extrakty zfiltrovany ptes filtraéni papir, nality na Petriho misky (@ 12 cm) a
vlozeny do termostatu vyhiatého na 37 °C. Po odpaieni rozpoustédla byl vysuseny extrakt
rozpustén v 20% DMSO tak, aby vysledna koncentrace extraktu ¢inila 100 mg/ml. Takto
pfipravené extrakty byly pfed samotnym pouzitim znovu zfiltrovany. V pribéhu trvani

experimentu byla pravideln¢ ovéfovana mikrobidlni Cistota extraktl kultivacn€ na TSA agaru.

Tab. 4 Piehled pouzitych navazek matric a objemii extrakéniho ¢inidla pro extrakci

Nazev Navazka Objem methanolu (99, 96%0)
Hiebicek vonny 30¢g 60 ml

Badyan 49,6 ¢ 100 ml

Muskatovy ofisek 69,6 g 100 ml
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2.4 Detekce virulen¢nich faktori bakterii rodu Arcobacter pomoci mPCR
Pro detekci a identifikaci genti kodujicich virulenéni faktory vybranych kment rodu

Arcobacter byla vyuzita metoda multiplex PCR. Pichled testovanych bakterii je uveden

v kapitole 2.2 Pouzité bakterialni kmeny. Vychozi podminky pro mPCR byly nastaveny dle

dostupné literatury, avSak nékteré kroky ¢i parametry bylo nutné optimalizovat.

2.4.1 Priprava lyzata testovanych bakterii
Do mikrozkumavek bylo napipetovano 200 pul 10x TE pufru, ktery byl nasledné

zaockovan nékolika koloniemi testovan¢ho bakteridlniho kmene. Dale byly zkumavky
vortexovany a lyzovany suchym teplem pii 110 °C po dobu 15 minut. Po ochlazeni byly

vzorky opét vortexovany, a tim pripraveny k dalSimu pouZiti.

2.4.2 Priprava reakénich mPCR smési

Pro detekci a identifikaci genti kodujicich virulenéni faktory arkobakterti byla nutna
piiprava celkem tii riznych sad mPCR smési (1, 2, 3), vzhledem k tomu, Ze neni mozna
detekce vSech faktora virulence nardz v rdmci jednoho experimentu. Kazda z téchto smési,
piipravovanych v UV dekontamina¢nim boxu, obsahovala reagencie a primery, jejichz nazvy
korespondovaly s nazvy jednotlivych virulen¢nich faktoru. V Tab. 5 je uveden pichled
sloZeni a také pipetovanych objemt jednotlivych komponent pro zminéné smési, vztazené na
jeden vzorek. Pomoci téchto PCR smési byla provedena analyza faktord virulence v piipadé

vSech bakteridlnich kmena zahrnutych do této diplomové prace.

Tab. 5 Slozeni PCR smési (1, 2, 3) pro jeden vzorek (celkovy objem 25 ul)

Reagencie a primery Smés 1 Smés 2 Smés 3
PCR voda 16,1 pl 16,05 pl 16,05 pl
MgCl, 3l 3ul 3ul
10x PCR pufr 2,5 ul 2,5ul 2,5l
dNTP mix 2 ul 2 ul 2 ul
ciaB—F 0,025 pl - -
ciaB-R 0,025 pl - -
Cj1349—F 0,025 pul _ _
Cj1349-R 0,025 pl - -
hecA—F - 0,025 ul _
hecA—R - 0,025 ul _
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Tab. 5 — Pokrac¢ovani Slozeni PCR smési (1, 2, 3) pro jeden vzorek (celkovy objem 25 pl)

Reagencie a primery Smés 1 Smés 2 Smés 3
irgA_F — 0,025 pl -
irgA-R - 0,025 ul -
pldA—F - 0,025 ul -
pldA-R - 0,025 pl _
hecB—F - - 0,025 pl
hecB—R - - 0,025 pl
tlyA—F - - 0,025 pul
tlyA-R - - 0,025 pl
mviN—F - - 0,025 pul
mviN-R - - 0,025 pl
Taq polymeraza 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul
buné&eny lyzat 1ul 1ul 1ul

Takto vzniklé smési o celkovém objemu 25 ul byly nasledné pro kazdy testovany

bakterialni kmen vlozeny do termocykleru s teplotnim programem popsanym nize.

Teplotni program termocykleru

uvodni denatrurace 95 °C; 4 minuty

denaturace 95 °C; 30 sekund

annealing 56 °C; 45 sekund 30 cykla
polymerace 72 °C; 45 sekund

zavéreéna syntéza DNA 72 °C; 5 minut

2.4.3 Separace a vizualizace PCR produktii

Vzniklé PCR produkty byly separovany elektroforézou v 2% agar6zovém gelu, ktery byl
ptipraven kratkym povatenim 1,6 g agardzy s 80 ml 1x TBE pufru. Po ochlazeni a nasledném
pridani 4 pl ethidium bromidu byl pfipraveny gel nalit do elektroforetické vany s hiebinky
a ponechan ztuhnout (30 minut). Nasledné byl gel zalit 1x TBE pufrem, slouzicim jako
elektrolyt. Pfed samotnym davkovanim do gelu bylo vzdy 10 pl PCR produktu promichano
s 5 ul vkladaciho pufiu. Do jedné z pozic bylo také davkovano 5 pl DNA markeru o velikosti
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produkttt 200 — 1500 bp. Po probéhnuti elektroforézy (90 minut, 100 V) byla provedena
vizualizace pomoci UV transluminatoru pfi vinové délce 300 nm a ziskané zdznamy byly
zpracovany pomoci softwaru Bio—Capt. V ramci kazdé PCR reakce byla zahrnuta i pozitivni
kontrola (Arcobacter butzleri LMG 10828) a negativni kontrola (Cronobacter sakazakii CCM
3461).

2.4.4 Optimalizované kroky PCR reakce

Pro detekci geni kodujicich virulenéni faktory arkobakteri byla zakladem studie
Whiteduck-Léveillée et al. (2016), ovSsem u nékterych z dil¢ich krokd byla nutna dalsi
optimalizace. Optimalizovanymi kroky byl pfedev$im spravny pomér objemu mPCR smési
vS. lyzatu, teplotni program termocykleru a vhodné sloZeni agar6zového gelu.

Optimalizace byla provedena v ptipadé kmene Arcobacter butzleri LMG 10828, ktery
byl vzdy pouZivan jako pozitivni kontrola vzhledem k tomu, Ze je zndmo, Ze u tohoto kmene

jsou v genomu piitomny vSechny z Vv této praci sledovanych gent.

2.4.4.1 Optimalizace poméru objemu MPCR smési vs. bunééného lyzatu
V rédmci optimalizace bylo testovano, zda je pomér PCR smési a lyzatu, stanoveny dle
odborné literatury a predeslych studii, vhodny pro tento experiment. Byl testovan pomér 23 pl

PCR smési a 2 pl bunééného lyzatu a dale pomér 24 ul PCR smésia 1 pl lyzatu.

2.4.4.2 Optimalizace teplotniho programu termocykleru
Pro optimalizaci teplotniho programu termocykleru u kazdé ze tii testovanych smeési

byla provedena gradientova PCR tak, aby bylo mozné uréit, ktera ze sledovanych teplot
annealingu je optimalni pro detekci geni kodujicich virulen¢ni faktory arkobaktert.
Gradientovy teplotni program termocykleru pro zjisténi vhodné teploty annealingu je popsan

nize.

Gradientovy teplotni program termocykleru — optimalizace annealing teploty

uvodni denatrurace 95 °C; 4 minuty

denaturace 95 °C; 30 sekund

annealing 51 - 62 °C; 45 sekund 30 cykla
polymerace 72 °C; 45 sekund

zavérecna syntéza DNA 72 °C; 5 minut

63



2.4.4.3 Optimalizace sloZeni agarozového gelu

Pro spravnou separaci a vizualizaci vzniklych mPCR produktt byla nutna optimalizace
ptipravy agar6zového gelu. Pro testovani byl pfipraven agarézovy gel (1,5% a 2%) smisenim
vhodného mnozstvi agardzy a 1x TBE pufru. Dale bylo optimalizovano barveni gelu, a to

s vyuzitim ethidium bormidu, ¢i GelRedu.

2.5 Testovani tvorby biofilmu arkobakteri v pritomnosti extrakta
Z prirodnich latek

Pro detekci a kvantifikaci tvorby biofilmu a jeho ovlivnéni ptirodnimi extrakty byla
u vybranych druhii arkobakterti a bakterii Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus

aureus CCM 3953 pouzita modifikovana Christensenova metoda Vv mikrotitracnich
destickach.

2.5.1 Priprava bakterialni suspenze

Z Cerstvé nakultivované bakterialni kultury piislusného kmene byla ptipravena
bakterialni suspenze. 2 ml fyziologického roztoku byly inokulovany ptislusnym kmenem tak,
aby vznikla suspenze o denzité¢ 0,5 McFarlandovy zékalové stupnice (108 CFU/ml). Skutecna
denzita takto pripravené bakterialni suspenze byla vzdy kultivaéné ovéfena na povrchu TSA
agaru. Po nasledné kultivaci (24 h, 30 °C) byly spoc¢itany kolonie, jejichz pocet byl v fadu

stovek.

2.5.2 Priprava koncentracni rady testovanych extraktu
Z jiz ptipravenych extrakti o koncentraci 100 mg/ml byla dvojkovym fedénim

piipravena koncentra¢ni fada v rozmezi 20 — 0,0195 mg/ml, a to v BHI bujénu.

2.5.3 Christensenova metoda pro detekci biofilmu arkobakteri

Modifikovanou Christensenovou metodou v mikrotitraénich desti¢kach byla sledovana
tvorba biofilmu a jeji ovlivnéni ptirodnimi extrakty u arkobaktert. Jednalo se o kmeny
Arcobacter butzleri LMG 10828, Arcobacter butzleri CCUG 30484, Arcobacter butzleri UPa
2013/8, Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13, Arcobacter skirrowii LMG 6621, Arcobacter
cryaerophilus CCM 7050, Arcobacter defluvii LMG 25694, Arcobacter thereius LMG 24488
a Arcobacter lanthieri LMG 28517. Dale byly v ramci experimentu hodnoceny také bakterie
Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953, a to jako srovnavaci

kmeny.
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Vlastni postup

Do ptislusnych jamek plastové mikrotitracni desticky o 96 jamkach s plochym dnem
bylo pipetovano po 90 ul BHI bujéonu a po 90 ul testovaného ptirodniho extraktu o
koncentraci v rozmezi 20 — 0,0195 mg/ml. Poté bylo do vSech jamek desticky pipetovano
10 pl bakterialni suspenze testovaného kmene 0 bun&éné denzité 108 CFU/ml (0,5 stupeti
McFarlanda). Schéma rozlozeni jednotlivych pozic testovanych koncentraci extraktu do

mikrotitra¢ni desticky znazoriuje Obr. 12.
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90 ul BHI bujonu + 10 pl bakterialni 90 pl extraktu o pfislusné koncentraci
suspenze (0,0195 — 20 mg/ml) + 10 pl bakterialni
suspenze

Obr. 12 Schéma rozloZeni jednotlivych pozic testovanych koncentraci extraktu do mikrotitraéni desticky

Takto ptipravend mikrotitratni desticka uzaviena vickem byla néasledné kultivovana
V plastovém sacku po dobu 24 hodin pii 30 °C za aerobnich podminek. Vzdy pifed a po
kultivaci byla desti¢ka spektrofotometricky proméfena pii 595 nm (Asgs). Po kultivaci
a méfeni byla nasledné mikrotitraéni destiCka promyta sterilni destilovanou vodou (3x)
a suSena (35 °C, 30 min). Fixace vytvofené¢ho biofilmu byla provedena pipetovanim 100 pl
roztoku octanu sodného (2%, 15 min, 25 °C) do kazdé pozice. Dale byl vytvofeny biofilm
barven 100 pl krystalové violeti (15 min, 25 °C). Po obarveni byla mikrotitra¢ni desticka opét
promyta (5 — 7x) a suSena (35 °C, 30 min). Nasledné bylo do kazdé jamky pipetovano 200 pl
96% ethanolu (5 min vortexovano), a poté bylo z kazdé jamky pipetovano 100 pul do nové

mikrotitracni desticky. Na zavér bylo provedeno spektrofotometrické proméfeni absorbance
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zbarveného roztoku krystalové violeti pti vinové délce 595 nm (Asgs), coz je hodnota, ktera
odpovidd mnozstvi vytvorené¢ho biofilmu.

Dale byla pripravena negativni kontrola, a to pipetovanim 100 pl BHI bujonu do
kazdé zjamek mikrotitracni desticky. Naméfend hodnota tohoto nezaockovaného média
(Asgs = 0,1119) dale slouzila pro vypocet tvorby ¢istého biofilmu u vybranych bakterialnich
kment. Stejnym zpisobem byly prométeny jednotlivé koncentrace pro Cisté extrakty, a takto
ziskané hodnoty byly stejné jako v ptipadé negativni kontroly pouzity pro zminény vypocet.

V réamci mikrotitraéni destiCky bylo provedeno vzdy celkem osm opakovani pro
vSechny experimentalni podminky. K hodnoceni vysledki tvorby biofilmu bylo pro jednotlivé
koncentrace extraktli stanoveno tzv. ,,cut of score™ (v ptipad¢ této studie se jedna o prirtistek

absorbance vlivem pfitomnosti daného testovaného extraktu), viz Tab. 6.

Tab. 6 Vycet extraktt/koncentraci a jejich ,,cut of score*

X 0,020 0,039 0,078 0,156 0,313 0,625 1,125 2,5 5 10 20

Ases” | 0,126 0,130 0,124 0,131 0,131 0,129 0,133 0,136 0,141 0,139 0,176
Asgs 0,014 0,018 0,012 0,019 0,019 0,017 0,021 0,024 0,029 0,027 0,064
Ases” 0,113 0,116 0,117 0,128 0,129 0,125 0,122 0,120 0,123 0,134 0,213
Asogs 0,001 0,004 0,005 0,017 0,018 0,013 0,011 0,008 0,011 0,022 0,101
Asos” 0,124 0,129 0,130 0,130 0,131 0,136 0,132 0,134 0,132 0,141 0,267
Asogs 0,012 0,017 0,018 0,019 0,020 0,024 0,020 0,022 0,020 0,029 0,155

Pozn.: “median naméfenych absorbanci pro extrakt z hiebicku v pritomnosti BHI bujénu; ° medidn naméfenych absorbanci
pro extrakt z badydnu V pritomnosti BHI bujonu; © median namérenych absorbanci pro extrakt z muskdtového oFisku
vV pritomnosti BHI bujonu; X — koncentrace daného extraktu v mg/ml; A595* — hodnota absorbance cistého extraktu po
odecteni hodnoty negativni kontroly (Asgs = 0,112).

Za biofilm pozitivni byly oznaceny kmeny, jejichZ Asgs > Asos hi bujonu @ jako biofilm
negativni byly oznaCeny kmeny, jejichz Asgs < as95, BHI bujonu. Naméfené hodnoty byly
statisticky hodnoceny, a to pomoci programu Excel 2010 MS Office (Microsoft, USA) a
Statistica 12 (StatSoft, USA). Extrémni hodnoty byly testovany Deanovym-Dixonovym
testem a piipadné odlehlé hodnoty byly s pravdépodobnosti 95 % vylou€eny. Ze zbylych
hodnot byl ur€en medidn a smérodatna odchylka (StDev). Smérodatné odchylky jsou patrné z
Obr. 20 - 30 a Priloh 1 - 11. Byl zde uvazovan i mozny zdroj chyb, ¢imzZ je napft. vliv
nedostate¢ného vymyti barviva, ¢i vliv slozek ptitomného extraktu, coz vede k ndrstim

namétenych absorbanci. Stejné tak byly vylouceny vysoké hodnoty absorbanci v porovnani s

ostatnimi naméfenymi hodnotami.
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Virulen¢ni faktory Arcobacter spp.

V ramci této diplomové prace bylo testovano celkem 76 kmenti arkobakteri na
ptitomnost gend, kddujicich virulencni faktory téchto bakterii. Jednalo se o kmeny izolované
z klinickych materiali, vod a potravin rizného pivodu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
kmen Arcobacter butzleri LMG 10828, jako negativni kontrola byla pouzita bakterie
Cronobacter sakazakii CCM 3461. Pichled vsech testovanych kment je uveden v Tab. 7.

Cilovymi detekovanymi geny byly cj1349 (659 bp, protein majici schopnost vazat
fibronektin), hecA (537 bp, filamentarni hemaglutinin), hecB (528 bp, protein aktivujici
hemolyzin), tlyA (230 bp, hemolyzin), pldA (293 bp, fosfolipaza), mviN (294 bp, integralni
membranovy protein), ciaB (284 bp, Campylobacter invazivni antigen B) a irgA (437 bp,
vnéj$i membranovy protein).

Pro testovani byla vyuzita metoda multiplexni polymerazova fetézova reakce (MPCR),
vyvinuta a popsana autory Whiteduck-Léveillée et al. (2016). Vzhledem k tomu, ze metoda
v nasich podminkach neposkytovala zcela spravnou detekci jednotlivych gent a separaci PCR

produktt, byla nutnd dalsi optimalizace.

3.1.1 Optimalizace MPCR pro detekci virulen¢nich faktori arkobaktert
Optimalizace multiplex PCR spocivala v nalezeni spravného poméru objemu mPCR
smési VS. buné¢ného lyzatu, zjisténi optimalniho teplotniho programu termocykleru
a Vv nalezeni vhodného slozeni agarazového gelu pro separaci PCR produktt.
Vysledky zjisténi optimalniho poméru reakéni mPCR smési a bunécného lyzatu
znazoriuji Obr. 13 — 15. Dale obrazky znazornuji zjisténi optimalni teploty pro proces

annealingu, ¢ehoz bylo docileno pomoci gradientové PCR.
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284 bp (ciaB) —> el Y p— e, K293bp(pldA)

— s S e i - SE <— 437 bp (irgA)
659 bp (cj1349) —> <— 537 bp (hecA)

M 1 2 3 4 66 7TM 1 2 3 4 6 06 7

Obr. 13 Gradientova mPCR pro rod Arcobacter (Arcobacter butzleri LMG 10828; mPCR smés 1 vlevo; mPCR
smés 2 vpravo)

1-53°C;2-54°C;3-55°C; 4—56 °C; 5-57 °C; 6 —58 °C; 7—59 °C; M — DNA marker 200 — 1500 bp
Reakcni roztok obsahoval 24 ul mPCR smési a 1 ul bunécného lyzatu

Na elektroforetickém zaznamu multiplex PCR pro reakéni smés 1 (Obr. 13) jsou
patrné odezvy pii vSech sledovanych teplotach kromé teplot 53 °C a 54 °C, kde jsou oproti
ostatnim teplotam patrné slabsi odezvy u genu cj1349 (659 bp). Na stejném obrazku
elektroforetického zaznamu pro smés 2 je patrna slabsi odezva u genu hecA (537 bp), a to pro
teploty 53 °C a 58 °C. U teploty 59 °C tento produkt zcela chybi.

P 230 bp (tlyA)

T —— v o— —— ::::::: <— 294 bp (mviN)

e, <— 528 bp (hecB)

M12 3 4567M12 3 4567

Obr. 14 Gradientova mPCR pro rod Arcobacter (Arcobacter butzleri LMG 10828) a vliv sloZeni reakéni smési
(mPCR smés 3)
1-53°C;2-54°C;3-55°C;4-56 °C;5-57°C; 658 °C; 759 °C; M — DNA marker 200 — 1500 bp.

23ul PCR smési + 2ul bunécného lyzatu (vievo) vs. 24ul PCR smési + 1 ul bunécného lyzatu (vpravo)

Jak je znazornéno v pravé Casti Obr. 14, u reakéni smési 3 byla pfii teplotach
58 °C — 59 °C zaznamenana oproti ostatnim testovanym teplotdm taktéz velice slaba odezva.
Na zakladé vyse uvedenych vysledkd, byla za vhodnou teplotu annealingu vybrana jednotna
teplota 56 °C, a to pro vSechny analyzy. Tato teplota byla zvolena také autory Whiteduck-

Léveillée et al. (2016), dle jejichz studie byl experiment sestaven. Lze tedy konstatovat, ze na
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zaklad¢é nami provedené optimalizace teplotniho programu termocykleru byly dodrzeny stejné
teplotni podminky, jako ve své studii uvadeji zminéni autofi.

Vysledky optimalizace poméru objemu reakéni smési vs. bunécného lyzatu znazornuje
taktéz Obr. 14. Z elektroforetického zaznamu je patrné, Ze pii pouziti 23 ul smési a 2 pl
lyzatu byla na gelu zaznamenana pouze velmi slaba odezva pro dané teploty. Proto byla
piipravena také varianta 24 pl smési a 1 pl lyzatu, ktera se u vSech smési (1, 2, 3) ukazala byt
vhodnou pro dalsi testovani.

Dulezitym krokem optimalizace bylo vhodné slozeni agar6zového gelu
(2%, 1,5%) a jeho zpuisob barveni, a to bud’ ethidium bormidem ¢i GelRedem. Vysledky jsou
uvedeny na ptikladu testovani PCR smési 3. Z Obr. 15 je patrné, Ze pro dalsi experimenty byl
zvolen 2% agar6zovy gel barveny ethidium bormidem, kde oproti 2% gelu barveném
GelRedem (Obr. 16) doslo k viditelné separaci danych produkta. Pfi pouziti 1,5%
agardézového gelu doslo k separaci pouze DNA markeru (zaznam neni v praci uveden).
Vsechny uvedené agar6zové gely byly elektroforeticky separovany za jednotnych podminek
90 minut p#i napéti 100 V. Postup ptipravy téchto gelt je uveden v kapitole 2.1.3 Pracovni
roztoky.

—
—_—

Obr. 15 Gradientovi mPCR pro rod Arcobacter (Arcobacter butzleri LMG 10828; mPCR smés 2),
2% agarozovy gel barveny ethidium bromidem

1-53°C;2-54°C;3-55°C; 4-56 °C;5-57 °C; 6 —58 °C; 7—59 °C; M — DNA marker 200 — 1500 bp
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Obr. 16 Gradientova mPCR pro rod Arcobacter (Arcobacter butzleri LMG 10828; mPCR smés 2), 2%
agar6zovy gel barveny GelRedem

1-53°C;2-54°C;3-55°C; 4-56 °C;5-57 °C; 6 —58 °C; 7—59 °C; M — DNA marker 200 — 1500 bp

3.1.2 Detekce virulenénich faktora bakterii rodu Arcobacter optimalizovanou
metodou

Metoda multiplexni polymerazové ftetézové reakce vyvinuta autory Whiteduck-
Léveillée et al. (2016), byla aplikovana na detekci virulentné asociovanych genti bakterii rodu
Arcobacter. Vychozi podminky, které byly pifevzaty z diivéjsi studie, byly dale
optimalizovany, viz Kapitola 3.1.1 Optimalizace mPCR pro detekci virulencnich faktori
arkobakteri. 'V ramci této diplomové prace bylo na pfitomnost virulen¢nich faktort
molekularné biologickou metodou otestovano celkem 57 kmenti Arcobacter butzleri, 18
kment Arcobacter cryaerophilus a 1 kmen Arcobacter skirrowii.

Priklady vysledkt elektroforetickych zdznamG pro mPCR smés 1 — 3, které jsou

viditelné na Obr. 17 — 19, znazorfiuji zpusob detekce virulen¢nich faktorti vybranych

testovanych kment arkobaktert.

T L - W - o— ——— 284bp(ciaB)

Obr. 17 Elektroforeticky zaznam mPCR pro detekci virulen¢nich faktort arkobakteri, (MPCR smés 1)

1 — Ab. UPa 2013/38; 2 — Ab. UPa 2013/39; 3 — Ab. UPa 2013/40; 4 — Ab. UPa 2013/41; 5 — Ab. UPa 2013/42;
6 — Ab. UPa 2013/43; 7 — Ab. UPa 2013/44; 8 — 2013/45; 9 — Ab. UPa 2013/46; 10 — Ab. UPa 2013/47;
11 — Ab. UPa 2013/48; 12 — Ab. UPa 2013/49; PK — pozitivni kontrola (Arcobacter butzleri LMG 10828);
NK — negativni kontrola (Cronobacter sakazakii CCM 3461); M — DNA marker 200 — 1500 bp
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293 bp (pldA)
437 bp (irgA)
537 bp (hecA)

Obr. 18 Elektroforeticky zaznam mPCR pro detekci virulenénich faktort arkobakterti, (NPCR smés 2)

1 — Ab. UPa 2013/38; 2 — Ab. UPa 2013/39; 3 — Ab. UPa 2013/40; 4 — Ab. UPa 2013/41; 5 — Ab. UPa 2013/42;
6 — Ab. UPa 2013/43; 7 — Ab. UPa 2013/44; 8 — 2013/45; 9 — Ab. UPa 2013/46; 10 — Ab. UPa 2013/47;
11 — Ab. UPa 2013/48; 12 — Ab. UPa 2013/49; PK — pozitivni kontrola (Arcobacter butzleri LMG 10828);
NK — negativni kontrola (Cronobacter sakazakii CCM 3461); M — DNA marker 200 — 1500 bp

230 bp (tlyA)
294 bp (mviN)
528 bp (hecB)

FPK PK NK M

Obr. 19 Elektroforeticky zaznam mPCR pro detekci virulenénich faktort arkobakteri, (NPCR smés 3)

1 — Ab. UPa 2013/38; 2 — Ab. UPa 2013/39; 3 — Ab. UPa 2013/40; 4 — Ab. UPa 2013/41; 5 — Ab. UPa 2013/42;
6 — Ab. UPa 2013/43; 7 — Ab. UPa 2013/44; 8 — 2013/45; 9 — Ab. UPa 2013/46; 10 — Ab. UPa 2013/47;
11 — Ab. UPa 2013/48; 12 — Ab. UPa 2013/49; PK — pozitivni kontrola (Arcobacter butzleri LMG 10828);
NK — negativni kontrola (Cronobacter sakazakii CCM 3461); M — DNA marker 200 — 1500 bp

Takovymto zpisobem byly vyhodnoceny elektroforetické zaznamy vSech 76

testovanych kmenu arkobakterti. Celkovy piehled vysledku je uveden v Tab. 7.
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Tab. 7 Detekce virulenénich faktord Arcobacter spp. molekularné-biologickou mPCR reakci — piehled vysledkt

Geny virulence
Arcobacter spp. Kmenové oznaceni

ciaB ¢j1349 pldA  irgA  hecA tlyA mviN  hecB

A. butzleri LMG 108287
CCUG 30484
UPa 2012/3"
UPa 2012/4®
UPa 2013/3°
UPa 2013/4 B
UPa 2013/5X
UPa 2013/78
UPa 2013/8*
UPa 2013/10
UPa 2013/11%
UPa 2013/15”
UPa 2013/18°
UPa 2013/19®
UPa 2013/20°
UPa 2013/215
UPa 2013/22°8
UPa 2013/23°
UPa 2013/248
UPa 2013/25°
UPa 2013/26°
UPa 2013/30°
UPa 2013/31°8
UPa 2013/32°
UPa 2013/33°
UPa 2013/36"
UPa 2013/374
UPa 2013/38%
UPa 2013/39”
UPa 2013/40°
UPa 2013/41°8
UPa 2013/42°
UPa 2013/43°
UPa 2013/448
UPa 2013/45"
UPa 2013/46"
UPa 2013/474
UPa 2013/48"
UPa 2013/49”
UPa 2014/518
UPa 2014/548
UPa 2014/57°
UPa 2015/18
UPa 2015/28
UPa 2015/5*
UPa 2015/6%
UPa 2015/78
UPa 2015/98
UPa 2015/11°8
UPa 2015/12°8
UPa 2015/13°
UPa 2015/148
UPa 2015/15°
UPa 2015/16°
UPa 2015/18°
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Tab. 7 — Pokrac¢ovani Detekce virulenénich faktorti Arcobacter spp. molekularné-biologickou mPCR reakei —

prehled vysledka
Geny virulence
Arcobacter spp. Kmenové oznaceni
ciaB ¢j1349 pldA  irgA  hecA tlyA mviN  hecB

A. butzleri UPa 2015/19° + + + _ _ + + +
UPa 2015/20° + + + - + + + _

A. cryaerophilus CCM 3934 + - — — — + —
CCM 7050 + _ - - _ _ + _
UPa 2012/1" + _ _ _ _ + + _
UPa 2012/2" + _ _ _ _ + + _
UPa 2013/18 + _ _ _ _ + + _
UPa 2013/12" + _ _ _ _ " + _
UPa 2013/13* + - + - - + + _
UPa 2013/14* + - — _ _ _ + _
UPa 2013/16" + - — _ _ _ + _
UPa 2013/17® + - _ _ _ _ + _
UPa 2013/28"® + - _ _ _ + _
UPa 2013/29° + - - - — _ + _
UPa 2013/35" + — + _ _ _ + _
UPa 2014/58° - - - - _ _ - _
UPa 2014/58a® + - - - _ + _
UPa 2014/58d® + _ _ _ _ _ + _
UPa 2014/59° + - - - _ + _ _

A. skirrowii LMG 6621 + + — _ + - + +

C. sakazakii CCM 3461N¢ - - - _ _ _ _ _

Pozn.: UPa — interni sbirka mikroorganismii Univerzity Pardubice; LMG — Shirka mikroorganismii Univerzity

Gent v Belgii; CCM — Ceskd sbirka mikroorganismii Masarykovy univerzity v Brné; CCUG — Shirka
mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku,; kmen pozitivni na pritomnost virulencniho faktoru (+); kmen

negativni na pritomnost virulencniho faktoru (=); * vzorek izolovany z vody; ® vzorek izolovany z potravin;
¢ klinicky izolat; PK — pozitivni kontrola; NK — negativni kontrola; A. — Arcobacter; C. — Cronobacter

Optimalizovanou metodou mMPCR pro detekci virulentné asociovanych gent
arkobaktert bylo otestovano celkem 76 kment téchto bakterii. Z celkového poctu bylo 56
kmenti Arcobacter butzleri, 18 kmenu Arcobacter cryaerophilus a 1 kmen Arcobacter
skirrowii. Pozitivni kontrola Arcobacter butzleri LMG 10828 byla zvolena na zakladé studii
autord Douidah et al. (2011) a Tabatabaei et al. (2014) z divodu, Ze tento kmen ma
prokazany vyskyt vSech testovanych genli ve svém genomu, a je tedy vhodnym kmenem pro
optimalizaci a zhodnoceni spravného pritb¢hu reakce.

Na zakladé¢ vysledki, které shrnuje Tab. 7 lze fici, Ze zcelkového poctu
76  testovanych kmend byl u 96,1 % kmend detekovan gen ciaB,
u 71,1 % gen cj1349, u76,1 % gen pldA, ull,8 % gen irgA, u 26,3 % gen hecA,
u 82,9 % gen tlyA, u94,7 % gen mviN a u 26,3 % testovanych kmeni byl detekovan gen

hecB. Vsechny tyto uvedené geny jsou prokazanymi virulencnimi faktory u téchto bakterii.
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Zjisténi, ze geny ciaB a mviN byly detekovany u nejvyssiho poctu kmenti potvrzuje
také studie, kterou se zabyvali autofi Tabatabaei et al. (2014). Ti publikovali, ze u vSech
testovanych kmen A. butzleri (113) byly tyto geny detekovany. Vysoké procentudlni
zastoupeni téchto genti prokazali také u kment A. cryaerophilus, coz se shoduje s vyse
uvedenymi vysledky diplomové prace, tj. z celkového poctu 18 testovanych kmeni tohoto
druhu byl gen ciaB detekovan u 16 kmeni (88,9 %) a u 15 kmend gen mviN
(83,3 %). Naopak u zadného z kmenii zminéného rodu nebyly detekovany geny ¢j1349, pldA,
irgA a hecA. Gen tlyA, ktery byl zde prokazan u 38,9 % kment, byl ve studii autort
Tabatabaei et al. (2014) detekovan u 37,5 % kment, coz také potvrzuje spravnost zde

uvadénych vysledki.

A4

ve studii autor Douidah et al. (2011), coz tedy potvrzuje shodu mezi nasimi a diive
publikovanymi vysledky.

Jedinym kmenem druhu A. skirrowii byl na pfitomnost virulentné asociovanych genti
testovan kmen A. skirrowii LMG 6621. Vysledky ziskané u tohoto kmene jsou taktéz uvedeny
Vv tabulce vySe. Mezi detekovanymi geny byly ciaB, ¢j1349, hecA a mviN, tedy geny, které
mély nejvyssi prevalenci v genomech vSech testovanych arkobaktert v ramcei této prace. Dale
byl u tohoto kmene detekovan gen hecB, ktery byl v ramci celé studie detekovan jen u 26,3 %
kment. Jelikoz se jednd o jediny testovany kmen tohoto rodu, neni zde mozné statistické
zhodnoceni.

Z vysledkt diplomové prace dale vyplyva, ze pouze u Ctyf z celkového poctu 76
testovanych kment, tedy u 5,2 %, bylo detekovano vSech 8 virulentné asociovanych gend.
Jednalo se o zastupce druhu Arcobacter butzleri, a to kmeny A. butzleri UPa 2013/5, A.
butzleri UPa 2013/36, A. butzleri UPa 2013/40 a A. butzleri UPa 2015/5. Tomuto zjisténi se
ptiklangji vysledky studii autori Douidah et al. (2011) a Tabatabaei et al. (2014), kde
z testovanych druhi arkobakteri byla pouze v piipadé druhu A. butzleri detekovana
pfitomnost vSech testovanych gent. Naopak, ani jeden z virulentné asociovanych genti nebyl
v ramci diplomové prace detekovan u kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2014/58, coz
tedy predstavuje pouhé 1,3 % ze vSech testovanych kmend.

Z hlediska puvodu vzorku bylo z celkového poctu 71 testovanych kment arkobakterd,
patficich do interni sbirky Univerzity Pardubice, izolovano celkem 22 kmenl z vodniho
prostiedi, 45 kmenli z potravin riizného plvodu a 4 kmeny byly izolovany z klinickych

materiald. U kment izolovanych z vodniho prostiedi byly ve 100 % ptipadi detekovany geny
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u kment izolovanych z potravin byly s nejvy$$im procentudlnim zastoupenim detekovany
geny ciaB (93,3 %) a mviN (91,1 %), naopak u nejméné kment byl detekovan gen irgA
(6,7 %). U vsech kmenl pochazejicich z klinickych materiald byly detekovany geny ciaB,
j1349, pldA, tlyA a mviN, u 50 % piipadt geny hecA a hecB a u 25 % gen irgA. Na zaklad¢é
uvedenych vysledk ov§em nelze jednoznacné fici, Ze puvod testovanych kmend ma vliv na
uvedené vysledky.

Vlivem plvodu vzorkll na druhu a mnozstvi detekovanych virulentné asociovanych
gentl arkobaktrt se ve své studii zabyvali také autofi Douidah et al. (2011). Z dtivodu vyssiho
celkového pocétu kment zafazenych ve studii (182 kment A. butzleri, 99 kmend
A. cryaerophilus a 38 kmend A. skirrowii), sledovali také druhovou zavislost ziskanych
vysledkt na ptuvodu vzorki. Napiiklad zjistili, ze v ptipadé druhu A. butzleri byl gen hecB ve
vysoké mife detekovan jak u kment izolovanych z dobytka, tak také z lidskych izolatu.
V piipadé druhu A. cryaerophilus byl gen hecB detekovan Castéji u kment z lidskych izolatu,
na rozdil od izolatd pochazejicich z dobytka, prasat a drtibeze, kde byl tento gen detekovan
minimalnge.

Nekteré virulentné asociované geny arkobaktert, jejichz detekce byla mimo jiné
pifedmétem této diplomové prace, byly s jistou podobnosti nalezeny také v genomu jinych
bakterialnich druht, jak uvadéji mnohé odborné studie (Kalendar, 2007; Konkel et al., 1999;
Inoue, 2008). Naptiklad homolog genu c¢j1349 byl detekovan s vice nez 60% podobnosti
u bakterii Campylobacter fetus subsp. fetus a Campylobacter curvus (Konkel et al., 2005;
Monteville et al., 2003). Homology gend ciaB, mviN a tlyA byly detekovany u bakterie
Campylobacter jejuni, coz dokazuje studie autorti Miller et al. (2007).

Dale gen mviN byl ve studii autord Inoue et al. (2008) detekovan s podobnosti 53 %
také u bakterie Escherichia coli. Jini autofi, jako napfiklad Istivan et al. (2006) u této bakterie
detekovali homolog genu pldA, ktery byl vramci diplomové prace detekovany u 76 %
testovanych arkobakterd.

Na zaklad¢ vysledki, kterych bylo v této praci dosazeno, lze tedy fici, Ze geny, které
zde byly detekovany s nejvyssim procentualnim zastoupenim (ciaB, ¢j1349, mviN, tlyA, pldA)
byly v ramci odbornych studii detekovany nejen u bakterii rodu Arcobacter, ale pfitomnost
homologli téchto genli byla zjiSténa také u taxonomicky piibuznych kampylobakterl, c¢i

dal§ich Gram-negativnich bakterii.
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3.2 Testovani tvorby biofilmu arkobakteru v pritomnosti extrakta
Z prirodnich latek

Tato diplomova prace se dale zabyvala testovanim schopnosti tvorby biofilmu
Arcobacter spp. V ptitomnosti ptirodnich extrakti. Pro testovani bylo vybrano celkem 9
kmenu téchto bakterii. Tyto kmeny byly vybrany vzhledem k jejich vyssi tvorbé biofilmu
v prostredi 1 bez pfitomnosti pfirodnich extraktd, a to jak na zakladé¢ provedenych
experimentti, tak také z dostupné literatury. Dale byly pro porovnani biofilmové aktivity
vybrany bakterie Staphyloccocus aureus CCM 3953 a Escherichia coli CCM 3954. Piehled
v§ech pouzitych kment bakterii rodu Arcobacter vybranych pro zminéné testovani je uveden
nize. Metodou vhodnou pro testovani schopnosti tvorby biofilmu a jeho ovlivnéni byla

zvolena Christensenova metoda v mikrotitra¢nich desti¢kach.

Arcobacter thereius LMG 24488 Arcobacter butzleri LMG 10828
Arcobacter lanthieri LMG 28517 Arcobacter butzleri CCUG 30484
Arcobacter defluvii LMG 25694 Arcobacter cryaerophilus CCM 7050
Arcobacter skirrowii LMG 6621 Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13

Arcobacter butzleri UPa 2013/8

Pro testovani byly zvoleny extrakty z vybranych druhti kofeni, a to z hiebicku,
badyanu a muskatového ofisku. Tato kotfeni byla zvolena na zdklad¢ dostupnych odbornych
studii, jejichz pfedmétem byla pravé jejich antibakteridlni u¢innost. Postup piipravy téchto
extrakti a dalSi potfebné informace viz kapitola 2.3 Priprava prirodnich extrakti

S antimikrobialnim ucinkem.

3.2.1 Vysledky testovani schopnosti tvorby biofilmu u Arcobacter spp. a jejiho
ovlivnéni extrakty z hirebicku, badyanu a muSkatového ofiSku

Christensenovou metodou Vv mikrotitraénich desti¢kach byla u 9 kment testovana
schopnost tvorby biofilmu a moznost jejiho ovlivnéni extrakty z hiebicku, badyanu a
muskatového ofisku. Jednotlivd namétena data jsou souhrnné uvedena v tabulkach (viz
kapitola 6 Prilohy). Grafické znazornéni zavislosti naméfenych hodnot absorbanci, které
koresponduji s mnozstvim vytvofeného biofilmu testovanych kmeni na jednotlivych
koncentracich daného extraktu, zobrazuji Obr. 20 — 30. Z hlediska piehlednosti jsou vysledky

prezentovany dle jednotlivych testovanych kmend.
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Tvorba biofilmu Arcobacter thereius LMG 24488
Na Obr. 20 jsou uvedeny vysledky tvorby biofilmu u kmene A. thereius LMG 24488

Vv ptitomnosti jednotlivych extraktu.

0,160 - A = 0,160 - B

0,140 - £ 0,140

0,120 3 w0120 €

0,100 W 0,100

0,080 - 2 0,080 -

0,060 - & 0,060 -

00D & 0,040

EE:E 7 ; EEEE .

T S
o o o o o P B\ 8 \Qz‘kﬁgﬁ‘h o o G QB N N gﬁb@ﬁ‘\ﬁ\?@

Koncentrace exiraliu (mg/'ml) Eoncentrace extraltu (mg'ml) ’

0,160 C

0,140

0,120 —t .

0,100

0,080

0,060

0,040

0,02

0,000

B o o8 4% b ah b D D P
AR A L A SN N T e
Foar et ot e o A A e af b

Koncentrace extralan (mg'ml)

Obr. 20 Tvorba biofilmu kmene A. thereius LMG 24488 v ptitomnosti piirodnich extraktt
A — extrakt z hiebicku;, B — extrakt z badydnu, C — extrakt z muskdtového orisku; cervend linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Jak je z obrazku vyse patrné, naméfena hodnota absorbance v nulovém bodé osy X,
tedy hodnota korespondujici s mnozstvim vytvofeného neovlivnéného biofilmu, se u tohoto
kmene pohybuje okolo hodnoty Asgs = 0,120. Jedna se tedy o hodnotu mirné nad ¢ervenou
linii, coZ potvrzuje, Ze je tento kmen biofilm pozitivni.

Trend dosazenych vysledkd je u kmene A. thereius LMG 24488, sohledem na
tolerovanou chybu méfeni, velmi podobny ve vSech piipadech testovanych extrakta.
V piipad¢ hiebickové extraktu (Obr. 20A) je patrny pokles tvorby biofilmu pod hodnotu
absorbance 0,112 jiz pii koncentraci extraktu 0,020 mg/ml. To tedy doklada, ze kmen neni
schopen tvorby biofilmu jiz pfi nejnizsi testované koncentraci tohoto extraktu. Dale z grafu na

Obr. 20A vyplyva, ze s koncentraci 20 mg/ml vyrazné klesa také veskera aktivita tohoto

kmene.
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Oproti tomu, z grafického znazornéni tvorby biofilmu v pfitomnosti extraktu
z badyanu je patrné (Obr. 20B), Ze kmen je schopen odolavat koncentracim tohoto extraktu
v rozmezi 0, 020 — 10 mg/ml, a tim tedy biofilm za danych podminek tvofit.

Pribéh grafického znazornéni tvorby biofilmu v ptitomnosti extraktu z muskatového

4%

ofisku (Obr. 20C) znazornuje, ze kmen A. thereius LMG 24488 tvoii biofilm pouze
Vv ptitomnosti dvou nejnizSich koncentraci. Dale je z grafu patrné, ze kmen jiz neni schopen
vy$$im koncentracim odolavat a biofilm tedy netvofi. Stejné jako v pfipadé extraktt
z hiebicku a badyanu, 1 zde je patrny rapidni pokles biofilmové aktivity u nejvyssi

z testovanych koncentraci.

Tvorba biofilmu Arcobacter lanthieri LMG 28517
Vysledky tvorby biofilmu u kmene A. lanthieri LMG 28517 v pfitomnost testovanych

extraktll znazornuje Obr. 21.
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Obr. 21 Tvorba biofilmu kmene A. lanthieri LMG 28517 v pfitomnosti ptirodnich extraktt
A — extrakt z hfebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového ofisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Stejn€¢ jako v predeslém piipadé se jednd o kmen schopny tvorby biofilmu, coz

doklada hodnota v bodé s nulovou koncentraci, ktera je opét vyssi nez hodnota, kterou
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znazornuje Cervena linie. Prub¢h grafu na Obr. 21A, kde je znazornéna zavislost tvorby
biofilmu tohoto kmene na koncentraci hiebickového extraktu, je velmi podobny trendu
dosazenych vysledkd u kmene A. thereius LMG 24488. Za povsimnuti ovSem stoji grafické
znazornéni biofilmové aktivity kmene A. lanthieri LMG 28517 v ptfitomnosti badyanového
extraktu (Obr. 21B). Zde je patrna masivni produkce biofilmu u koncentraci 0,020 — 0,078
mg/ml, coz naznacuje, Ze zvySena tvorba biofilmu je pravdépodobné Sokovou reakci kmene
na pritomnost daného extraktu. Dale mizeme z grafu vycist, ze S postupné zvysujici se
koncentraci extraktu dochazi k poklesu biofilmové aktivity az na hodnotu absorbance okolo
0,112. V ptipad¢ testovani extraktu z muskatového ofisku (Obr. 21C) dochazi k postupnému
klesani tvorby biofilmu jiz od poc¢ate¢ni hodnoty. Spole€nym znakem u vSech tfi testovanych
extraktll je opét vyznamny pokles biofilmové aktivity A. lanthieri LMG 28517 v bodé¢

S nejvyssi koncentraci.

Tvorba biofilmu Arcobacter defluvii LMG 25694
Dalsim z kment, ktery je v ramci tohoto experimentu testovan, je kmen Arcobacter

defluvii LMG 25694.

2 0.160 S 0,160 .
E 0,140 9 g o
;:{I."ﬂ wl—i—( il
2o G (0120 £
i 00U bt
={I{IE{I . \ £ 01001
e £ 0,080

0,040 g 0.0
'E 1 £ 0,040 -

ggag ] £ 0,020 -

— T T T T T T T T T 1 = 0,000 —
AT A A P = o
""‘ "’-’"" oF o oV P WP %ﬁﬂﬁﬂ?ﬁ Q?PQQ?:" q’:s’ﬁq?ﬁﬁﬁ hhuﬂ’\‘ o x"‘P ‘“Q\ @ @
Koncentrace extralau (me/ml) EKoncentrace extraltu (me ml;l-

< 0,160 C
£ 0140
o120 %
iz 0.100
20,00 -
& 0,060 -
£ 0,040 1
s 0,020
2 0,000

= n"?‘.' A5 -*\. P T T qj‘i
R R e
o ¥ ':n“:‘ o P B Y ’-“ o ~t~
Koncentrace extralan (mg'nal)

Obr. 22 Tvorba biofilmu kmene A. defluvii LMG 25694 v pifitomnosti pfirodnich extrakta
A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)
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Jak z Obr. 22 vyplyva, jedna se o kmen, jehoz biofilmova aktivita neni pfili§ vysoka.
V piipadé extraktu z hiebicku (Obr. 22A) se hodnoty pro jednotlivé koncentrace pohybuji
tésné nad urovni nulové linie. Pouze u koncentrace extraktu 20 mg/ml je zifejmy napadny
pokles mefené absorbance. U extraktu zbadyanu (Obr. 22B) neni patrny zasadni
vykyv grafického pribéhu naméfenych hodnot, ovsem pokles u nejvyssi koncentrace byl opét
zaznamenan. V piipadé¢ testovani extraktu z muskatového ofisku (Obr. 22C) bylo zjisténo, Ze
dany kmen neni schopen tvorby biofilmu jiz pfi koncentracich od 0,039 mg/ml, a lze také

komentovat velmi podobny graficky prubéh, stejné jako u dvou piedeslych extraktu.

Tvorba biofilmu Arcobacter skirrowii LMG 6621
Dale byl testovan kmen Arcobacter skirrowii LMG 6621, jehoZ vysledky biofilmové

aktivity zaznamenava Obr. 23.
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Obr. 23 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter skirrowii LMG 6621 v ptitomnosti pfirodnich extraktt

A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Naméfena hodnota absorbance neovlivnéného biofilmu se pohybuje Vv rozmezi

Asgs = 0,120 — 0,130, tedy v rozmezi nad stanovenou hranici biofilmové aktivity. V piipadé

80



extraktu z hiebicku (Obr. 23A) se hodnoty pohybuji v oblasti ¢ervené linie, a lze tedy
s ohledem na chybu méfeni konstatovat, ze tvorba biofilmu je v celém priubehu méteni takika
minimalni. V ptipadé¢ extraktu z muskatového ofisku je nejprve patrny mirny nardst
biofilmové aktivity, a to zfejm¢ v dusledku zptisobeného Soku, podobné jako v piipadé
badyanového extraktu u kmene A. lanthieri LMG 2851. Pot¢ se tvorba vytvofeného biofilmu

snizuje a S hodnotou koncentrace extraktu 20 mg/ml klesa az na hodnotu 0,064 mg/ml.

Tvorba biofilmu Arcobacter butzleri UPa 2013/8
Dale byly vramci diplomové prace testovany 3 kmeny druhu Arcobacter butzleri.
Jednim z nich byl kmen Arcobacter butzleri UPa 2013/8.
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Obr. 24 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8 v pfitomnosti pfirodnich extraktt
A — extrakt z hebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového ofisku; cervend linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Kmen A. butzleri UPa 2013/8, patfici do interni sbirky mikroorganismii Univerzity
Pardubice, byl jiZ na zakladé€ pfedeslych studii shledan jako velmi siln€ biofilm tvofici kmen.
Tento fakt doklada i velmi vysoka hodnota absorbance naméfena v bod¢ s nulovou

koncentraci extraktu (Asgs = 0,180 — 0,200), korespondujici s hodnotou c¢istého biofilmu.
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Z uvedeného divodu je pravdépodobna také vyssi biofilmova aktivita v ptitomnosti extrakti,
oproti ostatnim testovanym kmendm. Tento pifedpoklad doklada Obr. 24, kdy jsou v piipadé
extraktu z hiebicku (Obr. 24A) a badyanu (Obr. 24B) zaznamenany hodnoty nad trovni
vyobrazené Cervené linie, a to az do koncentrace extrakti 10 mg/ml. Hodnota koncentrace
20 mg/ml se zda byt s zivotaschopnosti bakterie, natoz s tvorbou biofilmu neslucitelna, stejné
jako u vSech doposud uvedenych kmenti arkobakterti. Biofilmovou aktivitu zminéného kmene
Vv ptitomnosti extraktu z muskatového ofiSku zaznamenava graf na Obr. 24C. Z grafu je
patrné, ze jiz v pritomnosti nejnizsi testované koncentrace neni kmen Arcobacter butzleri UPa
2013/8 tvorby biofilmu schopen, coZ znaéi vyraznégjsi vliv tohoto extraktu na dany kmen, nez

u piedeslych dvou extrakta.

Tvorba biofilmu Arcobacter butzleri LMG 10828
Druhym testovanym kmenem druhu A. butzleri byl Arcobacter butzleri LMG 10828.
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Obr. 25 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri LMG 10828 v ptitomnosti piirodnich extraktl
A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)
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Jedna se o kmen, ktery byl v minulosti pfedmétem mnoha odbornych studii, nejen
z diivodu ptitomnosti vSech domnélych virulen¢nich faktorl, ale také z hlediska biofilmové
aktivity. Naméfené hodnoty absorbanci neovlivnéného biofilmu tohoto kmene, tak také
hodnoty absorbanci ovlivnéné testovanymi piirodnimi extrakty znazoriuje Obr. 25.

Hodnota naméfené absorbance, vyjadiujici mnozstvi ¢istého biofilmu se pohybovala
V rozmezi Asgs = 0,120 — 0,130. Tato hodnota je ve srovnani s ostatnimi testovanymi kmeny
VvV této studii spiSe primérna, tj. ne tak vysokd, jak by se u tohoto kmene, na zaklade
ptedeslych odpornych studii, dalo ocekavat. Grafické znazornéni zavislosti namétenych
absorbanci na danych koncentracich extrakti je velmi podobné jak v ptipad¢ extraktu
z hiebicku (Obr. 25A), tak také v pripadé extraktu z badyanu (Obr. 25B). Jednotlivé body
takika kopiruji nulovou linii, coz zna¢i minimalni biofilmovou aktivitu tohoto kmene za

danych podminek. V pfipadé extraktu z muskatového ofisku (Obr. 25C) je tvorba jiz od

v w7

Tvorba biofilmu Arcobacter butzleri CCUG 30484
Poslednim z kmenti Arcobacter butzleri vybranym pro tento experiment byl kmen
Arcobacter butzleri CCUG 30484. Biofilmovou aktivitu tohoto kmene v pfitomnosti extraktt

z hiebicku, badyanu a muskatového ofiSku zaznamenava Obr. 26.
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Obr. 26 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter butzleri CCUG 30484 v ptitomnosti pfirodnich extraktt
A — extrakt z hrrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Trend dosazenych vysledkt je u vSech tfi testovanych extrakti velmi podobny.
V piipadé badyanového extraktu (Obr. 26B) vSak nejprve dochazi k mirnému nartstu
biofilmové aktivity, podobné jako u kmene A. butzleri UPa 2013/8. U vSech tfi testovanych

extrakt opét dochazi k vyraznému poklesu hodnot v bod¢ s nejvyssi testovanou koncentraci.

Tvorba biofilmu Arcobacter cryaerophilus CCM 7050

V ramci této diplomové prace byly déale na tvorbu a ovlivnéni biofilmu ptirodnimi
extrakty testovany dva kmeny druhu Arcobacter cryaerophilus. Jednim z nich byl kmen
A. cryaerophilus CCM 7050.
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Obr. 27 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 v ptitomnosti pfirodnich extraktt
A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Z Obr. 27 vyplyva, Ze hodnota neovlivnéného biofilmu naméfena u toho kmene je
V porovnani S ostatnimi kmeny o néco vyssi. Grafické zaznamy pro jednotlivé extrakty ovSem
nenaznacuji vyraznéjs$i zmény v dosavadnim trendu oproti ostatnim testovanym kmenam.
Z grafu na Obr. 27A, kde je znazornéna zavislost tvorby biofilmu tohoto kmene v pfitomnosti
hiebi¢kového extraktu, 1ze vycCist nejprve pokles naméfenych hodnot pod troven nulové linie
(Asgs = 0,1119). Poté je zgrafu patrny nahly narust biofilmové aktivity s hodnotou
absorbance 0,125 v bod¢ koncentrace 0,3125 mg/ml. Od tohoto bodu biofilmova aktivita
kmene A. cryaerophilus CCM 7050 opét klesa. V piipadé badyanového extraktu (Obr. 27B)
je patrny velmi podobny graficky prubéh, jako tomu nastava u kmene A. butzleri CCUG
30484
(Obr. 27B). Opét je zde viditelny nejprve mirny vzestup biofilmové aktivity, poté pokles
a nasledné kopirovani Cervené linie az na hodnotu absorbance 0,089 v bodé¢ koncentrace
20 mg/ml. Grafické znazornéni tvorby biofilmu kmene A. cryaerophilus CCM 7050
Vv pritomnosti extraktu z muskatového ofisku (Obr. 27C) se odehrava prakticky v celém

méfeném koncentraénim rozsahu pod ¢ervenou linii a k tvorbé biofilmu zde tedy nedochazi.
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Tvorba biofilmu Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13
Posledni kmen rodu Arcobacter, zatazeny pro testovani tvorby biofilmu v pfitomnosti

ptirodnich extraktd, byl kmen Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13.

3 0140, A 200 B

FEERE B

g 0120 01204 F—=—8

£ 0,100 1 00,100 1

] F

2 0,080 4 2 0,080 A

% 0,060 £ 0,060

-} I

£ 0,040 4 I 0,040 -

w (020 4 g 0.0z0

EI3:'}'3'3 — T T 1 T T T T T T EE:DGE\ L4 “Qﬁ 1
A H:Ql AR A o W q:'.l n:'.l R P oY o oAb w0 AT T e = W

o QB B N P 8 oY oF o o oF Y P W T
Koncentrace extraldu (mg/'ml) Eoncentrace extraliu {mg'ml)

< 0,140 -
5 0,120 4
;’5 0,100
& 0,080 -
£ 0,060 -
% 0,040 -
b

g 0,020 |
= 0,000

DA :
oo oy
b

T T S S
] o "!Io Al 'C.- = i '\d:‘ '\';F‘
oF SV P P WL o P

Eoncentrace extraldn (mg'l)

Obr. 28 Tvorba biofilmu kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13 v pfitomnosti pfirodnich extrakti
A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Zjisténa hodnota absorbance, odpovidajici Cistému biofilmu, se u tohoto kmene
pohybovala v rozmezi 0,110 — 0,130. Z divodu, Ze se nejedna o pfili§ vysokou hodnotu, ani
biofilmova aktivita v ptitomnosti pfirodnich extraktt neni vysoka. To doklada Obr. 28, ktery
zobrazuje zavislosti naméfenych absorbanci na danych koncentracich jednotlivych
testovanych extraktl.. Lze konstatovat, ze trend dosaZenych vysledkil pro badyanovy extrakt
(Obr. 28B) se opét velmi shoduje s trendem vysledkt nékterych predeslych kmentl, véetné A.
cryaerophilus CCM 7050.
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Tvorba biofilmu Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus aureus CCM 3953

Na zavér byly testovany dva srovnavaci kmeny, a to zastupce jak Gram-negativnich
bakterii Escherichia coli CCM 3954, tak také Gram-pozitivnich bakterii Staphyloccous
aureus CCM 3953.

Vysledky zjisténé biofilmové aktivity kmene Escherichia coli CCM 3954

V ptitomnosti testovanych extrakti znazoriuje Obr. 29.
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Obr. 29 Tvorba biofilmu kmene Escherichia coli CCM 3954 v ptitomnosti pfirodnich extraktt
A — extrakt z hrrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Z uvedeného grafu vyplyva, Zze hodnota absorbance v bodé s nulovou koncentraci
extraktu, odpovidajici vytvofenému ¢istému biofilmu této bakterie, je velmi blizka hodnotam
naméfenym u kmend Arcobacter spp. Stejné tak i trend dosazenych vysledki zavislosti
namétfenych absorbanci na koncentracich jednotlivych extraktt se pfiliS neli§Si od téch
ziskanych u arkobakterd. Z Obr. 29 lze dale vycist, Ze u zadné z testovanych koncentraci
daného extraktu nebyla zaznamenana vyrazna tvorba biofilmu. Naopak se hodnoty pohybuji

spise pod trovni limitni hodnoty absorbance neovlivnéného BHI bujonu, t.
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Asgs = 0,112. Zd4 se tedy, ze stejné jako u arkobakterli maji testované extrakty na kmen
Escherichia coli CCM 3954 takové Gc¢inky, které tvorbu biofilmu vyrazné€ potlacuji.
To se vSak neda fici o bakterialnim kmeni Staphylococcus aureus CCM 3953, jehoz

biofilmova aktivita v pfitomnosti testovanych extraktd je znazornéna na Obr. 30.
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Obr. 30 Tvorba biofilmu kmene Staphylococcus aureus CCM 3953 v piitomnosti ptirodnich extrakti
A — extrakt z hrrebicku; B — extrakt z badydnu; C — extrakt z muskdtového orisku; cervena linie — hodnota
absorbance BHI bujonu (Asgs = 0,112)

Ze vsech grafii na Obr. 30 je na prvni pohled patrné, ze se jedna o bakterii S vyraznou
schopnosti tvorby biofilmu. Hodnota naméiené absorbance odpovidajici mnozstvi
vytvofeného biofilmu se pifi nulové koncentraci extraktu pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,5, tedy
mnohonasobné vyse, nez v piipadé arkobakterli. Déle lze také komentovat odliSny graficky
trend vSech graft, oproti trendu, ktery byl sledovan u predeslych testovanych kmend.
V piipadé hiebickového extraktu (Obr. 30A) se hodnoty naméfenych absorbanci s rostouci
koncentraci extraktu stale snizuji a teprve od hodnoty koncentrace extraktu 10 mg/ml klesaji

pod uroven stanovené limitni hodnoty. V piipad¢ extraktu z badyanu a muskatového ofisku
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(Obr. 30B, C) je graficky prabéh sledovanych proménnych odlisny. Zgrafu na
poklesu biofilmové aktivity. Poté s koncentraci extraktu 0,078 mg/ml produkce biofilmu
kmene St. aureus CCM 3953 opét stoupa. Na rozdil od hiebickového extraktu, dochazi
K vyrazné  tvorbé  biofilmu  také pii  koncentraci  extraktu 10  mg/ml.
U posledniho z testovanych extraktd (Obr. 30C) dochazi k produkci biofilmu St. aureus
Vv celém koncentracnim rozsahu. Z popsanych vysledku tedy vyplyva, ze nejvyraznéjsi vliv na

vy

u extraktu z muskatového ofisku.

3.2.2 Zavéretné zhodnoceni vysledku detekce a kvantifikace biofilmu
arkobakteri v pritomnosti prirodnim extrakta

Tato diplomova prace se mimo jiné zabyvala detekci biofilmu bakterii rodu
Arcobacter a moznym ovlivnénim vytvofeného biofilmu pfirodnimi extrakty. Metodou
zvolenou pro zminéné testovani byla modifikovana Christensenova metoda v mikrotitracnich
destickach (Christensen et al., 1985).

Vysledky uvedené v Kapitole 3.2.1 Vysledky testovdani schopnosti tvorby biofilmu
u Arcobacter spp. a jeho ovlivneni extrakty z hrebicku, badyanu a muskatovéeho orisku
dokazuji, ze jsou tyto bakterie skute¢né schopné tvorby biofilmu, jak ve svych publikacich
uvadgéji autofi Ferreira et al. (2013), Kjeldgaard et al. (2009) a dalsi.

Obecné lze konstatovat, ze z deviti testovanych kment arkobakterti vykazoval
nejvyssi biofilmovou aktivitu kmen Arcobacter butzleri UPa 2013/8 s hodnotou naméiené
absorbance Asgs = 0,180 — 0,200, ktera odpovida mnozstvi biofilmu vytvoifeného bez
piitomnosti pfirodnich extraktd. Naopak u kmenu A. butzleri CCUG 30484
s hodnotami v praméru okolo Asgs = 0,120, coz je hodnota znatelné niz$i, nez v predeslém
pripadé.

U ostatnich Sesti testovanych kment arkobakterd, véetné kmene A. butzleri LMG
10828, byla namétena absorbance v rozmezi Asgs = 0,120 — 0,140. Tento kmen byl z hlediska
tvorby biofilmu také pfredmétem studie autorti Ferreira et al. (2013). Ti v ramci své studie,
taktéz s vyuzitim Christensenovy metody, detekovali naopak velmi vysokou biofilmovou
aktivitu, a to za nejrizngjSich testovanych podminek. Odlisnost vysledkti mohla byt

zpiisobena naptiklad druhem pouZitého Zivného média, kterym byl v nasi studii BHI bujon,
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oproti Mueller — Hinton bujonu pouzitém ve studii Ferreira et al. (2013). Dale mohou byt
rozdilné vysledky zptisobeny podminkami, za kterych byla mikrotitracni desti¢ka inkubovana.
V ramci naSeho experimentu inkubace probihala 24 hodin pii 30 °C, ov§em ve zminéné studii
byly podminky inkubace 48 hodin pti 37 °C. Je pravdépodobné, ze vSechny zminéné aspekty
mohly hrat v dosazenych vysledcich velkou roli, zejména pak podminky inkubace.

Za podminek stanovenych v tomto experimentu, tedy pfitomnost extrakti z hiebicku,
badyanu a muskatového ofisku, bylo dale testovano vSech devét kment arkobakterti a dva
srovnavaci kmeny Staphyloccocus aureus CCM 3953 a Escherichia coli CCM 3954.

Obecné¢ lze na zdklad¢ grafickych zdznaml naméfenych vysledkl, které jsou
znazornény na Obr. 20 — 30 konstatovat, ze vSechny testované extrakty vykazovaly velmi
podobny vliv na tvorbu biofilmu u vSech kment arkobaktert, tj. trend dosazenych vysledki je
ve vSech piipadech testovanych extraktt velmi podobny. Za povSimnuti stoji piedev§im
pokles biofilmové aktivity hluboko pod stanovenou limitni hranici pfi hodnoté koncentrace
extraktu 20 mg/ml, a to u vSech testovanych kmend.

Dale l1ze pozorovat také podobnost Vv trendu ziskanych vysledkd u jednotlivych kment
v ramci jednoho extraktu. Napiiklad v pfipadé badyanového extraktu je zejména u kment
A. butzleri UPa 2013/8, A. lanthieri LMG 28517 a A. butzleri CCUG 30484 zaznamenana
zvySena tvorba biofilmu u koncentraci 0,012 — 0,078 mg/ml. Bakterie tedy okamzZitou tvorbou
biofilmu pravdépodobné reaguji na nepfiznivé podminky, které dany extrakt pfedstavuje.

Jedinym testovanym kmenem druhu Arcobacter skirrowii byl kmen A. skirrowii LMG
6621. Silhova et al. (2015) prokazali pomoci fluorescenéni in situ hybridazece schopnost
tvorby biofilmu tohoto kmene na kuponech z nerezové oceli. 1 to potvrzuje nami uvadéné
vysledky, tedy, ze je tento kmen na tvorbu biofilmu pozitivni. Dale bylo zjisténo, Ze
vSechny testované extrakty v ramci této studie jistym zpisobem ovliviiuji tvorbu vytvofeného
biofilmu tohoto kmene, a to jiz v pfitomnosti minimalnich testovanych koncentraci.

V piipadé hiebickové extraktu doch4dzi obecné u vSech testovanych kment
k okamzitému poklesu biofilmové aktivity, a to hned pti koncentraci extraktti 0,012 mg/ml.
Tato skutecnost potvrzuje velmi silné antimikrobidlni vlastnosti hiebicku, které ve svych
studiich popisuji napiiklad Cervenka et al. (2006). Stejné jako vna$i studii, autofi
zaznamenali silny antibakterialni vliv hiebickového extraktu (methanol/DMSO, 20 mg/ml)
u vSech testovanych kmentd arkobakterd, véetné A. butzleri CCUG 30484. I pies to, Ze se
nejednalo o testovani tvorby biofilmu jako takového, lze konstatovat, Ze pii koncetraci

20 mg/ml, se v obou piipadech prokazala vysoka elimina¢ni schopnost tohoto extraktu.
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Z vyse uvedenych vysledkii Ize dale soudit, Ze testované extrakty nemaji prokazatelny
selektivni G¢inek na rod Arcobacter, tj. vysledky jsou si natolik podobné, Ze jednotlivé druhy
nelze rozli§it na zaklad® tohoto experimentu. Ve studii autort Cervenka et al. (2006), kteii
testovali antibakterialni vliv pfirodnich extraktd na planktonni bunky A. butzleri,
A. cryaerophilus a A. skirrowii, byla tato skute¢nost také zaznamenana.

V ramci naSeho experimentu byla testovana také bakterie Escherichia coli CCM 3954,
Hodnota naméfené absorbance se v bod¢ snulovou koncentraci extraktu pohybovala
Vv priméru okolo Asgs = 0,120, coz tedy doklada, ze bakterie je biofilm pozitivni, jak uvadéji
mnohé studie. Mohsenipour et al. (2015), kteti sledovali inhibi¢ni G¢inky extraktu z ¢esneku
na tvorbu biofilmu E. coli zjistili, ze tento extrakt (ethanol/DMSQ) inhiboval tvorbu biofilmu
v praméru 0 50 %, a to v piipad¢ vSech testovanych koncentraci (5 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml). V nasem piipadé dosSlo k poklesu biofilmové aktivity o vice nez 50 % pouze
Vv ptipad¢ koncentrace extraktu 20 mg/ml. Stejné, jako v této studii, dale zjistili, Ze schopnost
inhibice biofilmové aktivity extrakta stoupa se zvySujici se koncentraci.

U bakterie St. aureus CCM 3953 byla vramci naSeho experimentu zjisténa
nékolikanasobné vyssi biofilmova aktivita oproti ostatnim testovanym kmentim. Skutecnost,
7e tato bakterie velmi vyznamné tvofi biofilm, dokazuji i studie autord Babra et al. (2013) ¢i
Szczuka et al. (2012). Stepanovic¢ et al. (2000) zaznamenali u 85 % kment St. aureus silnou
a velmi silnou tvorbu biofilmu. Také u tohoto kmene byla v ramci studie autord Mohsenipour
et al. (2015) v pfitomnosti ¢esnekového extraktu detekovana inhibice vytvoieného biofilmu
0 50 %. Podobny jev se u kmene St. aureus CCM 3953 potvrdil také v naSem experimentu, a
to v piipadé extraktu z muskatového ofisku, kdy s koncentracemi extraktu 5 mg/ml, 10 mg/mi
a 20 mg/ml biofilmova aktivita klesala cca na polovinu vychozi hodnoty.

Vysledky predlozené studie ukazuji, ze vSechny z testovanych extraktt tvorbu
biofilmu vybranych kment arkobakterti inhibuji. Timto se také potvrzuje antibakteridlni vliv

testovanych ptirodnich latek, jak bylo jiz v minulosti prokazéano.
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4 ZAVER

Pomoci multiplexni polymerazové ftetézové reakce (MPCR) byly detekovany
virulentné¢ asociované geny celkem u 76 kment druhit A. butzleri, A. cryaerophilus a A.
skirrowii. V naSich podminkach vSak metoda neposkytovala zcela spravnou detekci
jednotlivych gent a separaci PCR produkt, a proto byla nutna dalsi optimalizace. Dale byla
pomoci modifikované Christensenovy metody v mikrotitra¢nich destickach testovana tvorba
biofilmu u vybranych kment rodu Arcobacter a jeho ovlivnéni extrakty z hiebicku, badyanu a
muskatového ofisku.

Multiplexni polymerazova fetézova reakce je Casto vyuzivanou metodou molekularni
biologie. Umoznuje rychlou, specifickou a citlivou detekci hned nékolika cilovych genti
soucasn¢ v jedné reakci. Touto metodou byly detekovany geny kodujici virulen¢ni faktory
vybranych kmeni Arcobacter spp. U jednotlivych kment byly detekovany geny v rtiznych
kombinacich, coZ naznacuje zna¢nou variabilitu ve virulen¢nich vlastnostech téchto bakterii.

U nejvysSiho poétu kment byly detekovany geny ciaB a mviN s procentualnim
(11,8 %), hecA (26,3 %) a hecB (26,3 %). Dale bylo na zakladé ptedkladané diplomové prace
zjisténo, ze pouze v piipadé Ctyf kmend (5,2 %) bylo v jejich genomu nalezeno vsech 8
virulentné asociovanych genti. Jednalo se o kmeny A. butzleri UPa 2013/5, A. butzleri UPa
2013/36, A. butzleri UPa 2013/40 a A. butzleri UPa 2015/5. Z divodu, Ze se jedna o kmeny
vliv na uvedené vysledky. Zadny z virulentnd asociovanych gend naopak nebyl detekovan u
kmene Arcobacter cryaerophilus UPa 2014/58, coz predstavuje pouhé 1,3 % ze vSech
testovanych kment.

Pro sledovani a kvantifikaci tvorby biofilmu bakterii je casto vyuzivana
Christensenova metoda Vv mikrotitracnich destickach. Jednd se o metodu rychlou,
reprodukovatelnou a jednodouchou. Touto metodou byla sledovana tvorba biofilmu u deviti
zastupcu rodu Arcobacter, a to v ptitomnosti pfirodnich extraktd. Mezi jednotlivymi druhy
ani kmeny nebyla zaznamenana vyrazna variabilita. Nejvyssi biofilmova aktivita, vSak byla
zaznamenana u kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8. Hodnota naméfené absorbance, ktera
odpovidd mnoZstvi vytvofené¢ho biofilmu bez pfitomnosti pfirodnich extraktii, byla u tohoto

kmene Asgs = 0,180 — 0,200. Naopak nejnizsi schopnost tvorby biofilmu byla detekovana u
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kmenti Arcobacter butzleri CCUG 30484 a Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13
s hodnotami absorbance v priméru Asgs = 0,120.

Na zéklad¢ testovani vybranych kmenti na tvorbu biofilmu v pfitomnosti extraktt
z hiebicku, badyanu a muskatového ofisku lze fici, ze u vSech testovanych kmeni
arkobaktert doslo k eliminaci biofilmové aktivity.

V piipad¢ extraktu z hiebicku byl obecné u vSech kmenli zaznamenan okamzity pokles
tvorby biofilmu jiz pifi koncentraci 0,012 mg/ml, coz také potvrzuje velmi silné
antimikrobialni vlastnosti hiebicku, jak bylo jiz v minulosti prokazano. U extrakt z badyanu
a muskatového ofisku nebyl takto silny vliv zaznamenan, ov§em U badyanového extraktu, a to
zejména u kmenti A. butzleri UPa 2013/8, A. lanthieri LMG 28517 a A. butzleri CCUG 30484
byla detekovana zvySena biofilmova aktivita u koncentraci 0,012 — 0,078 mg/ml. Timto
bakterie pravdépodobné reaguji na neptiznivé podminky, které dany extrakt piedstavuje.
U vSech extraktli bylo vV ramci experimentu déle zjiSténo, Ze pti hodnoté koncentrace extraktu
20 mg/ml klesla biofilmova aktivita testovanych kment hluboko pod stanovenou limitni
hranici (Asgs = 0,112).

Pro srovnani byly dale testovany kmeny Escherichia coli CCM 3954 a Staphylococcus
aureus CCM 3953. Zatimco u kmene E. coli CCM 3954 byla naméfena hodnota absorbance,
odpovidajici mnozstvi vytvofeného biofilmu, srovnatelnd s hodnotou naméfenou u
arkobaktert, v ptipad¢ kmene St. aureus CCM 3953 byly tyto hodnoty az nékolikanasobné
vys$i (Asgs = 1,8 — 2,5). Zaznamenan byl také odliSny trend dosazenych vysledkd oproti
trendu vysledkti dosazenych v piipad¢ vSech ostatnich testovanych kmenti. Nejvyraznéjsi vliv
na tvorbu biofilmu byl zaznamenan u extraktu z hitebicku, stejné jako ve vSech piedeslych
piipadech.

Zaveérem bych rada podotkla, Ze 1 ptes to, ze byla prace asové narocnd, bylo dosazeno
zajimavych vysledk, které rozsitily dosavadni vyzkumnou oblast. Celkové mne prace velmi
obohatila, a to nejen z hlediska teoretickych znalosti, ale pfedevs§im z hlediska praktickych

dovednosti.
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5 PRILOHY

Priloha 1 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter thereius LMG

24488 v ptitomnosti ptirodnich extraktl

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0,020 003 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 0,113 0,121 0121 0,121 0,121 0,119 0,122 0,123 0,120 0,126 0,130 0,147
Asos** | 0,113 0,107 0,103 0,109 0,102 0,100 0,105 0,102 0,096 0,097 01023 0,083
StDev | 0,0023 0,0044 0,0050 0,0038 0,0039 0,0039 0,0062 0,0039 0,0037 0,0054 0,0059 0,0031

Extrakt 7 badydnu

X 0 0,020 0,039 0078 0,15% 0313 0625 1125 25 5 10 20
Ases* 0,120 0,120 0,125 0,128 0,129 0,127 0,132 0,129 0,123 0,128 0,135 0,149
Asos** | 0,120 0,112 0,222 0,123 0,113 0,111 0,111 0,119 0,115 0,117 0,113 0,048
StDev | 0,0045 0,002 0,0028 0,0039 0,0055 0,0081 0,0073 0,006 0,0042 0,0048 0,0042 0,0018

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ass* 10,125 0,130 0,123 0,113 0,119 0,117 0,118 0,122 0,111 0,128 0,125 0,151
Asos** | 0,125 0,123 0,119 0,207 0,103 0,100 0,104 0,112 0,111 0,117 0,103 0,050
StDev | 0,0041 0,0063 0,0052 0,0053 0,003 0,0033 0,0028 0,0033 0,0038 0,0026 0,0059 0,0081

Pozn.: * median namerenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatna odchylka méreni
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Priloha 2 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter lanthieri LMG

28517 v ptitomnosti ptirodnich extraktt

Extrakt z hi‘ebicku

X 0 0020 0039 0078 015 0313 0625 1125 25 5 10 20
Ases* | 0,117 0,127 01127 0,129 0,128 0,117 0,127 0,131 0,127 0,139 0,146 0,167
Ases** | 0,117 0,113 0,109 0,117 0,111 0,098 0,111 0,111 0,103 0,11 0,111 0,103
StDev | 0,0059 0,0013 0,0023 0,0044 0,0046 0,0036 0,006 0,008 0,0081 0,0073 0,0054 0,0072

Extrakt z badydnu

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,126 0,175 0,187 0,195 0,172 0,160 0,145 0,136 0,127 0,128 0,132 0,146
Asgs™* | 0,126 0174 0,183 0,189 0,156 0,143 0,132 0,125 0,119 0,117 0,11 0,045
StDev | 0,0042 0,0070 0,0110 0,0102 0,0050 0,0044 0,0099 0,0073 0,0048 0,0039 0,0044 0,0039

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* [ 0,136 0,146 0,145 0,145 0,144 0,141 0,142 0,144 0,145 0,128 0,126 0,157
Asos** |1 0,136 0,134 0,128 0,127 0,126 0,122 0,118 0,124 0,123 0,107 0,096  0,0013
StDev | 0,0041 0,0056 0,0036 0,0027 0,0031 0,0023 0,0044 0,0045 0,0062 0,0028 0,0016 0,0032

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 3 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter defluvii LMG

25694 v ptitomnosti ptirodnich extraktt

Extrakt 7 hi'ebicku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 0,143 0,136 0,133 0,132 0,139 0,138 0,145 0,144 0,140 0,142 01141 0,141
Ases** | 0,143 0,122 0,115 0,122 0,120 0,119 0,128 0,123 0,117 0,114 0,114 0,077
StDev | 0,021 0,0077 0,0057 0,0056 0,0061 0,0077 0,0065 0,0058 0,0024 0,0037 0,0051 0,0076
Extrakt 7 badydnu
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 10,122 0,126 0,124 0,131 0,129 0,127 0,130 0,129 0,130 0,133 0,143 0,151
Ases** | 0,122 0,125 0,120 0,126 0,113 0,111 0,117 0,119 0,122 0,122 0,122 0,050
StDev | 0,0059 0,0031 0,0052 0,0048 0,0062 0,0041 0,0052 0,0049 0,0053 0,0061 0,006 0,0049
Extrakt z muskdtového ofisku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 10,125 0,131 0,131 0,127 0,125 0,122 0,122 0,122 0,129 0,129 0,127 0,196
Ases** | 0,125 0,119 0,114 0,109 0,106 0,103 0,098 0,102 0,108 0,108 0,098 0,041
StDev | 0,0042 0,0014 0,0025 0,0023 0,0037 0,0031 0,0035 0,0029 0,0031 0,0035 0,0028 0,007

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 4 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter skirrowii LMG

6621 v pritomnosti pfirodnich extraktt

Extrakt 7 hi'ebicku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 0,127 01123 01123 0,124 0,138 0,137 0,134 0,140 0,138 0,137 0,137 0,151
Ases** | 0,127 0,209 0,104 0,112 0,119 0,118 0,117 0,119 0,114 0,109 0,111 0,087
StDev | 0,0014 0,0027 0,0045 0,0044 0,0055 0,0075 0,0048 0,0057 0,0053 0,0052 0,0039 0,0048
Extrakt 7 badydnu
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,112 0,123 0,120 0,123 0,124 0,126 0,123 0,123 0,124 0,123 0,129 0,160
Ases** | 0,112 0,118 0,117 0,122 0,207 0,109 0,111 0,112 0,116 0,113 0,107 0,059
StDev | 0,0051 0,004 0,0022 0,0034 0,0024 0,0047 0,0077 0,0057 0,006 0,006 0,0051 0,0073
Extrakt z muskdtového ofisku
X 0 0,020 0,039 0,078 0,15 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* 0,125 0,137 0,138 0,134 0,135 0,134 0,132 0,133 0,133 0,121 0,125 0,156
Ases** | 0,125 0,137 0,134 0,129 0,118 0,116 0,119 0,122 0,124 0,111 0,103 0,055
StDev | 0,0044 0,0033 0,0031 0,006 0,0053 0,0051 0,0053 0,0043 0,0032 0,0021 0,0034 0,0119

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 5 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter butzleri LMG

10828 v pritomnosti pfirodnich extraktt

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0020 003 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ass* 10,131 0,120 0,120 0,122 0,136 0,137 0,130 0,134 0,135 0,136 0,132 0,147
Ases** | 0,131 0,206 0,102 0,111 0,118 0,118 0,115 0,113 0,111 0,107 0,105 0,083
StDev | 0,0036 0,0041 0,0029 0,0034 0,0028 0,0027 0,0034 0,0033 0,0031 0,0036 0,003 0,0081

Extrakt 7 badydnu

X 0 0,020 0,039 0,078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,124 0,122 0,123 0,125 0,117 0,114 0,118 0,118 0,121 0,124 0,131 0,154
Asos** | 0,124 0,121 0,119 0,119 0,200 0,097 0,105 0,108 0,113 0,113 0,111 0,054
StDev | 0,004 0,0031 0,004 0,0013 0,0037 0,0044 0,0023 0,0047 0,0044 0,0054 0,0043 0,0059

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,123 0,117 01116 0,117 0,116 0,114 0115 0,115 0,114 0,122 0,114 0,133
Asos** | 0,123 0,105 0,099 0,098 0,098 0,094 0,091 0,094 0093 0,102 0,08 0,0776
StDev | 0,0018 0,0054 0,0058 0,0056 0,0056 0,0057 0,0058 0,0038 0,0068 0,0019 0,0029 0,0061

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 6 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter butzleri CCUG

30484 v ptitomnosti ptirodnich extraktl

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0020 003 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20

Ass* | 0,115 0,122 0,119 0,120 0,114 0,118 0114 0,118 0,118 0,115 0,114 0,117
Asos** | 0,115 0,207 0,101 0,108 0,095 0,098 0,097 0,097 0,094 0087 0,087 0,053
StDev | 0,0047 0,0037 0,0045 0,0027 0,0031 0,0055 0,0043 0,0046 0,0067 0,0057 0,0051 0,008

Extrakt 7 badydnu

X 0 0,020 0,039 0,078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,124 0,122 0,123 0,125 0,117 0,114 0,118 0,118 0,121 0,124 0,131 0,154
Asos** | 0,124 0,121 0,119 0,119 0,200 0,097 0,105 0,108 0,113 0,113 0,111 0,054
StDev | 0,004 0,0031 0,004 0,0013 0,0037 0,0044 0,0023 0,0047 0,0044 0,0054 0,0043 0,0059

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,123 0,117 01116 0,117 0,116 0,114 0115 0,115 0,114 0,122 0,114 0,233
Asos** | 0,123 0,105 0,099 0,098 0,098 0,094 0,091 0094 0,093 0,102 008 0,078
StDev | 0,0018 0,0054 0,0058 0,0056 0,0056 0,0057 0,0058 0,0038 0,0058 0,0019 0,0026 0,0061

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 7 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter butzleri UPa

2013/8 v ptitomnosti ptirodnich extraktt

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0020 003 0078 0,15 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ass* 10,203 0,141 0,135 0,125 0,143 0,141 0,138 0,133 0,134 0,135 0,139 0,145
Ases** | 0,203 0,127 0,117 0,113 0,124 0,122 0,121 0,111 0,111 0,207 0,113 0,081
StDev | 0,015 0,0066 0,0048 0,005 0,0036 0,004 000564 0,006 0,0055 0,0048 0,0064 0,0089

Extrakt 7 badydnu

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1125 25 5 10 20
Ases* | 0,179 0,179 0,186 0,179 0,124 0,122 0,145 0,132 0,123 0,125 0,135 0,163
Ases** | 0,179 0,179 0,182 0,174 0,152 0,132 0,131 0,122 0,114 0,114 0,113 0,062
StDev | 0,005 0,0124 0,0104 0,0135 0,0044 0,0029 0,0079 0,0088 0,0035 0,0042 0,0073 0,0089

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* [ 0,176 0,120 0,123 0,119 0,124 0,119 0,113 0,119 0,117 0,111 0,119 0,174
Asos** | 0,176 0,108 0,106 0,101 0,106 0,099 0,089 0,098 0,096 0091 0090 0,019
StDev | 0,0080 0,0058 0,0076 0,0035 0,0037 0,0055 0,0052 0,0038 0,0048 0,0062 0,0066 0,0113

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 8 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter cryaerophilus

UPa 2013/13 v ptitomnosti ptirodnich extrakta

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0,020 0,03 0,078 015 0313 0,625 1,125 25 5 10 20
Ass* 10,130 0,146 0,143 0,122 0,132 0,127 0,125 0,127 0,131 0,133 0,128 0,153
Ases** [ 0,130 0,132 0,125 0,111 0,114 0,108 0,108 0,106 0,107 0,104 0,101 0,089
StDev | 0,0011 0,003 0,0076 0,0019 0,0046 0,0044 0,0044 0,0026 0,0043 0,008 0,0037 0,0054

Extrakt 7 badydnu

X 0 0020 003 0078 0,15% 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,113 0,137 0,13 0,130 0,112 0,111 0,114 0,114 0,112 0,118 0,131 0,159
Ases** | 0,113 0,121 0,119 0,119 0,09 0,093 0,101 0,104 0,103 0,107 0,111 0,058
StDev | 0,0022 0,0057 0,0027 0,005 0,0020 0,0063 0,0009 0,0029 0,0025 0,0044 0,0030 0,0066

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0,020 0039 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,117 0,125 0,125 0,124 0,124 0,119 0,121 0,122 0,126 0,129 0,138 0,206
Asos** | 0,117 0,113 0,108 0,105 0,106 0,100 0,097 0,102 0,105 0,109 0,109 0,051
StDev | 0,0027 0,0038 0,0059 0,0042 0,0029 0,0059 0,0040 0,0043 0,0028 0,0019 0,0051 0,0090

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 9 Tabulky s naméfenymi daty biofilmové aktivity kmene Arcobacter cryaerophilus

CCM 7050 v ptitomnosti ptirodnich extraktt

Extrakt 7 hi'ebicku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ass* | 0,156 0,118 0,118 0,120 0,143 0,145 0,132 0,138 0,139 0,140 0,139 0,173
Ases** | 0,156 0,204 0,099 0,108 0,124 0,125 0,115 0,117 0,115 0,112 0,113 0,109
StDev | 0,0018 0,0049 0,0045 0,0044 0,0049 0,0071 0,0053 0,0065 0,0049 0,0052 0,0063 0,0064
Extrakt 7 badydnu
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,124 0,127 0,125 0,122 0,126 0,125 0,123 0,122 0,121 0,123 0,138 0,186
Asos** | 0,124 0,126 0,121 0,117 0,109 0,207 0,110 0,112 0,113 0,112 0,116 0,085
StDev | 0,0022 0,003 0,0028 0,0029 0,0057 0,0041 0,0045 0,0043 0,0046 0,0031 0,0059 0,0066
Extrakt z muskdtového ofisku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,126 0,116 0,119 0,115 0,116 0,111 0,117 0,112 0,121 0,121 0,120 0,197
Ases** | 0,126 0,116 0,115 0,110 0,100 0,093 0,104 0,101 0,113 0,111 0,098 0,096
StDev | 0,0034 0,003 0,0028 0,0026 0,0039 0,0025 0,0038 0,0024 0,0046 0,0026 0,0042 0,0084

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 10 Tabulky s namétenymi daty biofilmové aktivity kmene Escherichia coli CCM

3954 v pritomnosti pfirodnich extraktt

Extrakt 7 hiebicku

X 0 0020 003 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ass* | 0,128 0,117 0,115 0,117 0,132 0,131 0,133 0,138 0,145 0,139 0,133 0,147
Asgs** | 0,128 0,102 0,096 0,105 0,114 0,112 0,116 0,117 0122 0,111 0,106 0,064
StDev | 0,0007 0,0039 0,0059 0,0069 0,0034 0,0038 0,0049 0,0073 0,0041 0,006 0,006 0,0048

Extrakt 7 badydnu

X 0 0,020 0,039 0,078 0,15% 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* [ 0,115 0,118 0,116 0,120 0,117 0,117 0,116 0,121 0,125 0,132 0,127 0,140
Ases** | 0,115 0,117 0,112 0,114 0,101 0,099 0,102 0,111 0,117 0,121 0,105 0,039
StDev | 0,0031 0,0033 0,004 0,0026 0,0053 0,0042 0,003 0,0046 0,0055 0,0068 0,0071 0,0042I

Extrakt z muskatového o¥isku

X 0 0020 0,03 0078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 0,124 0,112 0,111 0112 01113 0,116 0,115 01115 0,128 0,116 0,113 0,157
Asos** | 0,114 0,100 0,094 0,093 0,095 0,09 0091 0,105 0,107 0,096 0,084 0,002
StDev | 0,0029 0,004 0,0044 0,0019 0,0033 0,0039 0,0035 0,0043 0,004 0,0023 0,0024 0,0087

Pozn.: * median namérenych absorbanct bez pocetni upravy (vliv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidan
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatnd odchylka méreni
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Priloha 11 Tabulky s namétenymi daty biofilmové aktivity kmene Staphylococcus aureus

CCM 3953 v ptitomnosti ptirodnich extraktt

Extrakt 7 hi'ebicku
X 0 0,020 0,03 0,078 015 0313 0625 1,125 25 5 10 20
Asgs* 1,895 1,856 1,817 1,905 1932 1,303 1,051 0,905 0536 0202 0,111 0,111
Ases** [ 1,895 1,842 1,799 1,893 1913 1,283 1,051 0,88 0513 0,174 0,084 0,047
StDev | 0,062 0,1789 10,2769 0,3891 0,133 0,1548 0,2796 10,1923 0,2042 0,0248 0,0023 0,0023
Extrakt 7 badydnu
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Ases* | 1,823 1,203 1,222 1562 2,143 2,638 2,386 2,492 2,383 2,331 1284 0,144
Ases** | 1,823 1,203 1,218 1,557 2,127 2,621 2,373 24582 2,375 2,320 1,262 0,043
StDev | 0,0207 0,0588 0,0439 0,0461 0,055 0,2222 0,1762 0,2336 0,0938 0,1962 0,0916 0,0094
Extrakt z muskdtového ofisku
X 0 0,020 0,039 0,078 015 0,313 0625 1,125 25 5 10 20
Asgs* | 2,645 2,572 2,340 2,178 2,542 2,760 2,742 2,769 2,750 2,044 1,853 1,483
Asgs* | 2,545 2,560 2,323 2,160 2,523 2,740 2,718 2,749 2,729 2,024 1,824 1,328
StDev | 0,1123 0,1709 0,1857 0,1517 0,1091 10,1119 0,095 0,1266 0,1613 0,1278 0,1122 0,1495

Pozn.: * median namérenych absorbanci bez pocetni upravy (viiv absorbance BHI bujonu, extraktu); ** medidn
namérenych absorbanci po pocetni upravé, odpovidajici biofilmové aktivité daného kmene; X — koncentrace
daného extraktu v mg/ml; StDev — smérodatna odchylka méreni

104



Priloha 13 Arcobacter thereius LMG 24488 (vlevo) a Arcobacter lanthieri LMG 28517
(vpravo), (TSA, 30 °C/ 24 h)

Piiloha 14 Arcobacter defluvii LMG 25694 (vlevo) a Arcobacter skirrowii LMG 6621
(vpravo), (TSA, 30 °C/24 h)
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Priloha 15 Arcobacter butzleri LMG 10828 (vlevo) a Arcobacter butzleri CCUG 30484
(vpravo), (TSA, 30 °C/24 h)

Piiloha 16 Arcobacter butzleri UPa 2013/8 (vlevo) a Arcobacter cryaerophilus UPa 2013/13
(vpravo), (TSA, 30 °C/24 h)
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Priloha 17 Staphylococcus aureus CCM 3953 (vlevo) a Escherichia coli 3954 (vpravo)

(TSA, 30 °C/24 h)
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Piiloha 18 Arcobacter cryaerophilus CCM 7050 (TSA, 30 °C/24 h)
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Priloha 19 Gelova elektroforéza — Ptiprava elektroforetické vany, pipetovani vzorkl

WAL |

Piiloha 20 Gelova elektroforéza — prubé¢h separace
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Priloha 21 Christensenova metoda pro detekci tvorby biofilmu

A — Mikrotitracni desticka po kultivaci (24 h, 30 °C); B — Mikrotitracni desticka po obarveni 1% krystalovou
violeti; C — Mikrotitracni desticka pred vyslednym spektrofotometrickym mérenim vytvoreného biofilmu
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