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Mikroorganismy se vyskytuji ve dvou formach, a to jak ve formé planktonni, tak také
ve formé biofilmu *. Mezi mikroorganismy tvofici biofilm patfi také bakterie rodu Arcobacter.
Tento rod zahrnuje jak patogenni, tak i volné Zijici druhy 2.

S patogenitou mikroorganism0 souvisi, kromé biofilmu, také dalsi virulenc¢ni faktory.
Zda se, ze toto plati i u bakterii rodu Arcobacter, nicméné jejich virulentni mechanismy
nejsou stale dostatecné vysvétleny a pochopeny. V genomu nékterych druhd rodu
Arcobacter bylo detekovano nékolik genl kodujicich faktory virulence. Témito virulencnimi
faktory jsou protein vazajici fibronektin (¢j134, cadF), filamentarni hemaglutinin (hecA),
protein aktivujici hemolyzin (hecB), hemolyzin a fosfolipaza (tlyA, pldA), integralni
membranovy protein (mvilN), Campylobacter invazivni antigen B (ciaB) a vnéjSi membranovy
protein (irgA) >*.

K detekci virulentné asociovanych gend se vyuZivd celda fada metod. Mezi
nejvyuzivanéjsi techniky v soucasné dobé patfi metody molekularné-biologické, zaloZzené na
polymerazové Fetézové reakci °. Pro hodnoceni tvorby biofimu se vyuZivaji napfiklad metody
kultivacni a mikroskopické, avSak predevSsim metody molekularné-biologické i

spektrofotometrické *°.

EXPERIMENTALNI CAST

K detekci virulencnich faktord a pro sledovani tvorby biofimu a jeho ovlivnéni
prirodnimi extrakty byly pouzity referencni a sbirkové kmeny rodu Arcobacter. Jako
srovnavaci kmeny byly pouZzity Cronobacter sakazakii CCM 3461, Escherichia coli CCM 3954
a Staphylococcus aureus CCM 3953.

Detekce virulencnich faktort bakterii rodu Arcobacter pomoci mPCR

Pro detekci a identifikaci gend kdduijicich virulencni faktory vybranych kmenl druhu
Arcobacter byla vyuzita metoda multiplex PCR (mPCR). Nejprve byly pripraveny bunécné
suspenze, a to pipetovanim 200 pl 10X TE pufru, ktery byl nasledné zaockovan nékolika

koloniemi testovaného bakteridlniho kmene. Déle byly zkumavky vortexovany a lyzovany



(110 °C po dobu 15 minut). Nasledovala priprava tfi rliznych sad mPCR smési (1, 2, 3).

Primery pouzité na pfipravu smési jsou vypsany nize.

Primery pro PCR (Generi biotech, CR)

cad~F (1251K1), cadFR (1251K2), caB-F (1251K3), ciaB-R (1251K4), ¢j1349-F
(1251K5), ¢j1349-R (1251K6), irgA-F (1251K7), irgA-R (1251K8), hecA-F (1251K9),
hecA-R (1251L0), hecB~F (1251L1), hecB-R (1251L2), mviN—F (1251L3), mviN-R
(1251L4), plaA—F (1251L5), plaA-R (1251L6), tlyA-F (1251L7), tyA-R (1251L8)

Pripravené smési o celkovém objemu 25 Ml byly nasledné pro kazdy testovany
bakterialni kmen vloZzeny do termocykleru s teplotnim programem zahrnujicim 5 fazi, a to
pocatecni denaturaci (95 °C; 4 minuty), denaturaci (95 °C; 30 sekund), annealing (56 °C; 45
sekund), extenzi (72 °C; 45 sekund) a zaverecnou polymeracni syntézu (72 °C; 5 minut).
Prostfedni tfi faze (denaturace, annealing, extenze) byly cyklicky 35% opakovany.

Vzniklé PCR produkty byly separovany elektroforézou v 2% agarézovém gelu. Po
ochlazeni a nasledném pridani 4 pl ethidium bromidu byl pripraveny gel nalit do
elektroforetické vany s hiebinky a ponechan ztuhnout. Nasledné byl gel zalit 1x TBE pufrem
a pred samotnym davkovanim do gelu bylo vzdy 10 gl PCR produktu promichano s 5 M
vkladaciho pufru. Do jedné z pozic bylo také davkovano 5 gl DNA markeru o velikosti
produktl 200 — 1500 bp. Po probéhnuti elektroforézy (90 minut, 100 V) byla provedena
vizualizace pomoci UV transluminatoru pfi vinové délce 300 nm a ziskané zaznamy 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).

Christensenova metoda pro detekci biofilmu arkobakteri

Pro detekci vytvoreného biofilmu bakterii rodu Arcobacter byla pouzita Christensenova
metoda v mikrotitracnich destickach. Metodika byla provedena dle postupu, ktery je uveden
jiz v predchozi studii .

Dale byla pripravena negativni kontrola, a to pipetovanim 100 pl BHI bujonu do kazdé
zjamek mikrotitrani desticky. Naméfena hodnota tohoto nezaockovaného média
(Asgs = 0,1119) dale slouzila pro vypocet tvorby Cistého biofilmu u vybranych bakteridlnich
kmen(. Stejnym zplsobem byly proméreny jednotlivé koncentrace pro Cisté extrakty, a takto

ziskané hodnoty byly stejné jako v pripadé negativni kontroly pouzity pro zminény vypocet.



Za biofilm pozitivni byly oznaceny kmeny, jejichz Asos > Asos, g1 bujsnu @ jako biofilm
negativni byly oznaceny kmeny, jejichZ Asoss £ asos, sHr buonu- 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 pripadné odlehlé hodnoty byly s pravdépodobnosti 95 % vylouceny. Ze zbylych
hodnot byl ur¢en median a smérodatna odchylka (StDev).

VYSLEDKY A DISKUSE
Detekce virulenénich faktort bakterii rodu Arcobacter

Metoda multiplexni polymerdzové Fetézové reakce popsana v dFivéjsi studii %, byla
aplikovana pro detekci virulentné asociovanych genl bakterii rodu Arcobacter. Pozitivni
kontrola Arcobacter butzleri LMG 10828 byla zvolena na zakladé predeslych literarnich
poznatk{ a zjisténi, Ze tento kmen zahrnuje ve svém genomu vdechny testované geny *2.

Priklad vysledku elektroforetického zaznamu, ktery je viditelny na Obrazku 1,

znazornuje zplsob detekce virulencnich faktorl vybranych testovanych kmend arkobakterd.

T N w— ——— 284 bp (ciab)

55 555 G % o o S 5% o 659 bp (gj1349)

{ PK PK NK M

Obrazek 1: Flektroforeticky zdznam mPCR pro detekci virulencnich faktord arkobakterd, 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

Takovym to zplsobem byly vyhodnoceny elektroforetické zaznamy vSech tfi sad mPCR
smési u 76 testovanych kmenl arkobakter(. Na jejich zakladé Ize Fici, ze z celkového poctu
76  testovanych kmend byl u 96,1 % kmenl detekovan gen caB
u 71,1 % gen ¢1349, u76,1 % gen pldA, u 11,8 % gen JirgA, u 26,3 % gen hecA,
u 82,9 % gen tlyA, u 94,7 % gen mviN a u 26,3 % testovanych kment byl detekovan gen
hecB. Zjisténi, ze geny ciaB a mviN byly detekovany u nejvyssiho poctu kmenl potvrzuje

také dalsi dfivéjsi studie *. Z vysledkd této studie dale vyplyva, Ze z celkového poltu 76



testovanych kmend, bylo pouze u ¢tyf kmend, tedy u 5,2 %, detekovano vsech 8 virulentné
asociovanych genl. Jednalo se o zastupce druhu Arcobacter butzleri Cemuz se priklanéji
také doposud publikované vysledky 8 kde ztestovanych druhl arkobakterl byla pouze
v pfipadé druhu A. butzleri detekovana pritomnost vSech testovanych gend. Naopak, ani
jeden z virulentné asociovanych gend nebyl vramci této studie detekovan u kmene
Arcobacter cryaerophilus UPa 2014/58, coz tedy predstavuje pouhé 1,3 % ze vSech

testovanych kmend.

Testovani tvorby biofilmu arkobaktert v pritomnosti extrakti z prirodnich latek

Christensenovou metodou v mikrotitracnich destickach byla u 9 kmen0d arkobakterd
testovana schopnost tvorby biofilmu a moznost jejiho ovlivnéni extrakty z hiebicku, badyanu
a muskatového ofiSku. Priklad grafického zndzornéni vysledkd, tj zavislosti namérenych
hodnot absorbanci, které odpovidaji mnozstvi vytvoreného biofilmu kmene Arcobacter

butzleri UPa 2013/8, na jednotlivych koncentracich daného extraktu, zobrazuje Obrazek 2.
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Obrazek 2: Tvorba biofilmu u kmene Arcobacter butzleri UPa 2013/8 v pfitomnosti prirodnich

extrakti

A — extrakt z hrebicku; B — extrakt z badyanu; C — extrakt z muskadtového ofisku; Cervenad linie —
hodnota absorbance pro BHI (As¢s = 0,112)



Takovym to zplsobem bylo vyhodnoceno vsech 9 testovanych kmend arkobakterd.
Vysledky predlozené studie ukazuiji, Zze jsou tyto bakterie skute¢né schopné tvorby biofilmu,
jak ve svych publikacich uvadé&ji také daldi autofi °. Obecné Ize konstatovat, Ze z deviti
testovanych kmen0 arkobakter(l, vykazoval nejvyssi biofilmovou aktivitu kmen Arcobacter
butzleri UPa 2013/8 s hodnotou namérené absorbance Asqs = 0,180 — 0,200, ktera odpovida
mnozstvi biofilmu vytvoreného bez pritomnosti pfirodnich extraktd.

Dale Ize fici, Zze testované extrakty, tj. extrakt z hrebitku, badyanu a muskatového
ofiSku, vykazovaly velmi podobné Ucinky na tvorbu biofilmu u vSech kmenl arkobakterd.
Také u vSech testovanych kmenl téchto bakterii doSlo pfi hodnoté koncentrace extraktu

20 mg/ml k poklesu biofilmové aktivity hluboko pod stanovenou limitni hranici (Asgs = 0,112).

ZAVER

Pomoci multiplexni polymerazové retézové reakce byly detekovany virulentné
asociované geny celkem u 76 kmenl druhu A. butzleri, A. cryaerophilus a A. skirrowi,
U jednotlivych kmenl byly detekovany geny v rliznych kombinacich, coz naznacuje znacnou
variabilitu ve virulencnich vlastnostech téchto bakterii.

Dale byla pomoci modifikované Christensenovy metody v mikrotitracnich destickach
testovana tvorba biofilmu u vybranych kmenl rodu Arcobacter a jeho ovlivnéni extrakty
z hiebicku, badyanu a muskatového ofisku. U vSech testovanych kmenl doslo k eliminaci
biofilmové aktivity, a to zejména v pritomnosti extraktu z hrebicku. Mezi jednotlivymi druhy

ani kmeny vSak nebyla zaznamenana vyznamna variabilita.

Tento projekt byl realizovan za financni podpory prostredkid z projektu SGFChT 07/2017.
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