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ANOTACE

Tato prace se zabyva tvorbou biofilmu u klinicky vyznamnych bakterii celedi
Campylobacteraceae. Teoreticka Cast se zabyva bakteriemi rodu Campylobacter a Arcobacter,
definici biofilmu, jeho strukturou a tvorbou. Praktickd ¢ast se zabyva sledovanim tvorby
biofilmu u kampylobaktera a arkobaktert s vyuzitim Christensenovy metody. Tvorba biofilmu

byla sledovana na plastovych mikrotitracnich destickach a ve sklenénych zkumavkach.

KLIiCOVA SLOVA

biofilm, Campylobacter, Arcobacter, Christensenova metoda

TITLE

Biofilm formation in clinical important bacteria of the Campylobacteraceae family

ANNOTATION

This work is focused on biofilm formation in clinical important bacteria of the
Campylobacteraceae family. The theoretical part is focused on bacteria of genus
Campylobacter and Arcobacter, definition of biofilm, its structure and formation. The practical
part is focused on the monitoring of biofilm formation by Campylobacter and Arcobacter using
the Christensen method. Biofilm formation was monitored on plactic microtiter plates and in

glass tubes.
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biofilm, Campylobacter, Arcobacter, Christensen method
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0 UVOD

Diplomova prace se vénuje tvorbe biofilmu u klinicky vyznamnych bakterii celedi
Campylobacteraceae. Do této Celedi patii rod mj. Campylobacter a Arcobacter, coz jsou gram-
negativni bakterie. Jde o tyCinkovité buiiky zahnuté do tvaru pismene S. Nejlépe tyto
mikroorganismy rostou v aerobnim, popi. mikroaerofilnim prostiedi. Tyto mikroby nejsou
piirozenou soucasti mikroflory u ¢lovéka, ale pii napadeni je miZeme nachazet na sliznici ve

stfevech, urogenitalnim traktu a v dutin€ ustni u ¢lovéka, dale u zvirat, ve vode.

Bakterie v nasem okoli mohou Zzit v planktonni formé nebo adherovat k povrchum a tvorit
biofilm. Biofilm je tedy spoleCenstvi mikroorganismu, které bakteriim ptinasi urCité¢ vyhody.
Tomuto zpusobu zivota dava prednost vétSina bakterii. Typickymi zastupci zijici v podobé
biofilmu jsou stafylokoky, streptokoky, enterokoky, ale také bakterie rodu Campylobacter a

Arcobacter. V potravinaiském pramyslu ¢i zdravotnictvi piedstavuje biofilm vazny problém.

K prikazu tvorby biofilmu se nejvice vyuziva Christensenova metoda v mikrotitracni plastové
desticce nebo ve zkumavkach, coz bylo pouzito i v této studii. Déle 1ze vyuzit kultivaci na

agaru s kongo-Cerveni ¢i mikroskopické metody.
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1 TEORETICKA CAST
1. 1 Celed’ Campylobacteraceae

Prvni sledovani spiralovité sto¢enych mikroorganismu probéhlo jiz v roce 1886 Theodorem
Escherichem (Nachamkin et al., 2008). K prvni izolaci téchto bakterii vSak doslo na pocatku
20. stoleti a pozorované bakterie byly nejdfive pojmenovany Vibrio fetus. V nasledujicich
letech se sledovaly dalsi podobné organismy. V roce 1963 byly tyto bakterie zafazeny do
nového rodu Campylobacter (Vandamme and De Ley, 1991).

Do celedi Campylobacteraceae se ftadi tyto rody Campylobacter, Arcobacter a
Sulfurospirillum. Bakterie vykazuji gram-negativni charakter, netvoii spory a rostou
v mikroaerofilnim prostiedi. Ty¢inkovité buriky maji typické zahnuti bunék do tvaru pismene
S nebo do spirdly. Kampylobaktery fadime k nejrychleji se pohybujicim bakteriim, a to diky

polarnimu biciku na jednom ¢i obou koncich buiiky (Nachamkin et al., 2008).

Typicky je pro tyto mikroorganismy rast v mikroaerofilnim prostiedi, u nékterych druht je ale
rist lepsi v aerobnich ¢i anaerobnich podminkach. Pfiznacna rastova teplota je 30-37 °C.
Nejlepsi narust je v atmosfére s 5-10 % CO2 a 3-5 % Oz (Blackburn and McClure, 2009).
Bakterie vytvaii ploché, lesklé kolonie, mohou ale rist i v atypicky vypadajicich koloniich

(Doyle and Buchanan, 2013; Blackburn and McClure, 2009).

Bakterie celedi Campylobacteraceae ziskévaji energii metabolizovanim aminokyselin a
karboxylovych kyselin. Energii neziskavaji ze sacharidii. Tyto mikroorganismy vykazuji
pfitomnost enzyml oxidaza a kataldza, redukuji dusi¢nany a fumarat, produkuji indol

(Nachamkin et al., 2008).

Mikroorganismy rodt Campylobacter a Arcobacter jsou bakterie, které nejsou pfirozenou
soucasti mikroflory u Cloveka, pii infekci je vSak nachazime na slizni¢ni vrstvé stiev,
urogenitalniho traktu a Gstni dutiny u ¢loveéka. Zachyt je zaznamenan také u zvifat (napt. u
skotu, prasat, ovci, dribeze) a v zivo¢isnych produktech (napf. mléko). Infikovana muze byt

povrchova a podzemni voda, odkud se nakaza dale Sifi (Lastovica et al., 2014).

1. 1. 1 Rod Campylobacter

1. 1. 1. 1 Charakteristika a morfologie bakterii rodu Campylobacter

Nézev Campylobacter pochazi z feckého slova kampylos, které se pieklada jako zakiiveny.

Buriky jsou malych rozméra a vykazuji spiralovity charakter. Jedna se o gram-negativni tyCinky

16



netvorici spory a vyzaduji nejcastéji mikroaerofilni podminky kultivace. Polarni bicik déla
z téchto bakterii nejrychleji se pohybujici. Pfitomnost t€chto mikroorganismu pii infekcich je
potvrzen ve stievech lovéka, zvifat a ptaki. Radi se tedy mezi stfevni patogeny, jenz mohou

zpusobit gastroenteritidu (Ray, 2004).

1. 1. 1. 2 Taxonomie kampylobakteru

Do rodu Campylobacter patii v soucCasné dobé 25 genotypicky homolognich druht, 2
prozatimni druhy a 8 poddruht: C. avium, C. canadensis, C. coli, C. concisus, C. cuniculorum,
C. curvus, C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis, C. fetus subsp. venerealis bv.
intermidius, C. gracilis, C. helveticus, C. hominis, C. hyointertinalis subsp. hyointestinalis,
C. hyointestinalis subsp. lawsonii, C. insulaenigrae, C. jejuni subsp. doylei, C. jejuni subsp.
Jejuni, C. lanienae, C. lari subsp. concheus, C. lari subsp. lari, C. mucosalis, C. rectus,
C. showae, C. sputorum bv. faecalis, C. sputorum bv. paraureolyticus, C. sputorum bv.
sputorum, C. subantarcticus, C. troglodytis, C. upsaliensis, C. ureolyticus, C. volucris, C. sp.
Doplhin DP a C. sp. Prairie Dog (Kaakoush et al., 2015). Taxonomické zafazeni rodu

Campylobacter je zaznamenané v Tabulce 1.

DOMENA Bacteria
KMEN Proteobacteria
TRIiDA Epsilon Proteobacteria

RAD Campylobacterales
CELED Campylobacteraceae
ROD Campylobacter

Tabulka 1 — Taxonomické zatazeni rodu Campylobacter
(pfevzato a upraveno dle Takamiva et al. 2011)
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1. 1. 1. 3 Izolace a kultivace kampylobakteru

Kizolaci kampylobakterti 1ze vyuzit nékolik metod, napt. filtracni metodu ¢i kultivaci na
selektivnim médiu. Kampylobaktery vyzaduji specialni podminky ke kultivaci (Hochel, 2009).
Nejlepsi pro jejich rist je atmosféra s 5 % O2, 8 % CO2 a 87 % N3, jde tedy o mikroaerofilni
prostiedi. Optimalni teplota pro rust téchto bakterii je 42 °C, rist je mozny ale i v rozmezi 32-
45 °C. Rast kampylobaktert je pomaly oproti ostatnim bakteriim (Ray, 2004). Kultiva¢ni média
musi obsahovat zhasedla kyslikovych radikalt, coz je napt. krev i aktivni uhli. Nezadouci
doprovodna mikrofléra je potlatena smési antibiotik (Hochel, 2009). Bakterie musi odolavat
celé radé vnéjsich vlivi, pfiCemz k zasadnim patii Oz, NaCl, nizka hodnota pH, teplota pod 30
°C avysychani. Za mrazirenskych teplot buniky pfezivaji i n€kolik mésicti (Ray, 2004). Kolonie
se vyznacuji velmi rozmanitym vzhledem a tvarem (Sweileh et al., 2016). Nejvice vyuzivané
je médium dle Skirrowa, pro rutinni izolaci poté CCDA (Griffiths et al., 1990). Vzhled

typickych kolonii mtzete vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1 — Narust kolonii Campylobacter spp. na CCDA (www.eolabs.com)

1. 1. 1. 4 Biochemické vlastnosti bakterii Campylobacter

U kampylobaktera mluvime o chemoorganotrofnim zpusobu zivota. Nedokazi fermentovat ani
oxidovat sacharidy, hydrolyzovat tyrosin, kasein, Skrob ani zelatinu. Hydrolyzovat hippurat
umi pouze Campylobacter jejuni. Kampylobakterie maji pozitivni oxidazovou i katalazovou

aktivitu (Hochel, 2009; Sweileh et al., 2016). Umi redukovat dusi¢nany, ale s dusitany si
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neporadi. Zadny zastupce z rodu Campylobacter netvoii pigmenty (Hochel, 2009). Nedavné
studie prokazaly schopnost nékterych izolatu C. coli transportovat a metabolizovat glukézu

(Vorwerk et al., 2015).

1. 1. 1. 5§ Patogenita, patogeneze a antigenni struktura

U bakterii rodu Campylobacter je potvrzena cela fada faktorti virulence (Kaakoush et al ., 2015).
Velky vliv na kolonizaci stifevni sliznice ma pohyblivost bakterie. Diky bi¢ikim jsou
kampylobakterie schopné prekonat peristaltiku a uchytit se na sliznici (Habib et al., 2013).
K preziti mikroorganismui napomaha tvorba katalazy a superoxiddismutazy, dale také zisk
zeleza z transferinu a laktoferinu, jenz jsou obsazeny v séru a sliznicich hostitele (Kaakoush et

al., 2015).

Velky vyznam ma v ohledu patogenity toxin CDT (cytolethal distending toxin), jenz je
produkovan bakteriemi tohoto rodu. CDT je slozen ze 3 toxina (CdtA, CdtB, CdtC) s podobnou
molekularni hmotnosti a pusobi na epitelialni butiky, u kterych narusi absorp¢ni funkci stiev a
vznikne prijem. Kampylobakterie dale produkuji enterotoxin, Shiga toxin a hepatotoxin.
U kampylobaktert je potvrzen vyskyt genu virulence cdtA, cdiB, cdtC, virBll, ciaB, ciaC,
FlaC, KpsM, KpsT, KpsE, pVIR, wlaN, iam, dnaJ, racR blaoxs-si, tet(O), aph-3-1 a cmeB
(Kaakoush et al., 2015).

K nakaze ¢loveéka dojde nejcastéji pozitim infikované potravy ¢i vody, mize k ni dojit ale také
kontaktem s nakazenymi zvifaty nebo sexudlnim stykem. Standardnim vstupem infekce je
travici ustroji (Wilson et al., 2008). V travici soustavé dochézi k adhezi na epitelialni buiky,
bakterie do nich proniknou a za¢nou se mnozit uvnitf vakuol a zde poté produkuji cytotoxin
CDT. Epitelialni buiiky se poskodi a vznika zanét, u kterého dochéazi ke ztratam tekutin a
vznika prijem (Kaakoush et al., 2015). Infekce se muze rozsifit i dale do téla, kdy bakterie

pronikaji do krevniho ob&hu (Wilson et al., 2008).

Klasickou infekéni davkou pro &lovéka je 102 — 10* bunék (Kaakoush et al., 2015). Takto
vysokd infekéni davka je spojena s citlivosti bakterii rodu Campylobacter na nizké pH (Wilson
et al., 2008). K nékaze jsou vice nachylni oslabeni jedinci. Inkuba¢ni doba trva 24 — 48 hodin,

muze vSak trvat az 7 dni (Habib et al., 2013).

Membrana kampylobaktert obsahuje lipopolysacharidovy a proteinovy antigen (Ellstrom et al.,
2013; Hoppe et al., 2013). Tento rod se dle Pennerova schématu rozliSuje do 65 sérotypu dle
lipopolysacharidového antigenu. Dle Liorova schématu je zjis§téno 110 sérotypu, coz se déli
podle bi¢ikového proteinu (Pike et al., 2013).
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1. 1. 1. 6 Vyskyt kampylobakteru

Nejveétsim rezervoarem kampylobakterii je zazivaci trakt hospodarskych zvirat, domacich
mazlicka, ptaka i Clovéka. Ziskat je l1ze ze syrovych potravin zivo¢iSného puvodu, ale také
zeleniny, mofiskych plodu a vody. NejCastéji dochazi k epidemii pozitim nedostateCn€ tepelné
zpracovaného drubeziho masa, nepasterizovaného mléka, povrchové vody a dale kiizovou

kontaminaci v domacnosti nebo v provozech stravovani (Kaakoush et al., 2015).

Nejdulezitéjsim zastupcem je Campylobacter jejuni a Campylobacter coli, které jsou nejcastéji
izolovany od lidi trpicich priajmovym onemocnénim. Kampylobakterioza se vyskytuje v mnoha
zemich po celém svété a v nékterych zemich pocet pfipadi pievysuje pocCet salmoneloz a

shigel6z (Ray, 2004).

1. 1. 2 Rod Arcobacter

1. 1. 2. 1 Historie rodu Arcobacter

Prvni zminka o téchto bakteriich byla v roce 1977 (Ellis et al., 1977). Vandamme a De Ley
v roce 1991 navrhly ndzev nového rodu Arcobacter, nebot do té doby Slo o ,,aerotolerantni

kampylobaktery” (Ho et al., 2007; Snelling et al., 2006).

1. 1. 2. 2 Charakteristika a morfologie

Nazev Arcobacter pochazi z latinského slova arcus, coz znamena /uk (Vandamme et al., 1991).
Arkobaktery fadime mezi lidské patogeny, maji ale i jisty veterinarni vyznam (Motarjemi and
Adams, 2006). Jde o bakterie s gram-negativnim charakterem bunétné stény, netvoii spory,
maji tyCinkovity tvar. Morfologické a metabolické vlastnosti maji shodné s mikroorganismy
rodu Campylobacter, 1i8i se vSak v aerotoleranci (Lawaley et al., 2012). Polarni bi¢ik umoziuje

buiikam pohyb (Motarjemi and Adams, 2006).

1. 1. 2. 3 Taxonomie arkobakteru

Do tohoto rodu se v soucasni dobé tfadi 28 druha: A. aquamarinus, A. defluvii, A. cloacae,
A. ellisii, A. suis, A. venerupis, A. acticola, A. anaerophilus, A. bivalviorum, A. ebronensis,
A. lekithochrous, A. nitrofigilis, A. pacificus, A. mytili, A. halophilus, A. molluscorum,
A. marinus, A. canallis, A. faecis, A. lanthieri, A. porcinus, A. thereius, A. trophiarum,

A. butzleri, A. cryaerophilus, A. nitrofigilis, A. skirrowi, A. cibarius (Figueras et al., 2017).
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1. 1. 2. 4 Kultivace

Zasadnim rozdilem u arkobaktert je jejich schopnost rust za aerobnich podminek a za nizkych
teplot. Rustova teplota u bakterii rodu Arcobacter se nachazi v rozmezi 15-37 °C (Lawley et

al., 2012). Optimum je pro kultivaci vSak 30 °C (Phillips, 2001).

Drive se ke kultivaci vyuzivaly pudy urcené pro bakterie rodu Campylobacter. Tyto agary byly
vSak ke kultivaci arkobakteri nevhodné, kvuli jejich toleranci kysliku. V souCasnosti se
uptednostiiuje kultivace na krevnim agaru, CAT agaru, CCDA agaru, CIN agaru (Phillips,
2001). Kolonie jsou bilé az Sedivé, malé, bez pigmentace (Motarjemi and Adams, 2006).

1. 1. 2. 5 Biochemické vlastnosti rodu Arcobacter a jejich citlivost

U vétsiny kment bakterii rodu Arcobacter je pozitivni oxidazova i katalazova reakce, dale také
ureazova aktivita a redukce dusi¢nant (Ricke et al., 2015; Vandenberg et al., 2004).
Arkobaktery jsou citlivé na NaCl, ampicilin, tetracyklin, kanamycin a streptomycin. Odolné

jsou naopak k erythromycinu (Vandenberg et al., 2004).

1. 1. 2. 6 Patogenita a patogeneze arkobakteru

U bakterii rodu Arcobacter neni zcela znam zpusob nakazy, pfesto ze se mnoho studii timto
tématem zabyva. Pravdépodobnymi spoustéci jsou hemaglutininy, interleukiny a toxin, ktery
ma za nésledek invazi a/nebo adhezi na epitelialni buriky ve stfevech. Pritomnost toxinu CDT
u arkobakteri potvrzena nebyla, ale cytotoxické latky produkuji (Ricke et al., 2015).
U arkobaktert byly potvrzeny mnohé faktory virulence. Jde o 9 vyznamnych gent virulence:
cadF, ciaB, cjl349, irgA, hecA, hecB, mviN, pldA, tlyA. Tyto faktory pomahaji bakteriim

k adhezi, invazi, lyze erytrocytu, ziskavani a udrzeni zeleza (Heimesaat et al., 2015).

Infekce ohrozuje vSechny vékové skupiny, ale nejvice malé déti. Typicka cesta nakazy je
fekalné-oralnim zpusobem. Velikost infek¢ni davky ani inkubacni doba neni pfesné stanovena.
Nakazu doprovazi vodnaty prijem, bolesti bficha a horecka. Tyto pfiznaky se u nemocného
objevuji obvykle 3-15 dnt. Rod Arcobacter neni zahmut do rutinniho testovani, proto jsou

epidemie zaznamenany pouze ojedinéle (Lawley et al., 2012).

1. 1. 2. 7 Vyskyt arkobakteru

Izolace bakterii rodu Arcobacter je mozna zriznych mist, nebot jsou velmi rozsifené

(Lastovica et al.,, 2014). Zpusobuji onemocnéni stievniho traktu hlavné u lidi, ale také
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zvitat (Nachamkin et al., 2008). Arkobaktery nejsou pfirozenou soucasti stfevni mikroflory u

drabeze, jako je tomu u kampylobaktert (Lawley et al., 2012).

Vyskyt je mozny v moktadni pud€, dale také v odpadni, pitné, podzemni, sladkovodni i mofské
vodeé. Enormni vyskyt téchto bakterii je zaznamenan u dribeziho, veprového a hovéziho masa,
dale také ale u nepasterizovaného mléka, musli, Skebli a mofskych ryb. Pfitomnost arkobaktert
byla potvrzena také z vytéra dutiny Gstni u kocek a psu, ale také i u myvalu, opic, nosorozcu,

goril a alpakt (Lastovica et al., 2014).
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1. 2 Mikrobialni biofilm
1. 2. 1 Bakterialni biofilm

Bakterie nachazime vSude kolem nés a jsou neodmyslitelnou soucasti naseho zivota. Jejich
vyskyt muze byt v planktonni formé nebo v podobé biofilmu (Davey and O Toole, 2000).
Biofilm je spoleCenstvi mikroorganismu, které pfilne k riznym povrchim, ale i k sobé
navzajem (Kvasnickova et al., 2016). Zpusobu tohoto Zivota dava prednost velka Cast
mikroorganismu, jenz se vyskytuji v pfirod¢ (Davey and O’'Toole, 2000). Prokazalo se, ze
biofilmy nejsou jen slizovitd vrstva bakterii, ale ptedstavuji komplexni, strukturované a
koordinované komunity s vysokou urovni organizace (Kvasnickova et al., 2016). Biofilmy
mohou byt slozeny z populace jediného bakterialniho druhu nebo z n€kolik (Davey and
O'Toole, 2000). K typickym zastupcim, ktefi tvoii biofilmy, patfi stafylokoky (napf.
Staphylococcus aureus), streptokoky (napt . Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus),
déale také enterokoky, anaerobni bakterie a gram-negativni tyCinky, kam patii tedy 1 rod

Campylobacter a Arcobacter (Davey and O Toole, 2000).

Toto spoleCenstvi ma vlastni obranny a komunikacni systém (Aparna and Yadav, 2008).
Bakterie rostouci v biofilmu se vyznacuji zvysSenou odolnosti k obrannym mechanismim
hostitele a jsou spojovany s vysokou pfirozenou rezistenci k vlivu antibiotik. Tento fakt je
spole¢ny vSem druhtim biofilmt (Hola, 2012). Bunky zijici v biofilmu jsou napt. az 1000krat
vice rezistentni vi¢i antibiotikiim nez kultury planktonické (Mulcahy et al., 2008). V této forme
se vyskytuji nejen bufiky nasi ptirozené mikroflory, ale také bakterie patogenni, které zpasobuji
onemocnéni fady organt a celych soustav, proto je zkoumani biofilmu pro medicinu velmi
dulezité (Hola, 2012). Biofilmy se mohou rozrustat na abiotickych i biotickych povrsich, kde
jsou poté zdrojem infekce u lidi, ale i zvitat a rostlin (Aparna and Yadav, 2008). V souasné
dobé existuji dva mozné zpusoby jak zabranit tvorbe€ biofilmu. Prvni z nich je ochranna a snazi
se zabranit adhezi bakterie na povrch a tim predejit tvorbé biofilmu. Druhou moznosti je tplné
odstranéni jiz vzniklého biofilmu, tedy eradikace (Kvasnickova et al., 2016). Buiky uvnitt
biofilmu mezi sebou vzdjemne komunikuji a dochazi k vymeéne genetické informace. Tato
vymeéna se d€je predevsim konjugaci a prenosem plazmida, které koduji geny zajist'ujici napf.
rezistenci k antibiotikim (Mulcahy et al., 2008). Biofilm pfedstavuje pro bakterie vyznamnou
ochranu a to pied celou fadou nezadoucich vliva vng€jsiho prostiedi, coz muize byt napiiklad
UV zafeni, dehydratace, salinita, pfitomnost toxickych kovl, velmi nizké pH, nebezpeci
fagocytdzy, ale i pied nekterymi antibakterialnimi prostifedky a antibiotiky (Hall-Stooley et al.,
2004).
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1. 2. 1. 1 Historie bakterialniho biofilmu

Prvni biofilmy, které se zkoumaly, byly viditelné pouhym okem. Diky tomu se zatadily
k prvnim pfedmétim zkoumani v pocatcich rozvoje mikrobiologie (Aparna and Yadav, 2008).
Anthony van Leeuwenhoek s postupem doby pomoci jednoduchych mikroskopt pozoroval
bakterie na povrchu zubt a tim doslo k objeveni mikrobialnich biofilmi (Donlan, 2002). Dale
Heukelekian a Heller pozorovali rist bakterii a tvorbu biofilmu na 1ahvi v mofské vode. Zjistili,
ze pocet bakterii na lahvi je dramaticky vyssi nez v okolnim prostfedi — v tomto pfipadé
v moiské vodeé (Heukelekian and Heller, 1940). K velkému rozmachu doslo az s nastupem
elektronové mikroskopie (Donlan, 2002). Jones et al. (1969) pouzivali elektronovou
mikroskopii ke zkoumani biofilmd na prachovych filtrech v Cistirné odpadnich vod. Zde se
ukazalo, ze biofilm je tvofen riznymi bakteriemi — priikaz byl zaloZen na rozdilné morfologii
bunék. Veédci zjistili, Ze matricovy material obklopujici a uzavirajici butiky uvnitf v biofilmu je
polysacharid. V tomto vyzkumu vyuzili specifickou latku polysacharidové povahy ,,Ruthenium
red”, ktera se dokdzala spojit s Cinidlem oxidu osmicelé¢ho (Jones et al., 1969). Roku 1973 byly
studovany mikrobialni slizy v pramyslovych vodnich systémech. Tato studie ukazala, ze jsou
velmi odolné vici dezinfekénim latkam, jako je chlor (Characklis, 1973). Vyzkum v roce 1978,
ktery byl veden Costertonem, vysvétlili mechanismy, kterymi se mikroby drzi materidlu
(Costerton et al., 1978). Tento védec je povazovan za ,otce biofilmu‘, nebot’ poprvé sepsal
publikaci zabyvajici se dlouho zndmou schopnosti bakterii zachytit se a vytvaret slizké povlaky
na pevném povrchu. Tato fakta nezévisle na sob¢€ potvrdil ve stejném roce 1 Gibbons, jenz se
zabyval klinickym vyznamem kmenQ Strepfococcus na zubni sklovingé (Kvasnickova et al.,
2016). Studium biofilmt zaznamenalo v nasledujicich letech zna¢ny rozmach a zaCaly se
vyuzivat metody skenovaci elektronové mikroskopie nebo standardni mikrobiologické
techniky. Za posledni desetileti ovlivnilo chapani biofilmi pfedevs§im vyuziti laserového
mikroskopu k charakterizaci ultrastruktury biofilmu a vySetfovani gent, které se podileji na
adhezi bun¢k a tim i tvorbé biofilmu (Donlan, 2002). Mechanismy tvorby biofilmt byly
CasteCné€ objasnény, pifesto zustava mnoho jevlu i v soucasné dobé nezodpovézeno

(Kvasni¢kova et al., 2016)

1. 2. 1. 2 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu je heterogenni. Rozdilnost je ve slozeni a distribuci extracelularnich
polymernich latek, aerobnich a anaerobnich zonéach, ale také samotnym slozenim

mikroorganisma. Stavbu ovliviiuje také interakce raznych Castic (ne mikrobialnich) z hostitele
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a z prostiedi. Prikladem je studie zabyvajici se biofilmem na srde¢nich chlopnich, kde bylo
zaznamenano hromadéni erytrocytu a fibrinu. Fibrin chrani strukturu biofilmu pfed leukocyty
hostitele a mize tak dojit k infek¢ni endokarditidé. Dal§im ptikladem je uchycovani mineralti
v biofilmu tvoricim se na moCovém katétru, coz ma za nasledek inkrustaci katétru a naslednou
blokaci jeho funkce. Tyto mineraly vznikaji vysrazenim diky zvySujicimu se pH. Narast pH je
zpusoben volnym amoniakem, ktery vznikne hydrolyzou mocoviny v moci, coz zpusobuji

bakterie zijici v biofilmu. Tato reakce je fizena enzymem ureazou (Donlan, 2002). Heterogenita

struktury biofilmu je v prostoru i v Case (Kvasnickova et al., 2016).

Tyto mikrobialni systémy mohou existovat jako volné ¢i piisedlé agregaty, jednovrstevné nebo
trojrozmeérné struktury, které jsou propleteny vodnimi kanélky, které umoziiuji transport zivin,
kysliku a odpadnich slozek v celém systém k buiikam nebo od bunék do okolniho prostiedi
(Kvasni¢kova et al., 2016). Difuzi zivin, kysliku a dokonce 1 antimikrobialnich latek zajistuje
tekouci proud v téchto kanalech (Donlan, 2002). Vodni kanalky funguji také jako filtry, které

do své stavby zachytavaji rizné Castice jako napfiklad mineraly (KvasniCkova et al., 2016).

Jak jiz bylo feCeno, biofilmy mohou mit riznou strukturu, na niz maji zasadni vliv organismy,
které dany biofilm vytvareji. Tloustka biofilmu je ovlivnéna poctem organismi. Biofilmy
jednodruhové jsou tenci (15 — 30 um), zatimco smésny biofilm byva siln€j$i (40 um) (Donlan,
2002). Rozhodujicimi faktory pro vyslednou Sitku je dostupnost zivin a rozlozeni mikrobialnich

buné¢k (Kvasnickové et al., 2016).

Biofilm je tvotfen seskupenim mikrobialnich bunék a mezibunééné hmoty (matrix), kterou
nachazime ve volném prostoru mezi butikami (Tolker-Nielsen and Molin, 2000). Jde o smes
extracelularnich polymernich substanci (EPS). EPS ptredstavuje 50 — 90 % z celkového
organického uhliku uvnitt biofilmu a je povazovan za primarni matricovy material (Flemming
and Wingender, 2001). Tato smés se li§i v kazdém biofilmu jak v chemickych tak 1 fyzikéalnich
vlastnostech. Sklada se predevsim tedy z polysacharidi, jenz nékteré mohou byt neutralni nebo
polyaniontové. Velice dulezita je pfitomnost uronovych kyselin (napf. D-glukutonova,
D-galakturonova a mannurova) nebo vazanych pyruvatd, nebot umoziuji sdruzovat dvojmocné
kationty vapniku a hot¢iku, u nichz bylo prokdzano, ze zesit'uji polymery a tim zajistuji veétsi
vazebnou silu ve vzniklém biofilmu (Sutherland, 2001; Flemming and Wingender, 2001).
U nekterych grampozitivnich bakterii mize byt chemické slozeni zcela jiné a mize byt
predevsim kationtové (Donlan, 2002). Soucasti matrix je i extracelularni DNA, jejiz funkce a

puvod vyskytu v obalu biofilmu neni zcela objasnéna. Védci se domnivaji, ze plni roli
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prenaseCe elektronu, slouzi v komunikaci nebo je vyuzivana jako pomocna konstrukce pro

pohyb bunék uvnitt seskupeni (Flemming and Wingender, 2001).

EPS do své struktury vnasi velké mnozstvi vody vodikovymi vazbami, ale u nékterych bakterii
muze byt hydrofobni. Mize se tedy zcela liSit ve své rozpustnosti. Slozeni a struktura
polysacharida uvniti EPS urcuje jejich primarni konformaci. EPS sacharidy nejsou u vsech
biofilmt jednotné, méni se prostorove i Casove (Sutherland, 2001). Vyzkumy ukazaly, ze rizné
organismy produkuji rozdilny pocet EPS a mnozstvi se zvySuje s ve€kem biofilmu. Syntéza je
ovlivnéna dostupnosti zivin v ristovém médiu, prebytkem uhliku, omezenim dusiku, drasliku
a fosfatu, ale také pomalym ristem bakterii. EPS se spojuje s kovovymi ionty, dvojmocnymi
kationty a jinymi makromolekulami (napf. proteiny, DNA, lipidy) (Donlan, 2002). Bunky
v biofilmu jsou chranény pied vlivem antibiotik diky omezené penetraci téchto latek pres
matrix. Biofilmova matrice dokaze zamezit vstupu antimikrobidlnich 1éCiv jako jsou beta-
laktamy ¢i aminoglykosidy, ale fluorochinolony pronikaji okamzité. Matrice poskytuje
kratkodoby ochranny ucinek, ale pii dlouhodobém puisobeni antibiotik nevykazuje vyznamnou

roli (Mulcahy et al., 2008).

1. 2. 1. 3 Formovani biofilmu

Vyvoj biofilmu ma 5 spole¢nych etap. Prvni stupenn zalina bakterialni adhezi k urcitému
povrchu, po které nasleduje tvorba mikrokolonii, nésleduje zrani a konecnéd faze zivotniho
cyklu je znama jako disperze, tedy uvoliiovani buné€k, proto aby kontaminovaly dalsi povrchy

(Abdallah et al., 2014).

Bakterialni adheze k povrchu predstavuje prvni a podstatny krok tvorby biofilmu. Jedna se o
reverzibilni (vratny) d& (Renner and Weibel, 2011). Je usnadnén mnoha fyzikalnimi,
chemickymi a biologickymi vlivy a pfilnavost je tedy ovlivnéna okolnim prostfedim okolo
bun¢k — teplota, organicka hmota, pH. Jakmile se bakterialni buiiky pfiblizi k pozadovanému
povrchu, zanou na ni pusobit fyzikalni sily jako jsou van der Waalsovy, hydrofobni ¢i
elektrostatické interakce nebo acidobazické vlivy. Vyslednd sila umozni buiice adhezi
k povrchu (Renner and Weibel, 2011, Weidenmaier and Peschel, 2008). Existuji studie
popisujici afinitu pohyblivych bakterii k ur€itym povrchim. Nasledné dochazi k expresi gena
uvnitt bakterie, jenz se podileji na stavbé biofilmu a inhibuji motilitu (Karatan and Watnick,

2009).

Doposud vratna adheze se stava jiz nevratnou, a to predev§im sekreci adhezini vlastni

bakterialni butikou. Jak jiz bylo zminé€no, extracelularni matrice obsahuje fadu sloucenin, proto
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pusobi v biofilmu jako opéra pro stabilizaci trojrozmérné struktury. V této Casti zacina proces

dozravani biofilmu vedouci k uzavieni matrice (Abdallah et al., 2014).

Posledni faze zahrnuje disperzi, kterd umoziuje bakteriim, aby opustily strukturu biofilmu,
kontaminovaly jiné povrchy a cely cyklus se tak opakoval. K disperzi dochazi vlivem nékolika
faktort, coz muze byt zména v dostupnosti zivin, Ubytek kysliku a jiné stresové stavy, jenz

podporuji expresi gent zapojujicich se do disperze (Koo et al., 2013).

Cely proces formovani biofilmu je znazornén na Obrazku 2.
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Obrazek 2 — Vyvojova stadia tvorby biofilmu (pfevzato a upraveno dle Haque et al., 2018)

1. 2. 1. 4 Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je pro bakterie zpusob komunikace mezi bunikumi (De Kievit, 2009).
Bakterie schopna QS produkuje a uvolfiuje chemické signalni molekuly, které se nazyvaji
autoinduktory. Dle autoinduktort 1ze systémy mikrobu délit do 4 skupin (Turan et al., 2017).
Koncentrace autoindukotord se zvySuje v souvislosti s rostouci hustotou bunécné populace.
Bakterie jsou schopny detekovat minimalni koncentraci té€chto latek a ménit tim expresi gend,
chovani a lépe se prizpusobit okoli, proto je tento proces i chrani. Diky t€émto signalim
synchronizuji bakterie své chovani v celé populaci, proto funguji jako mnohobunécné

organismy. Nicméné€ na signalizaci ma vliv riznoroda skupina molekul (De Kievit, 2009).

27



Vyzkumy ukdazaly, ze bakterie nejsou schopny komunikace pouze prostiednictvim signalnich
molekul stejného druhu, ale komunikuji 1 s jinymi druhy. Je také jisté, ze O se netyka pouze
bakterii (Miller and Bassler, 2001). OS5 byl poprvé pozorovan u luminiscenéni moiské bakterie
Vibrio fischeri, ale o komunikaci a vz4jemné spolupréci mezi bakteriemi se védélo jiz diive
(Turan et al., 2017). Timto objevem se odhalila alternativhi moznost 1é¢by infekénich
onemocnéni, nebot’ 0§ reguluje virulenci bakterii. Inhibitory QS ovliviiyji virulenci mikrobt
bez dopadu na jejich schopnost Zivota, proto nedochazi ke vzniku rezistence (De Kievit, 2009).
Mezibuné¢nou komunikaci bakterii ovliviiuji také rostlinné extrakty, které ale neobsahuji
dostatecné mnozstvi inhibitort, aby mohly byt vyuZzity pro terapeutické ucely. Inhibitory 1ze
najit v ovoci, zelening, Cerstvych bylinach ¢i kofeni a slouzi zejména jako preventivni 1é¢ebné

latky (Truchado et al., 2015).

1. 2. 1. § Vlastnosti povrchu pro rust biofilmu

Povrchy, na které bakterie adheruji a vytvofi biofilm, maji n€kolik charakteristik. K tvorbé
mikrokolonii dochézi spiSe na drsné&jsi ploSe, coz je dano snizenim smykovych sil. Dalsi vliv
na rychlost a rozsah uchyceni mikrobt maji fyzikalné-chemické vlastnosti. Mikroorganismy se
rychleji pripoji k hydrofobnimu povrchu (plasty, teflon, silikon, latex) nez k hydrofilnimu
(sklo, kovy). Nekteré studie ale toto tvrzeni vyvraceji (Donlan, 2002). Dokonalym mistem pro
uchyceni bakterie a tvorbu biofilmu jsou nerovnosti, trhliny, kouty a zlomy, protoze tato mista

jsou §patne dostupna pii Cisténi a dezinfekci (Chmielewski and Frank, 2003).

1. 2. 1. 6 Vyskyt biofilmu

Prvné popsanym biofilmem byl zubni plak, coz je shluk pfichycenych streptokokli na zubni
sklovinu. Zubni plak mize mit za nasledek tvorbu zubniho kazu, zanét dasni a stfedousi (Hola,
2012). V medicin€ maji bakterie v biofilmu taktéz negativni vliv, nebot’ rostou napf. na
implantovanych kloubnich nahradach, plastovych pomuickach, srde¢nich chlopnich, katetrech,
chirurgickych stehach, zdeformované tkani nebo i na kontaktnich ¢ockach (Abdallah et al.,

2014).

Bakterie schopné ristu v podobé biofilmu nenachazime pouze v oblasti mediciny, ale v celé
fad¢ dalSich odvétvi. Vyskyt je zaznamenan v pudach, odpadech, vod€ a na mistech s vodou
spojenych (Dautle et al., 2003; Rulik and Hola, 2012). Pro ¢lovéka je nebezpecna kontaminace
ploch v domécnostech a také potravin, coz nejcastéji byva ovoce a zelenina (Dautle et al,,

2003).
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1. 2. 1. 7 Biofilm kampylobakteru a arkobakteru

Bakterie rodu Campylobacter maji schopnost tvofit biofilm, diky kterému odoléavaji fyzikalnim,
environmentalnim a biologickym vlivim (Kaakoush et al.,, 2015). Kampylobaktery maji
zvySenou odolnost v podobé biofilmu. Bylo popsano, ze pifezivda az 24 dni, kdezto
v planktonickém typu zivota pouze 12 dni (Joshua et al., 2006). V roce 2006 prob¢hla
komplexni studie o tvorbé biofilmu bakterie Campylobacter jejuni a tato studie ukazala, ze jsou
tyto bakterie schopny tvofit 3 odli§né typy biofilmu (Siringan et al., 2011; Kaakoush et al.,
2015). Pro kampylobaktery je zivot v podobé biofilmu zésadni, nebot takto 1épe snasi a
odolavaji vné¢j§im podminkadm pfi nakazeni hostitele. Bylo prokézano, ze tvorba biofilmu
probihé vice v aerobnich podminkach (Reuter et al., 2010). Wirtanen a Salo (2005) tvrdi, ze
kazdi mikroorganismus za ptiznivych podminek (vlhky povrch, ziviny a fyziologické prostiedi)
ma proménlivou schopnost tvofit biofilm. U C. jejuni, stejné jako u jinych zoonotickych
bakterii, dochazi ke zménam ve fyziologii plisobenim vnéjsich vlivi (Svensson et al., 2009).
V jedné studii byla sledovana ucinnost antibiotik na biofilm vytvoreny kampylobaktery. Mezi
vysoce uCinna ATB patfi streptomycin, erythromycin, gentamicin, tetracyklin, neomycin a
penicilin. U antibiotik cephalexin a kanamycin byla zjisténa az 98-100 % ucinnost. Maly vliv
meély naopak Iéky riphapicin, ampicilin a norfloxicin (Balogu et al ., 2014). Dle nedavnych studii
existuje nova latka TYPLEX®, ktera vykazuje jedinecny Gcinek proti enteropatogeniim, nebot’
zabraniuje tvorb¢ biofilmu. Jedna se o synteticky komplex L-tyrosinu a trojmocného zeleza.
Studie prokézala vliv této latky na C. jejumi a snizila schopnost této bakterie piilnout

k plastovému povrchu a vytvorit tak biofilm (Khattak et al., 2018).

Biofilm tvoteny bakterii Campylobacter jejuni lze vidét na Obrazku 3.
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Obrizek 3 — Biofilm tvoteny Campylobacter jejuni (Joshua et al., 2006)

Campylobacter jejuni tvoti biofilm na abiotickych povrSich, jako je napt. polyvinylchlorid,
plast, nerezova ocel nebo sklo, ale také na zivych tkanich (Epps et al., 2013). Schopnost ristu
na povrchu se lisi mezi jednotlivymi kmeny C. jejuni (Feng et al., 2016). Biofilmy tvofené touto
bakterii nachazime v GIT traktu dribezZe, ve vodnich systémech, v zafizenich pro chov zvifat,
ale v zafizenich na zpracovani potravin. Biofilm kampylobakterd byva tvofen spolu s dal§imi
mikroby, napt. Staphylococcus aureus & Salmonella enterica. Ptedpoklada se, ze tyto
mikroorganismy poskytuji ochranu C. jejuni ptfed antimikrobialnim vlivem a aerobnim stresem
(Feng et al, 2016). Vhodnym spolutvircem* je Pseudomonas aeruginosa, nebot
spotifebovava kyslik a vytvaii tak pfiznivé prostiedi pro rist a pieziti kampylobaktera (Ica et
al., 2012). Rust biofilmu C. jejuni je snizen v pritomnosti NaCl a sachardzy, coz ma za nasledek
osmoticky stres indukovany témito slouCeninami. Teplotni a kyslikové zmény méni hustotu
biofilmu (Reeser et al., 2007; Reuter et al., 2010). Sledované biofilmy tvofené bakteriemi rodu
Campylobacter byly vzdy na rozhrani kapalina-vzduch. Testované byly mikroaerofilni i
anaerobni zastupci kampylobaktert. Mikroaerofilni kmeny nevykazovaly na plastu zadny rast,
kdezto anaerobni kmeny biofilm tvoftily. Velka fada studii se zabyvala pouze C. jejuni, ale toto
zjisténi ukazuje, ze schopnost tvofit biofilm maji spiSe bakterie v anaerobnim prostiedi ve
srovnani tedy s mikroaerofilnim (Gunther and Chen, 2009). Kli¢ovou roli pfi tvorb& biofilmu
tedy hraje kyslik. Oh et al. (2016) ve své studii prokézali, ze aerobni podminky zvySuji tvorbu
biofilmu u mikroorganismu Campylobacter jejuni prostiednictvim oxidacniho stresu. Aerobni
podminky podporuji vyvoj zivotaschopného, ale nekultivovatelného C. jejuni. V jedné studii
byl biofilm sledovan po riznou ¢asovou dobu kultivace. Bakterie Campylobacter jejuni a
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Campylobacter coli se po 6denni kultivaci zatadily mezi mikroorganismy stfedné tvoftici
biofilm, pfi¢emZ po 48 h kultivaci spadaly do skupiny slab& pozitivnich kmend (Silhova-

Hruskova et al., 2015).

Na Obrazku 4 miuzeme vidét tvorbu biofilmu na riznych povrsich.

Obrizek 4 — Tvorba biofilmu na riznych povrsich: A — nerezova ocel, B — nitroceluldza, C — nitroceluloza
(ukazuje extracelularni material pokryvajici butiky), D — sklo, E — negativni kontrola na sklu, F — mutant
C. jejuni vykazujici ztratu schopnosti ptilnout na sklo (Kalmokoff et al., 20006).

Mikroorganismy rodu Campylobacter vyuzivaji k vytvoreni biofilmu CsrA, coz je aktivator
tvorby biofilmu a jde o homodimerni protein vazany na RNA. U £. coli byl identifikovan jako
postranskripcni regulator translace, ktery je zodpoveédny za potlaeni nebo aktivaci mnoha
dulezitych procest. V jedné studii zkoumali ulohu CsrA v patogenezi pravé u C. jejuni, ale do
souCasné¢ doby neni znamo jak je Csrd regulovan. Pro tuto studii byl vyvinut mutant
kampylobaktera, ktery postradal postranskripéni regulator Csr4. Mutant vykazoval zmény
v n¢kolika vlastnostech souvisejicich s virulenci, véetné odolnosti proti oxidativnimu stresu,
motilité, adherenci. Tyto ucinky pravé naznacuji, ze CsrA4 je dulezitym regulatorem, jenz se
podili na patogenezi kampylobaktert. Biofilm byl barven krystalovou violeti. Mutant tvofil
velmi slaby biofilm, kdezto normalni typ vytvofil hustou vrstvu biofilmu. Vysledky tedy
naznacuji, ze CsrA4 je aktivatorem tvorby biofilmu u C. jejuni. Tento zavér je pozoruhodny
vzhledem k tomu, Ze tento protein u jinych bakterii tvorbu biofilmu potlacuje (Fields and
Thompson, 2008).
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Bakterie rodu Arcobacter maji také schopnost tvorit biofilmy, proto diky této vlastnosti
prezivaji neptiznivé vlivy prostiedi. Toto prezivani v podob€ biofilmu ma za nésledek, ze
dochéazi k opakovanym kontaminacim potravin, nebot biofilm tvofi v prostorach pro
zpracovani potravin (Giacometti et al., 2013). Ferreira et al. (2013) ve své studii uvadi, ze
divoké kmeny tvoii vice biofilmu nez sbirkové kmeny arkobakteri. To vSak neodpovida
vysledkiim v jiné studii, kde tvorba biofilmu byla témé&f v totozné mife (Silhova-Hruskova et
al., 2013). Kjeldgaard et al. (2009) sledovali tvorbu biofilmu u sbirkového kmene A. butzleri,
tak 1 u izolatu ziskaného z realného prostredi. Biofilm sledovali na mikrotitracnich destickéach
a také na nerezové oceli, a to pii riznych teplotach a dobach kultivace. VSechny sledované
arkobaktery tvorily biofilm a mnozstvi vytvoreného biofilmu se zvySovalo s Casem a teplotou.
V jiné studii ale uvadéji, ze bakterie Arcobacter butzleri a Arcobacter cryaerophilus vykazuji
nejvetsi tvorbu biofilmu jiz po 24 h, poté dochazi k postupnému poklesu ¢i k zadné vyrazné

zméng (Silhova-Hruskova et al., 2015).

1. 2. 2 Biofilm kvasinek

O tvorbé¢ biofilmu u kvasinek je zndmo vyrazn€ mén€ informaci nez u bakterialniho biofilmu,
ale v poslednich desetiletich zajem roste. Pfedevsim se jedna o studium biofilmu u kvasinky
rodu Candida. Druhy Candida jsou znamé jako hlavni puvodci nozokomialnich infekci, nebot
kolonizuji zivé i umélé povrchy (Douglas, 2003). Biofilmy kvasinek jsou velmi rozsifené a byly
prokazany téméf u vSech zdravotnickych pomucek, jako jsou steny, implantaty, trubice,
kardiostimulatory a rizné typy katétri (Seneviratne et al., 2008). O pfichyceni buriky k danému
povrchu rozhoduji vlastnosti povrchu a butiky kvasinek (Douglas, 2003). Kvasinky pfirozené
obyvaji ruzné Casti lidského téla, veetné dutiny ustni, gastrointestinalniho traktu, pochvy ¢i
kize. Za urCitych podminek mohou zpisobit infekce (Seneviratne et al., 2008). Lécba
takovychto infekci je velmi obtizna, nebot' kvasinky rostouci v biofilmu jsou odolné
k antimykotickym latkam, proto nejvhodnéjsi cestou 1éCby je odstranit infikovany implantat.
(Douglas, 2003). Velmi dulezité, jak pfedchazet nemocim zpuisobenych biofilmy, je vhodna
péce o implantat a dodrzeni aseptickych podminek pfi praci s nimi (Hol4 et al., 2007). Zasadni
roli pfi tvorbé kvasinkového biofilmu hraje pfitomnost hyf a pseudohyf, jenz vznikaji
spojovanim jednotlivych bunék k dal§im a vytvoii se Utvary v podobé fetizkt (Hola et al.,

2007).

K vyznamnym zastupcim téchto kvasinek fadime kvasinky Candida parapsilosis a také

Candida albicans (Hola et al., 2007). Kvasinky Candida albicans tvoii dvouvrstevnou
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strukturu biofilmu, ktera je rezistentni k antifungalnim latkam, vcetn€é amfotericinu B a
flukonazolu. V jedné studii bylo prokéazano, ze biofilm tvoteny kvasinkou Candida non-
albicans zplusobi infekci spiSe nez biofilm kvasinky Candida albicans. Védci v této studii
vyuzivali klinické izolaty ziskané z krevniho tecist€. K infekci kvasinkou Candida albicans

zpravidla nedochazi z jiz vytvoteného biofilmu (Douglas, 2003).

Biofilm vytvoteny kvasinkou Candida albicans je zobrazen na Obrazku 5, kde lze vidét

heterogenni povahu biofilmu slozeného z hyf, pseudohyfa, extracelularnich polymernich latek.
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Obrazek 5 — Biofilm kvasinky Candida albicans, elektronova mikroskopie (méfitko 20 pm) (pievzato a
upraveno dle Seneviratne et al., 2008)

1. 2. 3 Biofilm plisni

Nejméne probadanou oblasti je biofilm plisni, tedy vlaknitych hub. Plisné jsou zdrojem mnoha
dilezitych produktl, vCetn€ antibiotik, enzymu, organickych latek, kyselin a dalSich
metaboliti. Pro tvorbu a rast biofilmu je vyhovujici prostfedi s vysokou vlhkosti. Plisn€ jsou

vSudypfitomné, velmi pfizpusobivé a rostou na ruznych povrsich (Gamarra et al., 2010).

K hlavnim zastupcim patii Aspergillus fumigatus, jakozto bézné€ a vsude se vyskytujici pliseri.
Tato plisen je velmi dobfe pfizpusobitelna okolnim podminkam a do prostfedi uvoliuje tisice
konidii. Zpisobuje zavazna a Casto smrtelna onemocnéni — invazivni plicni aspergilozu (Kaur
and Singh, 2013). Dalsi plisni popsanou ve spojitosti s tvorbou biofilmu je Aspergillus niger,
coz je prumysloveé vyznamny druh a je §iroce vyuZzivan pro biotechnologické aplikace (Gamarra

et al., 2009).
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Biofilm vytvoteny plisni Aspergillus oryzae je zobrazen na Obrazku 6.

Obrizek 6 — Biofilm plisn€ Aspergillus oryzae, elektronovad mikroskopie (méfitko 10 pm) (pfevzato a upraveno
dle Gamarra et al., 2009)
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1. 3 Testovani tvorby biofilmu

wees

antimikrobialnimi latkami. Existuji rizné zpusoby ke zji§téni produkce biofilmu, muze jit o
fenotypové metody, napt. Christensenova metoda v mikrotitranich destickdch nebo ve
zkumavkach, dale kultivace na agaru s kongo-Cerveni. Dale 1ze kvantifikovat vrstvu biofilmu
zjisténim poctu CFU po piedchozi sonifikaci, barvenim se spektrofotometrickym méfenim,
kolorimetrickou metodou (resazurin) a konfokalni mikroskopii. Pro zjisténi tvorby biofilmu lze
vyuzit také genotypové metody, napt. PCR. Nejvice vhodna je metoda Christensenova
v mikrotitracnich destickach, nebot’ vykazuje spolehlivé a reprodukovatelné vysledky (Hassan

etal.,2011).

1. 3. 1 Christensenova metoda v mikrotitraénich desti¢kach

Christensenova metoda v mikrotitracnich destickach je povazovana za ,,zlatou” metodu pro
detekci biofilmt. Prvni krokem je oSetfeni jamek kulturami a zivnym médiem. Desticky se
inkubuji pfi urcité teplote a po danou dobu. Po inkubaci se obsah jamek vyklepne a jamky jsou
promyty pufrem ¢i destilovanou vodou, ¢imz dojde k odstranéni volnych planktonnich bungk.
Biofilm na dn¢ jamek je nasledné fixovan 2% octanem sodnym a barven krystalovou violeti ¢i
gencianovou violeti. Nadbytec¢na barva je vymyta deionizovanou vodou a desticky se poté susi.
Narust vzniklého biofilmu se proméfi na spektrofotometru pii odpovidajici vinové délce
maxima absorbance. Dle hodnot absorbanci se bakterie nésledn€ deli do 3 skupin: silné

biofilmpozitivni, slabé biofilmpozitivni a biofilmnegativni (Hassan et al., 2011).

1. 3. 2 Christensenova metoda ve zkumavkach

Christensenova metoda ve zkumavkéach je obdobna jako ta v mikrotitranich destickach.
Jedinym a podstatnym rozdilem je to, ze kultivace a sledovani tvorby biofilmu probihd ve
zkumavkach. Testovand bakterie je kultivovana ve zkumavce, kterd je nasledné obarvena.
Barva se zde vyuziva taktéz krystalova violet', trypanova modr ¢i safranin. Vysledek se hodnoti

na vnitini stran€ zkumavky (Nyenje et al., 2013).

1. 3. 3 Kultivace na agaru s kongo-Cerveni

Tato metoda probiha na BHI agaru doplnéném o sachardézu a barvivo kongocerven. Studie
ukazaly, Ze jde o metodu s nizsi presnosti, ale je snadno proveditelna, rychla, levn&jsi nez

ostatni testy a hodnoceni je zalozeno na vizualni analyze barvy kolonii. Vyhodou jsou taktéz
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zivotaschopné kolonie na médiu, které lze vyuzit pro dalsi analyzy. Pfidanim ¢i nahradou
nékterych latek nebo zmeénou kultivacnich parametri se muze piesnost metody zvysit.
Bakterie tvofici biofilm vyrostou na agaru v ¢ernych koloniich, zatimco mikroorganismy

wees

stupnice (Kaiser et al., 2013).

1. 3. 4 Mikroskopické metody

V soucasnosti nejvice vyuzivanou technikou ke studiu struktury biofilmu je konfokalni laserova
skenovaci mikroskopie (CLSM). Jde o nejuniverzalnéj§i metodu. V jedné studii bylo navrzeno
CLSM s vyuzitim 96-jamkové mikrotitraéni desticky, ¢imz se tato kombinace ukazala jako
velmi dobra nahradni metoda k jinym technikam. Toto spojeni nam umoziuje kvalitativni a

kvantitativni hodnoceni biofilmové struktury in situ (Oliveira and Maria de Lourdes, 2010).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2. 1 Pouzité chemikalie, Zivné pudy, piistroje a pomitcky

2. 1.1 Chemikalie
Ethanol 96%

Octan sodny

Oxalat amonny
NaCl

Krystalova violet

2. 1. 2 Technické vybaveni
Analytické vahy

Autoklav PS 20 A

Biologicky termostat

Biologicky termostat ST 3 COMF/S
Centrifuga Z 300 K

Horkovzdu$ny sterilizator STERIMAT
Chladnicka RK 6201 BW
Chladnicka ZRA 40100 WA
McFarland densitometr

Mikropipety automatické
Mikropipety automatické
Sterilizator parni Sterilab 25 1
Sterilizator parni Sterimat Plus 25 1
Tecan Infinite® 200 PRO

Trepacka a vortex IKA MS 3 Digital

Trepatka Vomado vortex
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Lach-ner, Neratovice, CR
Lach-ner, Neratovice, CR
PENTA, CR
PENTA, CR

Alchema, Brno, CR

Kern, Némecko
BMT, CR
MMM-Group, Kanada
POL-EKO, Polsko
Hermle, Némecko
BMT, CR

Gorenje, Slovinsko
Zanussi, CR

Biosan, USA
Discovery, Némecko
Eppendorf, Némecko
BTM, CR

BTM, CR

Tecan, Svycarsko
IKA, USA

Benchmark, USA



2. 1. 3 Pomucky
Bézné plastové, sklenéné a kovové laboratorni vybaveni

Mikrotitracni desticky, 96 jamek s plochym dnem, PE SPL Life Science Co., Korea

2. 1. 4 Zivna média a pouZité roztoky

e TSA (Trypton Soya Agar) — HiMedia, Indie

slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l
sOjovy pepton 5¢g/l
chlorid sodny 5¢g/l
agar 15 g/l

pH (25°C)=7,3+0,2
K pripravé TSA byla pouzita sypka praskova smés v pomeéru 40 g smési na 1000 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pii 121 °C po dobu 15 minut. Po

ochlazeni na cca 50 °C byl roztok rozlit do Petriho misek.

e BHI bujon (Brain Heart Infusion Broth) — HiMedia, Indie

slozeni: teleci mozkova infuze z200 g/l
hovézi srdcova infuze z250 g/l
proteasovy pepton 10 g/l
chlorid sodny 5¢g/l
hydrogenfosfore¢nan (di)sodny 2,5 g/l
dextrosa 2 ¢/l

pH (25°C)=7,4+0,2
K pripravé BHI bujonu byla pouzita sypka praskova smés v poméru 37 g na 1000 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut.

e Fyziologicky roztok

K ptipravé fyziologického roztoku byl pouzit chlorid sodny v poméru 8,5 g na 1000 ml
destilované vody. Vznikly roztok byl autoklavovan pti 121 °C po dobu 15 minut.
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e Krystalova violet
K pripravé krystalové violeti bylo pouzito 2,5 g krystalové violeti, kterd byla rozpusténa
ve 100 ml ethanolu. Tento pfipraveny roztok se smisil se 400 ml 1% roztoku oxalatu

amonného.

2. 2 Pouzité bakteridlni kmeny

Pro sledovani tvorby biofilmu na riznych povrsich a za riznych kultiva¢nich podminek byly
pouzity referencni a sbirkové kmeny rodu Arcobacter a Campylobacter. Nékteré bakterialni
kmeny byly ziskdny z Svitavské nemocnice, Pardubické nemocnice a Oblastni nemocnice
Nachod, a.s. Dale byly pouzity bakterialni kmeny pochazejici ze Sbirky mikroorganismu
Univerzity Goteborg ve Svédsku (CCUG), Sbirky mikroorganismé Univerzity Gent v Belgii
(LMG), Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy univerzity v Brn& (CCM) a Interni sbirky
mikroorganismti  Univerzity Pardubice (UPa). Pfehled kment rodu Arcobacter a

Campylobacter pouzitych v této praci je uveden v Tabulce 2.
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Tabulka 2 — Piehled kmenti rodu Arcobacter a Campylobacter pouzitych pro testovani

Bakterialni druh Kmenové oznaceni

A. butzleri LMG 10828; CCUG 30484; CCM 3933; UPa 2012/3; UPa 2013/3; UPa 2013/10;
UPa 2013/15; UPa 2013/30; UPa 2013/31; UPa 2013/32; UPa 2013/33; UPa
2013/36; UPa 2013/37; UPa 2014/51; UPa 2014/54; UPa 2015/1; UPa 2015/5; UPa
2015/6; UPa 2015/7, UPa 2015/9; UPa 2015/10; 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; UPa 2015/25; UPa KK; UPa 24A; UPa 30B; UPa 39(3); UPa 49B;
UPa 65A; UPa 132A; UPa 138A; UPa 141

A. cryaerophilus CCM 7050; UPa 2012/1; UPa 2013/1; UPa 2013/12; UPa 2013/13; UPa 2013/14;
UPa 2013/16; UPa 2013/17; UPa 2013/28; UPa 2013/35; UPa 2014/58; UPa
2014/58a; UPa 2014/58d; UPa 2014/59; UPa 130

A. skirrowii LMG 6621

A. defluvii LMG 25694

A. thereius LMG 24488

A. lanthieri LMG 28517

C. jejuni CCM 6214; NP 2896; NS 3668; NS 3800; NS 4088; NS 4091
C. coli NP 2359; NS 3803; NS 4062

Campylobacter sp. ONN 366

Pozn.: A. — Arcobacter; C. — Campylobacter; UPa — Interni sbirka mikroorganismii Univerzity Pardubice;
LMG — Shirka mikroorganismii Univerzity Gent v Belgii; CCM — Ceskd shirka mikroorganismii Masarykovy
univerzity v Brné; CCUG — Shirka mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku; NP — Pardubickéd nemocnice;
NS — Svitavskda nemocnice; ONN — Oblasti nemocnice Ndachod, a.s.

2. 3 Pracovni postupy

2. 3.1 Christensenova metoda v mikrotitra¢nich destickach

Ke sledovéni tvorby biofilmu byla vyuzita modifikovana Christensenova metoda, kterd byla

provadeéna v mikrotitracnich destickach (plast).

Vlastni postup

Cista kultura vySetfovaného kmene byla pienesena sterilni kli¢kou do zkumavky s 2 — 3 ml
fyziologického roztoku. Suspenze byla upravena tak, aby odpovidala buné¢né densité 0,5 McF
(10® CFU/ml). Do piislusnych jamek plastové mikrotitraéni desti¢ky o 96 jamkach s plochym
dnem bylo pipetovano 90 pl BHI bujonu a 10 pl bakterialni suspenze. Takto pfipravena desticka
byla spektrofotometricky promeétena pii 595 nm na pfistroji Tecan Infinite® 200 PRO.
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Takto pfipravend mikrotitratni desticka uzaviena vickem byla nésledné kultivovana
v termostatu pii 30 °C pro bakterie Arcobacter nebo pii 42 °C pro kmeny Campylobacter po
dobu 24 h nebo 72 h a to bud’ v aerobnim ¢i mikroaerofilnim prostiedi. Po skon¢eni kultivace
byla desticka opét spektrofotometricky promeétrena. Nejdiive byl obsah desticky vyklepnut do
odpadu a nasledn€ doslo k promyvéani sterilni destilovana voda (10 ml Spicka, ne pfili§ velkym
tlakem). Desticka se takto promyla minimalné 3x. Poté se desticka susila 45 minut pii 25 °C ¢i
v termostatu pti 37 °C, coz vysuSeni zna¢n¢ urychlilo. Nasledovala fixace biofilmu na sténach
jamky, k Cemuz se pouzival 2% octan sodny (100 ul, 15 minut). Po 15 minutach se ¢inidlo
vykleplo do odpadu a néasledné doslo k barveni biofilmu krystalovou violeti (100 pl, 15 minut).
Barvivo bylo poté vyklepnuto do odpadu a desticka byla promyvéna 3-5x sterilni destilovanou
vodou. Nasledovalo opét suSeni po dobu 30 minut. Po vyschnuti desti¢ky se do vSech jamek
napipetovalo 200 pl 96% ethanolu a desticka se vlozila na 5 minut do vortexu. Nasledovalo
preneseni 100 ul objemu do nové desticky. Odebirani probihalo z cca poloviny objemu, ne ze
dna. Nové desticka byla prométena pii vinové délce 595 nm. Takto ziskana absorbance udavala

hodnotu, kterd odpovidd mnozstvi vytvoreného biofilmu.

Nasledovalo vyhodnocovani ziskanych dat. Za biofilm pozitivni byly oznafeny kmeny, jejichz
Asos > Asos, BHI bujonu, dale jako biofilm negativni byly oznaeny vSechny kmeny, které mély
As9s < Asos, HI bujonu. Ke statistickému vyhodnocovani namétfenych hodnot byl vyuzit program
Excel 2010 MS Oftice (Microsoft, USA) a Statistica 12 (StatSoft, USA). Extrémni hodnoty
byly testovany Deanovym-Dixovym testem a pfipadné byly s pravdépodobnosti 95%
vylouceny. Ze zbylych hodnot byl stanoven median a smérodatna odchylka (StDev). Uvazovalo
se zde i nad moznymi zdroji chyb, coz muze byt napt. nedostate¢né vymyté barvivo. Tyto chyby
vedou k narastu naméfenych absorbanci. Takto ovlivnéné hodnoty absorbanci v porovnani

s ostatnimi naméfenymi hodnotami byly vylouceny.

2. 3. 2 Christensenova metoda ve zkumavce
Vlastni postup

Do sklenénych zkumavek bylo pipetovano po 2 ml kultivaéniho média, tedy BHI bujonu.
Nasledovalo zaockovani 100 pl bakterialni suspenze (0,5 McF), ktera byla pfipravena stejnym
postupem jako u Christensenovy metody v MTD (viz. 2. 3. 1 Christensenova metoda
v mikrotitracnich destickach). Takto ptipravené zkumavky byly kultivovany pii 30 °C pro

bakterie Arcobacter nebo pii 42 °C pro kmeny Campylobacter po dobu 24 h nebo 72 h a to bud’
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v aerobnim ¢i mikroaerofilnim prostfedi. Po kultivaci byl obsah zkumavek vylit do odpadu a
zkumavky byly promyty sterilni destilovanou vodou a suseny pfi 37 °C. Nasledn¢ byla vnitini
strana zkumavek barvena krystalovou violeti pii 25 °C po dobu 20 minut. Obsah zkumavek byl
vylit a zkumavky byly opét promyty sterilni destilovanou vodou a suSeny pti 37 °C. Poté bylo

provedeno vizuéalni hodnoceni tvorby biofilmu.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo prokazat tvorbu biofilmu u bakterialnich kmena rodu Arcobacter
a Campylobacter. Biofilm byl sledovan na plastovych mikrotitraénich destickach a ve
sklenénych zkumavkach. Rizna byla i doba a prostiebi inkubace — 24 nebo 72 hodin a aerofilni
¢i mikroaerofilni prostfedi. Za zakladé vysledku absorbance byla urCena tvorba biofilmu.

Vysledky téchto laboratornich experimentd jsou uvedeny nize.

3. 1 Tvorba biofilmu na plastu (mikrotitracni desti¢ky)

Tvorba bakterialniho biofilmu byla testovana na mikrotitraénich desti¢kach. Zivné médium
bylo pouzito BHI. Tvorba biofilmu byla zkoumana u bakterii izolovanych z vody, potravin
nebo se jednalo o klinické izolaty. Produkce biofilmu byla hodnocena na zaklad¢ vysledné

hodnoty absorbance, ktera je pfimo imérna mnozstvi vytvoren¢ho bakterialniho biofilmu.

Testované bakterie vytvorily na povrchu plastové mikrotitra¢ni desticky vrstvu biofilmu, ktery
byl posuzovan dle vysledné hodnoty absorbance pii vinové délce 595 nm (Ases). Hodnota
absorbance neinokulovaného BHI bujénu byla 0,1110, coz je v nasledujicich grafech
znazornéno vodorovnou linii (blank). Rozmezi hodnot absorbanci dle jednotlivych zvolenych

kategorii je znazornéno v Tabulce 3.

Tabulka 3 — Rozmezi hodnot Ases a vysledek biofilmu

Rozmezi hodnot Ases Vysledek
As05<0,1110 biofilm-negativni

0,1200>A505>0,1110 slab¢ biofilm-pozitivni

0,1500>A505>0,1200 sttedné biofilm-pozitivni
As95>0,1500 siln€ biofilm-pozitivni

Pozn.: 4505 — absorbance namérenad pri vinové délce 595 nm

3. 1.1 Tvorba biofilmu na plastu u arkobakteru

Christensenovou metodou v plastové mikrotitracni desti¢ce bylo na tvorbu biofilmu otestovano
celkem 59 kmenu bakterii rodu Arcobacter. Z celkového poctu bylo 40 kment Arcobacter
butzleri, 15 kment Arcobacter cryaerophilus, 1 kmen Arcobacter skirrowii, 1 kmen Arcobacter
defluvii, 1 kmen Arcobacter thereius, 1 kmen Arcobacter lanthieri. Vysledky absorbanci

ziskanych testovanim arkobaktert jsou shrnuty v Tabulce 4
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Tabulka 4 — Tvorba biofilmi (hodnoty Ases) bakterii Arcobacter spp.

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin

Arcobacter Kmenové

spp- oznaceni Acrobni atm. Mikroaerofilni Acrobni atm. Mikroaerofilni

atm. atm.

A. butzleri LMG 10828 0,1260 £ 0,0024*  0,1301 +0,0048™ 0,1320 £ 0,0080™ 0,1778 £ 0,0171™"
CCUG 30484 0,1518 £0,0048™" 0,1792 +£0,0070™ 0,1778 £0,0220™" 0,2406 +0,0213™
CCM 3933 0,1184 +£0,0030" 0,1143 £0,0025™ 0,1197 £0,0040" 0,1947 £0,0153™
UPa 2012/34 0,1241 £ 0,0028" 0,1226 £ 0,0026™ 0,1560 +0,0027"" 0,1246 £ 0,0051*
UPa 2013/38 0,1729 £0,0106™" 0,2621 + 0,0050™" 0,1289 £ 0,0092* 0,1357 £0,0038"
UPa 2013/104 0,1121 £0,0031" 0,1162 £0,0015™ 0,1133 £0,0056™ 0,1247 £0,0024™
UPa 2013/154 0,1156 £0,0027" 0,1206 £ 0,0035™ 0,1396 £ 0,0047* 0,1415 £0,0041*
UPa2013/30B  0,1492 +0,0046™ 0,1782 +0,0062"*" 0,1235 £ 0,0039" 0,1368 £ 0,0048™
UPa2013/31%  0,1210 +0,0045™ 0,1256 £0,0021™ 0,1256 £ 0,0086™ 0,1321 £0,0060™
UPa2013/32B  0,1410 +0,0059™ 0,1393 £0,0046™ 0,1232 £ 0,0033* 0,1230 £ 0,0044™
UPa 2013/33® 0,1116 £0,0035" 0,1172 £0,0018" 0,1216 £ 0,0029* 0,1273 £0,0067"
UPa2013/364  0,1200 + 0,0039™ 0,1295 £0,0039™ 0,1197 £0,0030" 0,1286 £0,0034™
UPa2013/374  0,1809 +0,0058™* 0,2072 +£0,0073™" 0,1236 £ 0,0025™ 0,1350 £ 0,0080™
UPa2014/51%  0,1232 +£0,0024™ 0,1220 £ 0,0020™ 0,1254 £ 0,0067 0,1217 £0,0062™
UPa 2014/548 0,1167 £0,0036™ 0,1161 £0,0020" 0,1288 £ 00,0048 0,1241 £0,0056™
UPa 2015/18 0,1294 £ 0,0023™ 0,1320 £0,0036™ 0,1183 +£0,0037" 0,1215+£0,0037™
UPa 2015/54 0,1517 £0,0119™ 0,2019 +0,0098*" 0,1182 £0,0034" 0,1204 £ 0,0043™
UPa 2015/68 0,1251 £0,0042™ 0,1311 £0,0027™ 0,1178 £0,0025™ 0,1253 £0,0051™
UPa 2015/78 0,2327 £0,0109™" 0,1695 +0,0057" 0,1204 £0,0034™ 0,1258 £0,0038™
UPa 2015/9® 0,1270 £ 0,0032™ 0,1274 £0,0043™ 0,1198 £0,0037" 0,1291 £0,0031*
UPa2015/108  0,1408 + 0,0065™ 0,1404 £0,0042™ 0,1368 £ 0,0047™ 0,1375 £0,0048™
UPa2015/11%  0,1339 +0,0026™ 0,1365 +£0,0023™ 0,1757 £0,0204™" 0,2161 £0,0294™
UPa2015/12B  0,1761 £0,0101™* 0,1348 £0,0026™ 0,1169 £ 0,0038" 0,1215 £0,0042™
UPa 2015/138 0,1198 +£0,0030" 0,1377 £0,0029™ 0,1390£0,0111™ 0,1456 £0,0072™
UPa2015/14%  0,1298 + 0,0038™" 0,1356 £0,0040™ 0,1241 £0,0056™ 0,1357 £0,0045™
UPa2015/158  0,1769 +0,0076™" 0,2128 +0,0085™" 0,1420 £ 0,0058" 0,1270 £ 0,0055™
UPa2015/16%  0,1978 £0,0052*" 0,3752 £0,0101™ 0,1466 £ 0,0071™ 0,2167 £0,0107"
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Tabulka 4 — Pokracovani Tvorba biofilmii (hodnoty Ases) bakterii Arcobacter spp.

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Arcobacter Kmenové
SPP- oznadeni Aerobni atm. Mikroaerofilni Aerobni atm. Mikroaerofilni
atm. atm.

A. butzleri UPa2015/18® 0,1312 £ 0,0070*" 0,1959 +0,0086™" 0,1195 £0,0070" 0,1269 £ 0,0073*
UPa 2015/19¢ 0,1334 +£0,0036™ 0,1340 £0,0023™ 0,1322 £0,0055™ 0,1493 £0,0073™
UPa 2015/20¢ 0,1393 £0,0034™ 0,1390 £ 0,0043™ 0,1282 £0,0052™ 0,1428 £ 0,0065™
UPa 2015/25® 0,3009 +0,0354™" 0,1601 +0,0046™" 0,1505 +£0,0163™" 0,1463 £0,0195
UPaKKE® 0,1090 +£0,0028% 0,1170 £0,0048™ 0,1192 £0,0081" 0,1214 £0,0042™
UPa24AB 0,1384 £ 0,0064™ 0,4177 £0,0234™" 0,1687 +£0,0149™ 0,2463 +0,0360™"
UPa 30BE 0,1308 £ 0,0055™ 0,1180 £ 0,0060" 0,1368 = 0,0060™ 0,1182 £0,0034"
UPa 39(3)¢ 0,1426 £ 0,0061™ 0,1338 £0,0057™ 0,2396 £0,0168™" 0,1635 +0,0101™"
UPa 49B® 0,1299 £ 0,0029™ 0,1280 £ 0,0049™ 0,1237 £0,0035™ 0,1216 £0,0198"
UPa 65A® 0,1296 £ 0.0062™" 0,1278 £ 0,0024™ 0,1276 £0,0103* 0,1728 £0,0141™
UPa 132A® 0,1273 £0,0060™ 0,1510 £0,0051™" 0,1134 +£0,0144" 0,1252 £0,0043™
UPa 138A® 0,1410 £ 0,0062™ 0,2648 +0,0303™" 0,1215+£0,0175™ 0,1532 £0,0120™"
UPa 1418 0,1229 £ 0,0043* 0,1365 £ 0,0044™ 0,1155 £0,0050" 0,1339£0,0118"

A. cryaerophilus  CCM 7050 0,1329 £ 0,0040™ 0,1377 £ 0,0054™ 0,1162 £0,0024" 0,1304 £0,0042"
UPa2012/14 0,1229 £ 0,0019™ 0,1209 £ 0,0030™ 0,1259 £0,0027™ 0,1287 £ 0,0055™
UPa2013/18 0,1185 £0,0028" 0,1270 £ 0,0042*" 0,1498 £ 0,0048™ 0,1428 £ 0,0083*
UPa2013/124 0,1192 £0,0042" 0,1286 = 0,0029* 0,1458 £ 0,0042™ 0,1536 +0,0079™"
UPa2013/134 0,1281 +£0,0029™ 0,1654 +£0,0036™" 0,1244 £0,0023™ 0,1337+£0,0074™
UPa 2013/144 0,1358 £ 0,0056™ 0,1439£0,0091* 0,1334 £0,0064™ 0,1364 £ 0,0036™
UPa2013/164 0,1212 £ 0,0037 0,1229 £ 0,0029* 0,1241 £0,0033* 0,1287 £ 0,0054™
UPa2013/178 0,1177 £0,0034™ 0,1174 £0,0019" 0,1267 £0,0047™ 0,1294 £ 0,0054™
UPa 2013/28® 0,1168 £ 0,0020" 0,1220 £ 0,0018" 0,1327 £0,0058" 0,1366 = 0,0050™"
UPa 2013/354 0,1300 £ 0,0069* 0,1949 £0,0108™" 0,1180 £0,0056" 0,1181 £0,0021"
UPa 2014/588 0,1290 £ 0,0075™ 0,1222 £0,0029™ 0,1417 £0,0115™ 0,1450 £0,0035™
UPa 2014/58aP 0,1281 £ 0,0049™ 0,1368 £ 0,0061™ 0,1550 £0,0059™" 0,2417 £0,0240™"
UPa 2014/584® 0,1443 £0,0073* 0,1367 £ 0,0050™ 0,1514 +£0,0128™ 0,1768 +0,0140™"
UPa 2014/59®8 0,1271 £ 0,0075* 0,1318 £ 0,0064™ 0,1472 £0,0061* 0,1354 £ 0,0057
UPa 1308 0,1247 £ 0,0060™" 0,1314 £ 0,0042* 0,1211 £0,0100™ 0,1157 £0,0031"
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Tabulka 4 — Pokracovani Tvorba biofilmi (hodnoty Ases) bakterii Arcobacter spp.

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin

Arcobacter Kmenové
spp. oznaceni ; ; ; ;

Aerobni atm. Mikroaerofilni Aerobni atm. Mikroaerofilni

atm. atm.

A. skirrowii LMG 6621 0,1264 £ 0,0038™ 0,1299 £0,0041™ 0,1361 £0,0057™ 0,1291 £0,0038™
A. defluvii LMG 25694 0,2275 £0,0345 0,3788 £ 0,0080™* 0,4139 £0,0305™~ 0,5093 £ 00,0403
A. thereius LMG 24488 0,1240 £ 0,0024* 0,1269 £0,0043* 0,1195 £ 0,0034" 0,1274 £0,0037*
A. lanthieri LMG 28517 0,1254 £0,0023™ 0,1322 £0,0034™ 0,1226 £0,0075™ 0,1397 £0,0110™

Pozn.: UPa — Interni sbirka mikroorganismii univerzity Pardubice; LMG — Shirka mikroorganismii univerzity
Gent v Belgii; CCM — Ceskéd shirka mikroorganismit Masarykovy univerzity v Brné; CCUG — Shirka
mikroorganismit Univerzity Goteborg ve Svédsku; kmen biofilm-negativni (X); kmen slabé biofilm-pozitivni (*);
kmen stredné biofilm-pozitivai (*'); kmen silné biofilm-pozitivni (**°); 4 vzorek izolovany z vody; ® vzorek izolovany
z potravin; © klinicky izoldt; A. — Arcobacter

Na zakladé vysledku, které shrnuje Tabulka 4 1ze fici, ze z celkového poctu 59 sledovanych
kment byla potvrzena tvorba biofilmu u 98,4 % kment. Tato vysoka procentualni hodnota
poukazuje na urcité riziko téchto bakterii, a to zeyména v potravinaistvi. Kjeldgaard et al. (2009)
a Ferreira et al. (2013) uvedli dokonce 100 % schopnost tvorby biofilmu u testovanych kment

arkobaktert. Vysledky téchto studii se tedy v podstaté shoduji s vysledky nasi studie.

Schopnost tvorby biofilmu byva ovlivnéna vngjsimi faktory. Girbau et al. (2017) uvedli ve své
studii, ze arkobaktery tvoti biofilm za aerobnich a mikroaerofilnich podminek, coz se potvrdilo
1 v nasi studii. Girbau et al. (2017) déle prokazali, ze aerobni prostiedi podporuje adhezi bun¢k
izolatd, jenz v mikroaerofilni atmosféfe biofilm netvofily. Na nékteré druhy ma aerobni
prostredi opacny vliv, coz Ferreira et al. (2013) prokazali ve své studii, nebot pouze 19,7 %
z celkového poctu sledovanych izolatd bylo schopno adherovat a tvofit biofilmovou strukturu
v aerobnich podminkach. V nasi studii byly kmeny sledovany v aerobnim i mikroaerofilnim
prostiedi. Po 24 h kultivaci nebyly u 73,5 % ze vsSech testovanych kmeni znatelné zadné
vyznamné rozdily v tvorbé biofilmu v aerobnim a mikroaerofilnim prostiedi. U 7,7 % kmenu
byl zaznamenan narast biofilmu vytvofeného v mikroaerofilnim prostfedi oproti tomu
vytvoreném v prostiedi aerobnim. Tento nartist tvorby biofilmu byl nejvice pozorovan zejména
u kment Arcobacter cryaerophilus. Pouze u 1,2 % kment biofilmova tvorba poklesla
v mikroaerofilnim prostiedi, coz bylo patrné predev§im u kment Arcobacter butzleri. Nejvyssi
hodnota absorbance a tedy i1 biofilmové tvorby v aerobnim prostfedi byla zaznamenana u
Arcobacter butzleri UPa 2015/25 (As95=0,3009) a u A. butzleri UPa 2015/7 (As95=0,2327).
Oba zminéné kmeny arkobakteri byly izolovany =z potravin. Z testovanych zastupca

A. cryaerophilus tvotil nejvice biofilmu kmen A. cryaerophilus 2014/58d (izolat z vody;
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As95=0,1443). Znatn¢ vysoka tvorba biofilmu byla zaznamenana také u sbirkového kmene 4.
defluvii LMG 25694, ktery vykazoval 0,2275 hodnotu absorbance. V mikroaerofilnich
podminkach §lo o nejvyssi hodnotu absorbance 0,4177 u Arcobacter butzleri UPa 24A, jenz
byl izolovan z potravin, konkrétné z masa. Dalsi vysokd hodnota absorbance 0,3752 byla
sledovana u A. butzleri 2015/16, taktéz izolovaného z potravin. U A. cryaerophilus byla
zaznamenana nejvyssi tvorba biofilmu u kmene 2013/35 sabsorbanci 0,1949. Tento
mikroorganismus byl izolovan z vody. Ze sbirkovych kmenl nejvice biofilmu tvoril opét

A. defluvii LMG 25694. Nejméné¢ aktivni se jevil A. butzleri UPa KK izolovany z potravin.

Vétsina kmena v nasi studii byla hodnocena jako stfedné€ biofilm-pozitivni v aerobnich
podminkach (78 %). Pouze 10 kment bylo hodnoceno za siln€ biofilm-pozitivni (As95>0,1500)
a 10 kmenu za slabé-biofilm pozitivni (0,1200>As95>0,1110). Girbau et al. (2017) ve svém
vyzkumu zjistili, ze vétSina testovanych kment arkobaktert (77,8 %), jenZ maji schopnost
pfilnout k povrchu, se zaradily mezi slabé biofilm-pozitivni bakterie. Je tfeba vSak zdiraznit,
ze 1 slabé& biofilm-pozitivni kmeny jsou potencialn€ nebezpecné. Hodnoty v mikroaerofilnich
podminkach po 24 h kultivaci zustaly téméf totozné, zvysil se akorat pocet siln€ biofilm-
pozitivnich arkobakterl (16 kmenil). Vyrazna tvorba biofilmu v mikroaerofilnim prostedi po
24 h byla sledovana u A. butzleri UPa 2015/16 (As95=0,3752) a déle také u A. defluvii
(As95=0,3788). Naopak nejméné aktivni byl A. butzleri CCM 3933 (As95=0,1143), ktery se

zatadil mezi slab€ biofilm-pozitivni mikroby.

Porovnani hodnot absorbanci (biofilmové aktivity) za aerobniho a mikroaerofilniho prostredi

po 24 h kultivaci akobaktert mizeme vidét v Grafu 1-4.

47



m Aerobni atmosféra  mMikroaerofilni atmosféra

0,3

>

0,25
0,2

0,15

0.1

)

Absorbance pfi 595 nm

0,05

0

é@\c?’cﬁ” "*“QQ'\»W'»'»'» o
g§°§@@&@&§§&&&§§§§§§
& @&ﬁ@f@&f&*%%%&&ﬁg\&
“00.
S S T S T T e v v v

Graf 1 — Tvorba biofilmu u kment Arcobacter butzleri za riznych podminek (Christensenova metoda
v mikrotitranich destickach, acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 24 h, n=24, + smérodatnd odchylka);
vodorovna linie (Asos=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI
bujoénem.
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Graf 2 — Tvorba biofilmu v kment Arcobacter butzleri za riznych podminek — pokraovani (Christensenova
metoda v mikrotitranich destiCkach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 24 h, n=24, + smérodatna
odchylka); vodorovnd linie (Ases=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem
s neinokulovanym BHI bujonem.
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Graf 3 - Tvorba biofilmu u kmenti Arcobacter cryaerophilus za riznych podminek(Christensenova metoda
v mikrotitranich desti¢kach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 24 h, n=24, + sm¢rodatna odchylka);
vodorovna linie (Asos=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI

bujoénem.

B Aerobni atmosféra W Mikroaerofilni atmosféra

Absorbance pii 595 nm

A skirrowil LMG 6621 A. defluvii LMG 25694 A. thereius LMG 24488  A. lanthieri LMG 28517

Graf 4 - Tvorba biofilmu u kment Arcobacter skirrowii, Arobacter defluvii, Arcobacter thereius a Arcobacter
lanthieri za raznych podminek (Christensenova metoda v mikrotitra¢nich destiCkach; acrobni a mikroaerofilni
podminky, 30 °C, 24 h, n=24, + smérodatni odchylka); vodorovna linie (Ases=0,1110) reprezentuje blankoou

hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI bujénem.
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Po 72 h kultivaci byly rozdily v tvorbé biofilmu za aerobnich a mikroaerofilnich podminek
znateln€j§i. ZvySena tvorba biofilmu v mikroaerofilnim prostfedi po 72 h kultivaci byla
zaznamenana u 19 kmenQ, coz odpovida 11,2 % ze vSech testovanych arkobakterd.
K nejvétsimu navyseni biofilmové tvorby doslo u kment Arcobacter butzleri. U vétsiny kmenu
(78,8 %) zustala biofilmova tvorba na stejné Grovni nebo s minimalnim rozdilem. U 4 kmena
po 72 h kultivaci byl potvrzen pokles tvorby biofilmu. Kmen Arcobacter defluvii LMG 25694
byl po 72 h hodnocen jako nejvice biofilm-pozitivni (aerobni atmosféra Asos=0,4139;
mikroaerofilni atmosféra Asos=0,6093). V aerobnim prostiedi dale znatné mnozstvi biofilmu
tvofil kmen A. butzleri UPa 39(3), ktery byl klinickym izolatem. Z testovanych bakterii
A. cryaerophilus mél schopnost nejvice tvofit biofilm kmen Arcobacter cryaerophilus UPa
2014/58a (aerobni atmosféra Ases=0,1550). V mikroaerofilnich podminkéach vykazoval
vysokou hodnotu absorbance 4. butzleri 24A (izolat z potravin; Ases=0,2463) a sbirkovy kmen
A. butzleri CCUG 30484 (As95=0,2400), dale také A. cryaerophilus UPa 2014/58a
(As05=0,2417).

Stejné€ jako po 24 h kultivaci v aerobnim prostiedi byla vétsina (35 kment) bakterii zafazena
mezi stitedn€ biofilm-pozitivni. Obdobné tomu bylo po kultivaci v mikroaerobnim prostfedi.
Znaény rozdil byl zaznamenan u slab¢€ biofilm-pozitivnich bakteriii, kdy po aerobni kultivaci
bylo do této kategorie zarazeno 15 kmenu a po mikroaerofilni kultivaci jiz pouze 3 kmeny.
Silhova-Hruskova et al. (2015) ve své studii uvedli, e mikroorganismy A. butzleri a
A. cryaerophilus tvotily nejvice biofilmu po 24 h a poté dochazelo k postupnému poklesu
absorbanci. V nasi studii toto nelze potvrdit, nebot’ hodnoty absorbanci po delsi kultivaci

(72 h) neklesaly.

Zajimavy je kmen A. butzleri CCUG 30484, u kterého se tvorba biofilmu zvysila po 72 h
kultivaci (As95=0,1518 po 24 h, aerobni prostiedi; Asos=0,1778 po 72 h, aerobni prostredi).
Hodnoty absobanci se zvysily také v mikroaerofilnim prostiedi, a to jak po 24 h tak i po 72 h
kultivaci (As95=0,1792 po 24 h; As95=0,2406 po 72 h). Obdobny trend byl sledovéan i u
Arcobacter defluvii LMG 25694.

Graf 5-8 znazoriiuje tvorbu biofilmu u jednotlivych kmenti Arcobacter v aerobnim a

mikroaerofilnim prostfedi po 72 h kultivaci.
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Graf 5 - Tvorba biofilmu u kmenti Arcobacter butzleri za raznych podminek (Christensenova metoda
v mikrotitracnich desti¢kach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 72 h, n=24, + sm¢rodatna odchylka);
vodorovna linie (Asos=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI
bujoénem.
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Graf 6 - Tvorba biofilmu u kmenti Arcobacter butzleri za riznych podminek — pokraCovani (Christensenova
metoda v mikrotitranich destiCkach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 72 h, n=24, + smérodatna
odchylka); vodorovnd linie (Ases=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem
s neinokulovanym BHI bujonem.
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Graf 7 - Tvorba biofilmu u kment Arcobacter cryaerophilus za riznych podminek (Christensenova metoda
v mikrotitranich desti¢kach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 30 °C, 72 h, n=24, + smérodatna odchylka);
vodorovna linie (Asos=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI
bujoénem.
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Graf 8 - Tvorba biofilmu u kmenti Arcobacter skirrowii, Arobacter defluvii, Arcobacter thereius a Arcobacter
lanthieri za raznych podminek (Christensenova metoda v mikrotitra¢nich destiCkach; acrobni a mikroaerofilni
podminky, 30 °C, 72 h, n=24, + smérodatni odchylka); vodorovna linie (Asss=0,1110) reprezentuje blankoou

hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI bujénem.
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Kjeldgaard et al. (2009) zjistili, ze mnozstvi vytvofeného biofilmu se zvySuje s
rostoucim ¢asem a teplotou kultivace. To vSak z vysledk( nasi studie nevyplyva, jelikoz
hodnoty absorbanci po 72 h kultivaci nevykazovaly vyznamné zvySeni oproti kultivaci trvajici
24 h. Silhova-Hruskova et al. (2015) uvedli ve své studii stejné tvrzeni, nebot’ testované bakterie
vykazovaly nejvyssi tvorbu biofilmu po 24 h kultivaci s naslednym poklesem biofilmové
tvorby s rostouci dobou kultivace. Nasledné doslo k poklesu hodnot absorbanci ¢i k minimalni
zmeng.

Silhova-Hruskova et al. (2013) uvedli, Ze tvorba biofilmu u kmend izolovanych z realného
prostredi je témet shodna s kmeny sbirkovymi. Ferreira et al. (2013) ve své studii tvrdili pravy
opak, nebot' divoké kmeny vykazovaly vétsi schopnost pfilnout a vytvofit biofilm nez ve
srovnani s kmeny sbirkovymi. Nase vysledky poukazuji na miniméalni rozdily v tvorbé biofilmu

mezi sbirkovymi a divokymi kmeny arkobaktert.

Girbau et al. (2017) pracovali s izolaty, které izolovali z riznych druht potravin. Izolaty, s
nejvetsi tvorbou biofilmu, byly izolovany z musli, drubeze a syrového mléka. Naopak zadny
vzorek veprového a hovéziho masa neobsahoval adherentni kmen arkobaktert. V nasi studii

nejvice biofilm tvofili bakterie izolované z kutfeciho a rybiho masa.

Schopnost tvofit biofilm se 1i§i u kment stejného druhu, coz se dle vysledkd potvrzuje i v nasi
studii. Tato rozdilnost byla popsana i u jinych bakterii, napt. u Salmonella enterica ¢i Listeria
monocytogenes. Nelze jednoznacné urcit, jaké kultivaéni podminky jsou i nejsou pro
formovani biofilmu vhodné, nebot’ kazdy urcity kmen se chova odlisne (Girbau et al., 2017,
Silhova-Hruskova et al., 2015). Existuje nékolik faktord, jenZ vyrazn& ovliviiuji formovani
biofilmu. Vliv wvnitinich faktord u A. butzleri zpusobuje rozdilnou schopnost adherovat
k abiotickym povrchiim za stejnych kultivacnich podminek. Tvorba biofilmu je velmi ovlin€na
taktéz faktory vnéjsimi, jako je dostupnost zivin, podminky prostiedi ¢i vlastnosti povrchu.
Znacny vliv maji kultivacni média, nebot’ ovliviiuji adhezi (Girbau et al., 2017). Autofi
publikaci zabyvajici se biofilmy se ¢asto neshoduji, které kultiva¢ni médium je nejvhodnéjsi.
Pro tvorbu biofilmu je vhodné zvolit TSB médium (Baldassari et al., 1993), dale 1ze zvolit BHI
bujon (Knobloch et al., 2002). Nizka tvorba biofilmu byla zaznamenana u Mueller-Hinton
média (Girbau et al., 2017). Dualezitou roli v tvorbé biofilmu hraje také druh materialu.
Arkobaktery mohou biofilm tvofit na nerezové oceli, médi a plastovych povrsich. Girbau et al.
(2017) testovali na mikrotitracni plastové desticce 42 izolatt A. butzleri. Na plastovém povrchu

tvorilo 21,4 % kmena biofilm. Tato procentualni hodnota je zna¢n€ niz§i nez v jinych
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v publikacich, kde uvadé€li az 4x vyssi tvorbu biofilmu na plastu (Kjeldgaard et al., 2009;
Ferreira et al., 2013).

3. 1. 2 Tvorba biofilmu na plastu u kampylobakteru

Pomoci Christensenovy metody v mikrotitraéni desticce bylo otestovano také 10 kment
bakterii rodu Campylobacter z hlediska tvorby biofilmu. Z celkového poc¢tu se jednalo o
6 kment Campylobacter jejuni, 3 kmeny Campylobacter coli a 1 kmen byl bez blizsiho urceni
(Campylobacter sp.). Viechny sledované kmeny kampylobakter byly klinické izolaty ziskané

z okolnich nemocnic.

Vysledky absorbanci pro kampylobaktery jsou znazornény v Tabulce S.

Tabulka 5 — Tvorba biofilmii (hodnoty Ases) bakterii Campylobacter spp.

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Campylobacter Kmenové
SPP- oznadeni Aerobni atm. Mikroaerofilni Aerobni atm. Mikroaerofilni
atm. atm.

C. jejuni CCM 6214 0,1206 £ 0,0031*" 0,1152 £0,0020" 0,0926 £ 0,0060% 0,1166 £0,0019"
NP 2896¢ 0,1256 £0,0033™ 0,1186 £0,0029" 0,0920 +£0,0062X 0,1165 +£0,0023"
NS 3668¢ 0,1253 £0,0023™ 0,1268 £0,0025™ 0,1143 £0,0028" 0,1171 £0,0028”
NS 3800¢ 0,1210 £ 0,0029* 0,1272 £0,0022* 0,1148 £0,0027" 0,1214 £ 0,0030™
NS 4088¢ 0,1237 £ 0,0200™ 0,1268 +£0,0050™ 0,1187+0,0039" 0,1290 £0,0044™
NS 4091¢ 0,1242 £0,0031™ 0,1249 £0,0081™ 0,1127 £0,0042" 0,1178 £0,0045™

C. coli NP 2359¢ 0,1226 £ 0,0026™ 0,1250 £ 0,0023* 0,1184 £ 0,0030" 0,1248 £ 0,0070™
NS 3803¢ 0,1208 £ 0,0035™ 0,1161 £0,0030" 0,0941 £0,0057X 0,1158 £0,0028”
NS 4062¢ 0,1205 £ 0,0042™ 0,1147 £0,0037" 0,0941 £0,0053X 0,1180 £0,0038"

Campylobacter sp. ONN 366€ 0,1320 £ 0,0070*" 0,1299 £ 0,0035™ 0,1145 £0,0051" 0,1175 £0,0068"

Pozn.: NP — Nemocnice Pardubice; NS — Nemocnice Svitavy;, ONN — Oblastni nemocnice Nachod; kmen biofilm-
negativai (%); kmen slabé biofilm-pozitivai (*); kmen stredné biofilm-pozitivni (**); kmen silné biofilm-pozitivni
(""); Avzorek izolovany z vody; B vzorek izolovany z potravin, © klinicky izoldt; C. — Campylobacter

Dle vysledki, které jsou uvedeny v Tabulce S, 1ze fici, ze z celkového poctu tvorilo 100 %
kampylobaktert biofilm v aerobnim prostiedi po 24 h kultivaci. Po 72 h kultivaci bylo mnozstvi
kampylobaktert tvoficich biofilm zna¢n€ mén€, a to pouze 60 %. Z celkového poctu tedy
4 kmeny netvorily biofilm vibec a 6 kmenl se zaradilo do kategorie slabé biofilm-pozitivni.

Z nagsich vysledka lze tedy usoudit, Ze bakterie rodu Campylobacter tvori nejvice biofilm po

24 h kultivacni dob&, nebot pii delsi kultivaci se tvorba biofilmu zna¢né snizila.
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Silhova-Hruskova et al. (2015) viak uvedli pravy opak, nebot v jejich studii C. coli a C. jejuni
po 6ti denni kultivaci spadali mezi stiedn€ biofilm-pozitivni, zatimco po 48 h kultiva¢ni dobé
se zaradili do kategorie slabé biofilm-pozitivni. V nasi studii schopnost tvofit biofilm ztratil

C. jejuni CCM 6214, C. jejuni NP 2896, C. coli NS 3803 a C. coli NS 4062.

Po 24 h kultivaci nebyl u 60 % kment znatelny zadny vétsi rozdil hodnot absorbanci mezi
prostiedim aerobnim a mikroaerofilnim. U 40 % kment zpusobilo mikroaerofilni prostiedi
pokles absorbanci a tyto kmeny se zafadily mezi slabé biofilm-pozitivni mikroorganismy.
ZvysSeni adheze v mikroaerofilnim prostfedi nebylo zaznamenano ani u jednoho kmene.
Z nasich vysledku je zietelné, ze bakterie rodu Campylobacter biofilm I1épe tvori v aerobnim
prosttedi. Reuter et al. (2010) prokazali lepsi adhezi a tvorbu biofilmu v aerobnich podminkach.
Oh et al. (2016) ve své publikaci uvedli taktéz, ze aerobni prostfedi napomaha k tvorbé biofilmu
u kampylobaktera. V této studii prokazali, ze zvySeni tvorby biofilmu u Campylobacter jejuni
je spojeno s oxida¢nim stresem. Nase vysledky se shoduji s vysledky v téchto studiich. Zvyseni
tvorby biofilmu muze nastat i v prostfedi se snizenym obsahem kysliku v kombinaci

s vysokymi teplotami, coz uvedli ve své studii Reeser et al. (2007).

Porovnani tvorby biofilmu v aerobnim a mikroaerobnim prostiedi po 24 h kultivaci je

znazornéno v Grafu 9.

B Aerobni atmosféra M Mikroaerofilni atmosféra
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Graf 9 - Tvoiba biofilmu u jednotlivych kmemi Campylobacter (Christensenova metoda v mikrotitranich
destickach; aerobni a mikroaerofilni podminky, 42 °C, 24 h, n=24, + smérodatna odchylka); vodorovna linie
(As05=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI bujénem.
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Po 72 h kultivaci byla tvorba biofilmu vyssi v mikroaerofilnim prostiedi nez v podminkach
aerobnich. VétSina kmena (70 %) se po mikroaerofilni kultivaci zafadila do slabé biofilm-
pozitivni skupiny. Pouze 30 % kment spadala mezi stfedn€ biofilm-pozitivni bakterie. U 70 %

kment se zvysila tvorba biofilmu v mikroaerofilnim prostfedi ve srovnani s prostfedim

aerobnim.

Porovnani tvorby biofilmu v aerobnim a mikroaerobnim prostfedi po 72 h kultivaci Ize vidét
v Grafu 10.

B Aerobni atmosféra B Mikroaerofilni atmosféra
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Graf 10 - Tvorba biofilmu u jednotlivych kment Campylobacter (Christensenova metoda v mikrotitra¢nich
destickach; acrobni a mikroaerofilni podminky, 42 °C, 72 h, n=24, + smérodatna odchylka); vodorovna linie
(As05=0,1110) reprezentuje blankoou hodnotu ziskanou experimentem s neinokulovanym BHI bujénem.
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3. 2 Tvorba biofilmu na skle (zkumavky)

Déle byla sledovana produkce biofilmu u klinicky vyznamnych bakterii cCeledi
Campylobacteraceae pomoci Christensenovy zkumavkové metody. Ke sledovani tvorby
biofilmu byly pouzity totozné kmeny jako pii hodnoceni biofilmové aktivity na plastu (kapitola

3.1).

U Christensenovy zkumavkové metody byla subjektivné hodnocena vrstva vytvofeného a
nasledn¢ obarveného biofilmu. Hodnoceni tvorby biofilmu bylo bud’ negativni (-), slab&

biofilm-pozitivni (+), stfedné biofilm-pozitivni (++) nebo siln€ biofilm-pozitivni (+++).

Christensenova zkumavkova metoda byva hodnocena jako méné presnd, nebot’ zde dochézi
k subjektivnimu hodnoceni. Pro potvrzeni zda bakterie biofilm tvofi ¢i nikoliv, by mely byt

vyuzity jeste dalsi dopliiujici metody.

3. 2.1 Tvorba biofilmu na skle u arkobakteru

Dle vysledkt v Tabulce 6 1ze fici, ze bakterie rodu Arcobacter na sklo adheruji méné nez na
plastovy povrch mikrotitra¢ni destic¢ky. Plastovy povrch arkobakterim vyhovuje vice, 1ze tedy
fici, ze preferuji hydrofobni material. Po 24 h kultivaci v aerobnim prostfedi tvofilo
biofilm 89,4 % a v mikroaerofilnim prostredi biofilm produkovalo 87,6 % kment. Girbau et al.
(2017) ve své studii sledovali tvorbu biofilmu u izolatd arkobakterd a uvedli, ze 7 z 9 izolatt

bylo schopno adherovat na sklenény povrch.

Tabulka 6 — Tvoiba biofilmu kment rodu Arcobacter na sklenéném povrchu

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Arcobacter spp. (I;I:ll;?eol:;é - ]
Ae;;)lkm Mikroaerofilni atm. Azlt?l?‘m Mikroaerofilni atm.
A. butzleri LMG 10828 ++ + +++ +
CCUG 30484 +++ ++ +++ ++
CCM 3933 - ++ - -
UPa 2012/34 +++ + +++ +
UPa 2013/38 +++ +4++ +++ _
UPa 2013/104 + ++ +++ +++
UPa 2013/154 +++ - +++ +
UPa 2013/308 +++ +++ + +++
UPa2013/318 +++ +4++ ++ +
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Tabulka 6 — Pokradovani Tvorba biofilmu kmenu rodu Arcobacter na sklenéném povrchu

] Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Arcobacter spp. (I)<zl:11§?é)lrie Aerobni . . Aerobni
atm. Mikroaerofilni atm. atm. Mikroaerofilni atm.
A. butleri UPa 2013/328 ++ - ++ +
UPa 2013/33® +++ ++ - +
UPa 2013/364 ++ + +++ +
UPa 2014/518 ++ - +++ +
UPa 2014/54® ++ + +4++ ++
UPa 2015/1B +++ + +++ +
UPa 2015/54 +4++ + +++ ++
UPa 2015/6B - _ v i
UPa 2015/78 +++ ++ +4++ +
UPa 2015/98 - . - +
UPa 2015/108 + + +++ +
UPa 2015/118 - - 44 -
UPa 2015/128 - - - -
UPa 2015/138 y . - i
UPa 2015/148 + ++ ++ -
UPa 2015/158 y . - i
UPa 2015/168 +++ + ++ 44
UPa 2015/188 ++ + +++ +
UPa 2015/20¢ - - +++ -
UPa 2015/25"8 + - +4+ +
UPa KK® +++ ++ +++ +4++
UPa 24AB +++ +4+ +4+ +++
UPa 30BB + - +4++ +
UPa 39(3)C . ++ - .
UPa 49B# + - +++ +
UPa 65AB + + +++ +++
UPa 132A® + + +++ +++
UPa 138A® +++ ++ +++ ++
UPa 141® + + +++ +++
A. cryaerophilus  CCM 7050 ++ ++ + +
UPa 2012/14 +++ T4+ ++ "
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Tabulka 6 - Pokracovani Tvorba biofilmu kmenti rodu Arcobacter na sklenéném povrchu

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Arcobacter spp. (I)<zl:11§?é)lrié Aerobni . . Aerobni . .
atm. Mikroaerofilni atm. atm. Mikroaerofilni atm.

A. cryaerophilus UPa2013/1® - + ++ ++
UPa 2013/124 - - + +
UPa 2013/134 + ++ + +
UPa 2013/144 - + - -
UPa 2013/164 ++ + + +++
UPa 2013/17® +++ + +4+ +
UPa 2013/28® +++ + +++ +
UPa 2013/354 ++ ++ +++ ++
UPa 2014/588 + + +4+ ++
UPa 2014/58a® + + +4++ +++
UPa 2014/58d® - - 44 T+t
UPa 2014/598 - ++ + .
UPa 1308 + - 4 4

A. skirrowii LMG 6621 - - ++ ++

A. defluvii LMG 25694 +++ +++ +++ +4++

A. thereins LMG 24488 - - +++ +

A. lanthieri LMG 28517 + - ++ -

Pozn.: UPa — Interni sbirka mikroorganismii univerzity Pardubice; LMG — Shirka mikroorganismii univerzity
Gent v Belgii; CCM — Ceskd shirka mikroorganismit Masarykovy univerzity v Brné; CCUG — Shirka
mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku; kmen biofilm-negativni (); kmen slabé biofilm-pozitivni (+);
kmen stiedné biofilm-pozitivni (++); kmen silné biofilm-pozitivni (+++); 4 vzorek izolovany z vody; B vzorek
izolovany z potravin; © klinicky izoldt; A. — Arcobacter

Po 24 h kultiva¢ni dob€ v aerofilnim prostiedi se mezi siln€ biofilm-pozitivni bakterie zatadilo
20 kment rodu Arcobacter, z tohoto poctu bylo 16 kmenl 4. butzleri, 3 kmeny A. cryaerophilus
a 1 kmen A. defluvii. 1zolaty, jenz biofilm tvofily siln€, byly nejvice izolovany z potravin. Po
stejné kultivaéni dob€ v mikroaerofilnim prostiedi se do této kategorie fadilo jiz pouze
6 arkobaktert, coz bylo 5 kment 4. butzleri a 1 kmen A. defluvii. Z nasich vysledku lze usoudit,
ze arkobaktery adheruji a tvoii biofilm 1épe v aerobnim prostfedi nez v prostiedi
mikroaerobnim. Tento trend se potvzuje i po 72 h kultivaci, kde rozdil mezi podminkami
aerobnimi a mikroaerobnimi byly jesté vétsi. Po kultivaci v aerobnim prostiedi se siln€ biofilm-
pozitivnich jevilo 37 kmenu arkobakterti, v mikroaerofilnim prostiedi se jednolo o 20 kmenda.

Z naSich vysledka je taktéz ziejmé, ze delsi kultivacni doba ve sklenénych zkumavkach
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arkobakterim prospiva, nebot k silné biofilm-pozitivnim kmentum se zatadilo vice kmend nez

po 24 h kultivaci.

Biofilm po 24 h v aerobnich podminkach viibec netvotilo 18 kment, 13 kment biofilm tvofilo
slabé a stfedné pozitivnich bylo 8 arkobaktert. Nejméné aktivni po 24 h kultivaci v aerobnim
prostiedi byly kmeny Arcobacter cryaerophilus, nebot’ 10 kment z celkového poctu 15, biofilm
tvofilo slab&é nebo zcela netvofilo. V prostiedi mikroaerofilnim se nejméne aktivni jevi
A. butzleri, protoze 29 kmeni tvofilo biofilm slabé ¢i vibec. Stfedné biofilm-pozitivnich

arkobakteri po mikroaerofilni kultivaci bylo 14.

Po 72 h kultivacni dob€, jak lze vidét v Tabulce 6, v aerobnim prostfedi bylo biofilm-
negativnich 5 kment, 9 kmena produkovalo biofilm slab& a mezi stiedné pozitivni se radilo
8 arkobakterd. Nejmén¢ aktivni se opét jevil A. cryaerophilus, nebot 6 kment z 15 tvorilo
biofilm slab& nebo biofilm netvofilo viibec. V mikroaerofilnim prostedi byl opét malo aktivni

A. butzleri.

Tvorbu biofilmu na sklenéné zkumavce lze vidét na Obrazku 7.

v

Obrazek 7 — Tvorba biofilmu ve sklenéné zkumavce u kmene 4. defluvii LMG 25694 — zkumavka vlevo

acrobni atmosféra po 24 h; zkumavka vpravo mikroaerofilni atmosféra po 24 h (foto autor)
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3. 2.2 Tvorba biofilmu na skle u kampylobaktert

Christensenovou zkumavkovou metodou byly otestovany také stejné kmeny rodu

Campylobacter, které byly jiz sledovany na plastu (kapitola 3.1).

Z Tabulky 7 lze vyhodnotit, Ze rast kampylobaktert na sklenéném povrchu je znatelné nizsi
nez na plastovych mikrotitra¢nich destickach. Po 24 h kultivaci v aerobnich pominkach biofilm
netvorily 3 kmeny, slabé& biofilm-pozitivnich bylo 6 kment a pouze 1 kmen se zaradil do stfedné
biofilm-pozitivnich bakterii. Silnd tvorba biofilmu nebyla zaznamenana ani u jednoho
testovaného kmene. Po mikroaerofilni kultivaci biofilm netvofilo 7 kampylobaktert, 2 kmeny
tvotily slaby biofilm a pouze 1 kmen vytvoftil sttedn€ pozitivni biofilm. Teh et al. (2010) ve své
publikaci uvedl, ze pouze malé mnozstvi kment Campylobacter je schopno vytvorit silny
biofilm. Toto tvrzeni se shoduje i s dalsimi studiemi, které vedl Joshua et al. (2006) a Reeser et
al. (2007). Nase vysledky také ukazuji, ze Campylobacter neni schopny adherovat na sklenény

povrch a tvofit silny biofilm.

Tabulka 7 — Tvoiba biofilmu kment rodu Campylobacter na sklenéném povrchu

Expozice 24 hodin Expozice 72 hodin
Campylobacter Kme{lOV,é
A e Azlt‘iﬁ)‘ni Mikroaerofilni atm. Azlt‘iﬁ)‘ni Mikroaerofilni atm.
C. jejuni CCM 6214 ++ ++ ++ ++
NP 2896¢ + + - +
NS 3668¢ - - + +
NS 3800¢ - + - -
NS 4088¢ - - - -
NS 4091¢ + - - .
C. coli NP 2359¢ + - - +
NS 3803¢ + - - -
NS 4062¢ + - - +
Campylobacter sp. ~ ONN 366¢ + - - +

Pozn.: UPa — Interni sbirka mikroorganismii univerzity Pardubice; LMG — Shirka mikroorganismii univerzity
Gent v Belgii; CCM — Ceskéd shirka mikroorganismit Masarykovy univerzity v Brné; CCUG — Shirka
mikroorganismii Univerzity Goteborg ve Svédsku; kmen biofilm-negativni (); kmen slabé biofilm-pozitivni (+);
kmen stiedné biofilm-pozitivni (++); kmen silné biofilm-pozitivni (+++); 4 vzorek izolovany z vody; B vzorek
izolovany z potravin, © klinicky izolat; C. — Campylobacter
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V aerobnim prostiedi po 72 h kultivaci biofilm netvofilo 80 % kment. Pouze 1 kmen vytvoril
slaby a 1 kmen stfedni biofilm. V mikroaerofilnim prostfedi pocet biofilm negativnich kment
klesl na 40 % z celkového poctu. Slab€ biofilm-pozitivnich bylo 5 kment a 1 kmen se zaradil
do stfedn€ biofilm-pozitivni kategorie. Kmen Campylobacter jejuni CCM 6214 si po rozdilné
kultiva¢ni dobé 1 po rozdilnych vnéjSich podminkach udrzel schopnost tvorby biofilmu a zaradil
se mezi stfedné biofilm-pozitivni bakterie. Lze tedy fici, Ze jde o nejvice aktivni kmen ze vSech

testovanych kampylobaktert.
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4 ZAVER

V této diplomové praci byla pro stanoveni tvorby biofilmu u klinicky vyznamnych bakterii
Celedi Campylobacteraceae vyuzita Christensenova zkumavkova metoda a jeji modifikace
v plastové mikrotitracni desticce. Christensenova metoda ve zkumavkach je velmi subjektivni,
nebot’ je hodnocena pouze vizualn€. Vysledky z této metody by mély byt provéreny dalsi
metodou. Stanoveni pfitomnosti biofilmu na mikrotitranich desti¢kach je mnohem piesnéjsi,
nebot’ tvorba biofilmu je hodnocena dle zméfené hodnoty absorbance na spektrofotometru.
Testovani se podrobilo celkem 59 kmenu rodu Arcobacter a 10 kment rodu Campylobacter.
Tvorba biofilmu byla sledovana v aerobnim a mikroaerofilnim prosttedi po 24 nebo 72 h

kultivacni dobé.

Vétsina arkobaktert (98,4 %) prokazala schopnost tvorby biofilmu na plastovém materialu
mikrotitracni destiCky. Nejvice biofilmu v aerobnim prostredi po 24 h kultivaci tvortil
Arcobacter butzleri UPa 2015/25. V mikroaerofilnich podminkach tvofil biofilm nejvice
Arcobacter butzleri UPa 24A. Oba vzorky byly izolovany z potravin, konkrétn€ z masa.
AZ 78 % kmenu po 24 h kultivaci v aerobnich podminkach byla vyhodnocena jako stfedné
biofilm-pozitvni. Po 72 h kultiva¢ni dob€ v aerobnim prostfedi se 19 kment zafadilo do silné
biofilm-pozitivni kategorie. V aerobnim i mikroaerofilnim prostfedi mél nejvetsi schopnost
tvoftit biofilm Arcobacter defluvii LMG 25694. Delsi kultivace tvorbu biofilmu téméf nijak
neovlivnila. Hodnoty absorbanci u sbirkovych kmend a kment izolovanych z realného
prostiedi jsou velmi podobné a nebyl zde zaznamenan rozdil. Biofilm tvofily nejvice bakterie

izolované z kuteciho a rybiho masa.

U kampylobakter jsme zjistili, Ze nejvice tvoti biofilm po 24 h, nebot’ tvorba biofilmu byla
zaznamenana u 100 % testovanych kment. Po 72 h kultivaci toto Cislo kleslo na 60 %. Zvyseni
tvorby biofilmu v mikroaerofilnim prostfedi po 24 h kultivaci nebylo zaznamenano ani u
jednoho kmene, coz naznaCuje Ze adheze je u kampylobaktert lepsi v aerobnich podminkach.
Opak nastal po 72 h kultivacni dobé, kde biofilm tvofilo vice kment v prostiedi

mikroaerofilnim.

Pii porovnani vysledkt ze zkumavkové metody a metody v mikrotitra¢ni destiCce je jasné
zietelné, ze bakterie rodu Arcobacter 1épe adheruji na plastovy povrch nez na sklo. Po 24 h
kultivaci v aerobnim prostfedi se mezi siln¢ biofilm-pozitivni bakterie zaradilo 20 kmenu
arkobakterti a v mikroaerofilnim prostiedi tento pocCet klesl na 6 kment. Z naSich vysledku je

znatelné, ze bakterie rodu Arcobacter v aerobnim prostiedi lépe adheruji na sklo nez v prostiedi
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mikroaerofilnim. Déle je také ziejmé, ze delsi kultivaéni doba ve sklenénych zkumavkach

arkobakterim prospiva, nebot’ silny biofilm tvofilo vice kment nez po 24 h kultivaci.

Rist kampylobaktert na sklenéném povrch je niz$i nez na plastovych mikrotitracnich
destickach. Vétsina kment (90 %) se po 24 h kultivaci v aerobnim prostiedi zaradilo mezi slabé
biofilm-pozitivni & biofilm netvofily viibec. Zadny kmen rodu Campylobacter nevytvotil silny
biofilm. Az 80 % kment po 72 h v aerobnich podminkach netvorilo biofilm. V mikroaerofilnim

prostiedi se pocet biofilm negativnich snizil.

Jelikoz vSechny testované bakterie tvorily biofilm a vykytuji se ve zdravotnictvi ¢i

potravinaiském pramyslu, mél by byt kladen velky diraz na hygienu a Cistotu prostiedi.
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