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Uvod:

Biofilmem se rozumi spolecenstvi mikroorganismi v mezibunééné hmoté, které adheruje na
umgly ¢i nativni povrch, nebo dokonce k sobé samému (1). Formovani biofilmu je velice slozity
proces. Na pocatku biofilmové tvorby se uplatiiuji pfevazné povrchové struktury bakterii a
rizné exopolysacharidy. Biofilmova struktura mize vznikat v fadu hodin az dni, a to spojenim
bakterii exopolysacharidy a propojenim kanalky, které¢ slouzi k transportu zivin a odpadnich
latek. Systém quorum-sensing reguluje tvorbu biofilmu i naslednou kolonizaci nového povrchu
(2). Diky této schopnosti vykazuji bakterie v biofilmu odlisné vlastnosti od bunék planktonnich.
Bakterie v prostiedi biofilmu také 1épe odolavaji dezinfekénim prostiedkim a dal$im
antimikrobialnim latkam. Tvorba bakterialniho biofilmu je proto spojovana s rezistenci k
antibiotikiim, coz je z klinického hlediska povazovano za dulezity faktor virulence (3).
Bakterie rodu Arcobacter patii spoleéné s kampylobaktery do ¢eledi Campylobacteraceae.
Jedna se tedy o gramnegativni lehce zahnuté tyCinky. Tyto bakterie mohou zplsobovat
symptomaticky velmi podobné akutni ¢i chronické onemocnéni zvifat 1 lidi. Je obecné znamo,
ze se bakterie mohou vyskytovat v planktonni form¢ nebo tvofit strukturu biofilmu. Nekteré
kmeny arkobakterti maji schopnost tvofit biofilm (4), avsak mezi kmeny je v tvorbé biofilmu
zna¢na variabilita (5). Schopnost tvorby biofilmu je ovlivnéna vné&jSimi faktory, jako je
dostupnost zivin, material povrchu a vhodné podminky k ristu. Arkobaktery nepatii mezi
rutinné sledované bakterie, proto data tykajici se jejich vyskytu a biofilmové aktivity jsou
znaéné omezena. K pritkazu tvorby biofilmu lze vyuzit celou fadu metod. Casto se pouziva
kolorimetricka metoda, tzv. metoda dle Christensena (6, 7).

Cil prace:

Cilem této studie bylo zhodnotit tvorbu biofilmu u 59 izolovanych i sbirkovych kmeni
Arcobacter spp. s vyuzitim Christensenovy metody. Biofilmova aktivita byla sledovana v
aerobnim a mikroaerofilnim prostfedi po dobu kultivace 24 h i 72 h, a to na sklenéném i
plastovém povrchu.

Metodika:

Tvorba biofilmi byla sledovana na riznych povrsich a za rliznych kultiva¢nich podminek. Pro
testovani byly pouzity kmeny Arcobacter spp. izolované z potravin/vod, avsak také sbirkové
kmeny. Kmeny klinického ptiivodu byly ziskany z Nemocnice Pardubického kraje, a.s. a
Oblastni nemocnice Nachod, a.s. Sledovani biofilmové aktivity pomoci Christensenovy metody
bylo provedeno jak v mikrotitraénich destickach, tak i ve zkumavkach identicky dle diive
publikované studie (8).

Vysledky a diskuze:

Tvorba biofilmu na plastovém materialu (mikrotitracni desticky)

Tvorba biofilmu byla zaznamenana u 98,4 % z celkovych 59 kmenti. Vysoka hodnota tvorby
biofilmu poukazuje na urcité riziko vyskytu téchto bakterii v potravinaistvi. Dle nékterych
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arkobakterti. Néktefi autofi uvadi, Ze mnozstvi vytvoreného biofilmu se zvySuje spolu
s inkubacni teplotou, avSak zavisi i na dalSich podminkach prostiedi (9). Je jiz znamo, ze
arkobaktery mohou biofilm tvofit za aerobnich i mikroaerofilnich podminek a nizSich
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kultivaénich teplot (10), coz se potvrdilo i v nasi studii. U n€kterych kment arkobaktert bylo
vSak popsano, ze aerobni (4), popf. naopak mikroaerofilni atmoaféra (10) miize mit negativni
vliv na tvorbu biofilmu. Z toho vyplyva, Zze atmosféra inkubace ma vliv na celkovou schopnost
arkobaktert tvofit biofilm. Avsak po 24 h kultivaci nebyly u testovanych kment zjistény zadné
vyznamné rozdily v tvorb& biofilmu v aerobni nebo mikroaerofilni atmosféte. Nejvyssi hodnota
biofilmové tvorby v aerobnim prostfedi byla zaznamenana u kment Arcobacter butzleri UPa
2013/37 (izolat z potravin; Ases=0,3009), Arcobacter butzleri UPa 2015/25 (izolat z masa;
As95=0,3009), A. butzleri UPa 2015/7 (izolat z masa; Ases=0,2327) a u kmene A. butzleri
2015/16 (izolat z potravin; Asgs=0,1978). Ze sledovanych zastupct A. cryaerophilus tvofil
nejvice biofilmu kmen A. cryaerophilus 2014/58d (izolat z vody; Asgs=0,1443). Znacné vysoka
tvorba biofilmu byla zaznamendna také u sbirkového kmene A. defluvii LMG 25694
(As95=0,2275). V mikroaerofilnim prostiedi tvofil biofilm nejvice Arcobacter butzleri UPa
2013/3 (izolat z potravin; Ases=0,2621), Arcobacter butzleri UPa 2015/16 (izolat z potravin;
As95=0,3752, Arcobacter butzleri UPa 24A (izolat z masa; Asgs=0,4177) a Arcobacter butzleri
UPa 138a (izolat z potravin; Asgs=0,2648). NejaktivnéjSim kmenem ze zastupcu A.
cryearophilus byl v tomto ohledu A. cryaerophilus UPa 2013/35 (izolat z vody; Ases=0,1949).
Ze sbirkovych kment tvofil nejvice biofilmu opét A. defluvii (Ases=0,3788). Na tvorbu biofilmu
u kmene A. butzleri UPa 2015/7 mé&ly pozitivni vliv aecrobni podminky a kratsi inkuba¢ni doba
(24 h), naopak za mikroaerofilnich podminek nebyl kmen schopen tvofit takové mnozstvi
biofilmu. V porovnani stimto kmenem, A. butzleri UPa 2015/11 tvofil biofilm podstatné
aktivnéji za mikroaerofilnich podminek, dokonce mu prospivala delsi kultiva¢ni doba (72 h).
Z pohledu tvorby biofilmu byl nejméné aktivnim arkobakterem A. butzleri UPa KK izolovany
z kuteciho masa (aerobni atmosféra Asgs=0,1090; mikroaerofilni atmosféra Asgs=0,1170).

Po 72 h kultivaci byly u nékterych kment rozdily v tvorbé biofilmu v zavislosti na rizné
atmosféfe kultivace znatelngjsi. Vétsina kmeni (78,8 %) tvofila biofilm na stejné Grovni nebo
jen s minimalnim rozdilem oproti vysledkiim po 24h kultivaci. Kmen Arcobacter defluvii LMG
25694 byl celkové nejvétsim producentem biofilmu ze sledovanych arkobakteri (aerobni i
mikroaerofilni atmosféra). Nejvyssi hodnota tvorby biofilmu v aerobnim prostiedi byla
zaznamenana u kmene A. butzleri UPa 39(3) (klinicky izolat; As95=0,2396). Dale biofilm
ochotné tvorily kmeny A. cryaerophilus UPa 2018/58a (izolat z potravin; Ase5=0,1550) a A.
cryaerophilus UPa 2014/58d (izolat z potravin; Ases=0,1514). Za mikroaerofilni atmosféry
ochotné biofilm tvotily kmeny A. butzleri 2015/11 (izolat z potravin; Ases=0,2161), A. butzleri
UPa 2015/16 (izolat z potravin; Ases=0,2167) a A. butzleri 24A (izolat z potravin; Ases=0,2463).
Velké mnozstvi biofilmu za mikroaerofilnich podminek tvofil také kmen A. cryaerophilus UPa
2014/58a (izolat z potravin; Ases=0,2417). Nejvice biofilm aktivni byly izolaty z kufeciho a
rybiho masa. V dalsich studiich autofi uvadi, Ze arkobaktery vykazovaly nejvyssi tvorbu
biofilmu po 24 h, dale s rostouci dobou kultivace se jiz tvorba biofilmu zasadné nezvysovala
(5). V nasi praci taktéz hodnoty biofilmu po 72 h kultivaci nevykazovaly vyznamné zvySeni
oproti 24 h kultivaci. Dale bylo uvedeno, ze tvorba biofilmu u kment izolovanych z realného
prostedi je témét shodna s kmeny sbirkovymi (11), cemuz odpovidaji i nami ziskané vysledky.

Tvorba biofilmu na sklenéném materialu (zkumavky)

U Christensenovy zkumavkové metody byla subjektivné hodnocena vrstva vytvoreného
biofilmu. Hodnoceni tvorby biofilmu bylo bud’ negativni (-), slabé biofilmpozitivni (+), sttedné
biofilmpozitivni (++) nebo silné biofilmpozitivni (+++). Obecné naSe vysledky ukazuji, Ze
arkobaktery tvofily biofilm vice Vv aerobnim prostiedi, zejména zna¢né mnozstvi biofilmu
vykazovaly kmeny izolované z masa. Po72 h kultivaci byly rozdily mezi aerobni
a mikroaerofilni atmosférou opét podstatné vyssi. Nékteré kmeny nedokazaly po 24 h v
aerobnim prostiedi biofilm tvofit, avsak po 72 h pocet biofilmpozitivnich arkobaktera vzrostl.
Z toho lze usuzovat, ze delsi kultivaéni doba a aerobni atmosféra podporovala tvorbu biofilmu
(viz Tab. 1).




Tab. 1: Tvorba biofilmi u bakterii Arcobacter spp.

Expozice 24 h

Expozice 72 h

Oznaéeni kmene

Aerobni atmosféra

Mikroaerofilni atmosféra

Aerobni atmosféra

Mikroaerofilni atmosféra

. butzleri UPa 2012/3

. butzleri UPa 2013/3
butzleri UPa 2013/10
butzleri UPa 2013/15
butzleri UPa 2013/30
butzleri UPa 2013/31
butzleri UPa 2013/32
butzleri UPa 2013/33
butzleri UPa 2013/36
butzleri UPa 2013/37
butzleri UPa 2014/51
butzleri UPa 2014/54
butzleri UPa 2015/1
butzleri UPa 2015/5
butzleri UPa 2015/6
butzleri UPa 2015/7

. butzleri UPa 2015/10
butzleri UPa 2015/11
butzleri UPa 2015/12
butzleri UPa 2015/13
butzleri UPa 2015/14
butzleri UPa 2015/15
butzleri UPa 2015/16
butzleri UPa 2015/18
butzleri UPa 2015/19
butzleri UPa 2015/20
butzleri UPa 2015/25
butzleri UPa KK
butzleri UPa 24a
butzleri UPa 30b
butzleri UPa 39(3)
butzleri UPa 49b
butzleri UPa 65a
butzleri UPa 132a
butzleri UPa 138a
butzleri UPa 141b
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cryaerophilus UPa 2012/1
cryaerophilus UPa 2013/1

. eryaerophilus UPa 2013/12

. eryaerophilus UPa 2013/13
cryaerophilus UPa 2013/14
cryaerophilus UPa 2013/16
cryaerophilus UPa 2013/17
cryaerophilus UPa 2013/28
cryaerophilus UPa 2013/35
. cryaerophilus UPa 2014/58
. eryaerophilus UPa 2014/58a
cryaerophilus UPa 2014/58d
cryaerophilus UPa 2014/59
. cryaerophilus UPa 130
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. butzleri LMG 10828

. butzleri CCUG 30484
cryaerophilus CCM 3933
. cryaerophilus CCM 7050
defluvii LMG 25694

. lanthieri LMG 28517
skirrowii LMG 6621

. thereius LMG 24488

PP S O NN NS

0,1240+0,0028; +++
0,1728+0,0106; +++
0,1121+0,0031; +
0,1155+0,0027; +++
0,1492+0,0046; +++
0,1210+0,0045; +++
0,1410+0,0059; +++
0,1116+0,0035; +++
0,1200+0,0039; -
0,1809+0,0058; +++
0,1232+0,0024; +++
0,1167+0,0036; -
0,1294+0,0023; +++
0,1517+0,0119; -
0,1251+0,0042; -
0,2327+0,0109; +++
0,1408+0,0065
0,1339+0,0026; -
0,1761+0,0101; -
0,1198+0,0030; -
0,1298+0,0038; -
0,1769+0,0076; -
0,1978+0,0052; +++
0,1312+0,0070; +++
0,1334+0,0036; -
0,1393+0,0034; -
0,3009+0,0354; +
0,1090+0,0028; +++
0,1384+0,0064; +++
0,1308+0,0055; +
0,1426+0,0061; -
0,1299+0,0029; +
0,1296+0,0062; +
0,1273+0,0060; +
0,1410+0,0062; +++
0,1229+0,0043; +

0,1229+0,0019; +++
0,1185+0,0028; -
0,1192+0,0042; -
0,1281+0,0029; ++
0,1358+0,0056; -
0,1212+0,0037; ++
0,1177+0,0034; +++
0,1168+0,0020; +++
0,1300+0,0069; ++
0,1290+0,0075; +
0,1281+0,0049; +
0,1440+0,0073; -
0,1271+0,0075; -
0,1247+0,0060; +

0,1260+0,0024; ++
0,1518+0,0048; +++
0,1184+0,0030; +++
0,1329+0,0039; ++
0,2275+0,0345; +++
0,1254+0,0023; +
0,1264+0,0038; -
0,1240+0,0024; -

0,1226+0,0026; +
0,2621+0,0050; +++
0,1162+0,0015; ++
0,1206+0,0035; -
0,1782+0,0062; +++
0,1256+0,0021; +++
0,1393+0,0046; -
0,1172+0,0018; ++
0,1300+0,0039; -
0,2072+0,0073; +++
0,1220+0,0020; -
0,1161+0,0020; -
0,1320+0,0036; +
0,2019+0,0098; -
0,1311+0,0027; -
0,1695+0,0057; ++
0,1404+0,0042
0,1365+0,0023; -
0,1348+0,0026; -
0,1377+0,0029; -
0,1356+0,0040; -
0,2128+0,0085; -
0,3752+0,0101; +
0,1959+0,0086; +
0,134+0,0023; -
0,1390+0,0043; -
0,1601+0,0046; -
0,1170+0,0048; ++
0,4177+0,0234; +++
0,1180+0,0060; -
0,1338+0,0057; ++
0,1280+0,0049; -
0,1278+0,0024; +
0,1510+0,0051; +
0,2648+0,0303; ++
0,1365+0,0044; +

0,1209+0,0030; ++
0,1270+0,0042; +
0,1286+0,0029; -
0,1654+0,0036; ++
0,1439+0,0091; +
0,1229+0,0029; +
0,1174+0,0019; +
0,1220+0,0018; +
0,1949+0,0108; ++
0,1222+0,0029; +
0,1368+0,0061; +
0,1367+0,0050; -
0,1318+0,0064; ++
0,1314+0,0042; -

0,1301+0,0048; +
0,17915+0,0070; ++
0,1143+0,0025; +++
0,1377+0,0054; ++
0,3788+0,0080; +++
0,1322+0,0034; -
0,1299+0,0041; -
0,1269+0,0043; -

0,1560+0,0232; +++
0,1289+0,0092; +++
0,1133+0,0065; +++
0,1396+0,0047; +++
0,1235+0,0039; +
0,1256+0,0086; ++
0,1232+0,0033; ++
0,1216+0,0029; -
0,1197+0,0030; +
0,1236+0,0025; +++
0,1254+0,0067; +++
0,1288+0,0048; -
0,1183+0,0037; +++
0,1182+0,0034; -
0,1178+0,0025; +
0,1204+0,0034; +++
0,1368+0,0047
0,1757+0,0204; +++
0,1169+0,0038; -
0,1390+0,0111; +++
0,1241+0,0056; ++
0,1420+0,0058; +++
0,1466+0,0071; ++
0,1195+0,0070; +
0,1322+0,0055; +++
0,1282+0,0052; +++
0,1505+0,0163; +++
0,1192+0,0163; +++
0,1687+0,0149; +++
0,1368+0,0060; +++
0,2396+0,0168; -
0,1237+0,0035; +++
0,1276+0,0103; +++
0,1134+0,0144; +++
0,1215+0,0175; +++
0,1155+0,0050; +++

0,1259+0,0027; ++
0,1498+0,0048; ++
0,1458+0,0042; +
0,1244+0,0023; +
0,1334+0,0064; -
0,1241+0,0033; +
0,1267+0,0047; +++
0,1327+0,0058; +++
0,1180+0,0056; +++
0,1417+0,0115; +++
0,1550+0,0059; +++
0,1514+0,0128; +++
0,1472+0,0061; +
0,1211+0,0100; +++

0,1320+0,0080; +++
0,1778+0,220; +++
0,1197+0,0040; +++
0,1162+0,00243; +
0,4139+0,0305; +++
0,12255+0,0075; ++
0,1361+0,0057; ++
0,1195+0,0034; +++

0,1246+0,0051; +
0,1357+0,0038; -
0,1247+0,0024; +++
0,1415+0,0041; +
0,1368+0,0048; +++
0,1321+0,0060; +
0,1230+0,0044; +
0,1273+0,0067; +
0,1286+0,0034; -
0,1350+0,0080; +++
0,1217+0,0062; +
0,1241+0,0056; -
0,1215+0,0037; +
0,1204+0,0043; +
0,1253+0,0051; +
0,1258+0,0038; +
0,1375+0,0048
0,2161+0,0294; -
0,1215+0,0042; -
0,1456+0,0072; +++
0,1357+0,0045; -
0,1270+0,0055; -
0,2167+0,0107; -
0,1269+0,0073; -
0,1493+0,0073; -
0,1428+0,0065; -
0,1463+0,0195; +
0,1214+0,0042; +++
0,2463+0,0360; +++
0,1182+0,0034; +
0,1635+0,0101; -
0,1216+0,0198; +
0,1728+0,0141; +++
0,1252+0,0043; +++
0,1532+0,0120; ++
0,1339+0,0118; +++

0,1287+0,0055; +
0,1428+0,0083; -
0,1536+0,0079; +++
0,1337+0,0074; -
0,1364+0,0036; -
0,1287+0,0054; -
0,1294+0,0054; +
0,1366+0,0050; +
0,1181+0,0021; ++
0,1450+0,0035; -
0,2417+0,0240; +++
0,1768+0,0140; ++
0,1354+0,0057; -
0,1157+0,0031; +++

0,1778+0,0171; +
0,2406+0,0213; ++
0,1947+0,0153; -
0,1304+0,0042; ++
0,5039+0,0403; +++
0,1397+0,0109; -
0,1291+0,0038; ++
0,1274+0,0037; +

Pozn.: UPa — Interni shirka 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,; Tvorba biofilmu
v mikrotitra¢ni desti¢ce (hodnota absorbance + smérodatnd odchylka); tvorba biofilmu ve zkumavce — kmen biofilmnegativni (-); kmen
slabé biofilmpozitivni (+); kmen stfedné biofilmpozitivni (++); kmen silné biofilmpozitivni (+++).



Zavér:

Arkobaktery patii mezi potencidlné nebezpecné bakterie. Jejich biofilmova tvorba muize
pusobit znacné problémy ve zdravotnictvi i potravinaiském primyslu. Schopnost tvofit biofilm
se 1i81 u kazdého kmene, coz se dle vysledkl potvrzuje 1 v nasi studii. Nelze jednoznaéné urcit,
jaké kultivani podminky jsou ¢i nejsou pro formovani biofilmu nejlepsi, nebot” kazdy kmen
vykazuje odlisné chovani. Nebyl zaznamendn vyznamny rozdil v tvorbé biofilmu mezi
sbirkovymi a izolovanymi kmeny. Christensenova zkumavkova metoda je subjektivni, nebot’
se hodnoceni provadi pouze vizualné. Testovani tvorby biofilmu v mikrotitra¢nich desti¢kach
je ptesnéjsi vzhledem ke spektrofotometrickému hodnoceni. Pii porovnani vysledki
zkumavkové a destickové metody je vSak ziejmé, Ze bakterie rodu Arcobacter 1épe adheruji na
plastovy povrch. Na sklenény povrch arkobaktery 1épe adherovaly v aerobnim prostiedi, taktéz
Jim prospivala delsi kultivacni doba, kdy po 72 h kultivace tvofilo biofilm vice kmenti. Nadale
je potieba, aby byly rozvijeny metody vedouci k identifikaci arkobaktert a porozuméni
ovlivnéni jejich prezivani v planktonni formé a ptedevsim ve formé biofilmu.

Podékovani: Tato prace vznikla za podpory projektu SG390007 (FChT, Univerzita Pardubice).
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