Kombinacia berberinu a ciprofloxacinu zniZuje tvorbu biofilmu
multirezistentného kmena Salmonella potlac¢enim expresie
MRNA luxS , rpoE a ompR

Ukazalo sa, ze bakteridlne biofilmy tzko suvisia s klinickymi infekciami a prispievaju k
rezistencii voci lieckom. Uvadza sa, Ze berberin, ktory je hlavnou zlozkou Coptis chinensis ,
ma ucinnu antibakteridlnu aktivitu. Cielom tejto Stidie bolo preskimat’ potencidlny ucinok
kombinacie berberinu s ciprofloxacinom (CIP) na inhibiciu tvorby biofilmu Salmonella a jeho
vplyv na expresiu pribuznych génov ( rpoE, luxSaompR). Index frakénej inhibi¢nej
koncentracie (FIC) kombinacie berberinu s CIP je 0,75 Co ukazuje na synergicky
antibakteridlny ucinok. Rychlost adhézie a rastova krivka biofilmu ukazali, ze
multirezistentny kmen Salmonella mal potencial vytvarat’ biofilm v porovnani s kmenom
CVCC528 a ucinky antibiofilmu boli zavislé od davky. Mikrostruktiry biofilmu boli
zriedkavo pozorované pri koncentraciach 1/2 x MIC / FIC (MIC, minimalna inhibi¢na
koncentracia) a kombindcia mala silnej§i antibiofilmovy ucinok ako kazdé =z
antimikrobialnych c¢inidiel pouzivanych samostatne pri koncentracii 1/4 x FIC. Expresie
MRNA LuxS , rpoE a ompR boli vyznamne potlacené (p < 0,01) pri koncentraciach 1/2 x
MIC/FIC a kombindcia berberinu a CIP potlacala expresiu mRNA silnejSie pri koncentracii
1/4 x FIC.

Vysledky naznacuju, Ze kombinacia berberinu a CIP ma synergicky ucinok a je ucinna
pri  inhibicii tvorby biofilmu Salmonella prostrednictvom represie expresie
MRNA luxS , rpoE a ompR .

Uvod

Salmoneléza je hlavnou pric¢inou otravy jedlom u l'udi na celom svete a ma délezity vyznam
pre verejné zdravie. Salmonella spdsobuje zdvazné ochorenia vratane gastroenteritidy,
septikémie a Ciastocne hnisavych infekcii, ktoré sposobuju vazne problémy pre pastvu a
verejné zdravie. Fluorochinolony vratane ciprofloxacinu (CIP) st lieckmi prvej linie v liecbe
salmonel6zy. AvSak nadmerné alebo nevhodné pouZivanie antimikrobidlnych latok u zvierat,
najmi zvierat ur€enych na produkciu potravin, moze viest' k prenosu bakteridlnej rezistencie
na Cloveka prostrednictvom potravinového retazca. Zvysenie vyskytu
multirezistentnych Salmonella vyjadrujtcich rezistenciu na fluorochinolony sa v poslednej
dobe stalo globalnym problémom. Liecba salmonelozy sa stava ¢oraz tazSou kvoli liekovej
rezistencii, o ktorej sa preukazalo, Ze suvisi s tvorbou bakterialneho biofilmu. Biofilm je vo
vSeobecnosti definovany ako Struktirované spolocenstvo bakteridlnych buniek, ktoré je
uzavreté v polymérnej matrici, ktora sa vyraba sama a prilne k inertnému alebo zivému
povrchu. V skutoc¢nosti su adherentné sesilné bunky v biofilme vysoko odolné voci
antimikrobidlnym latkam a obrane hostitela a uzko suvisia s kolonizéciou hostitel'a a
virulenciou. Okrem toho sa odhadovalo, Ze 80 % vSetkych klinickych infekcii zahfiia biofilm.
Zvazovanie biofilmu ako ciela vo vyvoji liekov zameranych na inhibiciu produkcie
bakteridlneho biofilmu bolo preto horticou témou pri Stidiu antibakteridlnych infekeii.



Predchadzajuce spravy uviedli, Ze tvorba biofilmu Salmonella bola spojena s expresiou
celulozy, proteinu A spojeného s biofilmom (BapA) a curli (oznacuje Strukturdlne proteiny,
ktoré su zodpovedné za tvorbu biofilmov u baktérii, ako je Salmonella. Curli su amyloidové
fibrily, ktoré baktérie vytvaraju a ktoré pomahaju pri adhézii na povrch a vytvaraju
komplexné Struktiry, zndme ako biofilmy.). Uéinna kontrolu biofilmov mozno dosiahnut
pochopenim molekularnych mechanizmov, najmi expresiou regulacnych génov zapojenych
do tvorby biofilmu. Reguladcia transkripcie, ktord je najzakladnejSim a najdolezitejSim
spdsobom na presné riadenie zivota prokaryotov, zavisi od r6znych faktorov sigma (o), ako je
napriklad regulator rpoE . Studie ukazali, Zze delécia rpoE moZze zodpovedat' za inhibiciu
tvorby biofilmu v dosledku potlacenia curli. S-ribozylhomocysteindza ( LuxS ) ma dolezita
ulohu v aktivovanej drahe metylového cyklu a snimani kvoéra, ¢o vedie k tvorbe biofilmu a
sposobuje dalSie faktory virulencie u mnohych bakterialnych druhov. Uvadza sa, ze
gén luxS sa podiel'a na regulacii bunkového rastu, tvorby biofilmu, snimania kvdra, motility,
virulencie a rezistencie. OmpR je regulacny gén pre tvorbu biofilmu a je dolezitym faktorom
virulencie u Salmonella. Medzi dobre charakterizované ciele regulacie ompR patri tvorba
kapsuly, bic¢iky a regulacia faktora virulencie. Identifikdcia produktov, ktoré by mohli
inhibovat’ expresiu génov luxS , rpoE a ompR , teda moze byt dolezitym novym vyskumnym
zameranim, ktoré moéze naznaCovat prirodzenl, rozSirenll antimikrobidlnu stratégiu s
vyznamnym potencialnym vplyvom na tvorbu biofilmu.

V stcasnosti sa velkd pozornost’ sustred’'uje na tradiéné ¢inske bylinné lieky v kombinécii s
antimikrobidlnymi latkami s cielom dosiahnut synergiu liekov, zvys$it' U¢innost’ a znizit
toxicitu. Coptis chinensis bol Siroko pouzivany s G¢inkami precistenia intenzivneho tepla a
odstranenim toxikézy, ako aj protizapalovymi, antidiabetickymi, antibakteridlnymi,
antioxidaénymi a anti-Alzheimerovymi Gc¢inkami vd’aka svojim multialkaloidnym zlozkam.
Stadie ukazali, Zze hlavnou zlozkou C. chinensis je berberin, hlavny alkaloid v C. chinensis a
najdolezitejs$i prispievatel k terapeutickym uc¢inkom. Napriek tomu existuju dokazy, Ze
berberin ma nizku troven toxicity. Bez ohladu na to sa niektoré §tudie zamerali na
antibiofilmovy Uc¢inok a inhibiény mechanizmus berberinu v kombinacii s CIP
na Salmonella na molekularnej Grovni. Takato kombinacia by mohla byt sGcastou novej
antibiofilmove;j stratégie a predstavovat’ dolezity prelom vo vyskume integrativnej mediciny
tym, ze poskytuje pohl'ad na molekularny mechanizmus rezistencie voci liekom.

Cielom tejto Studie bolo preskumat’ antibiofilmovy ucinok berberinu v kombindacii s CIP
na Salmonella a preskimat’ tento G¢inok s cielom poskytnut’ novy teoreticky zaklad a ur€it
jeho klinicky vyznam pri inhibicii tvorby biofilmu a objasnit’ fenotyp rezistencie Salmonella .

Materialy a metody
Bakterialne kmene

Kmene salmonely boli izolované z kurCiat a po identifikacii konzervované podla
Standardného laboratorneho protokolu. Salmonella gallinarum CVCC528 (kontrolny kmen)
bola zakipena od Narodného instititu pre kontrolu farmaceutickych a biologickych
produktov (Cina).



Test citlivosti na lieCivo

Pouzitim Kirby-Bauerovej metody, odporacanej Svetovou zdravotnickou organizaciou a
usmerneniami InStitaitu pre klinické a laboratorne standardy (CLSI), sme testovali
antimikrobialnu citlivost kmenov Salmonella. Analyzovali sme citlivost beznych
terapeutickych antimikrobidlnych latok vratane ofloxacinu (5 pg), ampicilinu (10 pg),
chloramfenikolu (30 pg), CIP (5 pg), gentamicinu (10 pg), norfloxacinu (10 pg),
sulfametoxazolu-trimetoprimu 25 ug), cefazolin (30 ug), tetracyklin (30 ug) a kanamycin (30
ug) (BioKangtai, Cina). Bujon s koncentraciou 1 x 108 “™Y -ml ™ (CFU, jednotka tvoriaca
kolonie) sa rovnomerne naniesol na Mueller-Hintonove agarové platne a disky na
antimikrobialnu citlivost’ uplne pril'nuli na povrch stredu platne. Dosticky sa potom udrziavali
pri teplote 37 °C pocas 16 az 18 hodin. Nésledne sa merala inhibi¢na zéna Vernierovym
posuvnym meradlom na stanovenie citlivosti podl'a CLSI.

Priprava berberinu

Na vzduchu suSeny podzemok C. chinensis (65 g) bol zakupeny od Harbin Sankeshu
Medicinal Herbs Market (Cina). Stru¢ne povedané, podzemok C. chinensis sa rozdrvil a
extrahoval alkoholom s 520 ml 75 % EtOH (1:8, V C. chinensis /V EtOH ) pri 50 °C. Extrakt
sa skoncentroval a zahrial na 100 °C, aby sa rozpustil v roztoku kyseliny octovej. pH extraktu
(1-2) bolo upravené kyselinou chlorovodikovou. Precisteny berberin sa ziskal filtraciou,
premytim a odparenim vo vakuu dvakrat so studenou vodou a raz s acetobnom. Nakoniec sa
zozbieralo 5,31 g extraktov berberinu pri rychlosti extrakcie 8,17 = 0,2 %. Berberin sa
analyzoval ultrafialovou spektrofotometriou. VysuSeny berberin sa zriedil v destilovanej vode
na koncentraciu 100 000 ug/ml a skladoval sa pri 4 °C.

Test citlivosti Sachovnice

Minimalna inhibi¢né koncentracia (MIC) sa stanovila pouZitim metody mikroriedenia bujénu
podl'a CLSI. Frak¢na inhibi¢na koncentracia (FIC) berberinu a CIP sa odhadla pouzitim
Sachovnicove] metdody zmieSanej pri roznych koncentraciach.

Vzorec na vypocet indexu FIC

MIC 4 (combindwithB) N MICg(combindwithA)
MICx MICg

FICindex =

kde A je berberin a B je CIP. Index FIC < 1,0 indikuje synergicku interakciu; 1,0 oznacuje
aditivnu interakciu; 1,0 < index FIC < 2,0 oznacuje subaditivnu interakciu; 2,0 oznacuje
indiferentnu interakciu; Index FIC > 2,0 naznacuje antagonisticku interakciu. VSetky testy sa
uskuto¢nili trojmo.



Test tvorby biofilmu

Tvorba biofilmu a antibiofilmovy Uc¢inok troch antimikrobidlnych cCinidiel (berberin, CIP a
kombinacia oboch) na Salmonella sa testovali na 96-jamkovych platniach. Kazda jamka bola
naplnena 100 ul antimikrobidlneho ¢inidla a nao¢kovana 100 ul kultGrami (105 CFU /ml).
Kone¢né koncentracie troch antimikrobialnych ¢inidiel boli 1 x MIC/FIC, 1/2 x MIC/FIC,
respektive 1/4 x MIC/FIC. Negativne kontrolné jamky boli naplnené iba TSB kultivacnym
médiom a jamky naockované 200 ul zriedenej bakteridlnej suspenzie bez antimikrobidlnych
Cinidiel boli brané ako pozitivne kontroly. Platne sa obalili parafilmom, aby sa zabranilo
vyparovaniu pocas inkubacie poc¢as 72 hodin pri 37 °C. Biofilmy sa kvantifikovali pomocou
CV testu na meranie optickej hustoty pri 595 nm (OD 595 nm) pomocou C<¢itacky
mikrodosti¢iek. Vzorec na vypocet hodnoty B (adhéznej rychlosti) je

Ay — Ay,

B =
Al _Alr:.

kde A oznacuje OD 595 nm nakonci inkubacie, A2 oznac¢uje OD 595 nm po farbeni a
Alc a A2c oznacuju jamky pre slept kontrolu. Kazdy experiment sa uskutocnil trojmo a
vypocital sa priemer + SD.

Stanovenie rastovych kriviek

Biofilmy sa pripravili v 96-jamkovych platniach, ako je opisané vyssie, a kultivovali sa 2, 6,
12, 18, 24, 30, 36, 48, 72, 96 a 120 hodin. Potom sa kazda jamka naplnila 20 ul XTT a
inkubovala sa v tme poc¢as 2 hodin pri 37 °C, aby sa zmerala OD 450 nm pomocou citacky
mikrodosti¢iek. Kazdy experiment sa uskutocnil troymo a vypocital sa priemer = SD.

Skenovacia elektronova mikroskopia

Mikrostruktura biofilmu bola analyzovand pomocou skenovacej elektronovej mikroskopie
(SEM). Salmonella osetrena roznymi koncentraciami antimikrobialnych latok sa kultivovala,
ako je opisané vyssie, a biofilmy sa nechali vyvinut na sterilizovanych krycich sklickach,
ktoré sa umiestnili vertikdlne do 24-jamkovych platni na 72 hodin pri 37 °C. Vzorky boli
fixované, dehydratované a vysuSené v kritickom bode, zlato rozprasované pomocou pristroja
na rozpraSovanie i6nov (prud 15 mA, 2 mintty) a pozorované pomocou SEM.

Izolacia RNA a kvantitativna reverzna transkriptaza polymerazova ret’azova reakcia

(QRT-PCR)

Celkova RNA sa extrahovala z bakteridlnych buniek pomocou ¢inidla TRIzol (Invitrogen,
USA) podla protokolu vyrobcu. RNA bola kvantifikovana pomocou spektrofotometra



Nanodrop 2000C (Thermo Scientific, USA). Koncentracia RNA bola fixovana na 1 ug/ul a
potom bola syntetizovana ¢cDNA pomocou supravy PrimeScript RT-PCR (Takara Bio,
Japonsko). qRT-PCR sa uskuto¢nila pomocou metody Green SYBR |. Reakcie gRT-PCR sa
uskutocnili nasledovne: 94 °C pocas 30 sekand a 45 cyklov 94 °C pocas 5 sekind, 60 °C
pocas 15 sekund a 72 °C pocas 15 sekind. Uroveii expresie kazdého génu bola normalizovana
na uroven 16S rRNA. Relativne kvantitativne vysledky boli analyzované pomocou metody
2 A8 Priméry pre rpoE , luxS a ompR st uvedené v nasledujucej tabulke.

Gene Primer

16S rRNA-F 5-GTTACCCGCAGAAGAAGCCAC-3'
16S rRNA-R 5-GCAAGAGGCCCGAACGTC-3’

LuxS-F 5-CGGGTTGCAAAAACGATGA-3’
LuxS-R 5-GTTGAGGTGGTCGCGCATA-3’
RpoE-F 5-TCGTCCGCCTTCCAGTGA-3'
RpoE-R 5-TCTTCCGGGAGGGACTCAAT-3’
OmpR-F 5-ACGCTGAGCAGATGGATCGT-3’
OmpR-R 5-CCTTCGCCGTGACCATAATG-3'

Sekvencie primérov pre kvantitativnu reverznui transkriptazovii polymerdzovu retazovu reakciu

Testy citlivosti na lieky

Inhibi¢na zéna kmenov Salmonella je prezentovana Vv nasledujicej tabulke. Zistilo sa, Ze
kmen Salmonella (¢. 5) je rezistentny na vsetky antibiotika okrem ofloxacinu, ¢o ukazuje, Zze
ide o obzvlast’ multirezistentny kmen Salmonella s fenotypom komplexnej rezistencie. Preto
sme na nasledné experimenty pouZili multirezistentny kmen Salmonella ¢. 5.

Salmonella strains

Antibiotics
CVCC528 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 No.7 No.8 No.9 No. 10 No. 11
Ofloxacin 27 24 27 28 29 17 27 25 25 30 25 26
Ampicillin 22 0 24 0 25 0 24 24 0 0 0 0
Chloramphenicol 28 23 3 29 3 0 30 25 27 29 28 27
Ciprofloxacin 33 32 17 33 36 19 33 28 30 33 30 32
Gentamicin 27 27 28 30 35 8 30 27 0 0 0 0
Norfloxacin 28 27 26 29 33 10 31 25 29 28 24 30
Sulfamethoxazole-trimethoprim 28 23 32 24 33 0 32 29 27 34 31 28
Cefazolin 26 24 26 24 30 19 26 23 12 15 12 15
Tetracycline 25 0 27 0 26 0 25 25 26 20 25 25
Kanamycin 29 28 27 28 30 0 28 25 0 0 0 0

Inhibicna zona (mm) testovanych kmenov Salmonella



Testy antimikrobialnej citlivosti

MIC a FIC indexy multirezistentného kmena Salmonella a kmena CVCC528 st uvedené
v tabulke. Podl'a urCujucich Standardov pre indexy FIC mal berberin v kombinacii s CIP
synergicky uUc¢inok proti multirezistentnému kmenu Salmonella aj CVCC528, ked’ze index
FIC bol 0,75 (MIC berberinu znizené z 3 125 — 1 562 ug/ml; MIC CIP znizena z 2,56 — 0,64
pg/ml). Vysledky naznacuju, ze berberin v kombinacii s CIP by mohol byt uGfinnym
pristupom k lie¢be infekcii Salmonella .

MIC (ug/mL)
Strains FIC index
CIP Berberine
CVCC528 0.04 3.12h 0.75
Multi-resistant 2.56 3.125 0.75

Salmonella strain

MIC (ug/ml) a FIC indexy dvoch kmernov Salmonella

MIC - minimalna inhibi¢na koncentracia, FIC — frak¢na inhibi¢na koncentracia

Rychlost’ adhézie biofilmu s antimikrobialnymi latkami

Vysledky rychlosti adhézie biofilmu réznych antimikrobidlnych latok su uvedené na dolnom
obrazku. Rychlost’ adhézie biofilmu multirezistentného kmena Salmonella bola 0,246, ¢o bolo
ovela vyssie ako pri CVCC528 (B 595 nm = 0,0159).

Ako je znazornené na paneloch A a B v Obr. rychlost’ adhézie biofilmu Salmonella , ktorej sa
podavala, 1/8-nasobok koncentracie MIC kombinacie CIP a berberinu sa vyrazne znizil v
porovnani s kontrolnou skupinou ( p < 0,05) a koncentracie 1 x MIC, 1/2 x MIC, a 1/4 x MIC
skupiny boli vyznamne znizené v porovnani s kontrolnou skupinou ( p < 0,01). Okrem toho
rychlost adhézie postupne klesala so zvySenou koncentraciou antimikrobidlneho Ccinidla.
Podobne, ked’ sa Salmonelle podavala kombinacia CIP a berberinu, rychlosti adhézie v
skupinach 1 x FIC, 1/2 x FIC a 1/4 x FIC boli vyznamne znizené sposobom zavislym od
davky v porovnani s kontrolnymi skupinami. skupina ( p < 0,01) (panel C inQbr). V skupine
1/2 x FIC bola rychlost’ adhézie (B 595 nm = 0,082) nizsia ako v skupine 1/2 x MIC CIP (B sgs5
nm = 0,091) a berberinovej skupine 1/2 x MIC (B 595 nm = 0,112) (panel D inQbr). Taktiez v
skupine 1/2 x FIC bola rychlost’ adhézie (B s95 nm = 0,120) nizSia ako v skupine 1/2 x MIC
CIP (B 595 nm = 0,125) a berberinovej skupine 1/2 x MIC (B 595 ym = 0,133).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6265579/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6265579/figure/F1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6265579/figure/F1/
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Ucinky ciprofloxacinu (CIP) (A), berberinu (B) a ich kombindcie (C) na tvorbu biofilmu u multirezistentného
kmerna Salmonellaé. 5 a kmeina CVCC528. (D) Porovnanie antibiofilmovych ucinkov CIP, berberinu a
kombindcie na multirezistentny kmeii Salmonella . Udaje sii prezentované ako priemer + SD. Vyrazny rozdiel
("p < 0,05), viznamny rozdiel (" p < 0,01) v porovnani s neliecenou skupinou. MIC, minimdlna inhibicnd
koncentracia; FIC, frakcnd inhibicna koncentrdcia.

VySetrenie rastovych kriviek

Vysledky krivky rastu biofilmu st uvedené vObr. Multirezistentny kmen Salmonella zjavne
produkoval biofilm v trvani 18 az 30 hodin (panel A vODbr). Neexistoval vSak ziadny zjavny
trend rastu pri tvorbe biofilmu kmena CVCC528. V porovnani s neoSetrenym
multirezistentnym kmeniom Salmonella (panel A inQObr), CIP, berberin a kombinované liecby
vyznamne inhibovali tvorbu biofilmu pri koncentracii 1/2 x MIC/FIC a 1/4 x MIC/FIC
(panely B-D vObr). Je zrejmé, Ze sub-MIC berberinu (OD 450 nm = 0,765 po 24 hodinach s
1/2 x MIC, OD 450 nm = 0,861 po 24 hodinach s 1/4 x MIC), CIP (OD 450 nm = 0,760 pri 24
h's 1/2 x MIC, OD 450 nm = 0,869 po 24 hodinach s 1/4 x MIC) a kombinacia (OD 450 nm =
0,755 po 24 hodinach s 1/2 x FIC, OD 450 nm = 0,854 pri 24 h s 1/4 x FIC) mohol u¢inne
inhibovat’ rast bakteridlneho biofilmu pocas logaritmickej rastovej fazy v porovnani s
neosetrenym kmenom (OD 450 nm = 1,982 po 24 hodinach). Ako je znazornené na paneli A
vObrtvorba biofilmu multirezistentného kmena Salmonella vstapila do stacionarnej fazy po
72 hodinach. Je zrejmé, ze sub-MIC antimikrobialnych latok inhibuja tvorbu biofilmu pocas
stacionarnej fazy (OD 450 nmsa znizila z 2,457 na 0,898 po 96 hodinach s 1/2 x FIC
kombinacie).
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Krivky rastu biofilmu multirezistentného kmena Salmonella a kmena CVCC528 bez antimikrobidlnych latok (A)
as ciprofloxacinom (CIP) (B), berberinom (C) a kombindciou (D). OD, opticka hustota; MIC, minimalna
inhibicna koncentracia; FIC, frakéna inhibicna koncentracia.

MikroStruktirna analyza biofilmu pod SEM

SEM snimky kmeniov Salmonella boli urobené na vizualizaciu mikro$truktiry biofilmu, ktora
by mohla odrazat’ G€inok antimikrobialnych latok (berberin, CIP a kombinacia) na tvorbu
biofilmu  (Obr). Reprezentativna  mikrofotografia ~ multirezistentnych  biofilmov
kmena Salmonella (nelieCena skupina) je uvedena na paneli A vObra mikrofotografia
biofilmu CVCC528 je uvedena na paneli B vObr. Neexistoval ziadny dokaz o prichyteni
biofilmu na sklicko s kmeiiom CVCC528. Najmd SEM odhalil vzhl'ad hrubej polyptychialne;j
extracelularnej polymérnej latky a vzajomnt adhéziu Salmonella s vysokou hustotou buniek.
AvSak po oSetreni 1/2 x MIC/FIC koncentraciou antimikrobidlnych cinidiel bola
mikroStruktira biofilmu vézne poskodena so zmenami v morfoldgii buniek (panely C, E a F
vODbr). Osetrené biofilmové bunky boli distribuované v monovrstvach s vyraznym znizenim
hribky a velkosti v porovnani s neoSetrenymi bunkami. Ked’ sa kultivacné médium pridalo
ku koncentracii 1/4 x MIC/FIC antimikrobidlnych ¢inidiel, pozorovalo sa, ze biofilmy maju
mensiu hribku a mensSiu vel'kost’ ako neoSetrené bunky, ale filmy boli ovel'a masivnejsie ako
v 1/2 x MIC/FIC oSetrené bunky. Analyza SEM odhalila, Ze berberin, CIP a kombinacia m6zu
inhibovat tvorbu biofilmu Salmonella pri koncentracii nizsej ako MIC.
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Pozorovania biofilmovej mikrostruktury kmenov Salmonella pod skenovacou elektronovou mikroskopiou. (A)
Neosetreny multirezistentny kment Salmonella . (B) Neosetreny kmeit CVCC528. (C) Multirezistentny

kmen Salmonella s 1/2 x MIC koncentraciou CIP. (D) Multirezistentny kmen Salmonella s koncentraciou CIP
1/4 x MIC. (E) Multirezistentny kmen Salmonella s koncentraciou berberinu 1/2 x MIC. (F) Multirezistentny
kmen Salmonella s koncentraciou berberinu 1/4 x MIC. (G) Multirezistentny kmeni Salmonella s koncentraciou
1/2 x FIC kombinacie berberinu a CIP. (H) Multirezistentny kmen Salmonella s koncentraciou 1/4 x FIC
kombinacie. MIC, minimalna inhibi¢na koncentracia; CIP, ciprofloxacin; FIC, frak¢éna inhibi¢na koncentracia.
Mierka = 100 um (A—H).

Ut¢inky antimikrobislnych litok na mRNA génov luxS , rpoE a ompR

Zmeny v hladinach expresie luxS , rpoE a ompR mRNA su zobrazené vObr. V porovnani s
neliecenou skupinou spdsobila pritomnost’ antimikrobidlnych ¢inidiel znizenie hladin expresie
mRNA troch génov spdsobom zavislym od davky. Okrem toho 1/2 x MIC/FIC koncentracie
antimikrobialnych ¢inidiel sposobili vyznamné znizenie (p < 0,01) v hladinach expresie
mRNA génov luxS , rpoE a ompR . Kombinacia berberinu a CIP mala silnejsi G¢inok ako CIP
alebo samotny berberin pri koncentracii 1/4 x MIC/FIC proti multirezistentnému
kmeniu Salmonella . Osetrenie 1/4 x MIC CIP vyrazne znizilo expresiu mRNA ompR (p <
0,05) a expresiu mMRNA rpoE vyznamne (p< 0,01), ale nezmenilo expresiu
MRNA luxS (panel A vObr). Avsak 1/4 x FIC kombinovanej lie¢by vyznamne zniZila
expresiu mRNA vsetkych troch génov (p < 0,01). Je zaujimavé, Ze sa zistilo, ze CIP bol
ucinnejsi ako berberin alebo kombinacia proti kmefiu CVCC528 (panel B vObr). Tieto
zistenia naznacuju, ze CIP, berberin a kombinécia CIP a berberinu m6zu inhibovat’ expresiu
MRNA luxS , rpoE a ompR a kombinacia bola u¢innejsia ako samotny CIP alebo berberin pri
koncentracii 1/4 x MIC/FIC.
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Ucinky antimikrobidlnych cinidiel na hladiny expresie mRNA 1uxS , rpoE a ompR v multirezistentnom
kmeni Salmonella (4) a v kmeni CVCC528 (B). Vyrazny rozdiel (" p < 0,05), vznamny rozdiel (* p < 0,01) v
porovnani s neliecenou skupinou. CIP, ciprofloxacin; FIC, frakcna inhibicna koncentrdacia.

Diskusia

Berberin je hlavnym alkaloidom C. chinensis a je najddlezitej$im prispievatelom k jeho
terapeutickym ucinkom; preto sme v sucasnej Studii extrahovali a pouzili berberin. Nase
vysledky odhalili potencialny antibakterialny G¢inok berberinu na kmene Salmonella . V tejto
Stadii, zalozenej na Loewe tedrii, FIC index 0,75 odhalil synergicky ucinok berberinu a CIP
proti testovanym kmeniom Salmonella. Nase udaje ukazuju, Ze berberin zvySuje
antimikrobialnu aktivitu CIP proti Salmonellaa ich kombinacia mdze znizit davku CIP
potrebnu na terapiu, o poskytuje d’al§i prinos v podobe zamedzenia rezistencie na lieky a
vedlajSich ucinkov.

Predchadzajuce Stadie preukazali antibiofilmovy u¢inok C. chinensis na Escherichia
coli a Streptococcus suis. Adhézia baktérii na povrchu je prvym krokom tvorby biofilmu;
preto sa Studovala adhézia a rast biofilmu, aby sa vyhodnotila schopnost’ tvorby biofilmu.
Podl'a standardu na testovanie antimikrobialnej citlivosti Salmonella poskytnutom CLSI bol
kment CVCC528 citlivy na vSetky antibiotikd v tomto teste. Z naSich vysledkov je zrejmé, ze
kmenn CVCC528 bol slabym producentom biofilmu, zatial Co multirezistentny
kmen Salmonella (€. 5) bol pozorovany ako silny producent biofilmu. Tvorba biofilmu suvisi
so samotnou bunkou a zahffia biciky, pili a protézy a ma urCity vztah s rezistentnymi
fenotypmi. Bol zisteny vyznamny antibiofilmovy ucéinok proti multirezistentnému
kmenu Salmonella, vratane ucinnej adhézie a rastu. Zistili sme, Ze berberin, CIP a ich
kombinacia by mohli inhibovat’ tvorbu biofilmu a dokonca poskodit’ biofilmy ovplyvnenim
hrabky filmu a velkosti monovrstiev sposobom zavislym od davky. Okrem toho sa Uc¢inky
antibiofilmu medzi antimikrobidlnymi latkami liSili, priCom kombinicia mala silnejsi
inhibi¢ny c¢inok ako samotny berberin a CIP. Okrem toho ucinky pozitivne korelovali s
antimikrobidlnou koncentraciou, najmi pri koncentracii 1/4 x MIC/FIC. Zistilo sa, Ze
inhibi¢ny Uc¢inok proti biofilmom bol obzvlast evidentny, ked’ bol berberin kombinovany s
CIP. Na zaklade tychto zisteni by sa kombindcia berberinu a CIP mohla pouzit' ako nova
liecba inhibicie biofilmu a nésledne moze poskytnit’ nové stratégie na zabranenie tvorbe
biofilmu znizenim rychlosti rastu biofilmu, hustoty buniek a extracelularnej matrice.



Niektoré gény suvisiace so stresovymi reakciami a signalizaénym systémom quorum-Sensing
mozu podporovat’ liekovi rezistenciu biofilmu. Tato Studia skumala regulaciu expresie
mRNA niektorych génov suvisiacich s biofilmom. Je zname, zZe RpOE hra zasadna tlohu pri
aktivacii alebo regulacii génovej expresie v reakcii na tepelny Sok, hypertonicky tlak,
hladovanie a kyslikovy stres. OmpR reaguje na osmoticky stres a cytoplazmaticka
acidifikaciu, ¢o si vyzaduje sekréciu faktorov virulencie a delécia ompR moze viest' k
potlaceniu tvorby biofilmu, bi¢ikov a faktorov virulencie. Ukézalo sa, ze biCiky a pili st
dolezité pre adhéziu a kolonizaciu k povrchom a biofilm Salmonella je spojeny s expresiou
celulozy. Delécia OmpR ma antibiofilmovy ucdinok tym, ze potlaca pili a celulozu, ale
delécia rpoE sposobuje represiu curli a flagelinu. V tejto Stadii  boli expresie
MRNA luxS , rpoE a ompR potlac¢ené berberinom, CIP a ich kombinaciou v roznej miere, ¢o
naznacuje, ze antibiofilmovy ucinok berberinu, CIP a kombinacie sa modze vyskytnut
prostrednictvom  inhibicie curli, adhézie a Dbuniek. rast represiou  expresie
génov luxS , rpoE a ompR . Okrem toho sa inhibi¢ny G¢inok antimikrobialnych latok zvysil v
zavislosti od davky a bol najvyznamnejsi pri koncentracii 1/2 x MIC/FIC. Mnohé spravy
preukazali, Ze tvorba biofilmu moéze byt inhibovanda v pritomnosti Sub-inhibi¢nych
koncentracii antimikrobialnych latok sposobom zavislym od davky. Vysledky tvorby biofilmu
a génovej expresie v tejto Studii ukazali, Ze inhibi€ny U¢inok kombinécie berberinu a CIP pri
koncentracii 1/2 FIC bol t¢innejsi ako pri koncentracii 1/4 FIC, ¢o ukazuje, ze k inhibi¢nému
uc¢inku na biofilm doSlo v sposobom zavislym od davky. Okrem toho sa skumali
komparativne inhibi¢né ucinky troch antimikrobialnych lie¢iv. Inhibi¢ny u¢inok kombinacie
berberinu a CIP bol silnejsi ako Gc¢inok samotného berberinu alebo CIP na multirezistentny
kmen Salmonella pri koncentracii 1/4 x MIC/FIC, ale kombinacia nevykazovala ziadnu
zjavnu terapeuticktl vyhodu pri 1/ 4 x koncentracia MIC/FIC. Preto Spekulujeme, Ze tento jav
moze suvisiet' s fenotypmi multirezistentnej Salmonella rezistentnymi na lie¢iva.kmena a
terapeutickym cielom CIP. Na zaklade tychto vysledkov navrhujeme, Ze antibiofilmovy
ucinok berberinu, CIP a kombinacie boli spojené s downregulaciou luxS , rpoE a ompR , ktoré
suvisia s tvorbou pili, celuldzy, curli, flagelinu a faktorov virulencie.

Na zaver, nasa $tudia odhalila antibiofilmové Uc¢inky samotného berberinu a CIP a ich
kombinacie. NaSe zistenia ukazuji, ze gény luxS, rpoE a ompR st nevyhnutné pre tvorbu
biofilmu Salmonella . Kombinacia berberinu a CIP vedie k zvySeniu G¢innosti a znizenej
toxicite antimikrobidlnych latok. Okrem toho kombinacia znizuje davku CIP potrebnu na
terapiu, priCom poskytuje vyhody v podobe zamedzenia rezistencie na lie¢ivo a zniZenia
vedlajSich uCinkov. Na potvrdenie a objasnenie vztahov medzi CIP a berberinom a ich
antibiofilmovym uc¢inkom na molekularnej urovni je potrebna d'alSia Stidia a na odhalenie
mechanizmu tvorby biofilmu je potrebné jasné pochopenie génovej regulacie u Salmonella ,
¢o umozni vyvoj uc¢innych metdd na inhibiciu tvorba biofilmu.

Zdroj: Combination of berberine and ciprofloxacin reduces multi-resistant Salmonella strain biofilm
formation by depressing mRNA expressions of luxS, rpoE, and ompR
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