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ABSTRAKT

Prace je za®tena na bakterialni biofilmy, zejména na biofiimpitké pro potravin&ky
pramysl. V praci je popsana jejich struktura, tvorbyznosti odstrami a rovigz i rizné
diagnostické metody pro {kaz biofilmu.Cast prace se zabyvéa definovanim patogennich
mikroorganisni a vybranymi patogeny, kterégZivaji v biofilmu, zejména produkci bio-

filmu v potravin&skych provozech a moznostmi jejich likvidace.

Kli¢ova slova: Biofilm, struktura biofilmu, quorum sémgg antimikrobialni latky, prkaz
biofilmu, potravindsky pitimysl, patogenni mikroorganismy.

ABSTRACT

The work is focused on bacterial biofilms, espégiah biofilms typical for food industry.
Thesis describe their structure, formation, andowah capabilities as well as various
diagnostic methods for the detection of biofilmrtRd this work deals with the definition
of pathogenic microorganisms and selected pathogkat survive in the biofilms,

especially production of biofilm in the food prosé®y and removal options.

Keywords: Biofilm, biofilm structure, quorum sengjnantimicrobial agents, biofilm

detection, food industry, pathogens.
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UvoD

Mikroorganismy se négastji vyskytuji ve forme planktonické nebo v biofilmu. Biofilm je
pro mikroorganismy vyhodisi pro geziti, a to po strance metabolické a jako ochrana
pied nepiznivymi vlivy. Biofilm umoZiuje bakteriim peZivat v extrémnich prasdich,

jako je velké rozmezi pH a teploty, silnéedi a tlak.

Existence biofilmu je znama jiz od 17. stoleti. iBio se vyskytuje vi#iznych prostedich a
na ffiznych materialech. Jakdiglady ze Zivota, kdy jsme se mohli s biofilmemkset 1ze
uvést mokré kameny v potoce, akvarium, kde &e stirame biofilm tvéenyfasami nebo i
pii ¢isténi zuhi odstraujeme biofilm zvany zubni plak. Biofilmyfpdstavuiji vysSi a sloZi-
t&jSi zpisob Zivota mikroorganisin Mikroorganismy vytvé biofilm predevsim v fipact,

Ze maji nedostatek zivin. Biofilm mikroorganidm dodava Zziviny, najdou pevnou oporu

v prostedi, kde se Zaou rozmnozZovat aist.

Mikroorganismy mezi sebou mohou komunikovat pongysitému quorum sensing, ktery
také umo#uje bakteriim pizpisobeni se prostdi. Bakterie maji schopnost adheze, neboli
prilnuti k povrchu, pomoci bika, pil, proteimi, EPS nebo lipopolysachatidcoz vede ke

vzniku biofilmu. Schopnost adheze mikroorganissouvisi s jejich virulenci.

Ke kontaminaci biofiimem dochazirgdevSim v potraviridkém pémyslu, kde napada
povrchy utené pro vyrobu potravin nebo péoky, které podléhaji kontaminaci. Z tohoto
duvodu je vhodné v potravitigtvi pouzivat materialy z nerezové oceli, ktergidevsim
snadno Ccistitelna. Mezi nejastji se vyskytujici patogeny, které o biofilm

v potravindském péimyslu, pati Pseudomonas aerugingsaisteria monocytogenesa
koagulasa negativi8taphylococcuskrome kontaminace v potravitiském pamyslu zg-
sobujetadu chronickych, infaknich onemocEni a napada uée povrchy vyskytujici se
v lékastvi. Biofilm je odolny wi¢i antimikrobidlnim latkdm, proto odstram biofilmu

vyZaduje dkladné a intenzivniiSténi a spravnou volbu dezinfékich prostedki.

Biofilm hraje i prosgsnou roli, kdy sliznice lidskéhala je pokryta biofilmem normalni
mikroflory, predevSim sliznice tlustéhoieva a nosohltanu a tim poskytuje ochraredp
uchycenim patogén Jako pozitivum Ize také uvést, Ze se pouzivaé@wni odpadnich
vod.
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1 BIOFILM

1.1 Historie biofilmu

V roce 1676 se nizozemskyippdowdec a pikopnik mikroskopie Antony von Leeu-
wenhoek jako prvni zabyval mySlenkou baktefis@dlych k povrchu. Mikroskopem pozo-
roval buiky zubniho plaku. Polovina 19. a 20. stoleti byt&grovana za ,zlatyék bakte-
riologie”, kdy se studovaly jen planktonické formgganisni.. Pokud se objevily zminky o
rastu biofilmu, byly tyto pokusy odmitnuty. Sto led dob Roberta Kocha a Louise Pasteu-
ra doSlo ve ¥dé k velkym pokrokim. Fedtim nikoho nenapadlo, Ze by bakterie mohly
Vv prirodk rast jinak, nez jako vokse vznaSejici v tekutém priedi nebo jako kolonie
rostouci na agaru.iive byla mikrobiologie uvedena v omyl, protoZe netgnamo, Ze pro
nékteré mikroorganismy jeipozené dst jako biofilm. Teprve v roce 1935 Zobel jako
prvni pouzil gimou mikroskopii k pozorovani biofilmu u rekych bakterii. V letech
1950 — 1960 byly zuejreény prvni zpravy o problémech s biofilmem. V roce/&@9xiro-
dowdec John William Costerton upozornil na vSuidtgmnost biofilmu. Frodowdci
Costerton, Stewart a Greenberg v roce 1999 prokézast biofilmu v perzistentnich in-

fekcich. V dnesni dabse biofilmem zabyva nejvice léiska mikrobiologie[1]

1.2 Definice biofilmu

Bakterie rostou na Zivnychigach v podob kolonii. NeZ vSak Robert Kochipel na zji-
sob, jak kultivovat bakterie na pevnychdach, gstovaly se po &olik let v tekutinach,
negastji v bujonu. Bakterie mohou zit duvoln¢ ve vodném prosedi jako plankton, ne-
bo ve spoléenstvi, které vytvd tenkou vrstvu na pevnyclilésech — biofilm. Existence
v biofilmu je pro bakterie vyhodijsi a je zakladnim Zfsobem jejich firozené existence.

s

[2] Kmen tvaici biofilm je povazovan za virulentj$i nez tentyZ kmen Zzijici planktonic-
ky. [3]

Planktonni biiky maji vyhodu v rychlém mnoZeni aeii na nova uzemi. Bakterie ros-
touci v konsorciich zndmych jako biofilm jsotitpmny ve vSechifrodnich a patogennich
ekosystémech. [4Biofilmy jsou prvni formy Zivota na Zemi, které datuji vice nez 3,5
miliard let. Nalézaji se i v extréemnich podminkaetko je napiklad pH mezi 0,5-14, tep-
lota -5 az +120 °C,ipsilném ozéeni nebo tlaku az 1000 liaf5]

Biofilmem se rozumi vysledek adherence mikroorgafisia povrchy izného materialu,

které mohou byt ugié ¢i nativni. Na nich vznikaji mnohovrstevné shlukyknoiorganisni
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a mikrokolonie, které jsou obklopené vrstvou polynilkeo extracelularnino materialu. [6]
Bakterie produkuji velké mnoZstvi extracelularnbstance, slizu, ktery m&zné chemic-

ké sloZeni a je slozen z extracelularni polysadbag substance (EPS). [7] EPS obsahuji
substituované a nesubstituované polysacharidyeingtfosfolipidy a nukleové kyseliny.
Poskytuji ochranu bakteriim Zijicich v biofilmu pakci Zivin. RoviZ zabrauji pristupu
biocidua, toxini a €zkych kovi a chrani biikky proti vysychani. [8]

EPS umoituje bakteriim zachytit Ziviny. Bakterialni extragiirni polysacharidy jsou
tvoreny homopolysacharidy nebo heteropolysacharidy zefjména jednotkami glukosy,
fruktosy, manosy, galaktosy, pyruvatu. EPS fungmifé jako stabilizatory struktury bio-
filmu. Nékteré mikroorganismy mohou vazat ionty do jejichSERteré pak ovlikuji bio-
film. [9]

Cilem biofilmu je chranit mikroorganismy v ngpelském progedi. Rilnavost je zavisla
nacase a mize byt rozdlena do dvou fazi, vratné a nevratné. Pokud mikaoismy hla-
dovi, dojde k odpojeni od biofilmu. Hlad&v vede ke snizZeni velikosti fky, mikroor-
ganismy mohou afh ziskat velikost normalni hky v prostedi, kde jsou Ziviny cft
k dispozici. Velikost biikky kromg Zivin ovliviwuje i pH, teplota, hydrofobicita kiky,
struktura biiky v¢etre EPS, iontova koncentrace a fazstu. [9] S tvorbou biofilmu je
spojovan vznik nemoci, mezi které fanag. periodontitida (tj. roz8&né onemoami
dasni acelisti, které niiZze vést az ke ztratzuhi), osteomyelitida (tj. infekni hnisavé
onemockni kosti a kostni i@né vyvolané bakteriem&i mykobakteriemi)¢i chronické
pulmonalni infekce, zejména cysticka fibréza (duge gevazre dychaci a travici sousta-
vu). [10]

V klinické mikrobiologii se problematikou tvorby dfilmu zabyvame, posuzujeme-li fak-
tory virulence daného kmene mikroorganismu a jeimdky vyznam nebo $ hodnoceni

citlivosti daného kmene mikroorganismu k antimikedbim latkam. [3]

1.3 Struktura biofilmu

Struktura biofilmu neni jednotnadase nebo prostoru, neni zatim ani zcela znama. Byly
navrzeny ti modely jeho struktury. Prvnim je ,heterogenni rabdve kterém mikroorga-
nismy tvai husty, rovinny, homogenni biofilm, ktery je vyata proudici kapalih Druhy
model s nazvem ,heterogenni mozaikovy model” nedde t,pseudohomogenni model*

popisuje vrstvy skladajici se z hikn které drzi pohroma&dEPS. Jedna se o sloupce &dd
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lené kandly s tekutinou (obr. 1). [11] Préndkapaliny ¢émito kanaly zajiSuje grisun Zi-
vin, kysliku a vynénu metabolickych produkt [12] V kanalcich proudi tekutina pomaleji
nez v samotném prdasdi a diky tomu mohou bakterie ziskat maximum Ziarprostedi

na ziviny velmi chudych. [13] feti model s nazvem ,houba“ nebo takeé ,tulipanovy mo
del” byl popsén s pouzitim laserové skenovaci nskopie. Tulipanovy model je obklopen
vodnimi kanaly, fes které proudi Ziviny a kyslik. [1Na struktde biofilmu se podileji i
dalsi faktory, nap vlastnosti povrchu,ifisun Zivin, rychlostistu nebo hydrodynamické
sily. V pomalém laminarnim toku vytkidbiofilmy nepravidelné, vyvySené agregaty, za-

timco v toku turbulentnim spiSe viaknité struktt?2]

Bakterialni biofilmova struktura t¥basi 98 % vody a extracelularni hmoty. Struktuia b
filmu obsahuje polysacharidovou matrix a také oigja a anorganicke latky, které byly
ziskany z vajsiho prostedi a které v biofilmu tv@ ochrannou funkci. Polysacharidova
struktura chrani hiky proti vysychani, UV z&ni, ged predatory, imunitnim systémem
hostitele a fed piiinikem dezinfeknich prostedki a antibiotik. V oligotrofnich prose-
dich tvai biofilm mozaikovité a nizké struktury. Préstli bohaté na Ziviny tvd

v biofilmu porézni strukturu s dutinami a kanallkgle dochazi ke shluku mikrobialnich
bursk. [14]

Bulk fluid
o . Streamer
[ (Cellcluster, -
l'_)‘. -‘ _0:-‘.“ Ve - o
Vo
. Ill :' I| ) 5
: | . . .-, Channel
. S

Obr. 1: Houbovita struktura biofilmu.[69]
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1.4 Tvorba biofilmu

Biofilm se mize vyskytovat viiznych prosiedich a naiznych materialech. Jeho vyskyt
byl zjisten nagiklad v mlékarenském a pivovarskémimpiysiu na povrSich #&eni a na-
stroji, jako jsou nap ohyby potrubi, pryZzovasreni, pasové dopravniky, potrubi odpadni
vody, podlaha apod. Tvorba biofilmu byla zaznamananv zd&izenich vyuzivanych
v mlynarenstvi. V mlynech, kde se zrno myje, jsqwaivany nadrze, které jsou trvale
mokré a jsou kolonizovany hustym biofilmem, ve ktarse mohou usadit patogenni bak-
terie. Jejich vyskyt ive byt nasledhzjisttn v mouce, kterd se pakuie stat zdravoth

zavadnou. V cukrovarech se vytivhiofilmy v prostorach, kde sidlieuconostospp. [15]

Tvorba biofilmu se da roztit do t¢i kroki: adheze butk na povrch materia] akumulace

a maturace biofilmu a faze disperze.

1.4.1 Adheze burgk na povrch

Prechod z planktonické formy k Zivotu v biofilmu jegmiren fadou faktoi, jako je kon-
centrace zivin, pH, teplota, osmolarita predi. Prvni kontakt bakterii s povrchem je zpro-

stredkovan iznymi mechanismy. [6]

1. Difuzi, které je vysledkem Brownova pohybu.
2. Pasivnim transportem diky proird kapaliny.
3. Aktivnim pohybem buék pomoci bkiku. [6]

V pocateini fazi adheze se uptatji razné povrchové struktury bakterii, jako pili¢iky,
lipopolysacharidy (LPS), proteiny a EPS. Adheziiawlji i nekteré fyzikalrg-chemické
interakce zahrnujici van der Waalsovy a elektrastatsily. [6]Bakterie adheruji za vzni-
ku specifickych vazeb, které maji chemickou povdha] Dilezitou roli hraje také povr-
chovy naboj bu&k (zeta potencial) a hydrofobicita povrchunky i povrchu, ke kteréemu
buika adheruje. Povrchova hydrofobicitznych bakterii souvisi spomnosti proteifi a
lipida na povrchu bukk. Se snizujici se hydrofobicitou pevného povrcleba povrchu
bakterii se schopnost adheze sniZuje a naopakZagisim se zeta potencialem rosteitV
Sina bakterii maip neutralnim pH zaporny zeta potencial, ktery ja déociaci kyselych
skupin gitomnych na povrchu kiky. VétSina mikroorganisiin Iépe adheruje na hydro-

fobni povrchy (plasty) nez na hydrofilni (sklo)7]1
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1.4.2 Akumulace a maturace

Faze akumulace a maturace nasleduje idaupi mikroorganisni k povrchu [16] Diky
zvySené produkci EPS a vzniku mikrokolonii docHamiaturaci (tzv. dozravani) biofilmu.
Aktivuji se geny, které produkuji polysacharidy @ypmnery rozhodujici pro vznik biofil-
mu. SniZzuje se, nebo Uglustava, tvorba bika, dochazi k mnozeni bakterii a vytvée
tzv. mikrokolonie. V pirod se vyskytuji spiSe smiSené biofilmy, a tak 8evpniku mik-
rokolonii uplatiuje proces zvany kongregace, coz je adheze meetigley odliSnymi bak-
teriemi. [6] V okoli mikrokolonii dochazi k hrom&d EPS a diky tomu dochazi
k vytvoreni vyzralé vrstvy biofilmu. [18)akmile dojde k dosazZeniciteho mnozstvi bu-
né¢né hustoty, z&naji se ze zralého biofiimu o&ldvat jednotlivé bitky nebo celé jejich

shluky i s¢astmi biofilmu a tim dochazi k disperzi. [19]

1.4.3 Disperze burgk

Bunky jsou uvohovany zgt do prostedi a kolonizuji dalSi povrchy, které jsou vhodné p
rast biofilmu. Vznika dynamickd rovnovaha, kterd4 pgulovana podminkami ¥$iho
prostedi, dostupnosti Zivin ad®e byt regulovana i samotnymi mikroorganismi: (uio-
rum sensing). [20Mezi dalSi faktory, které reguluji rovnovahu biafil, fadime produkci
latek, které degraduji struktury biofilmu a tim papahaji uvoldni bakterialnich busk

z jeho struktury[6] Pokud mluvime o disperzi, tak se jedna o aktiviionpasivni proces.
Aktivni disperze je fyziologicky regulovdna a umiaje buikam kolonizaci v novém pro-
stredi. K takovému stavu e dojit, pokud biky nemaji dostatek Zivin a hledaji nové
zdroje. Ri pasivni disperzi jsou liiky uvolhovany chemickym vlivem proudu tekutiny.
[21]

Disperze niZze probihatiemi z&kladnimi zfisoby. Zaprvé dochézi k uvmvani jednotli-
vych burgk (,swarming/seeding”). Zadruhé dochazi k uwaani agregat burgk v EPS.
Tyto agregaty jsou vice podobné biofilmu nez planktkym buikdam (,clumping“) a za-

tieti dochazi k uvokni biofilmu a jeho pohybu po povrchi22]

1.5 Quorum sensing

Bakterie |épe vyuzZivaji pragdi, je-li jich na jednom mistvice. Lépe zachyti molekuly
Zivin, Seti energii, snaze odolavaji négnivym podminkam. [23] Biofilmy jsou definova-
ny jako konsorcia mikroorganismkteré jsou fipojeny k biotickému a abiotickému po-

vrchu. Jedna se o proces, ve kterém se drzi miédrobbuika k povrchu, zatimco nasledna
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produkce EPS mé& za nésledek pgdinuchyceni. Koordinované chovani skupiny zpro-
stredkovava proces zvany quorum sensing (QS). Wnjeztaké bakteriim komunikovat a
napomaha bakteriimiigpisobovat se Zivotnim podminkam ptesti. [24] Hlavnim (Ee-
lem komunikace je poznani momentu, kdy mikroorgagiglosahnou kritické velikosti,
dochazi ke sdruzeni bakterii a dokazi se chrawmimhikuji spolu bakterie stejnéhd:ip
buzného nebo nébuzeného druhu. Bakterie dokazou také reagovatgmalni latky hos-
titele. Komunikace probiha pomoci signalu, kteryvggeneruje. Hjemce ho zachyti a
muze na & reagovat. Odpasdi mize byt napiklad tvorba spokenstvi bakterii, tedy
tvorba biofilmu. K tvorlg je nutnd aktivita fislusnych get. [23]

Quorum sensing je umo&m produkci signalnich molekul tzv. autoinduktodednotlivé
buiky mezi sebou komunikuji pomoci sekrece a vychyiadéobnych difaznich molekul.
QS souvisi s hustotou popula€dm hustsi je populace, tim je i vy33i koncentrageia-
duktorii. [25] Rozpoznani kritické hustoty populace ma vyznampgatmgenitu mikroorga-
nismi. [23] Komunik&ni systém gramnegativnich bakterii je zaloZzen walydtci signél-
nich molekul AHL (tzv. acylhomoserinlaktd) Grampozitivni bakterie vyuZivaji ke ko-
munikaci signalni peptidy, dvouslozkovy regina systém a vnitrobudné regulatory.
[26] Produkce specifickych signélnich molekul jehwgna, protoZze nereaguji na rusivé
signdly, které vysilaji ostatni druhy bakterii. [R®ordinace napoméahé Ke¥iti pro celou
komunitu. Tento komunikai systém regulujeizné funkce, jako jsou virulence, sporula-

ce, produkce antibiotik, vyéma DNA, motilita a rozvoj mnohobgénych struktur. [4]

A oA
" C&,L\

Obr. 2 Chemicka struktura signalnich molekul [70]

(A) N-(3-oxododekanoyl)-L-homoserinlakton. (B) Namoyl-L-homoserinlakton.
(C) 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon.
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2 BIOFILM AANTIMIKROBIALNI LATKY

Biofilm chrani buiky proti antimikrobialnim latkam, detré antibiotik, biocidi a mecha-
nismi obrany hostitele. [27Koncentrace dezinfékich latek a vybranych antibiotik, které
jsou schopné zasahnout bakterie v biofilmu, jsomekolik fadi vysSi nez koncentrace,
kterd je @inna na planktonické formy mikroorganignBakterie v biofilmu mohou Zso-
bit infekce, které Spatnreaguji na antibiotickou é&u a mohou takifechazet do chronic-
kého stadia. [28]

2.1 Pri¢iny vySSi rezistence bakterii v biofilmu
VySSi rezistence bakterii k antimikrobialnim latkgnvyswtlovana rkolika mechanismy:

1. EPS vytvéi pro bakterie bariéru, ktera omezuje difusi aotilki do biofilmu. UEi-
nek bariéry neni absolutni, ale zpomaleni difisezinoje bakteriim dostatekasu
na adaptaci. Biky, které jsou nejprve vystaveny antimikrobialniatkbm s nizsi
koncentraci, majtas pro aktivaci obrannych mechanisnj29] Bariéra funguje
obousngrng, tedy latky, které jsou schopny snizitinek antibiotik, se hromadi
v okoli buiky, jejich koncentrace dosahuje vysSich hodnotchdpi tak k snadn

ji neutralizaci antibiotik, které pronikly do bidfiu. [30]

2. V dusledku tvorby biofilmu mZe dochazet ke zfnam fyzikal-chemickych
vlastnosti v okoli bukk v hlubSich vrstvach biofilmu, zejména ke snizdvpHI.
Nizké pH omezuje dinek antibiotik. [30]RovnéZ dochazi k omezeni difuze mole-
kul v hlubSich vrstvach, a to vede ke snizeni zé&sbburgk Zivinami a kyslikem.
Pomoci EPS a sniZzenim mnoZstvi Zivin a kysliku datke zpomaleni pronikani
latek do biofilmu. Omezena difuse vede také k hrdénaodpadnich metabalit
coz ovliviiuje mikroprostedi v okoli bugk v jednotlivych vrstvach biofilmu. Do-
chazi ke zpomalenfistu buiky nebo k jejich Uplnému zastaveni, jelikozika mé
negriznivé prostedi pro swj rust a nedostatek Zivin. Pomalu rostouchloumaiji
vyhodu, pokud napusobi antibiotika, kteradinkuji na rostouci bakterie (nap
B-laktamova antibiotika). Takova antibiotika pak rejizeny dginek. [31] Za dalSi
diuvod je povazovana existence tzv. ,biofilmového tgpa“ bakterie. Jak jiz bylo
receno, biofilm aktivujeradu gei, mezi které mohou pitt i geny snizZujici dinek
antibiotik. [29] Genetické penosy v biofilmu jsoudadové vyssi nez u planktonic-
kych burgk v suspenzi. [4]
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2.2 Stanoveni citlivosti bakterii v biofilmu k jednotlivym antibiotik am

Pro ugovani &innosti antibiotik se pouziva minimalni inhibi koncentrace (MIC) a po-
piipadt také minimalni baktericidni koncentrace (MBC). @yoncentrace se rigst;ji
stanovi pomoci mikrodiktni metody nebo tzv. E-testu. Tyto metody ovSemastaji pou-
ze citlivost planktonnich bakterii. Citlivost baktev biofilmu k antibiotikim je odliSné.
[30] Neni gesré znama souvislost mezi MIC nebo MBC a koncentratibaotik, které by
zasahly biky v biofilmu. Tuto citlivost je nutné zjistit vy&ienim pomoci vyjaieni mi-
nimalni koncentrace eradikujici biofilm (MBEC), tkoncentrace antibiotik, ktera je
schopn& usmrtit vSechny ity v biofilmu. Minimalni inhib&ni koncentrace se pro biofil-
movou formu nestanovuje, a to z tohivddu, Ze je velmi nakma na provedeni a pro pra-

xi ma hodnota velmi maly vyznam. [32]

Principem stanoveni citlivosti biofilmu k antibikdim je kultivace biofilmu na 8hé kulti-
vaéni nadoby nebo na ndsiPoté je biofilm vystavendinku urité koncentrace antibiotik
a je sledovanaifiomnost zZivotaschopnych bakterii pomoci sonifikaoste, ktery je po-
rostly biofilmem. [32] Nasledhje provedeno vygkovani a spéitani kolonii (CFU). H-
tomnost Zivotaschopnych bélnlze také zjistit pomoci kolorimetrickych médii3]Bnebo

mikroskopicky po obarvenitpdem pipraveného preparatu specifickymi barvivy. [34]
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3 DIAGNOSTICKE METODY PRO PR UKAZ BIOFILMU

Pro pfikaz tvorby biofilmu se pouzivaji fenotypoveé a gempoivé metody. U fenotypovych
metod se kultivuje dany mikroorganismus na #mim povrchu zkumavky nebo v jamce
mikrotitratni destéky, kde vznika biofilm, ktery je nasledmbarven. Pomoci mikroskopu
se sleduji obarvené vrstvy biofilmu. Genetické rdgtfsou zaloZzeny na identifikaci gien
zodpowdnych za tvorbu biofilmu a na studiu konkrétnicimigekteré jsou identifikovany

za konkrétnich podmine[35]

Mezi diagnostické metody pgatChristensenova zkumavkova metoda, Christensenmya
toda v mikrotitr&nich destikdch, mikroskopické metody a kultivace na agarwrgjk

cerveni. [35]

3.1 Christensenova zkumavkova metoda

Christensenova zkumavkova metodatipatezi klasickou metodu, ktera je zaloZzena na
zZjisténi schopnosti mikroorganisinvytvaret biofilm. [36] Provadi se ve sklénych nebo
plastovych zkumavkach.iiPstanoveni se musi brat v Gvahu, aene druhy mikroorga-
nismi adheruji k iznym drulim povrchi odlisrg. [37] Princip stanoveni je zaloZen na
kultivaci daného mikroorganismu ve zkumavcetislpSnym bujonem. Vznika biofilmova
schopnost tvorby biofilmuy38] Médium se inokuluje mikrobialni suspenzi. Dékkdtiva-

ce byva vrozmezi 24 az 48 hodifi pptimalni fistové teplat bakterii nebo kvasinek.
Doba kultivace zavisi na druhu mikroorganismu geha rfistovych podminkach. [39]

Po inkubaci jsou zkumavky vypraziry, a aby doslo k vyplaveni nezachycenychdayun
jsou promyty fyziologickym roztokem. Poté jsou zkawky fixovany susenim nebo pomo-
ci fixaénich roztoki. [40] Jestlize na vnihim povrchu zkumavky vznikly vrstvy biofilmu,
prokazuji se barvenim, a to po dobu 20 minut. Jakeiva se pouZzivajiipdevsim safra-

nin, krystalova violé (negastji) a karbolfuchsin. [41]

Kmeny s dobe obarvenou vrstvou v ced@sti zkumavky jsou povazovany za biofilmpozi-
tivni. Pokud nedoSlo k Zddnému obarveni, pak segjedbiofiimnegativni kmeny. Pro vy-
hodnoceni vysledk se vyuZiva ordinalni stupnice, ktera mé rozsah 3) kde stupe O
zn&i, Ze se netvd biofilm, stupé 1 slaby vyskyt biofilmu, stuge2 stedre silny vyskyt
biofilmu a stupé& 3 zn&i silny vyskyt biofilmu. Vyhodou Christensenovy zkavkové

metody je jednoduchost jejiho provedeni. [37]
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3.2 Christensenova metoda v mikrotitratnich destikach

Metoda v mikrotitrénich destikach je vyuzivana po#me ¢asto a je zaloZena na kultivaci
testovaného mikroorganismu v jamkach mikrotitiadestéky. Narist biofilmu byva na
sttnach &chto jamek. Kultivace probiha za stejnych podmiaele stejnych médiich jako
u predchozi zkumavkové metody. MnozZstvi inokula voliale aby jejich vysledna husto-
ta bakterialni suspenzgnila 10°-10" bursk/ml. Po inkubaci dochazi epk fixaci, a to
susenim nebo pomoci fixaich roztoki. Poté je provedeno barveni, &hozZ jsou pouZita
stejna barviva, jako uipdchozi metody. Nast biofilmu je vyhodnocen spektrofotomet-
ricky, a to tak, Ze se zfifije sila biofilmové vrstvy, ktera vznikéd nagamky. [42]

3.3 Mikroskopické metody

Pro studium biofilmu se mohou vyuzit elektronovémskopie, laserova mikroskopie,
mikroskopie atomarnich sil, fluores@éem mikroskopie a sttelna mikroskopie. [43Nej-
prve je gpraven preparat, a to barvenim, fixaci, zmrazerdahydratacifezanim {ez
slouzi k moznosti znazornit i viiti strukturu biofilmu) apod. #Rom je nutné vzit
v Gvahu, Ze fiprava preparatu ovliwje strukturu biofilmu. [28] Pro dobry a ostry obije
nejlepsi pouzit laserovou mikroskopii. U laserovikroskopie nemusi byt provedena fixa-
ce afezani vzorku. [44Pro studium prostorového ugpdani slozek v biofilmu je vyuzi-
vana fluorescami metoda. [45Pri bézné s¥telné mikroskopii se vyskyt biofilmu prokaze

barvenim. Sgtelnd mikroskopie je vyuzivana pro kontrolu klinétto materialu. [40]

3.4 Kultivace na agaru s kongocerveni

Kultivace na agaru s kongeerveni se pouzivairedevSim na stanoveni tvorby biofilmu u
stafylokoki. Agar je sloZzen z kongeéerverg, 5% sacharosy a z mozkosrdcové infuze. Na
takto @ipraveny agar jsou ngkovany testované mikroorganismy a vzhled kolonihsd-
noti po 24-48 hodinach kultivace. Bakterie vygjéci biofilm maji cerné suché kolonie

s matnym povrchem nebo maji vzhled kolamfnohrdy se zénou precipitace. Pokud je
vzhled kolonii leskly, hladky povrch&ervenym azéervenohgdym zabarvenim, pak se
jedna o biofilmnegativni kmeny. Hodnoceni je vSakjsktivni, coz je u tohoto stanoveni
nevyhodou. [46] Biofilmpozitivni kmeny gramnegatigh bakterii tvéi hladké krémoy

zbarvené kolonie, u biofilmnegativnich mikroorgamnisse zabarveni netyio [47]
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Obr. 3 : Kultivace bakterii tutcich biofilm na agaru s kongerveni [71]
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4 MIKROBIALNI BIOFILM V POTRAVINA RSKEM PRUMYSLU

Mikrobialni biofilm zpisobuje problémy také v potraviisgém péimyslu, kde nize do-
chazet k uvalovani patogennich mikroorganigmkteré nasledh mohou kontaminovat
potraviny a suroviny wené k jejich vyrob. V potravingském pémyslu byva nejast;ji
detekovan vyskyt biofilmu Wisteria monocytogenesa Staphylococcus aureus dnesni
dobs také uBacillus subtilis Tyto patogeny byly nalezenyguevSim na pevnych kontakt-
nich povrSich ze skla a z nerezu. Dale se mohokytygt na povrchu z gumyieva,

teflonu a plastickych hmot. [48]

Bakterie nebo jejich shluky mohou byt z biofilmualisovany. Uvohuji se gedevsim jed-
notlivé bakterie, které mohou kontaminovéinpo potravinu rostlinného nebo Zitisného
ptuvodu, nebo mohou byt unaSeny médiem a tim wgtvadroj kontaminace na dalSich
povrSich. Za protékajici médium byvaji povaZzovamyprnvoda, mléko, rostlinnétavy
nebo niize dojit k uchyceniiimo na potravinach, surovinach nebo polotovareaiké/
shluky burgk se uvohuji jen vyjimeiné. Mozné riziko je zavislé na druhu mikroorganismu
a na velikosti infekni davky. Napiklad bylo zjis€no, Ze bakterie uvaljici se z biofilmu
kontaminovaly mléko po pasteracites nerezovy povrch tepelného wmiku

v koncentraci az TOCFU/mI. V poslednich letech do$lo k pokéok v mikrobiologii a
snizil se vyskyt kontaminace biofilmem jak v klikémikrobiologii, tak v potravingkém

pramyslu. [49]

Figure 2. Electro micrographs of Staphylacoccus aureus cells adhered onto glass (A) and stainless steel (B) surfaces, visualized
by scanning electron microscopy.

Obr. 4 Biofilm Staphylococcus aureun skle (A) a na nerezgici oceli (B) [72]
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4.1 Mista vyskytu biofilmu v potravinarstvi

Kvalita zpracovanych produkie ovliviéna z hygienického hlediska, a to stavem povrchu,
nastropi a z&izeni. Ri nedostaténém nebo Spatnémsteni ¢i sanitaci, dochazi ke konta-
minaci a tvork biofilmu vytvoreného mikroorganismy, ktery jim poskytuje ochramatip
puasobeni sanitamich nebo disticich prostedki. Mezi kontaminované povrchy
v potravindskych podnicich pé#t prevazre dopravni pasy, na kterych jsou potraviny
v piimém kontaktu s kontaminovanym povrchem. Bylo &jiét Ze i po wyisteni byl

v mlékarrg dopravni pas kontaminovan bakterieBiiaphylococcuspp., Pseudomonas
spp. a dal$imi v mnoZstvi az°:a® CFU/100 cri. Za dalsi zdroj kontaminace je povaZo-
van bioaerosol, do kterého jsou mikroorganismy aehy pomoci kapalinovyctaste&ek
aerosolu. [50]

DalSi vyskyt mikroorganisf) které byly uvoldny z biofilmu, byl prokdzan v odpadech
nebo na podlah&ch, které maji zarsh povrch nebo na povrchu, ktery byl poSkozen.
V dnesni dob je v potravindském ptimysluiada povrch tvoiena z nerezoveé oceli, ktera
je snadnctistitelna a chemicky odolna. Bylo ovSem prokazare¢astym mechanickym
¢istenim dochézi také k naruSeni tohoto povrchu, kdyhdpicke vzniku trhlinek a vryp
kde se snadno uchycuji mikroorganismy. V potraigkém ptimyslu se mzZe biofilm vy-
vijet az rkolik tydni. V masném a mlékarenskémipryslu byl prokazan velmi vysoky
vyskyt stafylokok a pseudomonad. Vyvoj biofilmu je také oviémpovrchovymi vlast-

nostmi mikroorganistin [49]

4.2 Tvorba biofilmu na povrSich z nerezové oceli

Nerezova ocel se nigstji pouziva jako material praizné typy zézeni v potravingském
primyslu. Jako testovany material pro #§igani, zda jsou mikroorganismy schopny vy-
tvéret biofilm i na tomto povrchu, byl pouZzit kovovy yweh z nerezové oceli, ktery mé
charakteristické vlastnosti podobn#gmt které se v potravitiském péimyslu pouZzivaji,
aniz by ovlivnili Zivotaschopnost btk. V poslednich letech je biofilm mnohdy tem
bakterialnim druhemBacillus subtilis ktery je taxonomickyazen mezi sporotvorné gram-
pozitivni bakterie. Tento mikroorganismus byl pay#i testovani tvorby biofilmu na ne-

rezovém povrchu. [50]

Bylo provedeno &kolik experiment pro piikaz vzniku biofilmu na testovaném materialu:
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1. Kovové destiky byly nejdive pondgeny po dobu 30 minut do acetonu a nasled-
né byly pondeny do 1 % NaOH po dobu 1 hodiny. Po 1 hédayly kovove
destEky vyjmuty afadré oplachnuty destilovanou vodou a byla provedena- ste
lace i 121 °C po dobu 35 minut.

2. Do sterilniho mléka bylo z&m¢e¢ naatkovano uéité mnozstviBacillus subtilis
které bylo asepticky n&kovano na testovany povrch. D&kt z nerezové oceli
byly uchovavany p konstantni tepla@tpo dobu 3, 6, 12, 24, 48 a 120 h. Po uply-
nuti této doby byl zkouman vznik biofilmu.

3. Pomoci vatového tamponu byl provedegr gttestovaného materiélu, ktery byl
pieveden do zkumavky s fyziologickym roztokemeérSiyl vytrepan do roztoku,
kde doSlo k uvoléni burek. Takto gipravenéredni bylo nagkovano na agaro-

vé plotny a poté byla provedena kultivad¢e3® °C po dobu 48-72 h. [50]

Tyto experimenty prokazaly, Zacillus subtilisje schopny tviit biofilm na materialech z
nerezové oceli. Bakterierimuly na povrch materidlu a vyti@dy biofilm. Nasleds byly

popsany jednotlivé faze vyvoje biofilmu. V budoushonize schopnostichyceni bakte-
rie slouzit napiklad ke zlepSeni vyvoje sanitéich prostedka, k redukci potencialni kon-

taminace zpracovanych prodiktebo pro lepsi vyvoj povrchu. [50]
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Obr. 5: Tvorba biofilmu na nerezové ocdli feplot 20 °C po #izné dlouhou dobu. [73]

Na obr. 5 jsou znazokny ziskané udaje z experimentu, pro Zpsttvorby biofilmu na

nerezové oceli, ktery provediapla a kol. Prvnim krokem byl vznik vrstvy biofilmDiky
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dostaténému gijmu Zivin doslo v biofilmu k intenzivnimuistu bakterii. V intervalu 3-6
hodin nastala adheze mikroorganisma povrch z nerezové oceli. Biofilmem bylo osidle-
no asi 80% plochy testovaneho materialu. K maxima@ngilnuti a rozvoji bakterii doslo
po zhruba 9 hodinach od Z&ovani bakterii. Bakterie rostly v biofilmu diky qaukci
polysacharidové substancéhiem 9-24 hodin. Po 12 hodinach doslo ke kratkodabédi
lucovani burk. Po 24 hodinach doslo k dalSimu rozvoji mikroarigeni, produkci EPS a

rozvoji matrice biofilmu. [50]

4.3 Udinnost sanitatnich prostiredki a odstraiovani bakterialniho bio-

filmu

Pfitomnost patogennich a podr& patogennich mikroorganignv prostedi potraviné
ské vyroby niZze zpisobovat zavazné kontaminace potraiskgich produki. Nejefektiv-
n¢jSi zpisob na zrieni patogenni mikrofléry je spravna dezinfek&stieéni zaizeni a vy-
robniho prosedi. Jak jiz bylaeceno, bakterie, které vytiidbiofilm, mohou pezivat dez-
infekci. [51] Odstratni biofilmu vyZaduje intenzivngisténi. DezinfekRni prostedek je
tieba vybirat podle pracovniho priesti a podle fedpokladaného vyskytu mikroorganis-
mu. Dulezita je roviZz vhodrE volena teplota, spoludgobeni ultrazvuku nebo mechanické
¢isteni. Mezi nej@inngjSi saniténi prostedky pro odstraini biofilmu Ize z@adit aldehy-
dy, aktivni kyslik, chlornan sodny52] V potravindském ptéimyslu se v biofilmu nej¥-
n¢ji vyskytuji pseudomonédy, stafylokoky a enteroleaiet. [53]

4.4 Nové metody pro kontrolu biofilmu v potravinarském pramyslu

Tvorba biofilmu a jeho mikrobiélni adheze je velizikovym faktorem pro potravirfaky
pramysl. Velmicasto byva zaznamenan jejich vyskyt na povrchstyku s potravinou, a
proto wdci hledaji nové metody pro odstégn biofilmu. [50]

4.4.1 Kontrola biofilmu pomoci enzymi

Mk

Pfi kontrole biofilmu slouzi enzym jako ,bdgstic”, ktery vhodré prekonava tvorbu bio-
filmu v potravingském ptimyslu. Na enzymovych zakladech jsou zaloZeny sariifaro-

stredky, které slouzi ke zlepSeniinnosti dezinfeknich prostedki. Enzymy maji funkci
degradace biofilmu. Enzymy jsou raémschopny rozkladat EPS v biofiimuaBzité je,

aby se nasly takové enzymy, ktekénlkuji proti tiznym typim biofilmu. UZite&éné mohou
byt nagiklad proteasy a enzymy hydrolyzujici polysachar[@9]
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4.4.2 Kontrola biofilmu pomoci bakteriofaga

Vzajemné interakce bakteriofég biofilmem jsou zavislé na citlivosti bakterifegivaji-
cich v biofilmu k bakteriofagm. Bakteriofag je schopen produkovat enzymy, kikrgra-
duji polysacharidy. Diky tomu paktrbe dojit k rozpadu bwk vlivem degradace. Pro od-
straréni biofilmu jsou dilezita tato kritéria:

» Bakterie musi byt citlivé &i prislusSnym bakteriofaignm.
» Bakteriofag musi byt schopen rozkladat EPS biofilmu

Tato metoda byla navrhnuta jako velndinhd, pokud spiluje alespa jedno z kritérii. Za-
tim vSak existuje jen mélo dostupnych informaciattbriofazich, kt# napadaji bakterie
na biofilmech. [50]

4.4.3 Kontrola biofilmu pomoci bioregulace

Bioregulace je povaZzovana za piesiek mezidruhové interakce. Vzajemné interakce a
vicenasobna produkce metabblihiZze zasahovat do vyvoje biofilmu. Vyzkum ukéazal, ze
raizné mikroorganismy mohou s@iit s jinymi o zdroj energie nebo Zivin a jsou sghé
syntetizovat a vyléovat povrchow aktivni latky, které zde rowi hraji vyznamnou roli.
Mohou zpisobovat ¥tSi hydrofébnost povrchu klty. Biofilm je odstragn produkci bio-
tenzidu, diky kterému dochazi kgsunu EPS jedné bakterie do druh&jkdyysou v tsné
blizkosti a dostavaji antimikrobialni vliastnostdg®raréni biofilmu pak zisobuje produk-
ce biotenzidu, kdy EPS jedné bakterie sespuva do druhé a tky jsou v €Sné blizkosti

a dostavaji antimikrobialni vlastnosti na dalSihgripakterii. Biotenzidy se také pouzivaji
na zlepSeni povrchové hygieny v potravgk§ch zavodech. Bylo zji&o, Ze tenzidy

z Bacillus subtilisrozrusuji biofilm je&t pii ristu burk a tim zabrauji vzniku biofilmu
mikroorganismy, jako jsobalmonella enterigaEscherichia colineboProteus mirabilis.
Bakterie mléného kvaseni a kvasinky mohou réxmprodukovat latky s antimikrobialnimi

acinky nag. protiListeria monocytogenefs0]

4.4.4 Cisteéni a dezinfekce biofilmu

Podle smirnice 98/8/ES Evropského parlamentu [54] o énadbiocidnich vyrobk na trh
jsou biocidni vyrobky definovany jako aktivni latleygipravky s cilem rdeni, zneSkod-
néni a zabraéni Skodlivého dinku organisni. Biocidni vyrobky mohou isobit na Skod-

livy organismus i jinymi inhikinimi &inky, a to chemickymi nebo biologickymi. Podle
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Gilberta a McBaina jsou biocidy definovany jakoiakt latky, které pi urcité koncentraci
Vv urcitém case za definovanych podminekininikroorganismy nebo zpomaluji jejichst

a rozmnozovani. [50]

Dezinfekce a sanitace provozati v potravindském pémyslu mezi zakladni kroky
k zabezpe&eni vyroby potravin a zaroie ovliviuji kvalitu a bezp#&nost vyrobku.
K minimalizaci kontaminace v potravirgkém péimyslu se vyuZivéisteni. Cisténim by se
mely odstranit i jiné néistoty, ve kterych by byl mozny vyskyt daného mikmganismu.
Cisténi se provadi mechanicky studenou nebo teplou voBoté se zpravidla pouZije
chemicky prosedek, ktery obsahuje povrchoektivni latky. OileZity je oplach vodou,
nasledna dezinfekce a @&@pvny oplach vodou, aby négtaly zbytky toxickych latek na
povrchu materidlu a nefty tak vliv na senzorickou kvalitu vyrobku. V dné&iok: se
pouziva kombinaceaenych chemickych latek. Pro odstéain biofilmu je velmi @&inné
mechanické fisobeni nap vodni turbulence, drhnutifiRisteni dochazi k rozkladu matri-
ce EPS a tim ziskava dezintek prostedek gistup k Zivotaschopnym kkdm. Ri ¢istené
se bakterie mohou uchytit na jiném miiatvzhledem kfitomnosti vody a dostateému
mnozstvi Zivin opt vytvaret biofilm. Proto musi byt vyuZita i dezinfekce.
V potravindském ptimyslu je dilezité, aby bylyisté vSechny plochy, které jsou ve styku
s potravinou. Tim se zabrani mikrobialni kontamiazvysi se bezgaost potravin. [50]

Velmi dulezita je rovez volba dezinfeéniho prostedku, ktery je vhodny na odsteam
biofilmu. Bylo zjiS€no, Ze dezinfekni roztoky obsahuji mikroorganismy, které zvysuji
ochranu biofilmu schopnosti tkib rezistentni kmeny. Dezinféki prostedky nepronikaji
do matrice biofilmu a nejsou tedy 2any vSechny Zivé hiky. Mokré povrchy poskytuji
dobré progtedi pro fist mikroorganism, a proto je dezinfekce nutna. Cilem dezinfekce je
snizit mnozstvi mikroorganisira zabrawni jejich mistu. tinnost dezinfeknich prosted-

ki muze byt kontrolovana na@ppomoci pH, organickych latek, teploty, tvrdostidy a
chemickych inhibitoll. Vhodny dezinfe&ni prostedek volime podle pouzitého materialu.
Dezinfelkéni prostedky jsou nejefektiv)jsSi, pokud jsou odstrény ostatni organické lat-

ky, jako jsou nafiklad tuky, sacharidyi materialy na bazi bilkovin. [50]
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5 PATOGENNI MIKROORGANISMY TVO RICI BIOFILM

S biofilmem Gzce souvisi patogenni mikroorganisnsgl@opnost jejich virulence, jelikoz

praw prevazr patogeny vytvé biofilm, ve kterém pezivaji.[55]

Mezi hlavni zastupce patogennich mikroorgaristhopnych tviit biofilm miZzeme za-
radit:

e Pseudomonas aeruginosa,

» Listeria monocytogenes,

» Staphylococcus koagulasa negativni druhy,

» Escherichia coli,

» Klebsiella pneumoniae,

» Enterococcus faecalis,

» Acinetobacter baumani[55]

5.1 Definice patogennich mikroorganisni

NejzavazijSi negativni isobeni mikroorganisinv piirodé vyplyva z¢innosti tzv. pato-
gennich mikroorganistn které zfisobuji nemocélovéka, zviat nebo rostlin. Velmi rych-
lé rozmnoZovani mikroorganisha nedostatea hygiena mohou vést ke vzniku epidemii
nebo i pandemii. Jakarilad mizeme uvést morové nebo cholerové epidentedstéku
nebo raného noveéku. Dnes se diky zvySené hygéemiisledné mikrobiologické kontrole
a pokrailé Iékarské péi vetSi epidemie bakterialnich onemeon vyskytuji még casto,
pievazrie v rozvojovych zemich. Ve vysfych zemich se vSak stéle jg&ibjevuji epide-
mie virovych onemoaini, z nichz gkteré (nap. infekéni hepatitida) jsouiignosné potra-

vinami a vodou. [56]

5.1.1 Patogenita a patogeneze bakterialnich infekci

Patogenita je obecna schopnost bakteriesapit infelkéni onemocani. Patogenitu wuje
virulence, jeZ je mirou patogenity pro dany Zgoy druh. Patogenni bakterie nemusi byt
aktualre virulentni. Virulencegi jeji mira, se stanovuji obti#nprotoze ji Ize niit jen v
podminkachin vivo na zvfatech nebo na bgtnych kulturach. Virulence je komplexni
vlastnost, spdiva v invazive, tj. ve schopnosti proniknout do tkda tam se pomnozit, ve

schopnosti kolonizace, coz je osidleni sliznicditels, a v adherenci na fiku. [57]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Toxigenni bakterie produkuji bilkovinné toxiny. Bukuji také bilkoviny, jez samy toxic-
Ky nepisobi, ale jejich kooperace hostitelskouikw posSkodi. Mezi klasickymi toxiny a
témito toxiny neni vyrazny rozdil. VSechny vySe zumié faktory determinujici patogenitu
a jeji miru — virulenci. Jako faktory virulence ssuhrng oznauji vSechny faktory #etns
adheziv, toxif, bilkovin, které zasahuji do metabolismuiky ¢i aktivujici nizné geny.
Faktofi virulence je cel&ada. Mezi mét znamé faktory virulence Ize izalit napiklad
schopnost mobilizovat a vazat Zelezo z geafita vyuzit je v metabolismu tvorby tokin
Vztah bakterii &lovéka zavisi na tom, zda mezi hostitelem a bakteniyjgorena rovno-

vaha, nebo zda jedéndruhy gevazi. [57]

Primérni patogeny #igobuji infekini onemocani, jakmile se dostanou do styku s osobou
jinak zdravou. Podmimé patogeny nebo oportunni patogeny vyvolavajkifrfeonemoc-
néni osob oslabenych jinou nemoci, dlouhodobym pabytenemocnici, podvyzivodi

vysokym wkem. [57]

Patogenni bakterie se do potrav¥siych provoa dostavaji z okolniho prasdi, z mdy,
vody nebo od hmyzu, zt ¢i lidi. Mohou se penaSet vzduchem, kontaminovanymi
piednty nebo kontaktem. Daila se dostavaji dychacim traktem, travicim traktepg-
jivkami, kazi — bodnutim hmyzem, kousnutim iste, i poruSeni celistvostitke pora-

nénimi i zcela neviditelnymi. [57]
Adheze, kolonizace

Patogenni mikroorganismus se musi Vv organismu thtestiuchytit. Bakterie iinou

k bunkdm sliznice. Adheziny na povrchu bakterie reagujeceptory na povrchu btk
sliznice a bakterie se n& mavazou. Na sliznici sot#ti patogenni bakterie gifpmnou
kolonizujici normalni flérou o receptory. Jako azing funguji fizné fimbrie, zejména
fimbrie typu 1 a 4. Lze zminit také p-fimbrie, je2 vazou na hiky maotového epitelu a
jsou specifické pro kmeny gramnegativnich baktegjmménaEscherichia colikteré vyvo-
lavaji maoveé infekce. Podle specifity fimbriového adhezinpwaddvaji ugité kmenyE.
coli sttevni nebo méovou infekci. Bilkovina schopna vazby na recepigkagyontni bii-

ky je lokalizovana na Sgie fimbrie. U streptokakfunguje jako adhezin kyselina teichoo-
va a lipoteichoova v bwiné stn¢ grampozitivnich bakterii. Nespecificky adherujkéa

pouzdro nebo glykokalyx. [57]

Adheziny se vSak nevazou na jakoukolivikw, jsou specifické pro titou tk& nebo Zi-

vocisny druh. Specifita pro tkéje patrna u kmenEscherichia coli nékteré adheruji jen
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k praséim buikam, jiné k bitkdm telecim a nikoliv lidskym, jiné vyhra&rk buikam
lidskym. Urgity typ Salmonellaentericaadheruje k biikdm howzim, nikoliv k lidskym, a
proto infikuje jen howzi dobytek.Streptococcus pyogens&upiny A, mivodce anginy,
adheruje pouze k iikdm lidskym. Lze to povaZovat za vyhodu, protdlmék se pyo-

gennim streptokokem nérre nakazit od zvat. [57]

U grampozitivnich buk se ¥tSinou nevyskytuji fimbrie, a tak bilkovinny adheziokry-
va cely povrch bakterialni By, nag. u stafylokoki, pneumokol a streptokok. Koloni-
zovany jsou tkan spojené s wjSim prostedim, sliznice dychaciho, traviciho a ¢tngeho

traktu, pochvy, spojivky. [57]

5.2 Mnozeni bakterii v podminkachin vivo

Rychlost mnoZeni patogennich mikroorganismorganismu hostitele se vyrazniSi

v pribéhu onemoc#éni. Fi akutnim onemoainim je kratSi doba ke zdvojeni mikroorga-
nismi, piicemz @ chronickém onemoemi zpravidla nastava delSi doba zdvojeni mikro-
organisnii. Rychlost mnozeni mikroorganisny podminkachn vivo je zpravidla nizsi nez

v podmikachin vitro. Vnitini prostedi hostitele mize byt ovlivieno metabolickou aktivi-
tou (spoteba glukosy a pokles glykemie, obsah Zeleza vimaigt Patogenni mikroorga-
nismy jsou zavislé na ziskavani Zeleza z hostdelen dochazi ke zvySovani virulence
[58]

Zelezo se u hostitele vyskytuje:
* intracelularg — dostupné az po rozruseni hostitelskikigu

» extracelularni — vazané na bilkoviny, H#fad transferin [58]

Bakterie vytvdi transportni sloteniny pro Zelezo, tzv. siderofory. V priedi se zvySenou
koncentraci Zeleza dochazi &3imu vyskytu patogenich mikroorganisra hrozi nebez-

pesi infekce. [58]
5.3 Charakteristické znaky vybranych patogennich zastupi schopnych
tvorit biofilm

5.3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginoga bakterie, ktera je povazovana zacasgji izolovanou a kli-

nicky nejvyznamijsim predstavitelem celého rodRadi se daeledi Pseudomonadaceae
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Jeji vyskyt je popisovaniedevsim vikiznych vodach, zejména odpadnich, Yewtobrat-
lovct, na rostlinach a vigle. Ve velkém mnoZstvi iZe zamoovat nemocrini prostedi,
kde kontaminuji katétry, infuzni roztoky a dychatiistroje. Mnohdy geziva v biofilmu.
[59]

5.3.1.1Kultivace a biochemie

Zéastupce pseudomonad lze identifikovat poditu na zékladnichdgach. Kolonie byvaji

zcasti autolyzovany a diky tomdipominaji plaky. [60]

Vytvéri zapach, ktery je Zisobeny trimetylaminem a celdgadu pigment (vétSinou zele-
nych), z nichZ népstjSi je modrozeleny pyocyanin, ktery je fea Pseudomonas aerugi-
nosaa Zlutozeleny fluorescein. [5%}innosti bakterii rodlPseudomonasiohou roviz
vznikat oxid&ni derivaty, jako jsou ndp aflaoxifenasin, které maji antibiotickyigek
proti grampozitivnim a &kterym gramnegativnim bakteriim. Tyto derivaty bylgsprava

zaazeny mezi enzymy a byly ozremy jako pyocyanasa. [60]

Z biochemického hlediska&iti P. aeruginosaadu cukiét a vykazuje oxidasovou aktivitu.
Biochemické hledisko je velmi vyznamné zejména wekimneprodukujicich pigmenty,

kdy Pseudomonas aeruginosaoii 5-20% ze vSech kmémoduPseudomonag59]

5.3.1.2Patogenita

Mezi virulentni faktory pseudomonadideme z#adit faktory vdzané na bakterialniribw
(extracelularni polysacharid, slizova vrstvanstvy lipopolisacharid) a extracelularni pro-
dukty, mezi které pétenzymy, toxiny a pigmenty. [60] Faktory viruleng®u produko-

vany v zavislosti na hustopopulace. [23]

Extracelularni polysacharid alginat, seifve enormnim mnoZzstvi u mukoidnich kniien
obaluje mikrokolonie bakterii a chrani je#eg obrannymi mechanismy hostitele, a to
zejmeéna u cysticke fibrozyrilpasazovanin vitro alginat mizi. [60]

Lipopolysacharidovy komplex neboli endotoxin,iadi mezi dalSi faktory virulence pseu-
domonad. Je spojen s tygospecifickym antigenem a protilatky prottmu pisobi jako
opsoniny zabezgejici opsonizaci¢imz urychluji a usnadaiji fagocytosu. [60]

Z extracelularnich enzyinse f#i patogenezi upléuji predevsSim proteolytické enzymy,

které S¢pi kasein, fibrin, elastin a kolagen. Poskozujhgtdrobnych céwimz vyvolavaji
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hemoragie az nekrdzy. Inaktivuji slozky komplemeattim brani vyvolani ozonizace a

inhibuji fagocytosu. [60]

Pseudomonas aeruginoseoii 2 typy hemolysifi. Jeden s aktivitou C fosfolipasy a druhy
je termostabilni glykolipid. Pyocyanin je uplavan jako inhibitor mitochondrialnich en-
zymu, shiZuje pohykrasinek a tim dochazi ke zhorSovasistovani sliznice dychacich
cest. [60]

5.3.1.30nemocrni a l&ba

U zdravéhcatlovéka v disledku gitomnostiP. aeruginosasonemocsni zpravidla nevznik-
ne. K propuknuti onemoéni jsou nutné dalSi faktory, jako jsou poruchy fagosy, po-
paleniny, maligni procesy ifgdevsim leukémie), podavani cytostatik, kortikoidlouho-
dobé uzivani antibiotik¢Eké operace, zavedeni katetrebo onemocmi diabetes melli-
tus. [58]

Pseudomonas aeruginosgvolava tedy infekci jenip snizeni lokalni nebo celkové odol-
nosti organismu. Kmeny, které vyvolavaji nemdnhiinfekce, jsou obvykle vysoce vi-
rulentni a rezistentni na antibiotika. Kl€ onemocgni zpisobené Pseudomonas aerugi-

nosa, slouzid&né antibiotika, které musi byt podany irjekformou. [60]

5.3.1.4Produkce biofilmu u Pseudomonas fluorescens

Ve studiiCaply a kol. [61] byly zkoumany moznosti tvorby biofu Pseudomonas fluo-
rescens Zkoumani bylo provedeno naznych typech povrah na destikdch z nerezové
oceli, z polyetylenu (PE), a na mikroskopickém jpddim skle. Pro ifjpravu suspenze
byla pouzita kulturd?seudomonas fluorescendera byla kultivovana 24 hodirtigeplog
22-25 °C. Takto ppravena suspenze bakterii byla nastezhedna sterilnim bujonem, na
pocet mikroorganisri cca 18 KTJ/ml. Testované povrchy byly zalityexknou suspenzi
burgk tak, aby byl cely povrch poben. Inkubace byla provedené feplot 25 °C po do-
bu 3, 24 a 72 hodin. Po &himuti uvedené doby byly vzorky oplachnuty fyziokdgim
roztokem, picemz oplach slouzil k odstrami negichycenych buik. Poté byly povrchy
kultivovany po dobu 72 h, oplachnuty sterilovan@mdou a opt zality pfipravenou reck-
nou suspenzi bk a nasledé kultivovany dalSich 72 h. Po 3 a 24 i feplot 25 °C byly
testované povrchy promyty fosfatovym pufrem a lpfavedena gtova metoda a kultiva-

ce na zivném médiu. [61]
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Patet adherovanych bghk Pseudomonas fluorescenso 3 hodinach igsahl poet

10* KTJ/cnf. U materidlu z nerezové oceli, skla a u PE bylsadeno hodnoty aZ
1,3. 1d¢ KTJ/cnf. Jako nejlepsi materidl prdilputi bursk se jevil PE, kde po 72 h byl
pocet burgk cca 16 KTJ/cnt. Vyjimku tvoril povrch z nerezové oceli, kde byl zjigtnej-
vySSi nafist po 6 h. U ¥tSiny materidl byl po 72 hodinach zji§h vznik bakterialniho
biofilmu. Fi tomto pokusu byla zarovigprokazéna produkce exopolysacharidové matrice

bungk Staphylococcus aureu1]

5.3.2 Staphylococcus epidermidis

Rod Staphylococcusetradi mezi grampozitivni nepohyblivé fakultatévanaerobni koky,
které se vyskytuji jednotléy po dvou, v tetradach nebo ve shlucich ve tvaozru. Jsou
katalasa negativni a oxidasa pozitivninBy na Zivné jgdé vytvéri kolonie bilé, krémove,
ZlutooranzZoveé nebo Zluté barvy. [99¢jcastjSi vyskyt stafylokok je na Kizi, mukéznich
membranach savca ptdku a na koZnich Zlazach. Stafylokoky jsolé tpkvazovany za
soutast girozené mikroflory lidskéhoeta a @i oslabeni imunity se mohou projevit jako
patogenni. Stafylokokydime podle plazmakoagulasoveho testu na koagulesavmi a

koagulasa negativni. Z koagulasa pozitivnich jelidefit¢jSim zastupcenstaphylococcus

aureusa z koagulasa negativni&taphylococcus epidermidi$2]

5.3.2.1Virulence Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidigoii nevelké mnoZstvi extracelularnich enzyentoxin, kte-
ré degraduji tk&h NejvyznamgjSim toxinem jed-toxin, N-formylovanya-helikalni pep-
tid. Tento toxin vytvéi pory v burcnych membranach, které vytvdyzi erytrocyti a ji-
nych burk hostitele. [63]Staphylococcus epidermidiguziva produkci antibakterialnich
peptidi, které obsahuji aminokyseliny lantionin nebo neattibnin. Jedna se o tzv. lanti-
biotika. Jsou to latky, které produkuji jiné drugmampozitivnich bakterii, které maji bak-
tericidni &inky. U Staphylococcus epidermidjs velmi dilezita gitomnost Zeleza, které
se vaze na glykoproteiny. Zelezo podpori burtk a uplatiuje se pi patogenezi. Nize
se ziskavat pomoci dvou mechanism

1. Pomoci tvorby siderofdr (tj. stafyloferin A a B). Jedna se o chelaty Zalelzteré

produkuji buiky stafylokoki.

2. Pomoci pimého kontaktu bakterii s transferinep receptory, které se nachazi na
povrchu busk. [64]
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5.3.2.2Regulace tvorby biofilmu u zastugaodu Staphylococcus

Tvorba biofilmu je regulovana pomoci dgernjejichZz exprese je ovlivima podminkami
prostedi, a proto seaené kmeny odliSuji v produkci extracelularniho slia odliSna je
také tvorba biofilmu. Na regulaci se vyznafmpodili QS, a to fedevsim systéragr (ac-
cesory gene regulator), ktery snizuje expresi guwgch proteid a zvySuje expresi vi-
rulentnich faktoli. [65] Pti rozvoji biofilmu jsou produkovany ité slozky, které systém
agr omezuje, a protoipjeho poruseni nebo inhibici dochazi ke zvysSertieaeé bakterii a
vytvéii se biofilm. [66]

Mezi dalSi systém Q®adime systém pro mezidruhovou komunikaci, jedné $av. lux
systém, kteryidi syntézu molekul autoinduktoru 2 (Al-2). Hahezi vyznamny regulator
tvorby biofilmu. Systémlux, krome Staphylococcus epidermidisxizeme najit i u dalSich
grampozitivnich a gramnegativnich stafylokol65]

Grampozitivni bakterie mohou komunikovat také ponhaigopeptidi. Oligopeptidy jsou
zde vyuzity jako signaly, které jsou slozeny z kyéh retézci aminokyselin (AMK). Do-
chazi k tvork autoinduktoru, ktery jefenesen z hiky do prostedi. Jakmile se oligopep-
tid nahromadi a dosadhne dostate koncentrace, je zachyceniamesen dale. Poté se na-
poji na AMK histidinfosfat, ktera je dalegnesena na regudla bilkovinu genu, ktery ak-
tivuje a dochazi ke vzniku biofilmu.r€nhos signalu je dvouslozkovy, ovSem oligopeptid
dvouslozkovy signalnifignasé dokaze rozeznat. [23]

5.4 Prilnavost Listeria monocytogenesa pevné povrchy

5.4.1 Vlastnosti Listeria monocytogenes

Listeria monocytogengsati mezi grampozitivni t§inky, aerobni nebo fakultati¢ranae-
robni bakterie. Typickou vlastnosti je pohyblivaskultur, které rostouipnizkych teplo-
tach. Problematika ffiomnosti Listeria monocytogenesg potravindgskych provozech se
stala aktualni fedevsim koncem 70. let, kdy se veé&tdw ponmerné kratké dok objevila
fada epidemii. Pro pkaz Listeria monocytogeneglati Ceska statni norma 1SO 10560 z
roku 1996, ktera je zaloZena na tubtipickych kolonii narostlych tuhych na selektivimic

médiich vykazujici morfologické a metabolické viesti. [67]

Listeria monocytogengs fazena mezi hlavni patogeny, které se mohou vyskytoypo-
travin&skem ptimyslu. Zpisobuje listeriézu, coz je onemaen s vysokou umrtnosti u

rizikovych skupin obyvatelstva. Mezi rizikové skopijsou fazeny osoby se sniZzenou
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imunitou, dti, stai lidé a ghotné zZeny. Vyskyt listerii byl zji&h v potravinach, jako jsou
syry, ryby, maso, vejce, zelenina adeRy, které obsahuji zejména maso a vejisteria
monocytogenesiZze také kontaminovat potravirska zéizeni, na kterych dze z divodu
jeji pomerne znané odolnosti uc¢i pasobeni sanitaich prostedki perzistovat. Perzisten-
ce je dana zvySenou adhezi a tvorbou biofilmu m&hdch, které jsou wimém styku
S potravinou. [68]

5.4.2 Moznosti praukazu tvorby biofilmu u Listeria monocytogenes

Schopnost tvit biofilm je povaZzovana za nejprayubdobrjSi vlastnost v souvislosti
sListeria monocytogenes potravindskych vyrobcich. Pro stanoveni moznosti tvorby
biofilmu byly pouZity ¢tyéi kmeny Listeria monocytogenekteré byly z potravingkych
provozi opakovas izolovany v letech 1996 — 200 @tyii kmenyListeria monocytogenes,
které byly izolovany v ptbéhu let 1999-2008 sporadicky. Rasnbyl pouzit kontrolni
kmen Listeria monocytogeneBGD. Kmeny byly kultivovany v trypton-sojovém bujd

pii teplo& 37 °C po dobu 18-20 hodin. Suspenzediunyla nanaSena do polystyrenové
mikrotitracni destéky. Vznikly biofilm byl kvantifikovan spektrofotonteacky barve-
nim krystalovou violeti. Mira tvorby biofilmu megdnotlivymi skupinami kmein byla

uréena procentuatn [68]

Na tvorbu biofilmu ma vliv teplota aizné fistové faze bukk, proto ze zakladni suspenze
byly nasleds pripraveny d¥ dalSi suspenze béik v rizné fazi fistu (exponencialni az
stacionarni fazeistu). Tvorba biofilmu byla testovandi 20 °C, 37 °C a 40 °C po dobu
20-24 hodin. VSechny kmeny tkity biofilm bez ohledu na jejichiistové faze aipvsech
testovanych teplotach. Nebyl prokazand&ryarozdil mezi jednotlivymi kmeny, ani vzhle-
dem k fistové fazi. [68]

Na tvorbu biofilmu maji vliv také Ziviny, coz bylestovano v meédiu, které bylo vyng-

no zacerstvé. Tvorba biofilmu probihal&igeplotach 20, 37 a 40 °C po dobu 20-24 hodin,
respektive @ teplo 4 °C po dobu 5 dni.fRPozené podminky prostdi v potravingském
praimyslu poskytuji nepravidelny a omezenispin Zivin pro mikroorganismy, proto do-

chazi ke zvySené adhezi a k tvotiofilmu na povrchu. [68]

Dale byl prokazan vliv zvySené koncentrace NaChdhezi busk. Suspenze kménbyla
piipravend kultivaci v bujénu s 10 % NaCl. Adhezeppéystyren probihalaip20 °C po
dobu 4 h. ZvySena adheze blristerii na polystyren vlivem zvySené koncentr&zCl

byva popisovana jakoidledek vzniku flagel. V pro&di s vysSi koncentraci soli (10 %
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NaCl) byla prokdzana zvySena adheze testovanyciikrbgla prokazana zvysena schop-
nost tvorby biofilmu zatrznych teplotnich podminek. [68]

Obr. 6: Tvorba biofilmu Wwisteria monocytogenem 7 dni [74]
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ZAVER

Biofilmy jsou nezadouci slouzkou nasSeho Zivota. t&amnuji fredevsim povrchy v potra-

vinairském pamyslu a v klinickém prosedi. V potravinkském pamyslu se mohou uvol-

novat patogenni mikroorganismy, které nastedrohou kontaminovat potraviny a surovi-
ny k jejich vyrolg.

Bakterie v biofilmu jsou zpravidla vice rezistemiti antimikrobialnim latkam nez bakte-

rie planktonni. Tato rezistence jeispbena &kolika mechanismy.

Bylo prokdzano, Ze v potravifgkém pémyslu negasgji vytvareji biofilm bakteriePseu-
domonas fluorescens, Listeria monocytoge¢aphylococcus aurewsBacillus subtilis
Tyto mikroorganismy kontaminujifpdevsim povrchy ze skla a z nerezové oceli. Negezov

ocel je jednim z nejpouzivg§ich povrchovych materiglv potravindiskem ptmyslu.

V mnoha studiich bylo rowZ prokazano, Ze na tvorbu biofilmu ma vlivkolik faktoni,
jako je nap. teplota, dstova faze bu¥k, dostupnost zZivin nebo zvySena koncentrace NacCl.

Mnohé z &chto faktofi se uplatuji pii technologickém zpracovani potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

EPS Extracelularni polysacharidova substance.
LPS Lipopolysacharidy.

QS Quorum sensing.

AHL Acylhomoserinlakton.

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace.

MBC Minimalni baktericidni koncentrace.

PE Polystyren.

Agr  Genovy regulator.

Al-2  Autoinduktor 2.

AMK Aminokyseliny.

TSB  Trypton-sojovy bujon.
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