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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na monitoring biofilmu v potravinaiském priumyslu.
Predevsim byly zkoumany potravinarsky vyznamné bakterie, které biofilm produkuji. Teo-
reticka ¢ast se zabyva definici biofilmu, jeho strukturou, tvorbou a regulaci biofilmu. Prak-
tickd cast se zabyva sledovanim tvorby biofilmu u potravinaisky vyznamnych bakterii.
Tvorba biofilmu byla zkoumana pomoci Christensenovy zkumavkové metody a modifiko-
vané Christensenovy metody v mikrotitraénich destickach. Vyssi vyskyt biofilmu byl u
testovanych bakterii prokazan v polystyrenovych mikrotitracnich destickach. Podle Chris-
tensenovy zkumavkové metody tvotilo biofilm ze 140 testovanych mikroorganismu 1,4 %.
Nejvétsimi producenty biofilmu byli Pseudomonas fluorescens a Enterococcus sp. E 24.
Na polystyrenovém povrchu tvofilo biofilm z 328 testovanych mikroorganismi 23,5 %.
Nejvétsimi producenty biofilmu byli Escherichia coli 44, E. coli 50, E. coli 56, E. coli 46,
Serratia marcescens 114, Citrobacter gillenii 66, Pseudomonas aeruginosallb, Lactoba-

cillus paracasei 51, Enterococcus faecium 51.

Klicova slova: Biofilm, biofilm v potravinaiském pramyslu, potravinaisky vyznamné bak-

terie, metody stanoveni biofilmu.
ABSTRACT

This thesis is focused on the monitoring of biofilm in the food industry. Above were exa-
mined food-significant bacteria that produce biofilm. The theoretical part deals with the
definition of biofilm formation, structure, and regulation of biofilm formation. The practi-
cal part deals with monitoring of biofilm formation in food-related bacteria. Biofilm for-
mation was investigated by Christensen spin tube method and modified Christensen
method in microplates. A higher incidence of biofilm formation was tested for bacteria
prokdzam in polystyrene microplates. According to Christensen spin tube method consis-
ted of 140 biofilm microorganisms tested 1.4%. The largest producers were Pseudomonas
fluorescens biofilms and Enterococcus E24. In polystyrene formed biofilm of 328 micro-
organisms tested 23.5%. The largest producers of biofilm were Escherichia coli 44, E. coli
50, E. coli 56, E. coli 46, Serratia marcescens 114, Citrobacter gillenii 66, Pseudomonas

aeruginosa 115, Lactobacillus paracasei 51, Enterococcus faecium 51.

Keywords: Biofilm, biofilm in the food industry, food industry important bacteria, methods

of determining biofilm.
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UvVOD

C. E. Zobel vroce 1935 jako prvni popsal biofilm u motskych bakterii. V letech 1950-
1960 byly prvni zpravy o problémech, které biofilm mize zplsobit. Bakterie rostouci
V podob¢ biofilmu maji velmi odlisné vlastnosti od mikrobu, ktefi rostou ve formé plank-
tonické (volné¢ se wvznasejici). Biofilm je mikrobidlni spoleCenstvi, které adheruje
K inertnim i zivym povrchtim, a které predstavuje vyhodnéjsi prostiedi pro zivot mikrobd.
Produkce biofilmu bakteriemi predstavuje zévazny problém ve zdravotnictvi a
V potravinaiském primyslu. Zvlasté¢ nebezpecny je biofilm v potravinarském primyslu,
kde se mlize vytvaiet na povrchu jednotlivych vyrobnich zatizeni. Vyskytuje se predevs§im
V mistech $patné¢ dostupnych pro sanitaci, poté dojde k uvolnéni bakterii do prostredi a
kontaminaci potravin. Kontaminace potravin vede ke sniZeni jejich kvality, rychlejsimu
kaZeni, a pokud jsou pfitomny patogenni mikroorganismy, pak mize dojit k onemocnéni
z potravin. Prostiedi zpracovani potravin poskytuje mnoho podminek, které podporuji

tvorbu biofilmu, naptiklad vlhkost a ziviny. Navic jsou biofilmy obtizné odstranitelné.

Biofilmy se také projevuji zvySenou rezistenci k antimikrobialnim latkam, ktera je spojo-
vana s trojrozmérnou strukturou biofilmu a produkci EPS (extracelularni polysacharidova
substance), ktera slouzi k jeho ochrané. Dale biofilm umozfuje bakteriim setrvavat
Vv prosttedi, jsou odolné vici vysychdni, UV zéfeni a sanitacnim latkdm. Problém procesu
prichycovani bakterii na povrchy a nasledna tvorba biofilmu v potravinaiském primyslu
neni doposud vyresen. Pravé z tohoto diivodu a rovnéz diky zvySené rezistenci a obtizné-
mu odstranéni biofilmu v potravinarskych provozech je této problematice v posledni dobé

vénovana zna¢nd pozornost.

Pro tvorbu biofilmu jsou v potravinaiském pramyslu nejvice zkoumany Staphylococcus
aureus, Salmonella sp., Klebsiella sp., Campylobacter sp., Escherichia coli a Listeria mo-

nocytogenes.
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1 BIOFILM

1.1 Charakteristika biofilmu

Biofilm je jeden ze zpusobu zivota bakterii a je charakterizovan jako spolecenstvi bunck
mikroorganismii, které jsou pevné prichyceny k povrchu nebo se mohou vyskytovat na
rozhrani dvou fazi. [1] Biofilm mize byt jednodruhovy, ¢astéji se spise vyskytuje vicedru-
hovy, kdy ho mohou vytvaiet pievazné bakterie, dale kvasinky, fasy a ptipadné i dalsi mik-
roorganismy. [2] Mikroorganismy maji schopnost pfichyceni na povrchy rizného materia-
lu, které mohou byt umélé ¢i nativni. Lze tedy fici, ze biofilm je vSudypfitomny. Miize se
vyskytovat na kamenech, na dné fek, zivych tkanich, zdravotnich pomickach, katétrech

nebo naptiklad ve vodnim potrubi a pfirodnich vodnich systémech. [3]

Buiiky v biofilmu jsou usazené v extracelularni polymerni substanci (tzv. sliz), kterou sa-
my produkuji. Sliz ma rzné chemické sloZeni a je sloZen z extracelularni polysacharidoveé
substance (EPS). [4] EPS zajistuje ochranu bakterii pied skodlivymi vlivy, které na né
pusobi z vnéjsiho prostiedi, bakterie odolavaji u¢inku biocidd, UV zafeni, antimikrobial-
nim latkam, detergentim ¢i bakteriofagim. [5] EPS tvoti zhruba 85 %, je tvofena siti mik-
rokanalk, které slouzi k zajisténi proudéni vody a plynti, vyluCovani metabolit a piisunu
zivin. [6,7] Rtzné MO netvoti vzdy stejné mnozstvi EPS. MnozZstvi zavisi na stafi biofil-
mu, kdy EPS vzrusta postupné s tim, jak biofilm starne. [3] Pfi nedostate¢ném piisunu zi-
vin dochézi k hladovéni bakterii, pti kterém dojde k odpojeni bun€k z biofilmu a ke snizeni
velikosti buniky. Mikroorganismy se poté dostavaji do prostiedi, kde opét ziskaji normalni
velikost buiky a maji dostatek zivin. [8] Schopnost tvorby biofilmu u bakterii je spojovana
s rezistenci k u¢inku antibiotik, ¢imz se zabyva klinicka mikrobiologie, ktera posuzuje fak-
tory virulence. Bakterie tvofici biofilm jsou povazovany za vice virulentni nez planktonic-

ké bakterie. [9]

1.2 Struktura biofilmu

Biofilm neni homogenni strukturou, sklada se ze shlukti bunék a dutin. Jedna se o vzajem-
né propojené, spletité kanalky, které maji rozmanity tvar. [10] K poznani struktury biofil-
mu se vyuzivaji fyzikalni a fyzikadlné¢ chemické metody. Tloustka biofilmu zavisi na pfi-
tomnosti Zivin a na tom, zda je biofilm tvofen jednim nebo vice druhy mikroorganism.

Koncentraci kysliku v bunikach a dutinkéch, kterd je dulezita pro existenci aerobnich bakte-
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rii nebo anaerobnich bakterii, Ize zjistit pomoci mikroelektrod. Na povrchu biofilmu je
koncentrace kysliku nizkd, hloubé&ji koncentrace stoupd a dale do hloubky opét klesa,
v zakladni vrstvé biofilmu je potom koncentrace kysliku nulova. V jednotlivych vrstvach
ma biofilm rizny elektricky naboj, ktery napomaha transportu zivin. [11] Struktura je dana
vlastnostmi prostiedi (napt. pH, hydrodynamické sily), ve kterém se mikroorganismy
(MO) nachazi, dale ptfitomnosti zivin, kysliku a pfitomnymi druhy bakterii. Na zaklad¢
prostiedi, ve kterém bakterie vytvareji biofilm, existuji rizné formy a struktury biofilmu.
[12] Zékladni strukturou jsou mikrokolonie, ve kterych se burnky shlukuji v samostatna
spolecenstva. Mikrokolonie mtize byt tvofena jednim nebo vice druhy MO. Jedna se 0
houbovity tvar, kde se vétsSina bunék vyskytuje v kloboucku ,,houby*. [13] Bakterialni mi-
krokolonie jsou vsazené do EPS matrix a od ostatnich mikrokolonii jsou oddéleny pomoci
vodnich kanalki a port. Tekutiny, které protékaji t€émito kandly, umoziuji difizi Zivin,
metabolickych zplodin a kysliku dovniti a ven z buriky. [14] Extracelularni matrix je slo-
zena z 97 % vody, z polysacharidd, bilkovin, lipidt, nukleovych kyselin (DNA, RNA),
pohlcenych Zivin, metabolitti a ze zbytki odumielych bun¢k. [15] Struktura EPS se méni
V Case a usporadanim v prostoru, tim dochdzi také ke zméné chemickych a fyzikalnich

vlastnosti (napi. ¢im blize jsou mikrokolonie k jadru, tim je matrix hustsi). [16]
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Obr. 1: Houbovita struktura biofilmu [113]
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1.3 Tvorba biofilmu

Pro tvorbu biofilmu je dulezité, aby se na povrch ptichytilo alespont malé mnozstvi bakte-
rii. Pohybujici se bunky, které hladovéji, se prichyti na pevny povrch, ktery jim poskytne
dostate¢ny prisun zivin. Po pfilnuti bakterii k povrchu, dochéazi ke zméné jejich chovani a
meéni se také jejich fenotyp. Pfichycené bakterie produkuji do prostiedi velké mnozstvi
polysacharidi, které jsou svym sloZenim podobné Skrobu a maji podobné lepivé vlastnosti.
Poté dojde ke vzniku matrice, kterd udrzuje buiiky seskupené, vytvari vhodné prostiedi pro

mnozeni bunék za vzniku mikrokolonii, kanalkd, které se podileji na tvorbé struktury. [10]
Tvorbu biofilmu lze rozd¢lit do ¢tyi zakladnich kroku: [4]

1. Adheze bunék na pevny povrch
2. Tvorba mikrokolonii

3. Maturace biofilmu
4

. Faze disperze

1.3.1 Adheze bunék na pevny povrch

Adheze bun¢k k povrchu probihd za vhodnych podminek vnéjSiho prosttedi, které napo-
mahaji pfechodu bunék z planktonické formy v biofilm. Podminky zavisi na daném druhu
mikroorganismu. Mezi nejvyznamnéj$i podminky patii dostupnost zivin, hodnota pH, os-
moticky tlak a teplota. [4,17] V prvni fazi bunky hledaji vhodné misto pro poc¢atec¢ni adhezi
a poté pfilnou k povrchu pomoci povrchové struktury bunék, jako jsou, pili, bi¢iky, protei-
ny nebo EPS. Na pfilnuti bun€k k povrchu se také podili fyzikalni vlastnosti, naptiklad
hydrofobicita povrchu butiky i povrchu, na ktery buiika adheruje. Mikroorganismy adheruji
1épe na hladké hydrofobni povrchy (plasty) nez na povrchy hydrofilni (sklo). [1] Pfilnuti
bakterii k povrchu je zprostiedkovano riznymi mechanismy, mezi které patti difiize, trans-
port diky proudéni vody nebo pohyb bunék pomoci bi¢iki. [18] Na pocatku je adheze
k povrchu slaba, buriky jsou obaleny malym mnozstvim EPS a maji schopnost se stale po-
hybovat po povrchu, tzv. klouzani, kdy se jedna o ,trhavy“ nebo ,,skakavy“ pohyb. Tento

pohyb je vyvolan bi¢iky nebo pili a zavisi na daném druhu mikroorganismu. [17,19]

1.3.2 Tvorba mikrokolonii

Po ptilnuti bun¢k k povrchu dochéazi ke zméné jejich vlastnosti, kdy se aktivuji geny, které
jsou odpoveédné za produkci polysacharidt a polymert, které jsou rozhodujici pro vznik

biofilmu. [11] V této fazi dochazi k binarnimu déleni, kdy z matetské bunky vznikaji bun-
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ky dcefiné. Vzniklé dcefiné bunky poté agreguji s dalsimi bunkami a vytvati shluky, tzv.
mikrokolonie. [17] Jelikoz biofilm vytvaii vétSinou vice druhti mikroorganismd, jedna se
spiSe o koagregaci (adhezi mezi geneticky odlisSnymi mikroorganismy). Pfi shlukovani
bunék a jejich prilnuti k povrchu se vyznamné uplatiiuji povrchové proteiny, tzv. adheziny.
Pomoci adhezinli mohou bunky rozpoznavat slozky povrchi, na ktery adheruji. V okoli

mikrokolonii se hromadi EPS, diky které dochazi k vytvoreni vyzralé vrstvy biofilmu. [19]

1.3.3 Maturace biofilmu

Maturace, tzv. dozravani, biofilmu je zptisobena zvySenou produkci EPS a tvorbou mikro-

kolonii, které se formuji a tvoii kanalky, mezi kterymi jsou obsazeny pory. [19]

1.3.4 Disperze

Jakmile buiiky dosahnou ur¢ité bunécné hustoty, zacnou se ze zralého biofilmu oddélovat
jednotlivé nebo shluky bungk i s jednotlivymi ¢astmi biofilmu. Tento déj se nazyva disper-
ze biofilmu, béhem kterého se bunky uvolnuji do prostfedi ve forme planktonickych bun¢k
a mohou agregovat na dal$i povrchy a vytvaiet biofilm. Disperzi vznika v biofilmu dyna-
micka rovnovaha, kterd je regulovana piistupem zivin, samotnymi bakteriemi, napiiklad

quorum sensing a podminkami vnéjSiho prostiedi. [17,19,20]
Disperzi mizeme rozd¢lit do 3 typu [21]

1. ,swarming/seeding* — pii této disperzi dochazi k uvolnéni jednotlivych bunék,
2. ,clumping“— dochazi k uvolnéni shlukti bun¢k v EPS,

3. ,surface” — dochazi k uvolnéni bunék a zaroven k pohybu biofilmu po povrchu.

1.4 Regulace tvorby biofilmu

Pfi tvorbé biofilmu hraje dulezitou roli proces zvany quorum sensing (QS). Jedna se o pro-
ces vnitrobiofilmové komunikace, ktera je v soucasné dobé intenzivné studovana. Diive
byla jakédkoliv komunikace piehlizena z toho diivodu, ze bakteridlni buiika byla brana jako
sobéstacné individuum, které neni schopné jakékoliv vzajemné komunikace ¢i tvorby sku-
pin. Quorum sensing byl poprvé prozkouman v 70. letech u bakterie Vibrio fischeri, moi-

ské bakterie, u které kontroluje luminiscenci. [22]
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Quorum sensing je zalozen na produkci signalnich molekul a jejich transportu mezi bun-
kami. Signalni molekuly jsou rozpoznany pomoci receptorii okolnich bunék, které¢ mize
ovliviovat jejich chovani. [23,24] U gramnegativnich bakterii slouzi jako signalni moleku-
ly rizné chemické latky, nejcastéji N-acyl-homoserinlakton (acyl-HSL), ktery je slozen
z mastné kyseliny a aminokyseliny (AMK) serinu. U grampozitivnich bakterii se vét§inou
jedna o kratké oligopeptidy, které lze pfirovnat k feromonim nebo hormonim. U stafylo-
kokt jsou za signalni molekuly povazovany cyklické peptidy s thionolaktonovym kruhem.
U grampozitivnich a gramnegativnich bakterii se mtize vyskytovat signalni latka, tzv. auto-
inducer-2 (Al-2). Signalni latky se podileji na déleni bunék a tim na hustoté populace
Vv biofilmu a déale se mohou podilet na tvorbé polysacharidové matrice. Mezi nejstudova-
néjsi signalni molekulu patii acyl-HSL, kterda nema Zadnou jinou funkci a je produkovéana

specifickymi enzymy. [22]

Regulace pomoci QS je ttifazovy proces, u kterého v 1. fazi bakterie produkuje specifickou
signalni molekulu. Signalni molekuly vznikaji vétSinou intracelularné a do vnéjSiho pro-
stiedi se dostavaji pfimo nebo pomoci aktivniho transportu. Nékteré signalni molekuly se
mohou uz piimo vyskytovat ve vnéjSim prostiedi. V tomto ptipad€ jsou aktivovany pfti-
slusnym enzymem, ktery je produkovan bakteriemi. Ve 2. fazi se shromazd'uji signalni
molekuly ve vnéjSim prostiedi okolo bakterialni bunky. Kumulace je pfedevSim zptisobena
rostouci populacni hustotou bakterii, které tyto signalni latky produkuji. Ke treti fazi do-
chazi az pii prekroCeni koncentrace signalnich latek, kdy molekula se poté navaze na
membranovy receptor, ktery je na povrchu bakteridlni buniky a poté je aktivovan intracelu-
larni regulatorovy protein, ktery spousti expresi gentl. Timto zpiisobem mezibunécna ko-
munikace ovliviiuje virulenci u mnoha patogennich mikroorganismi. Komunikace mezi

jednotlivymi bakteriemi pomoci signalnich molekul se podili na regulaci procesu tvorby

biofilmu. [22]
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Obr. 2: Mechanismus quorum sensing [111]
1.5 Obecny vyznam biofilmu

1.5.1 Negativni vyznam

Bakterie tvofici biofilm jsou odolné viici antibiotiklim, coz mlize zptisobovat fadu problé-
mu s lidskym imunitnim systémem. Déale mohou mikroorganismy v biofilmu zptsobovat
nejriznéjsi primyslové kontaminace, dale tzv. biofouling, pii kterém bakterie vytvaieji
povlaky na povrsich ponofenych do ruznych tekutin, véetné vody. [25] Biofilm se také
ucastni tvorby koroze (biokoroze), ucpava naplné chladicich vézi, potrubi a priichody vo-
dy, déle snizuje Gcinnost prenosu tepla a rovnéz zvysené riziko k vyskytu nékterych one-

mocnéni (napf. legionarské nemoci). [26]

1.5.2 Pozitivni uéinek

Biofilmy se podileji na samocCisténi potokli a fek a snizuji zneCiSténi pudy. [25]
V primyslu se nékdy biofilmy vyuzivaji v apravnach pitné vody, kde v pfirodnich pod-
zemnich a povrchovych vodach, které se ve vodarenstvi upravuji na vodu pitnou, je zvyse-
ny obsah amonnych ionti. Jejich pfitomnost snizuje u¢innost chlorace (hygienické zabez-
peceni) za vzniku chloraminid. Z tohoto diivodu se snizuje obsah amonnych iontii v upra-
vené vodé, k cemuz se vyuzivaji fyzikalné chemické (iontova vyména, chemicka oxidace)
a biologické postupy. Pro biologickou metodu ¢iSténi se vyuZzivaji autotrofni nitrifikac¢ni
bakterie (Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrocystin a Nitrobacter), které oxidu-

ji amonné ionty. Nitrifika¢ni oxidace je podminéna vhodnou biokulturou (biofilm) a jeji

v v

Dalsi pozitivni G¢inek miizeme zachytit v potravinaiském prumyslu — viz kapitola 3.
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2 BAKTERIE VYZNAMNE V POTRAVINARSTVI

2.1 Obecna charakteristika

vvvvvv

druht bakterii (odhaduje se i 1000x vice). [28] Bakterie patti mezi prokaryotni organismus,
u kterého je buiika schopna samostatné existence. Jedna se o nejstarsi organismus na plane-
té, jeji vyskyt je datovan pted 3,5 miliardou let. [29] Velikost bunky je v fadu tisicin mili-
metru. Jsou rizného tvaru, bud’ se vyskytuji jako kulovité koky, nebo jsou podlouhlé ve
tvaru tyCinek, vlaken a rizné zprohybané jako rohlicky, spirdly a jiné. Od buné¢k zivocicht
se bakterie predevsim 1i8i tim, Ze jejich genetickd informace vdzana na DNA v jadie neni
ohrani¢ena jadernou membranou a neobsahuje jadérko. Z tohoto divody jsou bakterialni
bunky oznacovany jako prokaryotni, kde funkci jadra ma pouze jediny chromozom, ktery
nese geny a je oznaCen jako genom. DNA se v bunice mize také vyskytovat ve formé
plasmidu. V cytoplasmé jsou obsazeny ribozomy, které slouzi pro syntézu bilkovin. [10]
Bakterie je ohrani¢ena cytoplasmatickou membranou, tuhou a pevnou bunécnou sténou
(BS). Podle struktury bunécné stény rozdélujeme bakterie na grampozitivni (G+) a gram-
negativni (G-). G* bakterie maji silngjsi BS a G~ bakterie ten¢i BS. Na povrchu je bakterie
vybavena dulezitymi strukturami, které jsou ur¢eny pro styk s okolnim svétem, napiiklad
pro mechanickou ochranu, pro adsorpci na povrch, pro ptenos genetické informace na jiné
bakterie. [30]

Ptirozenym prostfedim pro bakterie je voda, ptida, sliznice Zivoc¢ichti a povrch téla. Mohou
se také vyskytovat ve vzduchu bud’ jako samostatné, jsou-li unaSeny, nebo se Castéji vy-
skytuji na ¢asteckach prachu. Bakterie jsou schopné piezivat i extrémni fyzikalni a che-

mické podminky, diky jejich schopnosti sporulace. [10]

Nejzavaznéj$Sim objektem zajmu jsou bakterie, které mohou ¢lovéku zplsobit zadvaznou
zdravotni Gjmu. Jedna se o bakterie patogenni. [10] Patogenita bakterie zavisi na na vlast-
nostech hostitele a na funkénim stavu jedince. Kvantitativnim vyjadienim patogenity je

virulence. [31]
Zakladnim oborem zabyvajici se morfologii, cytologii, klasifikaci a genetikou MO je
obecna mikrobiologie. Aplikované obory mikrobiologie se poté zabyvaji ¢innosti MO

Vv urcité oblasti (napf. mikrobiologie potravinarska, zemeédelska, primyslova aj.). [31]
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2.1.1 VyuZziti bakterii
Bakterie maji rozsahlé vyuziti v pramyslu. Ugastni se:

e pfivyrobé kyseliny mlé¢né, butanolu a acetonu

e uplatiuji se pti zrani syrt a kysani mléka (napft. vyroba jogurtu, kefiru)
e piivyrobé nékterych antibiotik, aminokyselin a vitaminQ

e piivyrobé alkoholickych napoju

e rozkladu latek (CiSténi odpadnich vod)

e vyuzivaji se v genovém inzenyrstvi aj. [32]

2.2 Bakterie a biofilm

Bakterie se kultivuji na zivnych ptidach ve sklenénych nebo plastovych miskach za vzniku
kolonii. Krom¢ laboratornich podminek mohou bakterie zit volné ve vodnim prostiedi jako
plankton nebo ve spolecenstvi, kde na pevném povrchu vytvaii tenkou vrstvu — biofilm.
Existence v biofilmu je pro bakterie vyhodné&jsi a dnes uz patii mezi zakladni zptsob jejich
piirozené existence. [11] Bakterie tvofici biofilm jsou povazovany za virulentnéjsi nez ty,
které ziji ve form¢ planktonu, ¢imz se stavaji odolnéjsi vici antibiotikim, imunitni reakci
hostitele a desinfekénim prostiedki. Clovék bakterie vyuziva, naptiklad v potravinaiském

nebo chemickém pramyslu a v biotechnologiich. [33]
Mezi nejvyznamnéjsi bakterie tvotici biofilm fadime:

e Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus pyogenes

e Escherichia coli

e Legionella pneumophila

e Pseudomonas aeruginosa

e Listeria monocytogenes

e Proteus sp.

e Salmonella sp.

e Bacillus cereus [33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

2.2.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou charakterizovany jako chemoorganotrofni, grampozitivni, nesporulujici,
nepohyblivé a fakultativné anaerobni bakterie. Na zivnych pidach vytvari neprihledné
kolonie, které jsou bilé, krémové nebo zlutooranzové barvy. [34] Mezi nejznaméjsiho za-
stupce tvoticiho biofilm patii Staphylococcus aureus, ktery je fazen mezi nejvyznamnéjsi
patogeny. Vyvolava fadu infekei u lidi a zvitat. [35] Staphylococcus aureus produkuje lat-
ky, které mu umoznuji napadat hostitelskou buiiku a zptisobovat rizné onemocnéni. Nékte-
ré kmeny mohou produkovat toxiny, 19 typt toxint (typy A — U), z nichZ neju¢innéjsi je

typ A, dale enterotoxiny, které mohou vyvolat zavazné otravy z potravin a leukocidin. [36]

Staphylococcus aureus se vyskytuje vsude kolem nas, ve vzduchu, prachu, ve vodé, Casto
byva na kuzi, koznich rankach a odieninach. Biofilm mtze vytvaiet napiiklad na potravi-
nai'skych zatizenich, pracovnich plochach aj. [37] Stafylokoky mohou diky tvorbé biofilmu
pfezivat na kontaktnich povrSich, naptiklad v mlékarenském a masném priimyslu, kde odo-
lavaji pisobeni desinfekcnich latek a mohou zptsobovat sekundarni kontaminaci, napti-

klad ve mléce nebo v mléénych produktech. [38]

Obr. 3: Staphylococcus aureus na krevnim agaru [113]

Staphylococcus epidermidis je povazovan za soucast bézné mikroflory jako komenzal kuze
a sliznice. Pro svuj rast potfebuje dostateény zdroj dusiku a vitaminy skupiny B. Na Ziv-
nych pudach vytvari hladké a ploché kolonie bez tvorby pigmentu, proto je kolonie vétsi-
nou zabarvena Sed¢ ¢i Sedobile. S. epidermidis vytvati biofilm pfedevs$im na implantatech a

snadno se vaze na polystyren. [39]

2.2.1.1 Tvorba biofilmu u Staphylococcus

Tvorba biofilmu u stafylokokil je nékolikastupiiovy proces, na kterém se podili fada gentl,
enzymt, proteind a faktory vnéjsiho prostiedi. Stejn€ jako u ostatnich MO ma tvorba bio-

filmu faze adheze, akumulace, maturace a disperze. [40]
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Prvni fazi tvorby biofilmu u S. epidermidis je tedy schopnost adheze na povrch. Zavisi na
vlastnostech ptislusného kmene, na fyzikalné chemickych vlastnostech povrchu a na vniti-
nim prostiedi hostitele. Vyznamnou roli pro pfilnuti stafylokokt k povrchu hraje pritom-
nost EPS na jejich povrchu. EPS substance je diilezitd pro vytvoreni vyzralého stafyloko-
kového biofilmu, chrani stafylokokové buiky pied ozonizaci a u¢inkem komplementového
systému, kdy jednotlivé slozky tohoto systému nemohou proniknout az k membrané bakte-
rialni buniky, coZ omezuje baktericidni efekt. [41] Adheze se mize uskute¢nit prisedanim
bunék S. epidermidis na povrch nebo nepiimo interakci bakterie s proteiny hostitele. Za
adhezi bakterie na povrch jsou zodpovédné Van der Waalsovy sily, polarita a hydrofobicita
povrchu. [42] Hostitelské proteiny jsou navazany na adhezni povrch prostiednictvim speci-
fické interakce receptor — ligand mezi adheziny vyskytujici se na povrchu bunky a bilkovi-
nami hostitele, které pokryvaji kolonizovany povrch, naptiklad fibrin, laminin aj. [41] Me-
zi nejdalezitéjsi povrchové proteiny bakterii patii predev§im autolysin AtIE. Jedna se o
protein kddovany genem atlE a tvofi hlavni soucast povrchovych proteind, ktery ovliviiuje
adhezi predevsim k hydrofobnim povrchiim (polystyren). Kromé autolysinu AtIE se na
adhezi mohou podilet dalsi riizné bilkoviny, naptiklad bilkoviny ze skupiny Sdr (serine —
aspartate repeat containing), protein Fbe (fibrinogen — binding) aj. [41,42] Piedpoklada se,
ze prevlada spiSe adheze na proteiny hostitele nez ptrisedanim bakterialnich bunék na po-
vrch. Proteiny nejprve pokryji povrch a poté dochazi k interakci proteinu s povrchovou
strukturou stafylokoki. [43]

Ve druhé fazi, akumulace a maturace, dochazi ke shlukovéni stafylokokovych bunck,
k produkci velkého mnozstvi EPS a také k mnozeni bakterii. Vytvaii se mikrokolonie a
pozdg&ji dochazi k tvorbé mnohovrstevného zralého biofilmu. EPS umoziiuje agregaci jed-
notlivych bakteridlnich bun¢k do mikrokolonii, soucasné tyto buiiky obklopuje a urcuje

vlastnosti biofilmu. [44]

Posledni fazi je disperze, kdy dojde k uvolnéni bud’ jednotlivych bunék, nebo shlukii bun¢k
z biofilmu. Na fazi disperze se podili fada faktord, jako je velka tloustka biofilmu, velké
mnozstvi EPS nebo tzv. te¢eni biofilmu, pii kterém se biofilm pohybuje po povrchu na
zakladé mechanického podnétu. Struktura biofilmu mize byt také narusena zménou mik-
roprostiedi ve vrstvach biofilmu, nahromadénim odpadnich latek ¢i nedostatkem zivin a

kysliku. [45,46]
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2.2.1.2 Quorum sensing u stafylokokii

QS je u stafylokokt kédovan souborem gend na chromozomu v oblasti zvané agr (access-
sory gene regulator) lokus. Jedna se o genovy regulator, ktery u S. aureus a S. epidermidis
kontroluje expresi gentl kodujicich prevazné toxiny a faktory virulence (v¢etné tvorby bio-
filmu). [47,48] QS systém agr je u stafylokokt tvofen dvéma operony RNA II a RNA III,
u kterych je transkripce agr lokusu fizena dvéma promotory P2 a P3. [49] Promotor P2
kontroluje transkripci operonu RNA 11, ktery zahrnuje Ctyfi geny, a to agrA, agrB, agrC,
agrD. Promotor P3 kontroluje transkripci operonu RNA 111, ktery ptedstavuje efektorovy
aparat agr QS systému, jednd se predevSim o geny kddujici exotoxiny a exoproteiny.
Tvorba exotoxind a exoproteini vede ke zvyseni tvorby biofilmu. Geny agrB a agrD vy-
tvari produkty, které se podileji na tvorbe signalni molekuly tzv. autoindukéniho peptidu
(feromon). Jedna se o cyklicky peptid, ktery ma ve své molekule thionolaktonovou struktu-
ru. Gen agrB transportuje vznikly feromon agrD extracelularné. Je znamo vice autoin-
duk¢nich peptidt, které se 1isi sloZzenim, délkou a jsou druhové specifické. U S. aureus
byly popsany c¢tyfi skupiny autoindukénich peptidi. Autoindukéni peptid jednoho druhu
stafylokoka miize pasobit inhibi¢né na jiné stafylokoky, nejsou tedy vzajemné kompatibil-
ni. [22] V zavislosti na druhu stafylokoka dochazi ke zméné¢ aminokyselinové sekvence
(tzn. v primarni struktui'e) autoinduk¢éniho peptidu, ale thionolaktonova cyklicka struktura

zustava zachovana. [50]

Promotor P2 ma velmi nizkou aktivitu, coz vede ke stalému hromadéni feromonu v okol-
nim prostiedi bunky. Jakmile dojde k ptfekroceni této koncentrace nad prahovou hodnotu,
aktivuje se agrC protein, kterym je transmembranova histidinkinaza. AgrC protein aktivu-
je protein agrA v cytoplasmé (cytoplasmaticky regulator), ktery poté zvySuje ¢innost pro-
motort P2 a P3. Aktivaci promotoru P2 dojde ke zvySeni transkripce agr operonu a tim ke
zvySeni tvorby autoindukéniho peptidu a k amplifikaci signalu. Aktivace promotoru P3
vede k transkripci useku DNA. Systém agr QS ovliviiuje expresi faktord virulence a tim i
onemocnéni zpusobené stafylokoky. I pfesto, Zze agr quorum sensing systém vytvari cent-
ralni lohu pfi regulaci stafylokokové patogeneze, byly popsany i dalsi regulacni systémy
faktorti virulence, které vytvari komplex regula¢nich systémii umoziujici bakteriim reago-
vat na signaly z vn¢jsiho prostfedi a ovliviiovat aktivitu agr quorum sensing systému. [22]

Dalsim QS systémem u stafylokokd je luxS, ktery se vyskytuje jak u grampozitivnich, tak u
gramnegativnich bakterii. [48] Quorum sensing luxS umoziuje mezidruhovou komunikaci.

[47] Byly zkoumany ucinky luxS u stafylokoki, ptevazné u S. epidermidis, u kterého byl
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tento gen nalezen, a bylo zjisténo, ze mutantni bakterie v genu luxS produkovaly silngjsi
biofilm. Také byla prokazana vyssi virulence u kment S. epidermidis mutantnich v genu

luxS, ktera souvisi s vyssi tvorbou biofilmu. [48]

2.2.2 Rod Streptococcus

Mezi nejvyznamnéjsiho streptokoka tvotici biofilm fadime Streptococcus pyogenes. Obje-
vuje se spiSe v klinickém prostiedi, kde vytvari biofilmy na kloubnich nahradach, katetrech
aj. Z morfologického hlediska se jedna o grampozitivni bakterii vytvarejici fetizky, ktera

miiZze byt pivodcem streptokokovych infekci. [51]

Obr. 4: Streptococcus pyogenes na krevnim agaru [113]

2.2.2.1 Quorum sensing u streptokokii

Tvorba biofilmu u streptokoku je hlavnim faktorem zvysSené virulence. S tvorbou biofilmu
souvisi Com (competence) QS regulacni systém, ktery je kodovan geny uspofadanych na
chromozomu ve dvou operonech, a to comCDE a comAB lokus a samostatné je umistén
gen comX. Gen comC koduje signalni peptid (CSP — tzv. competence simulating peptide),
ktery je upravovan a transportovan pomoci proteint, které jsou kodovany comAB lokusem.
Signalni peptid se hromadi v okoli buiky a piekroCeni koncentrace vede k aktivaci
transmembranové  histidinkindzy comD, kterd fosforyluje s regulatorem comE
Vv cytoplasmé. Fosforylovany comE zvysSuje aktivaci COmMCDE a comAB operont a také
genu comX. Takto je zvySena syntéza CSP signalniho peptidu, ktery je nezbytny pro tvor-
bu zralého biofilmu. Zablokovani funkce jednotlivych sloZzek vede k tvorbé abnormalniho
biofilmu. Hromadéni CSP a zvySena tvorba biofilmu vede ke zvySenému vychytavani cizo-
rodé¢ DNA bunikami, ke genetické kompetenci bunék a také je zvySena odolnost k nizkému
pH. Adaptace streptokokd k niz§imu pH (pH < 4) je nezbytnou podminkou k pretrvani

biofilmu a k jeho dalsi tvorbé a vyvoje. [22]
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2.2.3 Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativné anaerobni gramnegativni ty¢inkovita bakterie, ktera se vy-
skytuje Vv tlustém stievé teplokrevnych zivocichd. Jeji ptitomnost je dilezita pro spravny
chod travicich procesu ve stievé. Escherichia coli vytvaii biofilm na dné fek, jezer a
v nadrzich s pitnou vodou. Ve vode¢ slouzi jako indikator fekalniho znecisténi, pokud je ve
vodé prokazana jeji pfitomnost, jedna se o vodu nepitnou. Nékteré kmeny E. coli mohou
byt za urcitych podminek patogenni a zpusobuji zanétliva onemocnéni. E. coli se rovnéz
vyuziva v biotechnologii (pfiprava enzymu, inzulinu), jako modelovy organismus

V genetice a pro prenos rekombina¢ni DNA do jiného organismu aj. [37]

. |

Obr. 5: Escherichia coli na krevnim agaru [113]

2.2.4 Legionella pneumophila

Legionella pneumophila je gramnegativni, pohybliva, acrobni, ty¢inkovita bakterie. L.
pneumophila je jako jedina bakterie charakterizovana tim, Ze ve své buné¢né sténé obsahu-
je rozvétvené 2,3-dihydroxy-mastné kyseliny. Legionely rostou na zivné pudé s vysokym
obsahem aktivniho uhli. Legionely se vyskytuji ve vodach, pfirodnich vodnich rezervoa-
rech a vprumyslovych vodach. Legionella pneumophila vytvaii biofilm naptiklad
Vv klimatiza¢nim zafizeni, vodnich tocich, v rozvodech pro teplou vodu, Vv jezerech, nadr-
zich aj. Mohou byt ptivodci velmi vaZzného onemocnéni tzv. legionelozy a vytvari 2 typy

onemocnéni, tzv. Legionaiskou nemoc nebo Pontiackou horecku. [52,53]
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Obr. 6: Legionella pneumophila [114]
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2.2.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa fadime mezi gramnegativni, aerobni, nefermentujici bakterii.
Nejcastéjsi vyskyt P. aeruginosa je v odpadnich vodach, v pid¢ a na rostlinach, kde muze
kolonizovat. Kolonizuje také na moc¢ovém ustroji a dychaci sliznici, kde muze zptisobovat
infekci. Jedna se tedy o patogenni mikroorganismus, ktery zptisobuje infekce predevsim u
Cloveéka, napt. s oslabenou imunitou, s t€Zkym zakladnim onemocnénim (diabetes mellitus,
cystickou fibrozou plic aj), s popaleninami. Velké mnozstvi pseudomonad ma schopnost
vytvaiet biofilm, diky kterému mohou ptezivat napiiklad v nddobach na vyrobu léciv, na-
doby s amoniovymi slouc¢eninami nebo na lahvich s balenou mineralni vodou. Pseudomo-
nady jsou velmi dobie odolné vici ucinku antibiotik (penicilin, beta-laktamova antibioti-
ka), které jsou schopné dostat z burniky velmi rychle ven do vnéjsiho prostiedi. Tvorba bio-

filmu tuto odolnost zvySuje. [54,55]

Obr. 7: Pseudomonas aeruginosa na krevnim agaru [113]

2.2.5.1 Tvorba biofilmu u Pseudomonas aeruginosa

Vznik biofilmu sestava z péti krokl, béhem nichz dojde k expresi vice jak 800 protei-

nit. [56]

1. faze: Reversibilni ptilnuti, béhem kterého se bunky ptrechodné fixuji k substratu,
genova exprese Usti do tvorby proteinového profilu, ktery je odliSny od plankton-
nich bun¢k.

2. faze: Ireversibilni ptilnuti, béhem kterého u bun¢k dochazi k reorientaci, shlukova-
ni, ztraté pohyblivosti a aktivaci quorum sensing.

3. faze: Maturace I, kdy vytvoiené bunécné shluky jsou siln€jsi a je aktivovan systém
rhl QS.
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4. faze: Maturace I, kdy bunééné shluky s proteinovym profilem dosahuji maximalni
tloustky.
5. faze: Disperze, béhem které dochazi ke zmén¢ struktury shlukti bunék a formuji se

pory a kanalky. V této fazi je ptitomnost pohyblivych i nepohyblivych buné¢k. [56]

2.2.5.2 Quorum sensing bakterie Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa vyuziva dvou propojenych QS systémi, a to las a rhl. Tyto sys-
témy slouzi ke kontrole vzniku biofilmu, expresi faktorti virulence, napiiklad exoenzymu
(napt. alkalicka proteasa), sekundarnich metabolitt, toxint a lektint. [57,58] Patogenni
Pseudomonas aeruginosa produkuje dva typy autoinduktorti acylhomoserinlaktonti (acyl-
HSL). Jedna se o lasl, ktera katalyzuje syntézu N-(3-oxododekanoyl)-L-homoserinlaktonu
(3-0x0-C12-HSL) a rhll, ktery tidi syntézu N-butanoyl-L-homoserinlaktonu (Cs-HSL). Ty-
to vzniklé signdlni molekuly se poté navaZou na transkripcni faktor (lasR/rhlR) a aktivuji
ho. Pozd¢ji byla zjisténa dalsi signalni molekula, 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon, ktera

vyvolava expresi lasB kodujicicho virulentni faktor lasB elastasu. [59]
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Obr. 8: Chemicka struktura signalnich molekul [59]

(A) N-(3-oxododekanoyl)-L-homoserinlakton. (B) N-butanoyl-L-homoserinlakton.
(C) 2-heptyl-3-hydroxy-4-chinolon.

2.2.6 Listeria monocytogenes

N 24

mohou zplsobit zavazna onemocnéni (listeridzu). Je fazena mezi fakultativné anaerobni,
nesporotvorné, grampozitivni ty¢inky. L. monocytogenes se bézné vyskytuje v pude, povr-

chovych vodach, odpadech, na rostlinach, dale se mize vyskytovat ve stfevnim traktu
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zdravych lidi, hospodatskych zvirat, ryb a hlodavci. V potravinarském prumyslu nejéastéji
kontaminuje syrové maso, vafené masné vyrobky, syrovou zeleninu, uzené ryby, syrové
mléko, mléné vyrobky (zejména syry zrajici pod mazem, s plisni na povrchu nebo v tésté)
a lahudkatské vyrobky. [60] Diky tvorbé biofilmu dokaze L. monocytogenes pickonat i
extrémni podminky prostfedi. Mize rust pfi teploté v rozmezi 1-45 °C, vyskytuje se pii pH
v rozmezi 4,3 az 9,6, dokaze ptezivat v prostiedi s koncentraci az 10 % NaCl, odolava sa-
nita¢nim a desinfekénim prosttedktim. Psychrofilni povaha této bakterie je zejména nebez-
pecnd u potravin uloZenych pii chladirenskych teplotach, béhem skladovani se mize vy-
skyt 1 malého mnozZstvi této bakterie n€kolikrat znasobit. Vyskyt listeridzy je nejCastéji
spojovan se sekundarni kontaminaci v pribéhu nebo po zpracovani potravin. L. monocyto-
genes se muze vyskytovat v kanalizacich, na dopravnicich, pryzovych tésnénich, apod.
Dodnes neni jesté piesné prozkouman vyvoj, zrani a oddé€leni biofilmu u L. monocytoge-
nes. Marsh et al. a Chavant et al. sledovali vyvoj biofilmu u této bakterie pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Chae a Schraft popsali pomoci skenovaci laserové mikro-
skopie dvouvsrtvou strukturu biofilmu, ktera sestdva z vrchni a spodni vsrtvy, které obsa-
huji 105 bungk/cm?®. Nekteré kmeny L. monocytogenes mohou ptezivat n¢kolik mésicti
nebo dokonce i ne€kolik let. Na tvorbu biofilmu u L. monocytogenes ma vliv zivotni pro-
sttedi, ve kterém se vyskytuji (teplota, pH), stres a také povrch, na ktery adheruji. Bylo
prokazano, ze L. monocytogenes adheruje na Sirokou Skalu povrchit, jako jsou napiiklad
povrchy z nerezové oceli, pryze, polymery, plasty a sklo. Nerezova ocel je jeden
Z nejpouzivanéjSich materialt v potravinafstvi a soucasné nejvice vyhovuje listeriim pro
jejich ptilnuti. Meylheuc et al. popsali inhibi¢ni ptisobeni kauc¢uku na tvorbu a rust biofil-
mu L. monocytogenes. Vysledky ze soucasnych studii ukazuji, Ze L. monocytogenes prefe-

ruje tvorbu biofilmu za relativné vysokého mnozstvi Zivin. [61]

V mlékarenskych zavodech byla izolovana L. monocytogenes z plnicich nebo balicich 1i-
nek, odpadii vody v podlahach, ze stén, chladicich trubek, dopravnich past nebo naptiklad

Z ruénich nastroju a rukavic. [62]
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Obr. 9: Struktura biofilmu u Listeria monocytogenes [61]

2.2.7 Proteus

Bakterie rodu Proteus jsou fazeny do celedi Enterobacteriaceae. Bakterie byla popsana
v roce 1885 némeckym patologem G. Hauserem. Jedna se o gramnegativni, nesporulujici a
fakultativné anaerobni bakterie. [63] Proteus se nejéastéji vyskytuje v pude, ve vodé a od-
padnim kalu. Mezi nejznamé;jsi patti Proteus mirabilus a Proteus vulgaris, které se mohou
vyskytovat Vv travicim traktu ¢lovéka. [64] V soucasné dobé se fesi problém jejich rezisten-
ce k antibiotikiim (ATB), ktera je zptisobena zménou propustnosti membrany a ¢erpanim
antibiotik z bunky. [65]

Tvorba biofilmu u rodu Proteus je ovlivnéna hodnotnou pH, kdy pii vysokém pH Iépe ad-
heruji bakterialni bunky. Pokud je prostfedi chudé na ziviny, pak je vytvoreny biofilm
velmi tenky. Proteus je vyznamny tim, Ze ma schopnost tvofit populaci plazivych bungk,

které se dale uvoliuji do prostiedi a dochazi k dalsi kolonizaci. [66]

A ; B

Obr. 10: Buriky bakterie Proteus mirabilis [64]

2.2.8 Salmonella sp.

Salmonely patii mezi nejvyznamnéjsi patogeny, které zptisobuji tyfus a alimentarni one-
mocnéni, tzv. salmonelozy (prijmové onemocnéni). Rod Salmonella se tadi do celedi En-
terobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni, nesporulujici gramnegativni ty¢inky.

V soucastné dob¢ spolu s kampylobakteriemi jsou povazovany za nejcastéjsi puvodce bak-
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teridlnich stfevnich ndkaz. V potravinaiském primyslu maji vyznamnou vlastnost, a to
prilnout k povrchu za tvorby biofilmu. Diky tomu jsou salmonely velmi dobi'e odolné viici
antimikrobidlnim a desinfekénim latkdm, bez tvorby biofilmu jsou na tyto latky citlivé.
Salmonely se bézné vyskytuji v zazivacim traktu ptakd, hmyzu, zvirat i clovéka. Jsou vy-
lu¢ovany fekaliemi a snadno dochdzi ke kontaminaci potravin a Zzivotniho prostiedi.
V potravinach se nejéastéji vyskytuji u vajec. U ¢loveéka byva pti¢inou salmonelozy kromé
vajec také syrové maso, nejcastéji vepiové a drubezi. Mohou byt také kontaminovany cuk-
rafské a lahtdkaiské vyrobky, u kterych byva kontaminace zptisobena nedostate¢nou hygi-

enou (podil ruéni prace) nebo také syrové mléko. [67]

Podle systému RASFF (systém kontroly potravin a krmiv) bylo v roce 2009 prokazano, ze
salmonely nejcastéji kontaminuji drubezi maso. Z dribeze byva nejcastéji izolovana Sal-
monella enterica, u které nebyla schopnost tvorby biofilmu detailné prozkoumana. Dale
bylo zjisténo, Ze salmoneldm, pro tvorbu biofilmu, nejvice vyhovuji povrchy
Z polystyrenu. Metodou dle Stepanovice et al. bylo zjisténo, Ze schopnost tvorby biofilmu
na polystyrenovém povrchu ma nejvice Salmonella enterica, coz vede k obavam, jelikoz
plasty jsou pouzivany na farmach, jatkach, v potravinaiském pramyslu, v kuchynich a na-
piiklad v nadrzich. Dale bylo zjiSténo, Ze tvorba biofilmu na povrchu ze skla nebo nerezo-
vé oceli byla mnohonasobné nizsi. Pui et al, uvadi, ze tvorba biofilmu zdvisi na daném
sérotypu bakterie, napiiklad bylo zjisténo, Ze Salmonella Typhimurium ma nejmensi
schopnost produkce biofilmu, naopak nejvétsi produkce biofilmu byla zaznamenana u

Salmonella Typhi. [68]

Obr. 11: Salmonella enteritidis na krevnim agaru [113]
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2.2.9 Bacillus cereus

Bacillus cereus spada do ¢eledi Bacillaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni, sporotvor-
nou, grampozitivni ty¢inku. Bacilus produkuje celou fadu toxinti a enzymt (napt. emeticky
toxin, enterotoxiny, hemolysin, enzymy s proteolytickou, lipolytickou a amylolytickou
aktivitou), které se uplatnuji pti kazeni potravin. B. cereus je tedy pivodcem kazeni potra-
vin, zejména mlécnych vyrobki (sladké srazeni mléka, hotknuti smetany). Ma schopnost
produkce termorezistentnich spor, diky kterym se podili na kazeni pasterovanych vyrobki.
KaZeni potravin je umoznéno celou fadou enzymi, mezi nejvyznamnéjsi patii proteasy,
které degraduji zelatinu a kaseiny, dale amylasy, které hydrolyzuji Skrob, a lipasy, které
degraduji triacylglyceroly. Konzumace potravin, které jsou kontaminovany bacilem, mo-
hou vést k alimentarnimu onemocnéni. Jelikoz pfezivaji vysoké teploty pouzivané pii vy-
rob¢ potravin a pokrmt, je vhodnym preventivnim opatienim skladovani potravin za pod-
minek, pfi kterych nedojde k vykliceni spor. Spoéry bacila se bézné vyskytuji v pide, pra-
chu a vodé. Bacilus patii mezi bakterie, které nejcastéji kontaminuji mléko, maso a potra-

viny rostlinného pivodu. [69]

Tvorba biofilmu u Bacillus cereus je povazovana spiSe za strategii pieziti, nez za faktor
virulence. Hornstra et al. prokazali, Ze vyprodukované spory se 1épe prichyti k povrchu a
vytvoii biofilm jako vegetativni buiika. S tim také souvisi fakt, ze na tvorbu biofilmu ma
vliv ptitomnost Zivin v prostiedi. Niz$i koncentrace zivin v prostiedi podporuje vyssi tvor-

bu biofilmu pravé diky produkci spor, aby bacilus dokazal piezit. [70]

Obr. 12: Bacillus cereus na krevnim agaru [115]
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3 MIKROBIALNI BIOFILM V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU

V potravinarském primyslu jsou kladeny vysoké naroky na sanita¢ni a desinfekéni postu-
py, ovSem i piesto muze dojit ke kontaminaci bakteriemi, napiiklad z divodu nedokonale
vycisténého nebo vysterilizovaného zafizeni, kontaminace pochazejici ze vzduchu nebo
personalu. Jednou z moznych pii¢in mize byt kontaminace biofilmem na kontaktnich po-
vrsich, a to z toho divodu, Ze bakterie tvotici biofilm jsou odolngjsi viici desinfekénim
latkam. [71] V potravinaiském primyslu se nejvice pouzivaji povrchy hydrofobni (poly-
styren) nebo hydrofilni (nerezova ocel). Tvorba biofilmu v potravinarském pramyslu pred-
stavuje urcité zdravotni riziko, napiiklad byla v potravinafském primyslu po desinfekci
zjisténa ptitomnost patogennich mikroorganismi Listeria monocytogenes a Staphylococcus
aureus. V potravinaiském priimyslu se mohou vyskytovat i jiné patogenni bakterie, napti-
klad Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Escheri-
chia coli O157:H7, Campylobacter jejuni aj. Vyskyt biofilmu Vv potravinarském prumyslu
muze také vést k omezeni tepelné vymeény ¢i korozi zatizeni, coz vede k energetické, pro-
duktové a ekonomické ztrateé, dale mohou byt rozkladany plasty nebo mtize dojit k ucpava-

ni filtré. [72]

Prosttedi v potravinarském pramyslu poskytuje mnoho podminek, které by mohly podpo-
rovat tvorbu biofilmu, naptiklad vlhkost, pfitomnost Zivin a inokula mikroorganismi ze
surovin. Vyskyt biofilmu v potravinarstvi miize byt potencionalnim zdrojem kontaminace
potraviny, které mize vést ke kazeni nebo ptfenosu patogennich bakterii, které mohou byt
pienaseny potravinami. Dojde také k oddé€leni biofilmu od abiotického povrchu a mikroor-

ganismy se mohou snadno rozsitit. [73]

3.1 Vyznam biofilmu v potravinarstvi

Patogenni mikroorganismy se mohou v potravinaiském pramyslu pfichycovat na pevné
kontaktni povrchy ze skla, z nerezové oceli, ze dieva, z teflonu, z polymert a také se muze
vytvaiet na gumovych povrsich. Pro zjisténi vyskytu biofilmu na povrsich v potravinatstvi
se vyuziva svételné a skenovaci mikroskopie. [74] Mimo pfilnuti k povrchu je velmi ne-
bezpecné uvolnéni velkych shlukt bun¢k odpovidajicich infekéni davce do protékajiciho
média, napiiklad vody, mléka aj. [72] Bakterie nebo jejich shluky mohou byt unaseny
Vv protékajicim médiu (voda, mléko, rostlinné $tavy) nebo se mohou uchytit na vlhkych
polotovarech a potravinach, a tim dochazi k mikrobialni kontaminaci dal$ich povrcht nebo

ke kontaminaci pfimo na potravin€. VéEtSinou se uvoliuji malé shluky bunék, byly ovSem
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objeveny i velké agregaty bunck o velikosti 500 pm, které predstavuji velké riziko s ohle-
dem na velikost infekéni davky. Po pfedchozich studiich bylo n¢kolikrat prokazano, ze se
V potravinaiském pramyslu vyskytuji bakterie Zzijici v biofilmu. Naptiklad byl objeven
v mlékarné po sanitaci povrchu postpasterizacni jednotky, kde byl zjistén vyskyt rodi Ba-
cillus, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus a také gramnegativni Shigella, Esche-
richia a Enterobacter. Piipady poskozeni zdravi konzumentli se ov§em objevuji jen vyji-
mec¢né, kde naptiklad v Japonsku v roce 2000 propukla krize kviili vyskytu termorezistent-
niho toxinu bakterii Staphylococcus aureus, ktera rostla v kohoutku potrubi potravinatské-

ho podniku pro zpracovani mléka. [74]

3.2 Mista vyskytu biofilmu v potravinarstvi

Z hlediska vyskytu biofilmu jsou problematické povrchy z mékkého materialu, které se
snadnéji porusi, napiiklad pfi fezani noZem. Na takovych povrSich se snadno uchyti pato-
genni MO nebo dochazi k tvorbé tzv. kondi¢nich filmt, na kterych se nasledné uchyti pa-
togeny. Pii testovani domacnosti byl biofilm objeven prevazné na dievénych povrsich,
v mycich houbickach a vlhcenych utérkéach. V potravinarskych podnicich se biofilm také
velmi Casto vyskytuje na dopravnich pasech, kde jsou vyrobky v pfimém kontaktu
s mikrobialn¢ kontaminovanym povrchem. Naptiklad byl zjistén vyskyt bakterii S. aureus
a Pseudomonas spp. na dopravnim pasu po sanitaci v mlékarn¢, kde byl povrch kontami-
novan 10°-10° CFU/100 cm?. Zdrojem mikrobialni kontaminace miiZe byt i bioaerosol, kdy
bakterie jsou zachyceny do kapalinovych ¢asteéek. Odpady nebo podlahy, které maji zdrs-
nény povrch nebo jsou poskozeny, mohou obsahovat bakterie, které se plisobenim prou-
dem vody a vzduchu uvolnily z biofilmu. Takové povrchy jsou mikrobialné kontaminova-
ny az 108 CFU/100 cm?. Naptiklad v masném nebo mlékarenském priimyslu byly z t&chto
mist izolovany zdravotné zavadné pseudomonady, stafylokoky a Listeria monocytogenes.
Z téchto diivodl se v potravinaistvi nejvice vyuzivaji povrchy z nerezové oceli, kterd je
snadno Cistitelnd a chemicky odolnd. OvSem po del$i dobé se miZe také opotiebovat a na-
rusit mechanickym ¢iSténim za vzniku trhlinek nebo vrypt, kde se zachyti dané mikroor-
ganismy nebo zbytky surovin. Pfichyceni bakterii na nerezovy povrch je podminéno da-
nym mikroorganismem a také vlastnostmi povrchu. EPS produkované jednim mikroorga-
nismem mize poskytovat vhodné prostiedi pro adsorpci a vyvoj jiného mikroorganismu.
[74]
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3.2.1 Inaktivace mikroorganismi v biofilmu

Biofilm jde z potravinaiskych kontaktnich povrchll obtizné inaktivovat. Bylo prokazano,
ze bakterie zijici v biofilmu vykazuji zvysenou rezistenci k ¢isticim a desinfekénim latkam.
Zvysena rezistence je dana vlastnostmi mikroorganismi (napf. ristova faze), dale produkci
degradujicich enzymi a strukturou biofilmu. Desinfekéni a sanitacni schopnost latek je
ovlivnéna adsorpci bunééné populace Vv biofilmu. U bakterii tvoficich biofilm bylo také
zjisténo, ze ovliviuji biocidni efektivitu latek, napfiklad u bakterie Escherichia coli
O157:H7 byla zjisténa zvySena rezistence k chloru. Dale bylo zjiSténo, Ze se na povrSich
uchytavaji také organické a abiotické latky z prostiedi, coz zvySuje rezistenci k biocidnim
latkam. V potravinaiskych podnicich se k desinfekci bézné pouzivaji chlorové desinfekcni
ptipravky a takto je sniZovana jejich aktivita. Organické latky maji ochrannou funkci bio-

filmu pfed pisobenim desinfekénich latek. [74]

Cistici a desinfekéni latky musi byt takové povahy, aby zohlediovaly specifické vlastnosti
prostiedi, ve kterém se vytvaii biofilm a nesmi byt zdravotné Skodlivé. V potravinaistvi je
dulezita efektivita Cisticich prostfedkl, a to ztoho divodu, Ze odstranuji nanosy, které

chrani biofilm pied jejich uc¢inkem. [74]

Pouzivani desinfekcnich prostfedk v potravinarstvi podléhda podminkdm uvedenych ve
veterinarnim zakon¢ ¢. 166/1999 Sb. a dalSim pravnim pifedpisum, ve kterych jsou uvede-
ny podminky pro uvadéni vyrobka na trh a nejvyssi ptipustné limity rezidui téchto biolo-
gicky aktivnich latek. Statni veterinarni sprava s Ustavem pro statni kontrolu veterinarnich
biopreparatti a 1é¢iv vydava seznam, ve kterém jsou uvedeny desinfek¢ni, desinfekéni ¢is-
tici a Cistici pfipravky povolené v mlékarenskych provozech a provozech zpracovavajici

maso. [74]

Mezi distici piipravky patii naptiklad alkalické latky saponifikujici tuky a oleje, latky so-
lubizujici proteiny nebo chelatujici latky, které vazou a odstranuji mineralni latky. Desin-
fekeni pripravky jsou nejcastéji na bazi chloru, jodu, amonnych soli a n€kterych kyselin.
Jsou studovany fyzikaln¢ chemické a fyzikalni faktory, a to pH sanita¢nich prostiedkd, sila
proudu pfi ¢isténi a termodynamické podminky. Dale jsou zkoumany rtizné kombinace
Cisticich a desinfekénich prostiedkd, které by mohly inaktivovat vyskytujici se mikrofloru
nebo zplsobit uvolnéni mikroorganismii od povrchu. V kombinaci kyselych a alkalickych

ptipravkt bylo prokazano ovlivnéni zivotnosti MO, coz snizilo rozsiteni kontaminace. [74]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

3.3 Pozitivni ué¢inek biofilmu

Mikroorganismy mohou zptsobovat kazeni potravin a vytvaret rizné toxické latky. Kromé
téchto nezadoucich MO se ovSem vyskytuji bakterie, které pozitivné ovlivituji chutové i
technologické vlastnosti potravin (fermentované potraviny, napiiklad chléb, jogurty a syry,
dale fermentované napoje). Fermentace se podili na zvySené udrznosti potraviny a vede
Kk tvorbé charakteristické chuti a viiné. Nejznaméj$imi mikroorganismy podilejici se na
fermentaci jsou kvasinky, které se naptiklad podili na vyrob& chleba, peciva. Z bakterii
maji pozitivni G¢inek bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK), diky kterym se vyrabi fermento-
vané mlécné produkty, napf. syry. Bakterie mlécného kvaSeni vytvari typické senzoricky
aktivni latky, prodluzuji trznost potravin a inhibuji Skodlivou mikrofloru. BMK se déle
mohou uplatiiovat v probiotickych kulturach, které se pouzivaji na vyrobu potravinovych

doplikt nebo zvySuji ¢innost piirozené mikroflory pfitomné v travicim traktu. [75]

3.3.1 Probioticky kmen Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli Nissle 1917 nevykazuje patogenni vlastnosti a je povazovana za
probiotickou. Nepatogenni vlastnosti prokazal Alfred Nissle v roce 1917 a zaroven zjistil,
ze tento kmen potlacuje rust enterobakterii diky produkci mikrocind, které je potlacuji. Na
chromozomu bakterie jsou zachyceny tzv. genomické ostrovy (GEI), na kterych se vysky-
tuji genové shluky, které koduji produkci téchto mikrocind. [76] V soucasné dob¢ patii
tento kmen Kk nejlépe popsanym probiotickym bakteriim, které spliuji vSechny pozadavky
na bezpe¢nost a mohou byt podavany i ve vyssich davkach, aniz by vykazovaly patogenitu.
[77] Bezpecénost E. coli Nissle 1917 byla zkoumana pomoci molekularné-genetické a bio-
chemické typizace (pomoci PCR), pfi které byly analyzovany kryptické plastidy a defino-
van sérotyp (06:K5:H1). [78] Je popsano nékolik modelt G¢inku tohoto kmene, mezi které
patii uprava imunitniho systému hostitele, pfimy U¢inek na jiné mikroorganismy, které
miliZze ovlivnit nebo pozménit nebo miiZze pozménit produkty hostitele a nékterych slozek
potraviny. [79] V dnesni dob¢ se tento kmen vyuziva predev$im jako probiotikum pro 1é¢-
bu zanétlivych stfevnich onemocnéni, pfi travicich potizich, pro 1é¢bu Crohnovy nemoci,
dale zabranuje kolonizaci patogennich bakterii ve stievé u novorozenctli, napomaha rozvoji
stfevniho imunitniho systému. [80] Mechanismus probiotické aktivity u E. coli Nissle 1917
je ovlivnén predevsim jejim metabolismem, DNA nebo peptidoglykany. [79] E. coli Nissle
1917 vykazuje imunomodulujici vlastnosti diky obsahu specidlnich lipopolysacharidim na

jeji vnéjsi membrané. [76]
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Probioticky kmen E. coli Nissle 1917 vytvaii biofilm na polystyrenovém a sklenéném po-
vrchu v proudici tekutin€. Probiotické kmeny v kultivatnim médiu vytvaii pouze jed-

nodruhovy biofilm, a to 1épe a rychleji jak patogenni E. coli. [81]

3.3.2 Probioticky rod Lactobacillus

Laktobacily fadime mezi grampozitivni, fakultativné anaerobni ty¢inky, které mohou vy-
kazovat vlastnosti probiotik. [82] Mezi nejlépe zkoumany probioticky kmen patfi L. rham-
nosus, u kterého byla prokazana tvorba biofilmu na polystyrenovych matricich, kde jako
kultivacni prostiedi slouzilo trypton sojové médium nebo médium s kyselinou listovou.
Tento kmen tvofil také biofilm v MRS médiu bez ptidavku glukdsy. V MRS bujonu vytva-
fely biofilm také L. reuteri, L. plantarum subsp. plantarum, L. brevis a L. fructivorans.
Tyto laktobacily vytvaiely biofilm na sklenénych sklickach v mikrotitraéni desticce. [83]
Bylo prokazano, ze tvorba biofilmu u L. rhamnosus zavisi na médiu a na podminkach
vnéjsiho prostfedi. Tvorba biofilmu u probiotickych bakterii je rizna dle jednotlivych

kmenti. [84]

Pfi vzniku biofilmu hraje také dulezitou roli QS, kde byla zjisténa piitomnost gend luxS a
signalni molekuly AI-2 u probiotickych kment L. rhamnosus, L. reuteri, L. casei, L. gasse-
ri, L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis a Bifido-

bacterium longum. Gen luxS ovliviiuje metabolismus probiotickych laktobacili. [85]

3.4 Biofilm a pitna voda

V potravinarském primyslu se bézné pouziva pitnd voda, naptiklad jako surovina pro
technologickou vyrobu, pro ¢isténi zatizeni, strojii a vyrobnich prostort. Z tohoto divodu
musi spliiovat hygienické a legislativni pozadavky na zdravotni nezavadnost. Pitnd voda
musi byt zdravotné nezavadnd, aby nedoslo ke kontaminaci mikroorganismy. NadrZe na
pitnou vodu jsou nejvice kontrolovanymi oblastmi. Mezi mikroorganismy tvofici biofilm
ve vodé fadime prevazné plisné, enterokoky a pseudomonady. [86] V pitné vod¢ se nesle-
duje pouze obsah patogennich MO, ale sleduje se pifedevsim vyskyt indikatorovych mikro-

organismtl.

Parametry pro pitnou vodu jsou dany vyhlaskou ¢. 293/2006 Sb. a ¢. 187/2005 Sb., kterymi

se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné

vody. [87]
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Tab. 1: Mikrobiologické a biologické ukazatele pitné vody a jejich hygienické rozsahy

¢. ukazatel jednotka | limit | typ limitu | vysvétlivky
1 | Clostridium perfringens | KTJ/100ml | 0 MH 1
KTJ100ml | O NMH
2 enterokoky
KTJ250ml | O NMH 2
KTJ100ml | O NMH
3 Escherichia coli
KTJ250ml | O NMH 2
4 koliformni bakterie KTJ100ml | O MH
mikroskopicky obraz —
5 % 10 MH 3,4
abioseston
mikroskopicky obraz —
6 jedinci/ml | 50 MH 3,4
pocer organismu
mikroskopicky obraz —
7 jedinci/ml 0 MH 3,5
Zivé organismy
KTJ/ml 200 MH 6
8 pocet kolonii pti 22 °C
KTJ/ml 500 NMH 2
KTJ/ml 100 MH 7
9 | Pocty kolonii pti 36 °C
KTJ/ml 20 NMH 2
10 | Pseudomonas aeruginosa | KTJ/250 ml | 0 NMH 2

KTJ — kolonie tvofici jednotku

NMH — nejvyssi mezni hodnota = ,hodnota, jejiz piekro€eni vylucuje uZziti vody jako pit-

A 66

ne.

MH — mezni hodnota = ,,hodnota, jejimz piekro¢enim ztraci voda vyhovujici jakost.“ Jeji

ptrekroceni nepfedstavuje akutni zdravotni riziko. [87]
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4 METODY STANOVENI BIOFILMU

Pro priikaz tvorby biofilmu byla vyvinuta celd fada metod, které lze rozdélit na metody
fenotypové a genotypové. Genotypové metody slouzi k urceni genu, ktery je zodpovédny
za adhezi bakteridlnich bun¢k k povrchu nebo za syntézu extracelularni matrix. Skute¢na

tvorba biofilmu se ov§em da prokazat pouze fenotypovymi metodami. [88]

4.1 Fenotypové metody pro stanoveni biofilmu

Vyskyt biofilmu Ize prokazat pomoci mikroskopickych technik nebo pomoci kultiva¢nich
metod, které prokazuji tvorbu biofilmu na kultivaénim médiu (Christensenova zkumavko-
va metoda). Na agaru s kongo Cerveni lze stanovit zakladni stavebni slozky biofilmu, na-

piiklad u stafylokoku lze stanovit pfitomnost EPS. [89]

4.1.1 Mikroskopické metody

Mezi nejpouzivanéjs$i mikroskopické metody patii optickd mikroskopie, ktera se pouziva
pro urceni adheze bakterii k prihlednému podkladu. Strukturu biofilmu a bakterialni buiiky
Ize zvyraznit riznymi vhodnymi barvivy, které se na n¢ navazou. [89] Optickou mikrosko-
pii Ize pouzit na tenké biofilmy, fadové do n€kolika mikrometrii. Mezi dal§i metodu pro
stanoveni biofilmu fadime fluorescencni mikroskopii, kterou lze vizualizovat vytvofeny
biofilm, jeho jednotlivych slozek, slouzi k posouzeni metabolické aktivity bunék uvniti
biofilmu a k ur€eni zivotaschopnosti bakterialnich bunék, napiiklad odliseni mrtvych bu-

nék od vitalnich pomoci barviv (akridova oranz, etidiumbromid). [90]

Laserovou mikroskopii 1ze stanovit biofilm o tloustce vétsi nez 3 — 4 um. Vyhodou lasero-
vé mikroskopie je, Ze poskytuje dobry a ostry obraz a umoziiuje ndm zobrazit prifez bio-
filmem. Elektronova mikroskopie se pouziva v klinické mikrobiologii pro prukaz biofilmu

na povrSich implantatd. [91]

4.1.2 Christensenova zkumavkova metoda

Princip této metody spoc¢iva na schopnosti bakterii vytvatet biofilmovou vrstvu pfi kultiva-
ci za vhodnych podminek na stén¢ kultiva¢ni nadoby. Bakterie tvofici biofilm je povaZzo-
véana za biofilmpozitivni, biofilmnegativni kmeny vrstvu netvofi. Nejcastéji pouZivanym
materidlem pro kultivaci je sklo a tvrzeny polystyren, miZe se pouzit i jiny material, napfi-
klad polypropylen nebo polyvinylchlorid. Typ materialu hraje velkou roli pfi adhezi

K povrchu a nasledné tvorbé biofilmu. [92] Tvorba biofilmu je ovlivnéna ptidavkem sacha-
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rosy, etanolu, vyssim piidavkem NaCl a stresem MO. Kultivace biofilmpozitivniho kmene
probihéd vétSinou ve zkumavcee s bujonem TSB (tryptonsojovy bujon) nebo BHI (mozko-
srdcova infuze). Do média se vétSinou pridava sacharosa z toho divodu, ze podporuje
tvorbu biofilmu. Délka inkubace byva vétSinou 24 az 48 hodin pii 37 °C (u kvasinek se
voli teplota nizsi, a to 30°C). [93] Po kultivaci je provedeno nasledné obarveni biofilmové
vrstvy (krystalova violet’, safranin nebo alcianova modr). Bakterie jsou hodnoceny jako
biofilmpozitivni, pokud na zkumavce vytvaii dobie patrnou obarvenou vrstvu. Bakterie
biofilmnegativni nevykazuji zddnou obarvenou vrstvu na sténé zkumavky. Hodnoceni vy-
sledkti je bohuzel subjektivni, coz mize vést k chybam hodnoceni. Tvorba biofilmu mtze
byt také negativné ovlivnéna nedodrzenim kultivacnich podminek. Diky jednoduchosti
patii Christensenova zkumavkova metoda k dobie vyuZzitelnym v bézné laboratoti klinické

mikroskopie. [94]

Obr. 13: Prtikaz tvorby biofilmu u Staphylococcus epidermidis — Christensenova zkumav-

kova metoda. Vlevo biofilmnegativni kmen, vpravo biofilmpozitivni kmen [74]

4.1.3 Christensenova metoda v mikrotitraéni desti¢ce

Tato metoda je povaZzovana za modifikaci Christensenovy zkumavkové metody. Principem
je kultivace testované bakterie v jamkach mikrotitra¢ni desticky v pidé TSB nebo BHI za
stejnych kultivacnich podminek, ¢ili inkubace po dobu 24 az 48 hodin pii 37 °C, v ptipadé
kvasinek 30 °C. [89] Po kultivaci je desticka vyplachnuta a poté obarvena vhodnym barvi-
vem, nejcastéji se pouziva krystalova violet. [95] Barvivo v jamkach je rozpusténo etano-
lem. Nartst biofilmu je poté hodnocen spektrofotometricky, pti vinové délce 595 — 620 nm

a vysledkem je hodnota optické denzity (OD). OD odrazi akumulaci barviva na dné¢ jamky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

a na jeho sténach. Hodnota OD jednotlivych jamek je poté porovnana s tzv. cut off value,
ktera je zjisténa z OD jamek z negativni kontroly. Pokud je hodnota OD vyssi jak cut off
off value ptedstavuje biofilmnegativni kmeny. Vyhoda oproti Christensenové zkumavkové

metode¢ je piesnost stanoveni. [93]

Obr. 14: Christensenova metoda v mikrotitacni desti¢ce [89]

4.1.4 Kultivace na agaru s kongo ¢erveni

Kongo Cerven patii mezi barviva, ktera se vazou na polysacharidy. Freeman popsal rozli-
Seni stafylokokli na biofilmpozitivni a biofilmnegativni podle ristu na tomto agaru. Vy-
sledkem kultivace je typické zabarveni a nartst kolonii, které jsou Cerné¢ s matnym po-
vrchem, pfipadné mohou byt ¢ernohnédé s precipitaéni zonou a s produkei slizu. Biofilm-
negativni bakterie vytvari na agaru lesklé kolonie s ¢ervenym az ¢ervenohnédym zabarve-
nim bez produkce slizu. Nevyhodou této metody je, stejné jako u Christensenovy zkumav-
kové metody, subjektivita hodnoceni, dal$i nevyhodou je, Ze vzhled kolonii se lisi i u stej-
né¢ho kmene na riiznych druzich agaru s kongo Cerveni. Z téchto diivodu by se tato metoda

méla vyuzivat v kombinaci s jinymi metodami pro stanoveni biofilmu. [88]
4.2 Genotypové metody

4.2.1 Geny zodpovédné za tvorbu biofilmu

Na tvorbé biofilmu se podili mnoho genii. U nékterych MO miiZeme tyto geny prokazat
pomoci metody PCR, nékteré mikroorganismy ovSem takto stanovit nelze. [96] Prikaz
genu tvoficich biofilm se pouziva napiiklad u stafylokoku, u kterych se vyskytuje tzv. ica
operon obsahujici geny icaA, icaB, icaD, icaC a represivni gen icaR. U ostatnich mikroor-

ganismi se genetické metody pouzivaji spise k vyzkumnym ucelim. [97]
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4.2.2 Priikaz tvorby biofilmu pomoci molekulidrné-biologickych metod

Real-time PCR je povaZzovana za modifikaci PCR (polymerazova fetézova reakce). Jedna
se o kvantitativni PCR (qPCR). Tato metoda je vysoce citliva, jednoducha a vyuziva se pro
analyzu genové exprese, genotypizaci nebo pro stanoveni poc¢tu kopii DNA. [98] K detekci
produktu se pouzivaji 3 chemické postupy, které jsou zalozené na pouziti barviv vazajicich
se na dsDNA, déle na pouziti fluorescencné znacenych sond nebo fluorescenéné znacenych
primert.. [99] V dnesni dob& se vyuZivaji fluorescenén& znatené sondy TaqMan'", které
obsahuji fluorofor (na 5’konci) a zhaseC (na 3 konci). Fluorofor vyzatuje zareni s kratkou
vinovou délkou, zhase¢ vyzatuje zateni s delsi vinovou délkou, a to diky tomu, ze mu byla
od fluoroforu pfedana energie a tim zaroven bylo jeho zafeni utlumeno. [100] Na komple-
mentarni sekvenci ptiseda jak sonda, tak i primery. Polymerasou je nové vytvoreny fetézec
prodluzovan, dokud nedorazi k mistu, kde je navazana sonda, poté dojde K jejimu uvolné-
ni, ustane zareni zhaSece a zacne se opétovné vyzatovat zareni o kratké vinové délce (fluo-
rofor). Cim vy$§i mnoZstvi PCR produktu, tim vys§i intenzita fluorescence. [99] Pro nava-
zéani barviva na dsDNA se pouzivd barvivo SYBR Green, u kterého navazanim dojde ke
zvyseni fluorescence a ¢im vyS$i mnozstvi produktu PCR, tim se n¢kolikanasobné zvysi
fluorescencni signal. [101] Signal muze byt méfen dvéma zpisoby, a to kontinualné nebo
na konci elongace. Nevyhodou této metody je, Ze nedokaZzeme rozliSit nespecifické pro-
dukty PCR nebo dimery primert. [102] Na zac¢atku reakce se vyskytuje podprahova hod-
nota, coz vede k tomu, ze se fluorescence neda urcit, proto se postupné zvysuje mnozstvi
produktu PCR a tim dosdhneme detekovatelné hladiny (prahovy cyklus), jejichz hodnoty
se podle jednotlivych vzorkl 1i§i. Hodnoty prahového cyklu se stanovuji v exponencialni
fazi z toho ditvodu, ze na reakci ptsobi inhibitory, které vedou ke vzniku neexponencialni
faze. Mezi hlavni pfednost qPCR patii stanoveni vychoziho poétu templatu ve vzorku.
[103]

Bakterie Escherichia coli produkujici shiga toxin (STEC) se fadi mezi alimentarni patoge-
ny, které zptisobuji rizna onemocnéni. Za primarni zdroj STEC jsou povaZovany piezvy-
kavci, zejména skot. Z toho divodu byl nejcastéjsi ptenos STEC z kontaminovaného, ne-
dostatec¢né tepelné upraveného hoveéziho masa. Nedavné studie ukazuji, ze nékteré STEC
O157:H7 kmeny maji schopnost se adsorbovat na povrch, kolonizovat na ném a vytvaret
biofilm. Pfitomnost STEC v potravinaiskych vyrobcich ma také schopnost adsorpce piimo
na potraviny. Vzhledem k tomu, ze STEC muize nést genové sekvence, které se mohou

podivel na tvorbé biofilmu, byla u téchto kmenli provedena studie. Bylo zkouméno 51



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

kmend STEC izolovanych z potravin a vody. Kmeny byly skladovany pti -70 °C v bujonu
TSB (trypton sojovy bujon), do kterého bylo poté ptidano 15 % glycerolu pro podporu
rustu. STEC kmeny byly zjistovany pomoci PCR na ptitomnost genli zodpovédnych za
virulenci. Uhlich et al. studovali pouze nékteré kmeny O157 a zjistili, ze tyto geny maji
schopnost produkce biofilmu, ale nemaji schopnost produkce celulosy. Cookson potvrdil
teorii, ze na tvorb¢ biofilmu se podili geny csgA a CRL. Dale byly testovany 4 kmeny izo-
lované z vody na gen ehaA a vysledky ukazaly, ze 2 ze 4 kment vytvarely silny biofilm.
Dale bylo zjisténo, ze gen fimH se netcastni tvorby biofilmu. U E. coli 473/01 bylo zjiste-
no, ze produkce biofilmu souvisi s tvorbou celulosy. Pro tuto hypotézu by ovsem mély byt

provedeny dalsi studie. [104]
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Il. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této prace byl monitoring tvorby biofilmu u izolovanych potravinarsky vyznamnych

bakterii, které byly izolovany z potravin nebo potravinaiskych provozi.
Cilem teoretické Casti bylo:

e definovat biofilm a jeho vznik

e popis formy komunikace mezi bakteriemi

e charakteristika nejvyznamnéjSich bakterii tvofici biofilm a vyznam biofilmu v po-
travinarstvi

e popis metod, diky kterym lze stanovit vyskyt biofilmu

Cilem praktické casti bylo:

e zjistit tvorbu biofilmu pomoci Christensenovy zkumavkové metody

e zjistit tvorbu biofilmu modifikaci Christensenovy metody v mikrotitra¢ni desticce

e posoudit rozdil vysledki mezi témito metodami

e sledovat vliv vnéjSich faktorti na schopnost tvorby biofilmu (kultivacni teplota, pti-
davek sacharidli — sacharosy a glukosy, ptidavek NaCl),

e na zadklad¢ vysledku sestavit zavery
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Pouzité mikroorganismy

e kmeny bakterii izolované z bazantd,

e kmeny bakterii (r. Enterococcus a r. Staphylococcus) izolované z masa kralikii,
e kmeny bakterie Escherichia coli

e kmeny bakterii izolované ze syrt

e Dbakterie ze sbirky Fakulty technologické (v€etné bakterii mlééného kvaSeni)

6.2 Pouzité pomiicky a chemikalie

Pti stanoveni produkce biofilmu Christensenovou zkumavkovou metodou byly pouzity

tyto pomiicky:

e automatické pipety 0 objemu 20 ul a 100 ul, zkumavky, kadinky, $picky na pipety
a dalsi jednorazové pomiicky z plastl, stojanky na zkumavky, autoklav, ockovaci

box, termostat, tiepacka.
Pti stanoveni produkce biofilmu v mikrotitra¢nich destickach byly pouzity tyto pomticky:

e automatické pipety 0 objemu 20 ul, 100 ul a 200 pl, zkumavky, kadinky, $pi¢ky na
pipety, stojanky na zkumavky, autokldv, ockovaci box, termostat, mikrotitracni destic-

Ky, spektrofotometr Tecan.
Ptiprava krystalové violeti:

Bylo piipraveno celkové mnozstvi krystalové violeti v objemu 500 ml. Byla navézena
krystalova violet’ v mnozstvi 2,5 g. Navazka byla rozpusténa ve 100 ml etanolu. Takto pfi-
pravena smés byla rozpousténa v termostatu pii teploté 37 °C/1 den. Poté byly rozpustény
4 g Stavelanu amonného ve 400 ml destilované vody. Ob& smési byly smichany a poté byla

provedena filtrace.
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6.3 Kultivace bakterii

6.3.1 Priprava bujénu

Bujon MPB byl pfipraven z pfedem vypocitané navazky jednotlivych komponent (5,0 g/l
masového peptonu, 1,5 g/l hovéziho extraktu, 1,5 g/l kvasni¢ného extraktu a 5,0 g/I chlori-
du sodného) smichanim s destilovanou vodou. Dale byl pfipraven bujon MPB s 5% (w/v)
sacharosou. Poté bylo do kazdé zkumavky odpipetovano 3 ml MPB a 3 ml MPB s 5 %
sacharosou, zkumavky byly ptekryty viéky a dany ke sterilaci do autoklavu.

Pro testované bakterie r. Enterococcus a Staphylococcus, které byly izolovany z kralika,
byl stejnym zpiisobem piipraven bujon BHI (200,0 g/l teleci mozkové infuse, 250,0 g/l
hovézi srdcové infuse, 10,0 g/l proteosového peptonu, 2,0 g/l dextrosy, 5,0 g/l chloridu
sodného a 2,50 g/l hydrogenfosfore¢nanu (di)sodného) a BHI s 5 % sacharosou.

Pti sledovani tvorby biofilmu v zavislosti na vnéjSich podminkach byly navic pfipraveny

bujony BHI s ptidavkem:

e 3%,5% a7 % (w/v) sacharosy,

e 5% (w/v) glukosy,

e 5% (w/v) glukosy a 1 % (w/v) NaCl,

e 3%,5% a7 % (w/v)sacharosy a 1 % (w/v) NaCl.

6.3.2 Kultivace bakterii

Do pfipraveného bujonu MPB (BHI) ve zkumavkéch bylo automatickou pipetou napipeto-
vano 100 pul testovanych kultur. Naockované zkumavky byly kultivovany v termostatu pfi
teploté 30 °C / 1 den, aby doslo k jejich pomnoZeni. Z takto pfipravené¢ho inokula bylo
dvojmo naockovéano 20 pl suspenze testovanych kultur do bujonu MPB (BHI) a MPB
(BHI) s5 % (w/v) sacharosy. Takto ptipravené zkumavky byly kultivovany v normalni

atmosféfe za intenzivniho tfepani po dobu 48 hodin.

6.4 Stanoveni tvorby biofilmu Christensenovou zkumavkovou metodou

Po 48 hodinové kultivaci bakterii byl obsah zkumavek vylit a zkumavky byly tfikrat jemné

promyty destilovanou vodou. Biofilm byl na sténach zkumavky fixovan chemicky etano-
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lem po dobu 20 minut. Po skonceni fixace byl vznikly biofilm obarven roztokem krystalo-
vé violeti, ktera byla ponechdna k plisobeni po dobu 20 minut pfi pokojové teploté. Poté
bylo barvivo ze zkumavek vylito, zkumavky byly tiikrat promyty vodou a bylo hodnoceno

zabarveni vrstvy vytvofené na stén¢ zkumavky.

Jako siln€ pozitivni byly oznaceny kmeny, které tvotily homogenni, intenzivné zbarvenou
vrstvu biofilmu. Jako slabé pozitivni byly oznaCeny kmeny, které tvoftily slabsi vrstvu bio-
filmu a jako negativni byly oznaceny kmeny, u kterych vrstva biofirmu nebyla patrna.

Tvorba prstence na zkumavkach byla také oznacena jako negativni vysledek (viz obr. 15).

Legenda: ++. silné biofilmpozitivni kmen: +. slabé biofilmpozitivni kmen: 0. biofilmnegativni

Obr. 15: Christensenova zkumavkova metoda — nalevo pozitivni tvorba biofilmu, uprostfed

stiedni tvorba biofilmu a napravo negativni tvorba biofilmu. [116]

6.5 Stanoveni tvorby biofilmu v mikrotitra¢ni desticce

Produkce biofilmu v polystyrenovych mikrotitraénich desti¢kach byla u testovanych bakte-

rii stanovena modifikaci metody dle Djordjevice et al. [105]

Do mikrotitra¢nich desti¢ek bylo ockovano 20 pl suspenze testovanych bakterii vyroste-
nych pies noc (viz kapitola 6.3.2) a k nim bylo ptidano 200 ul zivného média BHI. Takto
piipravené mikrotitraéni desticky byly kultivovany do druhého dne pii 30 °C.

Po inkubaci byl veskery obsah z desticek odpipetovan, desticka byla promyta 250 ul desti-
lované vody a byla ponechana pii pokojové teploté po dobu 45 minut k oschnuti. Poté bylo
do kazdé jamky napipetovano 150 pl krystalové violeti, kterd byla ponechana k piisobeni

po dobu dalsich 45 minut (pii pokojové teploté). Nasledné po odstranéni krystalové violeti
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byla mikrotitracni desticka 6x promyta 250 ul destilované vody a byla ponechana
Kk oschnuti pti pokojové teploté po dobu 30 minut. Krystalova violet’ byla nasledné uvolné-
na pridavkem 200 ul 95 % etanolu, ktery byl ponechan k pisobeni pti pokojové teploté po
dobu 15 minut.

Po uvolnéni krystalové violeti do etanolu byla zméfena absorbance na spektrofotometru
Tecan pii vlnové délce 595 nm. Absorbance byla korigovana na absorbanci pozadi (blank),
které bylo vytvofeno tak, ze do mikrotitracni desti¢ky nebyly naockovany testované bakte-
rie, ale byl pfidan Cisty bujon, po kterém nasledovalo promyvani, piidavek krystalové vio-

leti a etanolu (stejnym postupem uvedenym v odstavci vyse).
e Vypocet vysledné absorbance

Testované bakterie byly naockovany vzdy do 3 jamek mikrotitracni desti¢ky (3 opakova-
ni), z kazdé bakterie byly tedy ziskany 3 absorbance, ze kterych (stejné jako z hodnot po-
zadi (blanku)) byly nasledn¢ vypocteny primérné hodnoty. Od zprimérovanych hodnot
byla nasledn¢ odectena primérna hodnota pozadi, a tak byly ziskany vysledné hodnoty

absorbance Asgs. Hodnota Asgs je piimo imérna mnozstvi vytvoieného biofilmu.

6.6 VIliv vnéjSich podminek na tvorbu biofilmu

Vliv vnéjsich podminek, zejména kulitvacni teploty a piidavku sacharidii a soli, byl opét

sledovan v polystyrenovych mikrotitracnich desti¢kach.

Postup byl shodny s postupem uvedenym v piedchozi kapitole s tim rozdilem, Ze vybrané
bakterie, které byly zjiStény jako pozitivni na tvorbu biofilmu, byly kultivovany v BHI
bujonech s pridavkem 2 riznych sacharidi (sacharosy nebo laktosy) v koncentracich 3-7 %

(w/v) a ptipadné s ptidavkem NaCl (1 % w/v).

Takto ptipravené desticky byly kultivovany pti 30 °C a pii 25 °C, aby byl zjistén vliv tep-

loty na tvorbu biofilmu.
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7 VYSLEDKY STANOVENI

7.1 Produkce biofilmu ve sklenénych zkumavkach

Byla zkoumana produkce biofilmu u potravinarsky vyznamnych bakterii pomoci Christen-
senovy zkumavkové metody. Ke zjisténi produkce biofilmu byly pouzity bakterie izolova-
né z bazantt a kralikd, dale byly zkoumany bakterie Escherichia coli a bakterie ze skolni

sbirky.

U Christensenovy zkumavkové metody byla subjektivné hodnocena vsrtva adsorbovaného
a obarveného biofilmu, a to bud’ jako negativni (-), stiedni (+) nebo velmi vysoka (++). Pro
stanoveni byl pouZzit univerzalni bujon MPB pro riist testovanych bakterii izolovanych
z bazantu, bakterie Escherichia coli a pro sbirkové kmeny. Dale byl pouzit bujon MPB s
piidavkem 5 % sacharosy, a to z toho divodu, ze 5 % koncentrace sacharosy v bujénu by
méla podporovat produkci biofilmu danymi bakteriemi. U bakterii rodu Enterococcus a
Staphylococcus byl pouzit bujon BHI a to z toho dtvodu, Ze toto Zivné médium vice vyho-
vuje jejich zivotnim podminkdm. Stejné jako tomu bylo u predchozich testovanych bakte-
rif, byl také pfipraven u téchto rodi bujon BHI s ptidavkem 5 % sacharosy pro podpofeni

produkce biofilmu.

7.1.1 Produkce biofilmu u bakterii ze $kolni sbirky

Pomoci Christensenovy zkumavkové metody bylo na tvorbu biofilmu testovano 14 bakte-
rii, které jsou soucasti sbirky mikroorganismi Fakulty technologické (Ustavu inzenyrstvi
ochrany zivotniho prostfedi), a to 10 gramnegativnich bakterii a 4 grampozitivni. Z vy-
sledkd je patrné, Ze schopnost produkovat biofilm na sklenéném povrchu méla pouze
Pseudomonas fluorescens, a to tehdy, pokud byla kultivovana v bujonu s pfidavkem sacha-

rosy.
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Tab. 2: Tvorba biofilmu u testovanych bakterii ze skolni sbirky

_ MPB MPB + 5 % sacharosa
Testovana bakterie
zkumavka zkumavka
Pseudomonas aeruginosa - -
Pseudomonas fluorescens - ++

Enterobacter aerogenes

Citrobacter freundii

Escherichia coli

Klebsiella sp.

Salmonella Typhimurium

Salmonella Enteritidis

Serratia marcescens

Proteus vulgaris

Staphylococcus aureus

Micrococcus luteus

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

++ vysoka tvorba biofilmu
+ stfedni tvorba biofilmu

— negativni tvorba biofilmu

7.1.2 Produkce biofilmu u bakterii izolovanych z bazanti

Pomoci Christensenovy zkumavkové metody bylo na tvorbu biofilmu testovano 76 bakte-

rii, které byly izolovany ze vzorku bazantd, a to:

a) 34 G" koki, z toho 4 zastupci Staphylococcus succinus, 5 zastupct Staphylococcus
vitulinus, 2 zastupci Staphylococcus epidermidis, 1 zastupce Staphylococcus homi-
nis, 5 zastupct Enterococcus faecium, 8 zastupcti Enterococcus durans, 4 zastupci

Enterococcus hirae, 4 zastupci Enterococcus faecalis a 1 zastupce Lactobacillus

curvatus.
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b) 42 G tycinek (Celed’ Enterobacteriaceae a rod Pseudomonas):

e cCeled Enterobacteriaceae a zni 4 zastupci Yersinia enterocolitica, 9 zastupcu
Escherichia coli, 8 zastupct Citrobacter gillenii, 3 zastupci Pantoea agglomerans,
5 zastupcu Hafni alvei, 7 zastupctu Serratia liquefaciens, 1 zastupce Serratia mar-
cescens, 1 zastupce Ewingella americana, 2 zastupci Moellerella wisconsensis a 1
zastupce Proteus mirabilis.

e rod Pseudomonas a z toho 1 zastupce Pseudomonas aeruginosa.

U vSech testovanych bakterii nebyla prokazana tvorba biofilmu na sklenéném povrchu,
vysledky byly negativni. Testované bakterie pomoci Christensenovy zkumavkové metody

muzeme tedy vyhodnotit jako biofilmnegativni.

7.1.3 Produkce biofilmu u kmeni bakterii izolovanych z kralika

Pomoci Christensenovy zkumavkové metody bylo na tvorbu biofilmu testovano 38 bakte-
rii, které byly izolovany ze vzorku kréalika. Jednalo se o G* bakterie rodu Enterococcus a

rodu Staphylococcus:

e r. Enterococcus a zn€j 19 zastupct Enterococcus faecium a 6 zastupcu Entero-
coccus spp.

e 1. Staphylococcus a z néj 5 zastupca Staphylococcus warneri, 3 zastupci Staphylo-
coccus hominis, 3 zastupci Staphylococcus haemolyticus, 1 zastupce Staphylo-

coccus pasteuri a 1 zastupce Staphylococcus epidermidis.

Tvorba biofilmu byla prokazana u testované bakterie Enterococcus sp. E 24. Bakterie pro-
dukovala biofilm na sklenéném povrchu a to pii kultivaci v bujéonu BHI a v bujonu

s ptidavkem sacharosy. Tato bakterie byla oznacena jako biofilmpozitivni.

7.1.4 Produkce biofilmu u kmena Escherichia coli

Pomoci Christensenovy zkumavkové metody bylo na tvorbu biofilmu testovano 12 bakterii
G’ Escherichia coli. U testovanych bakterii nebyla prokazana produkce biofilmu na skle-
néném povrchu. VSechny vysledky byly negativni, bakterie byly tedy vyhodnoceny jako

biofilmnegativni.
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7.2 Produkce biofilmu v mikrotitra¢nich desti¢kach

Tvorba biofilmu byla dale zkoumadna pomoci mikrotitra¢nich desti¢ek, kde byl jako zivné
médium pouzit bujon BHI, ktery svym sloZzenim vyhovoval v§em danym testovanym bak-
teriim. Jako tomu bylo u Christensenovy zkumavkové metody, i tady byl pfipraven bujon
BHI s ptidavkem 5 % sacharosy, pro podporu produkce biofilmu bakteriemi. Tvorba bio-
filmu pomoci mikrotitracni desticky byla zkoumana u bakterii izolovanych z bazantt, u
kmenti Escherichia coli, u mlé¢nych bakterii, u testovanych bakterii izolovanych ze syra,
sbirkovych kment a bakterii rodu Enterococcus a Staphylococcus, které byly izolovany
Z masa (svaloviny) kralikd. Tvorba biofilmu byla zji§tovana na zékladé vysledné hodnoty
absorbance, ktera je pfimo umérnd mnozstvi vytvofeného biofilmu. Souhrn vysledku je

uveden v tabulkach 3-7.

Produkce biofilmu testovanymi bakteriemi na povrchu polystyrenu byla posuzovana dle

vysledné hodnoty absorbance Asgs, kde hranice tvorby biofilmu byla sestavena nasledovné:
0 — 1 = negativni tvorba biofilmu
1 - 1,5 = stfedni tvorba biofilmu

1,5 a vice = vysoka tvorba biofilmu

7.2.1 Kmeny bakterii izolovanych z bazanta

Pomoci polystyrenovych mikrotitracnich desti¢ek bylo na tvorbu biofilmu zkoumano 130

bakterii, které byly izolovany z tél bazanti, a to:

e 1 G’ ty¢inka Lysinibacillus sphaericus

e 61 G’ kokd, ztoho 4 zastupci Staphylococcus epidermidis, 5 zastupcti Staphylo-
coccus succinus, 3 zastupci Staphylococcus warneri, 1 zastupce Staphylococcus
hominis, 5 zastupct Staphylococcus vitulinus, 8 zastupcti Enterococcus faecium, 10
zastupct Enterococcus durans, 5 zastupcti Enterococcus hirae, 6 zastupct Entero-
coccus faecalis, 2 zastupci Streptococcus salivarius, 1 zastupce Leuconostoc me-
senteroides, 2 zastupci Lactobacillus curvatus, 2 zastupci Lactobacillus spp., 1 za-
stupce Lactobacillus homohiochii, 3 zastupci Lactobacillus sakei, 1 zastupce Lac-
tobacillus plantarum, 2 zastupci Lactobacillus brevis.

e 68 G tycinek, z toho 23 zastupct Escherichia coli, 4 zastupci Acinetobacter lwoffii,
2 zastupci Acinetobacter genomospecies, 4 zastupci Yersinia enterocolitica, 8 za-

stupct Citrobacter gillenii, 4 zastupci Pantoea agglomerans, 6 zastupct Hafni al-
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vei, 11 zastupcu Serratia liquefaciens, 1 zastupce Serratia marcescens, 1 zastupce
Proteus mirabilis, 1 zastupce Ewingella americana, 2 zastupci Moellerella wiscon-

sensis, 1 zastupce Pseudomonas aeruginosa.

Z vysledk je patrné, ze nejvétsi tvorba biofilmu byla zaznamenéna u téchto bakterii:

a)

b)

d)

9)

h)

)

Escherichia coli 44, u které byla vysledna hodnota Asgs vV Zivném médiu BHI s 5 %
sacharosou nejvyssi, a to 2,628. V Zivném médiu BHI bez pridavku sacharosy byla
hodnota nizsi, a to 1,851.

Escherichia coli 56, u které byla vysledna hodnota Asgs v Zivném médiu BHI s 5 %
sacharosou 2,075. V zivném médiu BHI bez pfidavku sacharosy tato bakterie bio-
film nevytvarela.

Escherichia coli 46, u které byla vysledna hodnota Asgs Vv Zivném médiu BHI
2,044. V zivném médiu BHI s 5 % sacharosou byla vysledna hodnota nizsi, a to
1,701.

Escherichia coli 50, u které byla vysledna hodnota Asgs v Zivném médiu BHI s 5 %
sacharosou 2,012. V zivném médiu BHI bez piidavku sacharosy byla hodnota niz-
Si, ato 1,614.

Escherichia coli 52, u které byla vysledna hodnota Asgs v Zivném médiu BHI s 5 %
sacharosou 1,969. V zivném médiu BHI bez piidavku sacharosy tato bakterie bio-
film netvofila.

Citrobacter gillenii 66, u kterého byla vysledna hodnota Asgs V Zivném médiu BHI
s 5 % sacharosou 2,178. V zivném médiu BHI bez ptidavku sacharosy byl zazna-
menan stfedni vyskyt biofilmu.

Citrobacter gillenii 59, u kterého byla vysledna hodnota Asgs v Zivném médiu BHI
s 5 % sacharosou 1,902. V zivném médiu BHI bez pfidavku sacharosy tato bakte-
rie biofilm netvofila.

Serratia marcescens 114, u které byla vysledna hodnota Asgs vV Zivném médiu BHI
2,234 av BHI s 5 % sacharosou byla vysledna hodnota Asgs vyssi, a to 2,264.
Pseudomonas aeruginosa 115, u které byla vysledna hodnota Asgs v zivném médiu
BHI s 5 % sacharosou 2,264. V zivném médiu BHI bez piidavku sacharosy byla
zaznamenana hodnota nizsi, a to 1,738.

Enterococcus faecium 51, u kterého byla vysledna hodnota Asgs V zivném médiu
BHI s 5 % sacharosou 2,159. V zivném médiu BHI bez ptidavku sacharosy byla

hodnota nizsi, a to 1,678.
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K) Enterococcus faecalis 131, u kterého byla vysledna hodnota Asgs V Zivném médiu

BHI s5 % sacharosou 1,929. V zivném médiu BHI bez piidavku sacharosy tato

bakterie biofilm netvofila.

Tab. 3: Vysledné hodnoty absorbance u testovanych bakterii izolovanych z bazantt (po-

Kra¢ovani str. 54-55)

Testované Asos Asos Testované Asos Asos

kmeny nm] Lnm] kmeny ] Lnm]

BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach

E.colil 0,004 0,007 Lysinibacillus sphaericus 2 0,059 0,350

E. coli 6 0,010 0,242 Staphylococcus epidermidis 3 | 0,115 0,130

E. coli 7 0,003 0,216 Staphylococcus epidermidis 40 | 0,009 0,159

E. coli 8 0,045 0,285 Staphylococcus epidermidis 136 | 0,008 1,475

E. coli 9 0,001 0,130 Staphylococcus epidermidis 137 | 0,143 0,010
E. coli 11 0,005 0,560 Staphylococcus succinus 4 0,155 1,041
E. coli 20 0,004 0,178 Staphylococcus succinus 47 0,932 0,556
E. coli 27 0,086 0,174 Staphylococcus succinus 77 0,803 0,549
E. coli 28 0,006 0,123 Staphylococcus succinus 80 0,494 0,495
E. coli 35 0,141 0,151 Staphylococcus succinus 89 0,923 0,544
E. coli 36 1,060 0,763 Staphylococcus warneri 24 0,001 0,083
E. coli 37 0,091 0,506 Staphylococcus warneri 25 0,010 0,192
E. coli 38 0,539 0,235 Staphylococcus warneri 29 0,004 0,151
E. coli 39 0,242 0,263 Staphylococcus hominis 138 0,078 1,763
E. coli 44 1,852 2,682 Staphylococcus vitulinus 60 1,476 0,482
E. coli 46 2,044 1,701 Staphylococcus vitulinus 69 0,725 0,368
E. coli 50 1,614 2,012 Staphylococcus vitulinus 81 0,509 0,375
E. coli 52 1,043 1,969 Staphylococcus vitulinus 82 0,906 0,474
E. coli 53 1,478 1,791 Staphylococcus vitulinus 88 0,887 0,574
E. coli 55 1,104 1,691 Acinetobacter Iwoffii 12 0,007 0,054
E. coli 56 0,756 2,075 Acinetobacter Iwoffii 15 0,020 0,614
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Testované Asos Asos Testované Asos Asos
kmeny [nm] [nm] kmeny [nm] [nm]

BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach
E. coli 72 1,365 1,636 Acinetobacter lwoffii 10 0,024 0,424
E. coli 73 0,778 1,730 Acinetobacter lwoffii 30 0,054 0,177
Lactobac. curvatus 48 | 0,517 0,821 Acinetobacter genomospecies 21 | 0,033 0,466
Lactobac. curvatus 54 | 0,937 0,802 Acinetobacter genomospecies 31 | 0,065 0,300
Lactobacillus sp. 91 0,642 0,073 Yersinia enterocolitica 43 0,411 0,356
Lactobacillus sp. 96 0,523 0,052 Yersinia enterocolitica 85 0,696 0,752
Lactobac. homohiochii | 0,373 0,645 Yersinia enterocolitica 99 0,566 1,072
Lactobac. sakei 166 0,509 0,682 Yersinia enterocolitica 100 0,648 1,013
Lactobac. sakei 168 0,753 0,606 Enterococcus faecium 51 1,676 2,159
Lactobac. sakei 103 0,666 0,943 Enterococcus faecium 129 0,444 0,520
Lactobac. plantarum 123 | 0,323 0,451 Enterococcus faecium 133 0,025 1,817
Lactobac. brevis 125 0,518 0,632 Enterococcus faecium 143 0,010 1,258
Lactobac. brevis 126 0,382 0,562 Enterococcus faecium 144 0,883 0,887
Citrobacter gillenii 58 | 0,648 0,892 Enterococcus faecium 145 0,107 1,140
Citrobacter gillenii 59 | 0,539 1,902 Enterococcus faecium 163 0,858 0,466
Citrobacter gillenii 64 | 0,285 0,754 Enterococcus faecium 128 0,470 0,763
Citrobacter gillenii 65 | 0,415 0,967 Enterococcus durans 63 0,929 0,484
Citrobacter gillenii 66 | 1,189 2,178 Enterococcus durans 68 0,699 0,323
Citrobacter gillenii 70 | 0,886 1,799 Enterococcus durans 151 0,265 1,251
Citrobacter gillenii 71 | 0,926 1,350 Enterococcus durans 152 0,009 0,661
Citrobacter gillenii 67 | 1,007 1,443 Enterococcus durans 153 0,010 0,642
Pantoea agglomerans 78 | 0,456 1,554 Enterococcus durans 154 0,787 0,965
Pantoea agglomerans 79 | 0,452 1,350 Enterococcus durans 155 0,492 0,728
Pantoea agglomerans 83 | 0,506 0,275 Enterococcus durans 160 0,787 0,720
Pantoea agglomerans 87 | 0,793 1,081 Enterococcus durans 164 0,523 0,304
Hafni alvei 84 0,827 1,024 Enterococcus durans 169 0,763 0,350
Hafni alvei 93 0,637 1,070 Enterococcus hirae 76 0,665 0,212
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Testované Asos Asos Testované Asos Asos
kmeny [nm] [nm] kmeny [nm] [nm]

BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach

Hafni alvei 95 0,769 0,999 Enterococcus hirae 122 0,267 0,552
Hafni alvei 97 0,389 0,390 Enterococcus hirae 124 0,278 0,439
Hafni alvei 101 0,461 0,536 Enterococcus hirae 146 0,002 0,302
Hafni alvei 102 0,466 0,652 Enterococcus hirae 147 0,428 0,843
Serratia liquefaciens 86 | 0,976 1,290 Enterococcus faecalis 130 0,401 0,496
Serratia liquefaciens 90 | 1,042 1,042 Enterococcus faecalis 131 0,218 1,929
Serratia liquefaciens 105 | 0,978 0,912 Enterococcus faecalis 132 0,616 1,500
Serratia liquefaciens 106 | 1,130 0,571 Enterococcus faecalis 140 0,010 0,937
Serratia liquefaciens 108 | 1,551 1,814 Enterococcus faecalis 141 0,450 0,431
Serratia liquefaciens 109 | 1,173 0,878 Enterococcus faecalis 142 0,672 0,413
Serratia liquefaciens 110 | 1,199 0,353 Streptococcus salivarius 149 0,494 0,452
Serratia liquefaciens 118 | 0,463 0,665 Streptococcus salivarius 150 0,342 0,574
Serratia liquefaciens 119 | 0,460 0,614 Leuconostoc mesenteroides 170 | 0,347 0,682
Serratia liquefaciens 120 | 0,344 0,552 Pseudomonas aeruginosa 115 | 1,738 2,264
Serratia liquefaciens 121 | 0,410 0,632 Ewingella americana 94 0,853 0,653
Serratia marcescens 114 | 2,238 2,674 Moellerella wisconsensin 111 | 1,089 0,330
Proteus mirabilis 167 | 0,916 0,315 Moellerella wisconsensin 117 | 0,922 0,266

7.2.2 Kmeny bakterii izolovanych z kralika

Pomoci polystyrenovych mikrotitra¢nich desti¢ek bylo na tvorbu biofilmu zkoumano 52

G" bakterii, které byly izolovany ze vzorku svaloviny kréliki, a to:

e rod Enterococcus a z n€j 20 zastupct Enterococcus faecium a 11 zastupct Entero-

coccus spp.

e rod Staphylococcus a z n¢j 9 zastupct Staphylococcus warneri, 3 zastupci Staphy-

lococcus hominis, 4 zastupci Staphylococcus haemolyticus, 2 zastupci Staphylo-

coccus pasteuri a 3 zastupci Staphylococcus epidermidis.
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A4

Z vysledku je patrné, Ze nejvyssi tvorba biofilmu byla na polystyrenovém povrchu zazna-
menana pouze u Staphylococcus hominis 20/1, kde vysledna hodnota absorbance Asgs Cini-
la 1,617. V prostiedi s pfidavkem sacharosy byla hodnota nizsi, produkce biofilmu byla

stiedni.

Tab. 4: Vysledné hodnoty absorbance u bakterii r. Enterococcus a r. Staphylococcus (po-

kracovani str. 57)

Testované Asos Asos Testované Asos Asgs
kmeny [nm] [nm] kmeny [nm] [nm]

BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach
Enterococcus faecium E8 | 0,015 1,070 Enterococcus sp. E18 0,005 0,007
Enterococcus faecium E9 | 0,010 0,678 Enterococcus sp. E16 0,001 0,095
Enterococcus faecium E10 | 0,192 0,010 Enterococcus sp. E20 0,001 0,002
Enterococcus faecium E11 | 0,003 0,013 Enterococcus sp. E30 0,006 0,010
Enterococcus faecium E12 | 0,454 0,010 Enterococcus sp. E21 0,332 0,349
Enterococcus faecium E13 | 0,009 0,008 Staphylococcus warneri 18/1 0,004 0,005
Enterococcus faecium E14 | 0,757 0,603 Staphylococcus warneri 23/1 0,010 0,450
Enterococcus faecium E33 | 0,236 0,032 Staphylococcus warneri 24/2 0,580 0,076
Enterococcus faecium E29 | 0,528 0,330 Staphylococcus warneri 24/1 0,858 0,341
Enterococcus faecium E27 | 0,003 0,509 Staphylococcus warneri 16/1 0,001 0,007
Enterococcus faecium E23 | 0,454 0,865 Staphylococcus warneri 16/2 0,003 0,074
Enterococcus faecium E31 | 0,009 0,010 Staphylococcus warneri 23/3 0,010 0,441
Enterococcus faecium E34 | 0,002 0,007 Staphylococcus warneri 23/2 0,010 0,007
Enterococcus faecium E1 | 0,005 0,004 Staphylococcus warneri 24/3 0,528 0,847
Enterococcus faecium E2 | 0,002 0,006 Staphylococcus hominis 19/2 0,445 0,338
Enterococcus faecium E3 | 0,002 0,003 Staphylococcus hominis 20/2 0,583 0,298
Enterococcus faecium E4 | 0,010 0,007 Staphylococcus hominis 20/1 1,617 1,008
Enterococcus faecium E6 | 0,007 0,006 Staphylococcus haemolyticus 22/3 | 0,607 0,299
Enterococcus faecium E7 | 0,001 0,005 Staphylococcus haemolyticus 22/2 | 0,653 0,010
Enterococcus faecium E17 | 0,192 0,519 Staphylococcus haemolyticus 22/1 | 0,308 0,003
Enterococcus sp. E15 0,318 0,340 Staphylococcus haemolyticus 22/4 | 0,999 0,827
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Testované Asss Asos Testované Asos Asss
[nm] [nm] [nm] [nm]
kmeny kmeny
BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach
Enterococcus sp. E32 1,041 0,189 Staphylococcus pasteuri 19/1 0,504 0,416
Enterococcus sp. E28 0,010 0,986 Staphylococcus pasteuri 23/5 0,003 0,009

Enterococcus sp. E24 0,844 1,199 Staphylococcus epidermidis 21/1 | 0,227 0,004

Enterococcus sp. E22 0,832 0,406 Staphylococcus epidermidis 23/4 | 1,048 0,695

Enterococcus sp. E19 0,008 0,003 Staphylococcus epidermidis 21/2 | 0,142 0,520

7.2.3 Kmeny testovanych bakterii Escherichia coli

Pomoci polystyrenovych mikrotitra¢nich desticek bylo na tvorbu biofilmu zkoumano 60 G’

bakterii Escherichia coli.

Z vysledku je patrné, ze u testovanych bakterii rodu Escherichia byla nejvyssi tvorba bio-
filmu zaznamenana u Escherichia coli ER1, u které byla vysledna hodnota Asgs 1,966, a to
tehdy, pokud byla kultivovana v bujonu s ptidavkem sacharosy. V zivném médiu BHI bez

pridavku sacharosy tato bakterie biofilm nevytvarela.

Tab. 5: Vysledné hodnoty absorbance u kmenu bakterii Escherichia coli (pokr. str. 58)

Asos [nm] Asos [nm] Testované Asgs [nm] Asgs [nm]
Testované kmeny
BHI BHI + sach kmeny BHI BHI + sach
Escherichiacoli G | 0,428 0,404 ESChe“Iflh'a coli 0,438 0,638
Escherichia coli 0,570 0,470 ESChEI’\I;){]Ia coli 1,184 1,035
Escherichia coli Escherichia coli
Vo1 1,205 1,242 M 0,528 0,507
Escherichia coli Escherichia coli
V3 0,544 0,589 V18 0,706 0,749
Escherichiacoli F | 0,410 0,260 ESCher\'/czh'a coli 0,645 0,892
Escherichia coli 0,550 0,735 Escherichia coli 0,546 0,933
Escherichia coli 0,312 0,878 ESChe“éh'a coli 0,616 0,862
EscherichiacoliD” | 0,298 0,608 ESCherg,ma coli 0,486 0,899
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ER1
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Testované Asos Asos Testované Asos Asos
[nm] [nm] [nm] [nm]
kmeny kmeny
BHI BHI+sach BHI BHI+sach
Escherichiacoli F | 0,313 0,504 ESCheggg'a coli 0,363 0,594
Escherichia coli Escherichia coli
RA0 0,579 0,529 RA1 0,285 0,694
Escherichia coli Escherichia coli
R4S 0,346 0,426 RAT 0,239 0,601
Escherichia coli Escherichia coli
R50 0,802 0,766 R35 0,854 0,616
Escherichia coli Escherichia coli
R37 0,885 0,760 R38 0,347 0,368
Escherichia coli Escherichia coli
RE51 0,286 1,078 T62 0,313 0,595
Escherichia coli Escherichia coli
R15 0,297 0,562 R16 0,201 0,756
Escherichia coli Escherichia coli
R17 0,153 0,588 T37 0,530 0,258
Escherichia coli Escherichia coli
T3 0,489 0,369 12 0,817 0,357
Escherichia coli 0,769 0,869 Escherichia coli 0,635 0,140
/1 T4
Escherichia coli Escherichia coli
T10 0,245 0,248 T29 0,509 0,190
Escherichia coli Escherichia coli
T31 0,132 0,154 T33 1,136 0,483
Escherichia coli Escherichia coli
T34 0,982 0,727 3 0,301 0,278
Escherichia coli Escherichia coli
EJ1 0,849 1,566 EM1 0,526 0,292
Escherichia coli Escherichia coli
ED1 0,193 0,052 EE'1 0,275 0,079
Escherichia coli Escherichia coli
EB2 0,243 0,142 EC1 0,706 1,151
Escherichia coli Escherichia coli
EA'L 0,654 0,289 EB'1 0,281 0,050
Escherichia coli Escherichia coli
EY?2 0,485 1,065 EZ1 0,420 0,092
Escherichiacoli H | 0,186 1,032 Esc“”gf"a coli 0,275 0,509
E.coli EU1 1,032 1,078 E. coli EV1 0,337 1,225
Escherichia coli Escherichia coli
ES1 0,468 0,101 ET1 0,348 1,106
Escherichia coli 0,290 1521 Escherichia coli 0,445 1,966
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7.2.4 lzolaty testovanych bakterii ze syra a sbirkové kmeny

Pomoci polystyrenovych mikrotitra¢nich desti¢ek bylo na tvorbu biofilmu zkoumano 25
G" kokii a 29 G” ty¢inek, které byly izolovany ze vzorku syrt a bakterii, které jsou soucas-
ti sbirky mikroorganismii Fakulty technologické (Ustavu inZenyrstvi ochrany Zivotniho

prostiedi), a to:

a) G" ty¢inky, z toho:

e 8 zastupcu Lactobacillus curvatus subsp. curvatus, 6 zastupci Lactobacillus curva-
tus, 1 zastupce Lactobacillus brevis, 3 zastupci Lactobacillus casei, 8 zastupct Lac-
tobacillus paracasei, 1 zastupce Lactobacillus plantarum.

e | zastupce Clostridium sporogenes a 1 zastupce Bacillus pumilus.

b) G" koky, z toho:

e 4 zastupci Lactococcus lactis subsp. cremoris, 1 zastupce Lactococcus lactis, 7 za-
stupct Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis.

e 2 zastupci Enterococcus sp., 1 zastupce Enterococcus faecalis, 1 zastupce Entero-
coccus durans, 2 zastupci Enterococcus faecium, 3 zastupci Leuconostoc mesente-

roides, 3 zastupci Leuconostoc pseudomesenteroides a 1 zastupce Pediococcus.

Z vysledkt je patrné, Ze zvySena tvorba biofilmu byla také zaznamenana u bakterie, ktera
byla izolovana ze vzorku syru, a to Lactobacillus casei kmen BIV-13, u které byla vysled-
na hodnota Asgs V zivném médiu BHI 1,932. V Zivném médiu BHI s pfidavkem sacharosy
tato bakterie biofilm nevytvaiela. Nejvyssi tvorba biofilmu byla zaznamenana u bakterie
Lactobacillus paracasei 51, kde vysledna hodnota Asgs ¢inila 2,685, a to tehdy, pokud byla

kultivovana v bujonu s pfidavkem sacharosy.

Tab. 6: Vysledné hodnoty absorbance u testovanych bakterii (pokra¢ovani str. 60- 61)

Testované Asss Asss Testované Asos Asos
[nm] [nm] [(hm] | [nm]
kmeny kmeny
BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach
Lactobac. curvatus subsp. curvatus
) 0,010 0,290 Lactobac. curvatus 17 | 0,308 1,562
Lactobac. curvatus subsp. curvatus
3 0,263 0,252 Lactobac. curvatus 15 | 0,114 1,080
Lactobac. curvatus subsp. curvatus
- 0,459 0,279 Lactobac. curvatus 41 | 0,227 1,236
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Testované Asss Asos Testované Asos Asss
[nm] [nm] [nm] [nm]
kmeny kmeny
BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach
Lactobac. curvatus subsp. curvatus
. 0,014 0,792 Lactobac. curvatus 42 | 0,280 0,788
Lactobac. curvatus subsp. curvatus Lactobac. curvatus
0,424 0,530 0,108 0,123
8 Al-3
Lactobac. curvatus subsp. curvatus Lactobac. curvatus
0,134 0,454 0,029 0,003
12 Al-2
Lactobac. curvatus subsp. curvatus .
29 1,476 1,411 Lactobac. brevis 24 0,082 0,008
Lactobac. curvatus subsp. curvatus .
40 0,843 0,795 Lactobac. paracasei 44 | 0,161 1,469
Lactobacillus casei
0,033 0,006 Lactobac. paracasei 46 | 0,010 1,303
BIV-11
Lactobacillus casei
1,932 0,688 Lactobac. paracasei 50 | 0,165 1,617
BIV-13
Lactobacillus casei 35 0,317 0,548 Lactobac. paracasei 51 | 0,647 1,324
Lactococ. lactis subsp.
0,002 0,018 Lactobac. paracasei 52 | 0,580 1,516
cremoris CCDM 890
Lactococ. lactis subsp.
0,046 0,133 Lactobac. paracasei 58 | 1,061 1,148
cremoris CCDM 946
Lactococ. lactis subsp. Lactobac. paracasei
0,129 0,027 0,017 0,471
cremoris CCDM 824 63
Lactococ. lactis subsp.
0,208 0,053 Lactobac. paracasei 49 | 0,204 2,685
cremoris CCDM 421
] Clostridium sporogenes
Leuconostoc mesenteroides 45 0,001 0,107 60 1,088 1,257
Leuconostoc mesenteroides
0,053 0,094 Bacillus pumilus 61 1,062 1,020
CCDM 59
Leuconostoc mesenteroides 398 0,006 0,068 Pediococcus sp. 396 0,007 0,034
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Testované Asos Asos Testované Asos Asgs
[nm] [nm] [nm] [nm]
kmeny kmeny
BHI | BHI+sach BHI | BHI+sach

Lactobac. plantarum

Lactococ. lactis subsp. lact BIV-9 | 0,069 0,036 0,079 0,126
Al-7
Leuconostoc pseudomesenteroides Lactoc. lactis subsp.
0,003 0,110 0,039 0,052
47 diacetylactis CCDM 823
Leuconostoc pseudomesenteroides
6 0,551 0,277 Enterococcus sp. 19 0,166 0,339
Leuconostoc pseudomesenteroides
0,360 0,197 Enterococcus sp. 20 0,059 0,544

63

Lactoc. lactis subsp. lactis biovar
0,020 0,020 Enterococcus faecalis 53 | 0,450 1,811
diacetylactis CCDM 414

Lactoc. lactis subsp. lactis biovar Enterococcus durans
0,029 0,045 0,040 0,400
diacetylactis CCDM 48 CCDM 53-B029
Lactoc. lactis subsp. lactis biovar Enterococcus faecium
0,034 0,389 0,002 0,007
diacetylactis CCDM 141 CCDM 816
Lactoc. lactis subsp. lactis biovar Enterococcus faecium
0,055 0,069 0,001 0,170
diacetylactis 354 CCDM 816

. o Lactoc. lactis subsp.
Lactoc. lactis subsp. lactis biovar

0,010 | 0,059 lactis 0,035 | 0,132

diacetylactis CCDM 1004 . .
biovar diacetylac. 418

7.2.5 Tvorba biofilmu u mléénych bakterii

Pomoci polystyrenovych mikrotitracnich desti¢ek bylo na tvorbu biofilmu zkoumano 30
mlé¢nych bakterii, z toho 1 zastupce Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 3 zastup-
ci Lactobacillus curvatus, 1 zastupce Lactobacillus helveticus, 4 zastupci Lactobacillus
plantarum, 6 zastupct Lactobacillus rhamnosus, 1 zastupce Lactobacillus casei, 2 zastupci
Lactobacillus paracasei, 7 zastupct Lactobacillus acidophilus, 1 zastupce Bifidobacterium
longum, 1 zastupce Bifidobacterium bifidum, 3 zastupci Bifidobacterium animalit subsp.

lactis, 1 zastupce Bifidobacterium adolescentis a 1 zastupce Bifidobacterium sp.
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Z vysledku je patrné, Ze testované mlécné bakterie neprodukovaly biofilm na povrchu

Z polystyrenu. Jedna se tedy o biofilmnegativni bakterie.

Tab. 7: Vysledné hodnoty absorbance u mlé¢nych bakterii — pokra¢ovani str. 63

Asgs nm Asgshm Asgs NM Asgs "M
Testované kmeny Testované kmeny
BHI BHI + sach BHI BHI + sach
Lactobac. delbrueckii
Bifidobacterium sp. 0,057 0,109 subsp. bulgaricus 0,220 0,069
CCDM 94 CCDM 364
Bifidobac. adolescentis Lactobac. curvatus
0,282 0,010 0,085 0,047
CCDM 223 CCDM 393
Bifidobac. animalis 0,075 0,004 Lactobac. curvatus 0,043 0,050
subsp. lactis CCDM
240 CCDM 3%
Bifidobac. animalis 0,379 0,069 Lactobac. curvatus 0,345 0,019
subsp. lactis CCDM
241 CCDM 834
Bifidobac. animalis 0,050 0,113 Lactobac. helveticus 0,488 0,087
subsp. lactis CCDM
374 CCDM 807
Bifidobac. bifidum 0,007 0,106 Lactobac. plantarum 0,247 0,084
CCDM 559 CCDM 183
Bifidobac. longum 0,242 0,152 Lactobac. plantarum 0,208 0,278
CCDM 569 CCDM 818
Lactobac. acidophilus 0,321 0,189 Lactobac. plantarum 0,113 0,069
CCDM 79 CCDM 375
Lactobac. acidophilus 0,161 0,489 Lactobac. plantarum 0,222 0,347
CCDM 109 CCDM 381
Lactobac. acidophilus 0,122 0,071 Lactobac. rhamnosus 0,121 0,118

CCDM 197

CCDM 148
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Asgs NM Asgsnm Asgs NM Asgs NM
Testované kmeny Testované kmeny
BHI BHI + sach BHI BHI + sach
Lactobac. acidophilus 0,193 0,197 Lactobac. rhamnosus 0,128 0,004
CCDM 217 CCDM 157
Lactobac. acidophilus 0,104 0,040 Lactobac. rhamnosus 0,003 0,119
CCDM 382 CCDM 821
Lactobac. acidos. Lactobac. rhamnosus
0,023 0,076 0,006 0,035
406 CCDM 579
Lactobac. acidophilus 0,107 0,277 Lactobac. rhamnosus 0,001 0,080
CCDM 476 CCDM 963A
Lactobac. paracasei 0,007 0,010 Lactobac. rhamnosus 0,006 0,004
CCDM 741 CCDM 963B
Lactobac. paracasei 0,002 0,009 Lactobac. casei 0,007 0,073
CCDM 832 CCDM 422

7.3 Vliv vnéjSich podminek na tvorbu biofilmu

Tvorba biofilmu byla zkoumana v bujéonu BHI, do kterého byla pfidana sacharosa v kon-
centracich 3 %, 5 % a 7 % dale byl do téchto bujonii ptidan NaCl (1 %): DalSim faktorem,
ktery byl sledovan, byl pfidavek 5 % glukosy a 5 % glukosy s piidavkem 1 % NacCl, aby
bylo zjisténo, jestli tyto rtizné koncentrace maji pozitivni nebo negativni vliv na produkci
biofilmu bakteriemi. Pro toto stanoveni byly vybrany pouze bakterie s nejvyssi vyslednou
hodnotou Asgs, tedy s nejvyssim vyskytem biofilmu. Pro stanoveni byly pouzity dvé odlis-
né teploty, a to 30 °C a 25 °C, aby bylo zji§téno, ktera teplota bakteriim vice vyhovuje pro

jejich produkci biofilmu.

Z obrazki 16-27 je patrné, ze nejvyssi tvorba biofilmu byla zaznamenana u bakterie Sta-
phylococcus epidermidis, kde vysledna hodnota Asgs ¢inila 2,545. Bakterie produkovala
biofilm v bujonu s piidavkem 3 % sacharosy pii 30 °C. Pti teploté 25 °C byla hodnota ab-
sorbance nepatrné mensi, vysledna hodnota Asgs V bujonu s pridavkem 3 % sacharosy ¢ini-

la 1,857.
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Dale je z obrazk 16-27 patrné, Ze ostatni testované bakterie neprodukovaly biofilm na

povrchu z polystyrenu. Tvorba biofilmu tedy nebyla jednozna¢né potvrzena.
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Obr. 17: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjsich podminek u

Enterococcus faecalis 53
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Obr. 19: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjsich podminek u

Lactobacillus curvatus 17
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Obr. 20: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjSich podminek u
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Obr. 21: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjSich podminek u
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Obr. 23: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjsich podminek u

Escherichia coli 46
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Obr. 24: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjSich podminek u
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Obr. 25: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjsich podminek u

Serratia marcescens 114
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Obr. 26: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjSich podminek u

Serratia liquefaciens 108
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Obr. 27: Zavislost absorbance Asgs na vlivu vnéjSich podminek u

Pseudomonas aeruginosa 115
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8 DISKUZE

V této diplomové praci byla experimentalné sledovana tvorba biofilmu u potravinarsky
vyznamnych bakterii, které byly izolovany z bazantdi, masa kralikii a ze syri. Dale byla
tvorba biofilmu zkoumana u $kolnich sbirkovych kmeni, v¢etné bakterii mlééného kvaseni

a kment Escherichia coli.

Pro monitoring tvorby biofilmu byly pouzity dvé metody, a to Christensenova zkumavkova

metoda a stanoveni tvorby biofilmu modifikaci této metody pomoci mikrotitracni desticky.

Gupta et al. [106] testovali 50 klinickych izolatt, a to z bakterie Escherichia coli, Klebsiel-
la pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, koagulaza negativni stafylokoky, Staphylo-
coccus aureus a Enterococcus faecalis. Téchto 50 izolatd bylo testovano na tvorbu biofil-

mu pomoci zkumavkové metody. Tvorba biofilmu je znazornéna na obr. 28.

Organisms Total no. Heavy Moderate No/weak
growth growth growth

Escherichia coli 28 6 7 15
Klebsiella pneumoniae 4 0 0 4
Pseudomonas 3 1 2 0
aeruginosa

NFGNB* 3 0 1 2
Staphylococcus aureus 3 3 0 0
CoNS* 8 0 1 7
Enterococcus faecalis 1 0 0 1
Total 50 10 11 29

*NFGNB-Non fermenting gram negative bacilli. "CoNS-Coagulase negative Staphylococci

Obr. 28: Tvorba biofilmu u testovanych 50 izolati [106]

Na obrazku je zobrazeno testovanych 50 izolat. U kazdé bakterie je zobrazen pocet izola-
td (total no.) a kolik z nich tvofilo silny (heavy), stfedni (moderate) nebo negativni/slaby
(no/weak) biofilm. Pfi vlastnim stanoveni byla tvorba biofilmu u bakterii Enterococcus
faecalis, Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa negativni. Na obr. 28 Ize vidét, ze
prevazna Cast izolatti Escherichia coli a bakterie Enterococcus faecalis byla také negativni
na tvorbu biofilmu, u Pseudomonas aeruginosa byla zachycena sttedni (+) tvorba biofil-
mu. Ostatni testované bakterie nebyly pii vlastnim stanoveni zjistovany zkumavkovou

metodou. [106]
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Planchon et al. [107] testovali na tvorbu biofilmu pomoci Christensenovy zkumavkové
metody 12 kment Staphylococcus xylosus, které byly izolovany z fermentovanych salamd.
Pti stanoveni byl rozdil v pouzitém zivném médiu, kdy kmeny byly kultivovany v bujonu
TSB a produkce biofilmu byla testovana jak na sklenéném povrchu, tak i na polystyreno-
vém povrchu. Vysledky ukazaly, Zze 10 kment Staphylococcus xylosus tvofilo podstatné
vyssi biofilm na sklenéném povrchu, nez na polystyrenovych zkumavkach a pouze 1 kmen
vytvaiel biofilm na obou materialech. [107] Pti vlastnim stanoveni byla zkoumana tvorba
biofilmu na sklenéném povrchu u Staphylococcus aureus, ktery byl ziskan ze skolni sbirky
a u kmend rodu Staphylococcus izolovanych ze svaloviny kraliki. U vSech vzorka byla
tvorba biofilmu negativni. Na polystyrenovém povrchu byly testovany kmeny rodu Staphy-
lococcus, které byly izolovany ze svaloviny kralika, produkci biofilmu vykazoval Staphy-
lococcus hominis. Produkce biofilmu byla podpofena piidavkem sacharosy. Stejné tak to-
mu bylo u Staphylococcus epidermidis, ktery byl izolovan z bazanta a produkoval biofilm
na polystyrenovém povrchu béhem kultivace v bujonu s ptidavkem sacharosy. Staphylo-
coccus epidermidis obsahuje povrchové proteiny (autolysin), které piedev§im ovliviiuji
piilnuti k povrchu z polystyrenu, a napomahaji tvorb¢ biofilmu. Vyssi tvorba biofilmu u
této bakterie je také spojovana s mutantnimi kmeny, u kterych je znam gen luxS, ktery tak-

téz podporuje produkci biofilmu. [48]

Christensenova zkumavkova metoda je dle mého nazoru ponékud neptfesna. Pro ptesnost a
ujisténi, zda jsou testované bakterie biofilmnegativni ¢i biofilmpozitivni, by se k této me-
todé mély vyuzit i dalsi dopliikové metody. Vyhodnoceni této metody je velmi subjektivni,

a proto dle mého nazoru se nejednd o vhodnou metodu pro stanoveni tvorby biofilmu.

U nékterych testovanych bakterii, pfi stanoveni biofilmu pomoci polystyrenové mikrotit-
raéni desticky, vySla vysledna hodnota Asgs vV Zivném médiu BHI s 5 % sacharosou nizsi,
nez V médiu BHI bez ptfidavku sacharosy, coZ mohlo byt zplisobeno tim, Ze na nckteré
bakterie ptisobi sacharosa Vv této koncentraci inhibi¢né nebo také tim, Ze jeji pritomnost

nema vliv na produkci exopolysacharidové matrice.

Tvorba biofilmu, pfi zkoumani vlivu vnéjSich podminek, byla u vétsiny bakterii negativni.
Vysoka tvorba biofilmu byla prokazana jen u Staphylococcus epidermidis, ktery byl kulti-
vovan pii 30 °C v bujonu s pridavkem 3 % sacharosy. Pti puisobeni teploty 25 °C v bujonu
s 3% sacharosou byla produkce biofilmu nizsi. Lze tedy usoudit, ze tvorbu biofilmu pod-
poruje vyssi teplota. Bohuzel ve vétsin€ ptipadt nebylo potvrzeno, ze v zivném médiu BHI

S 5 % sacharosy by dané bakterie produkovaly zvySené mnozstvi biofilmu. Mohlo to byt
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zpusobeno tim, ze se bakterie neuchytily nebo v pribéhu ¢asového rozpéti odumiely. Pii-
davek 1 % NaCl do bujonu BHI snizoval nebo inhiboval tvorbu biofilmu u testovanych
bakterii.

Podle Shin-Hee Kima a Cheng-I Weia [108] byla zkoumana tvorba biofilmu u bakterie
Salmonella Typhimurium DT104, ktera byl izolovana z mletého hovéziho masa. Stanoveni
bylo provedeno v bujonu Luria Bertoni (LB) a LB s pfidavkem 1 % NaCl, aby bylo zjisté-
no, jaky vliv ma NaCl na tvorbu biofilmu. U testované bakterie Salmonella Typhimurium
DT104 byla prokazana tvorba biofilmu v LB bujonu bez piidavku NaCl. [108] Potvrdilo se
tedy, Ze Gi€inek NaCl inhibuje tvorbu biofilmu. Pfi vlastnim stanoveni byl testovan odlisny
kmen Salmonella Typhimurium, ktery nebyl testovan na ti¢inek NaCl pii tvorbé biofilmu,
z toho dtivodu, Ze tento kmen nevytvaiel biofilm. Pti stanoveni vlivu vnéjSich faktort u
kmend, které vykazovaly produkci biofilmu, pfidavek 1 % NaCl inhiboval tvorbu biofilmu
u vétsiny testovanych bakterii. Vyjimku tvoftil Staphylococcus epidermidis, u kterého je
z obrazku 21 patrné, Ze bakterie v bujonu s pfidavkem 3 a 7 % sacharosy a 1 % NaCl vy-
kazovala stiedni tvorbu biofilmu. Briantet et al. [108] poukazuji na skute¢nost, ze u Sta-
phylococcus spp. ptidavek NaCl naopak zlepSuje pfilnavost na povrch z nerezové oceli a
tim je podpofena produkce biofilmu. [108] Tato skute¢nost mize byt rovnéz dana tim, ze

stafylokoky jsou halotolerantni a pfitomnost soli v prostiedi vyraznéji neovliviiuje jejich

riist. [34]

Testované bakterie tvotici biofilm byly oznaceny jako biofilmpozitivni a je u nich mozné
riziko kontaminace v potravinarském pramyslu. U bakterie rodu Escherichia, ktera byla
izolovana z téla bazanta, kment Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa ziskanych ze
Skolni sbirky, byla prokazana vyssi tvorba biofilmu. Tyto bakterie se fadi mezi potencialné
patogenni MO a mohou negativné ovliviiovat zdravi ¢loveéka. U dal$i potenciadlné patogen-
ni bakterie Staphylococcus aureus ziskané ze $kolni sbirky, nebyl jednoznaéné prokazan
vyskyt biofilmu. Vyssi vyskyt biofilmu byl u Staphylococcus hominis izolovaného z ba-
zanta, ktery vytvarel biofilm v Zivném médiu BHI s pfidavkem 5 % sacharosy. Jedna se

ovSem o kmen, ktery je povaZzovan za nepatogenni.

Podle Sudaginana a Yemenicioglue [109] byla zkoumana tvorba biofilmu u patogennich
kmenut Staphylococcus aureus, které byly izolovany ze syra (12 kmenti) a syrového mléka
(13 kmenti). Dale byl u téchto bakterii zkouman ucinek nisinu a lysozymu na tvorbu nebo
inhibici biofilmu. U¢inky téchto latek na kmeny S. aureus byly stanoveny v bujonu TSB, u

kterého bylo upraveno pH na 6,5. Pti tomto stanoveni bylo zjisténo, zZe lysozym pridany do
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TSB v mnozstvi 1-5 mg/ml nevykazoval inhibi¢ni G¢inky na tvorbu biofilmu bakterii S.
aureus. Dale bylo zjisténo, Ze lysozym podporuje virulenci u testovanych bakterii. Lyso-
zym tedy tvorbu biofilmu neovlivnil nebo jeho tvorbu mirné podpofil. Bylo prokazano, ze
nisin v mnozstvi 25 mg/ml inhiboval rdst vS§ech kmend S. aureus izolovanych ze syrového
mléka. Bakterie vykazovaly citlivost uz v koncentraci 0,5 mg nisinu/ml. Kmeny S. aureus,
které byly izolovany ze syra, byly vysoce citlivé na ucinek nisinu, a to pfi koncentraci 12,5
mg/l. Peschel et al. [109] uvadi, ze inhibi¢ni u¢inky nisinu na bakterii S. aureus byly zpua-
sobeny kladné nabitymi D-alanin estery, které jsou obsazeny v jeji bunééné sténé. Martinez

et al. [109] zjistili, Ze ucinek nisinu u téchto kment snizuje hydrofobnost.

Podle Wondshorsta [110] byla na tvorbu biofilmu zkoumana bakterie Salmonella enterica,
kterad byla izolovana z dritbezarny. Stanoveni bylo provedeno v bujonu LB. Bylo zjiSténo,
ze Salmonella enterica izolovana z vaje¢né skofapky tvoftila biofilm, kdy vysledna hodnota
Asgs Cinila 1,659. U laboratornich kment nebyl prokézéan vyskyt biofilmu, vysledna hodno-
ta Asgs Cinila 0,441. [110] Pfi vlastnim stanoveni tvorby biofilmu na mikrotitra¢ni desticce
bakterie Salmonella enterica nebyla v této diplomové praci zkoumana. Patogenni Salmo-
nella Enteritidis byla testovana Christensenovou zkumavkovou metodou, u které nebyl
prokazan vyskyt biofilmu na sklenéném povrchu. Studie ukazuji, ze bakteriim rodu Salmo-

nella vyhovuje, pro zvySenou tvorbu biofilmu, spiSe polystyrenovy povrch.

Podle Djordjevice et al. [111] byl zkouman rist a tvorba biofilmu u patogenni Listeria mo-
nocytogenes, ktera byla izolovana z motskych plodu. Pro stanoveni byl pouzit bujon MWB
s pfidavkem glukosy a se zdroji uhliku. Byla prokazana vysoka tvorba biofilmu a dale bylo
zjisténo, ze pridavek uhliku vyraznéji neovlivituje tvorbu biofilmu. Déle byla mikrosko-
picky zkouméana produkce biofilmu na povrchu z PVC a nerezové oceli. Bylo zjisténo, Ze
vyssi produkce biofilmu bakterii L. monocytogenes byla na povrchu z PVC. [111] Jelikoz
patii Listeria monocytogenes mezi nebezpetné patogeny, nebylo mozné provést vlastni
stanoveni, ale riznymi studiemi je prokazano, Ze tato bakterie vytvari silny biofilm. Studie
ukazuji, Ze na tvorbu biofilmu u listérie ma vliv pfedevSim Zivotné prostiedi, teplota, pH a

povrch.
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9 ZAVER

V této praci byly pro stanoveni tvorby biofilmu u potravinaisky vyznamnych bakterii pou-
zity Christensenova zkumavkova metoda a jeji modifikace v mikrotitraéni desti¢ce. Chris-
tensenova zkumavkova metoda je velmi subjektivni a vysledky by mély byt zkontrolovany
i dalsi metodou. Velmi vysoka tvorba biofilmu byla u bakterie Pseudomonas fluorescens, u
které byla produkce biofilmu podpotena pridavkem 5 % sacharosy do bujonu BHI. Stiedni
tvorba biofilmu byla u Enterococcus sp. E24. Tyto bakterie byly oznaceny jako biofilmpo-
zitivni. Ostatni testované kmeny byly podle Christensenovy zkumavkové metody hodno-

ceny jako biofilmnegativni.

Pouziti mikrotitracnich desticek pro stanoveni produkce biofilmu je pfesnéjsi. Tvorba bio-
filmu byla hodnocena na zékladné vysledné hodnoty absorbance. Nejvyssi tvorba biofilmu
byla zaznamenana u kment bakterie Escherichia coli, dale u Serratia marcescens, Pseu-
domonas aeruginosa, u kmeni bakterie Citrabacter gillenii, Enterococcus faecium a Ente-
rococcus faecalis a u mlécné bakterie Lactobacillus casei. Tyto testované bakterie byly

zhodnoceny jako biofilmpozitivni.

Na tvorbu biofilmu ma vliv celd fada faktord, jednim z nich je povrch, na ktery bakterie
adsorbuji. Pfi stanoveni tvorby biofilmu pomoci Christensenovy zkumavkové metody a
pomoci polystyrenové mikrotitracni desticky bylo zjisténo, ze bakterie 1épe adheruji na
povrchu z polystyrenu, nez na povrch ze skla. Lze tedy usoudit, Ze bakteriim Iépe vyhovuje

hydrofobni material, nez hydrofilni.

Pti zkoumani uc¢inku vnéj$iho prostiedi, bylo zji§téno, ze tvorbu biofilmu podporuje zvy-
Sena teplota a naopak inhibuje prostiedi s ptidavkem NaCl. Vyjimku ovSem tvoii kmeny

rodu Staphylococcus, u kterych piidavek NaCl mirné podporoval produkci biofilmu.

Jelikoz testované MO tvofici biofilm se vyskytuji v potravinafském priimyslu a nékteré z
nich jsou povaZovany za patogeny, mé&l by byt kladen velky diraz na provozni a osobni

hygienu a potravinaiské provozy by mély spliovat kritéria dané HACCP.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A
Agr
Al-2
AMK
ATB
BHI
BMK
CFU

CRL

Absorbance

Genovy regulator
Autoinduktor -2
Aminokyselina
Antibiotika
Mozkosrdcova infuze
Bakterie mlé¢ného kvaseni
Kolonie tvoftici jednotku

Regulatorovy gen

CSLM Skenovaci laserova mikroskopie

CSP
DNA
EPS
KTJ
LB
MH
MO
MPB
NMH
oD
PCR
PVC
QS
RNA

SEM

Signalni peptid
Deoxyribonukleova kyselina
Extracelularni polysacharidova substance
Kolonie tvoftici jednotku
Lurio Bertani bujon

Mezni hodnota
Mikroorganismus
Masopeptonovy bujon
Nejvyssi mezni hodnota
Opticka denzita
Polymerazova fetézova reakce
Polyvinylchlorid

Quorum sensing
Ribonukleova kyselina

Skenovaci elektronova mikroskopie
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STEC E. coli produkujici shiga toxin

TSB Trypton sojovy bujon
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