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Mikrobialni biofilmy v potravinarském pramyslu

Schlegelova J., Karpiskova S.
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Souhrn

Biofilmy jsou spoleéenstvi mikroorganismu s architekturou, na které se podileji mikroorganismy
a jimi produkované biotické latky spolu se zachycenymi organickymi a anorganickymi latkami
z vnéjsiho prostiedi. Vaznym problémem jsou v humannim lékavstvi. Mikrobialni biofilmova spo-
leéenstvi jsou problémem i v potravinaiském pruamyslu, kde patogenni mikroorganismy uvolnéné
z biofilmové struktury mohou zpasobovat kontaminace potravin a surovin pro jejich vyrobu. Spo-
leéenstvi jako celek, ale i jednotlivé buriky, vykazuji zvyS$enou rezistenci k sanitaénim a dezin-
fekénim prostiedkum, ktera zpasobuje, Ze tyto komunity je nesnadné odstrafiovat nebo mikroor-
ganismy v nich inaktivovat. Zejména modelové studie, molekularné-genetické a mikroskopické
metody, mohou prispét k dalsim poznanim, ktera povedou k prevenci a k inaktivaci mikrobialnich
spolecenstvi na kontaktnich povrsich technologickych zarizeni potravinaiskych podniku. Da se
ocekavat, ze tyto studie piinesou poznatky potiebné jak z pohledu lidského zdravi, tak pro zpra-
covatelské a vyrobni potravinaiské zavody.
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Summary
Schlegelova J., Karpiskova S.: Microbial Biofilms in the Food Industry

Biofilms are microbial communities whose architecture includes microorganisms, biotic
substances produced by these microorganisms and attached organic and inorganic substances
from the environment. They pose a serious problem in human medicine. Microbial biofilm
communities are also cause for concern in the food industry since pathogenic microorganisms
released from the biofilm may contaminate food and raw materials for food production. Not only
the microbial community as a whole but also particular cells exhibit increased resistance to
sanitation measures and disinfectants which makes it difficult to remove the biofilm or to
inactivate particular built up microorganisms. Mainly model studies and molecular genetic and
microscopy methods can contribute to better understanding of this issue, and thus to prevention
and inactivation of microbial communities on food contact surfaces of equipment in the food
production plants. Such studies would be of benefit to both health care and food processing and
production.

Key words: food safety - biocides - eradication of biofilm.

Povrchova mikrobialni spolec¢enstvi —
biofilmy

Za bakterialni biofilmy jsou povaZovéana spole-
¢enstvi mikroorganismu rostouci na rozhrani
fazi, napiiklad na pevném povrchu zafizeni ve
fluidnim prostiedi [13, 33]. Tato strukturovana
mikrobidlni spole¢enstvi mohou byt jak jedno, tak
Castgji vicedruhova [55, 57]. V jednom spolecen-
stvi mohou koexistovat vedle sebe bakterie
s odlisnymi naroky naptiklad na kyslik a s odlis-
nou respiraéni aktivitou [11].

Je prokazano, ze mezi bunitkami mikrospoleéen-
stvi dochazi k transferu DNA [21, 28, 44]. Toto
poznani upozornuje na dalsi nebezpeci vyplyvaji-
ci z existence biofilmu, a tim je moZnost pfenosu
rezistence k antimikrobialnim latkam mezi mik-

roorganismy. Subletalnim ptisobenim biocidnich
latek na bunky v biofilmu mutzZe dochazet k adop-
ci mechanismt zpusobujicich rezistenci k biocid-
nim i antimikrobidlnim latkam [25]. Nékteré
mikroorganismy rostouci v biofilmech mohou
nést jednoznaény detekovatelny geneticky poten-
cial pro vznik biofilmu [14, 17]. Napiiklad ze sté-
ra z technologického zatizeni potravinaiskych
zavodt a z potravin byly izolovany kmeny Sta-
phylococcus epidermidis, které ve svém genomu
nesly ica operon. Tyto kmeny se od ostatnich ligi-
ly fenotypové, a to tvorbou biofilmu na polystyre-
novém a sklenéném povrchu [30].

Bakterialni buriky jsou uvnit¥# biofilmu propoje-
ny a uzavieny v exkretovanych povrchové aktiv-
nich substancich (polysacharidy, extracelularni
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enzymy aj.), které tvoti tzv. biofilmovy glykokalyx
[23]. Vedle organickych latek jsou zde zachytava-
ny i anorganické latky z prostiedi. Pomoci skeno-
vaci konfokalni laserové mikroskopie umoznujici
prostorové zobrazeni bylo zjisténo, Ze kontakt niz-
Sich vrstev bunék spolecenstvi s vnéjsim prostie-
dim je uskuteéniovan prostiednictvim kanalka
v biomase [32]. Mikrobialni biofilm Zije v mikro-
nice (s adaptaci mikroorganismt na odliSny zpu-
sob zivota), jako spolecenstvi s primitivni homeo-
stazou, primitivnim cirkulaénim systémem,
metabolickou kooperaci a kazda z uchycenych
bunék ve spolecenstvi reaguje zcela odlisné od
volnych, planktonnich bunék téze species. Jedna
se tak o komplexni diferencované spolecenstvi,
jehoz proces vzniku lze pokladat, vzhledem ke
koordinovanym aktivitam relativné malych geno-
mu prokaryoti, v biologii za unikatni [54]. Jiz
z tohoto je zifejmé, Ze za biofilm nelze povazovat
stav, kdy jsou mikrobialni buniky pouze adherova-
né na povrchu, i kdyZ u nékterych kolonizaci je
mozno adherované mikroorganismy povazovat za
prvni reverzibilni stadium vyvoje biofilmu.
Adherence volnych planktonnich mikrobialnich
bunék v ptirozenych systémech probiha tehdy, kdy
pro to existuji zcela uréité podminky jak mikrobi-
alni (hydrofobicita povrchu, pfitomnost bic¢ika
a rasinek, pritomnost proteint na povrchu bunék
aj.), tak detailni podminky, které charakterizuji
obvykle povrchy a prostiedi po chemické, fyzikal-
né-chemické a nutriéni strance (hydrofilie/hydro-
fobicita, osmoticky tlak, pH, teplota, piitomnost
glycid, aj.) [19]. Biologické makromolekuly adsor-
bované na pevném povrchu ¢asto obsahuji poly-
mery s proteiny a jsou piedpokladem pro uchyce-
ni bunék [62]. Na kontaktnich povrsich
v potravinaiském pramyslu jsou to piedevs§im
proteiny z mléka [31] nebo masové stavy [62], kte-
ré ulpély na povrchu a tvo#i tzv. kondiéni film pro
nasedavani a uchyceni mikrobialnich bunék. Toto
v8ak neplati za kazdé situace a podminky se
mohou u jednotlivych mikroorganismu lisit [29].
Naptiklad zdravotné vyznamna bakterie Listeria
monocytogenes adherovala na nerezové povrchy
kondiciované slozkami mléka ve vyznamné men-
§im poctu nez na povrchy nekondiciované [60].

Vyznam biofilmu
V lékarstvi

Potencionalné nebezpeéna spolefenstvi mikro-
organismu pro ¢lovéka byla nalézana piredevsim
v humannim lékatstvi, a to na povrsich umélo-
hmotnych, ale i na kovovych implantatech
a lékaiskych zatizenich [16, 18, 26, 58].V pripadé
biofilmd v humannim lékafstvi mohou uvolnéné
mikroorganismy zpusobovat reinfekce [18].
Dokonce se v této souvislosti hovoii o bézné pi#ici-
né perzistujicich infekei [12].
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V potravindrském primyslu

Avsak 1 v potravinaiském prumyslu, kde jsou
podminky pro vznik biofilmu s ohledem na sani-
genni mikroorganismy (L. monocytogenes, Stap-
hylococcus aureus aj.) nalézany jak na pevnych
kontaktnich povrsich ze skla a z nerezu, tak na
povrSich z gumy, teflonu, ze dieva a z umélych
hmot [6, 35]. Prokazatelné mikrobialni biofilmy
byly pomoci skenovaci a svételné mikroskopie
identifikovany na rostlinnych potravinach, které
byly zakoupeny v supermarketech [43].

Bakterie nebo jejich shluky uvolnéné z biofilmu
a unasené v protékajicim médiu, jako jsou voda,
mléko, rostlinné $tavy, nebo uchycené na vlhkych
polotovarech a potravinach, mohou byt zdrojem
pro mikrobialni kontaminaci dalsich povrcht [61]
nebo zavaznéji primo potravin, a to rostlinného
i Zivo¢i§ného pavodu [20, 43]. Uvolniovany jsou
prevazné jednotlivé buniky a malé shluky, ale byly
zachyceny i velké agregaty bunék o velikosti 500
um [55]. Velké agregaty jiz piedstavuji riziko
s ohledem na velikost infekéni davky. Naptiklad
bakterie rostouci v biofilmu na nerezovém povr-
chu tepelného vyméniku pasteraéni jednotky
v mlékarné kontaminovaly mléko po pasteraci
v koncentraci 106 CFU/ml [22].

Rané prace zabyvajici se mikrobialnimi biofil-
my v potravinaiském prumyslu prokazovaly bio-
filmy jak na potravinach, tak na kontaktnich
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povrsich technologickych zaiizeni a tim odavod-
novaly studium biofilmi v tomto mikrobialné
exponovaném prostiedi [36, 61, 62]. Béhem néko-
lika malo let znalosti v tomto sméru pokrocily
natolik, Ze nelze o p¥itomnosti biofilm® na tech-
nologickych povrsich a jejich potencialu kontami-
novat potraviny nebezpeénymi mikroorganismy
pochybovat [5, 23, 49]. Z povrchu post-pasterizac-
ni jednotky v mlékarné byly ziskany po sanitaci
izolaty jak roda Bacillus, Lactobacillus, Strepto-
coccus a Staphylococcus, tak Gram-negativni izo-
laty Shigella spp., Escherichia spp. a Enterobacter
aerogenes. Navic, izolaty byly éetné rezistentni ke
karbenicilinu, kloxacilinu, cefaloridinu, novobio-
cinu a vankomycinu [47]. Prokazatelné piipady
poskozeni zdravi konzumenta jsou vSak zazna-
menavany vyjimeéné, napiiklad pri¢inou krize
v Japonsku v roce 2000 byla produkce termorezi-
stentniho toxinu bakterii S. aureus rostouci
v kohoutu potrubi zavodu pro zpracovani mléka
[3].

Mista vyskytu biofilmu v potravinarstvi

Je snadné si predstavit, Ze problematické
z pohledu tvorby biofilmt a sanitace budou
zejména povrchy z mékkych materiala, které
budou vice naruseny naptiklad nozi p#i fezani,
a to i v doméacnostech. Takovato mista mohou
byt zdrojem patogennich mikroorganismu
a nebo tvorit niky pro tzv. kondi¢ni filmy
a nasledné uchyceni patogennich a potencional-
né patogennich mikroorganismua [20]. Pii testo-
vani pomucek pouzivanych v doméacnostech bylo
zjiSténo, ze exopolymerni substance charakteri-
zujici biofilm byly identifikovany na vSech testo-
vanych dfevénych plochach pro krajeni potravin,
v kuchynskych mycich houbi¢kach i vlhéenych
utérkach [43].

Mezi ¢etné kontaminované povrchy v potravi-
narskych podnicich, i po sanitaci podle zavede-
nych validovanych postupt, patfi dopravni
pasy, na kterych mohou byt vyrobky v pfimém
kontaktu s kontaminovanym povrchem. I po
vy¢isténi byl dopravni pas v mlékarné na kon-
taktnim povrchu kontaminovan 105-108
CFU/100 cm? bakteriemi Staphylococcus spp.,
Pseudomonas spp. a dal§imi [42]. Zdrojem kon-
taminace muze byt i bioaerosol, pfi kterém jsou
mikroorganismy uchyceny do kapalinovych ¢as-
teCek aerosolu. V prosttredi zavodt vznika prou-
dénim vody a vzduchu a uvoltiovanim bakterii
z biofilmu v odpadech nebo na podlahach zavo-
da, které mivaji zdrsnény povrch nebo mohou
byt poskozeny. Takovéto povrchy jsou kontami-
novany bakteriemi az 108 CFU/100 ¢m?2. Z pro-
stifedi masnych a mléénych potravinaiskych
podnikt byly z téchto mist nejéastéji izolovany
zdravotné zavazné pseudomonady a stafyloko-

o

ky [37], izolovana byla rovnéz L. monocytogenes
[56].

Vétsina povrcha v potravinafském prumyslu je
z nerezavéjici oceli, ktera je snadno dCistitelna
a chemicky odolna. Mikroskopicky vSak bylo pro-
kazano, ze hladké nerezové povrchy jsou ¢asem
mechanickym ¢isténim rovnéz naruseny. Vznikaji
na ném trhlinky a vrypy, kde zastavaji uchyceny
mikroorganismy a zbytky surovin [59]. ,Klasicky“
biofilm, se kterym se mtiZzeme setkat napiiklad ve
vodovodnich fadech, se muze vyvijet az nékolik
tydnu [33]. Rovnéz vsak bylo zjisténo, Ze ireverzi-
bilni stadium vyvoje biofilmu na nerezovém povr-
chu muze za uréitych podminek nastat velmi
rychle (do 1 minuty) [23].

Mikrobialni adherence na plochy z nerezovych
materiald, jako jedno ze stadii vyvoje biofilmu,
nenastava vidy a je podminéna jak vlastnostmi
nerezové oceli [50], tak zejména vlastnostmi
mikroorganismt. Vysoka korelace (R=0,979)
byla zaznamenana mezi hydrofobicitou povrchu
bakterie Bacillus cereus v ruznych rustovych
fazich a mirou adheze k nerezové oceli [41].
Z nerezového povrchu v mlékarné byla izolovana
bakterie L. monocytogenes, piicemz bylo proka-
zano, Ze kmeny perzistujici na nerezovém povr-
chu mély zvySenou adherenéni schopnost a lisily
se od dalsich nadhodnych izolatt i optimalni
adherenéni teplotou pfi rastu v monokultuie
[39]. Dale, exopolymerni substance produkované
jednim mikroorganismem mohou poskytovat
prostiedi pro uchyceni a rust jiného mikroorga-
nismu, jak bylo zjisténo pro L. monocytogenes
uchycenou v exopolymeru produkovaném Pseu-
domonas fragi [62].

Povrchové vlastnosti mikroorganismu ovliviiuji
i dalsi stadium vyvoje biofilmu. Naptiklad u kme-
nt Escherichia coli O157:H7 bez tasinek
a s fasinkami, které jsou produkovany za streso-
vych podminek, nebyl zaznamenan rozdil v adhe-
renci k nerezu, ale kmeny s fasinkami byly schop-
ny tvorit signifikantné 1épe biofilm [46].

Rezistence a inaktivace mikroorganismu
v biofilmech

Na rozdil od volné Zijicich planktonnich bunék,
mikroorganismy v biofilmech na potravinarskych
kontaktnich povrsich 1ze velmi obtiZné inaktivo-
vat. Bylo prokazano, Ze bakterialni biofilmy vyka-
zuji zvySenou rezistenci jak k Cisticim a dezin-
fekénim latkam [8], tak biocidnim latkam
pouzivanym v terapii infekénich onemocnéni [2,
4]. Rezistence je piisuzovana jednak specifickym
vlastnostem bunééné populace v mikrospoleéen-
stvi, jakou je naptiklad rastova faze mikroorga-
nismu [34] nebo produkce degradujicich enzymu
[63], tak struktuie biofilmu [9].

Vedle jiz zminénych odlisnych vlastnosti
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bunék Zzijicich v biofilmu, mezi které patti snize-
na citlivost k biocidnim latkam, je dezinfekéni
a sanita¢éni schopnost latek silné ovlivnéna den-
zitou bunééné populace v biofilmu. Jak bylo zjis-
téno, od koncentrace 108 CFU bakterii/cm? se
v8ak uéinnost prakticky neménila [52]. Rovnéz
jednotlivé druhy a kooperace mikroorganismu
rostoucich v konkrétnim biofilmu ovliviiuji bio-
cidni efektivitu latek. Napiiklad kmeny bakterie
E. coli O157:H7 produkujici exopolysacharid
a nesouci na povrchu fasinky mély oproti nega-
tivnim kmenum zvySenou rezistenci k chléru
[46]. Déale, uvoliiovani bunék Pseudomonas aeru-
ginosa rostouci v biofilmu s dominantni bakterii
Klebsiella pneumoniae bylo mnohem pomalejsi
nez u bakterie P. aeruginosa rostouci v monokul-
tute [52].

Bylo zaznamenano, Ze do specifické bunééné
architektury biofilmu na kontaktnich povrsich
v potravinarskych podnicich jsou uchytavany
organické a abiotické latky z prostiedi [9, 52].
Biofilm rostouci v neustalé pritomnosti abiotic-
kych ¢astic byl mnohem rezistentnéjsi k biocid-
nim latkam neZ byl biofilm rostouci bez nich.
Uchyceny kaolin a vapenaté ionty snizovaly sig-
nifikantné efektivnost dezinfekce a odstranova-
ni biofilmu monochloraminem [52]. Dtvodem
snizené efektivnosti muze byt i inaktivace bio-
cidni latky. Takto je napiiklad sniZovana aktivi-
ta chlorovych dezinfekénich preparatt, které
jsou v potravinatském prumyslu k dezinfekci
¢asto pouzivany [10]. Organické latky mohou
ulpivat i na povrchu biofilmu a tvorit tak ochra-
nu bakterii v biofilmu pfed ptsobenim dezin-
fekénich latek [62].

Znamena to, Ze Cistici a dezinfeké¢ni latky pou-
Zivané v potravinafstvi musi byt konstruovany
tak, aby zohlednovaly specifické vlastnosti pro-
stiedi, ve kterém se biofilm muze tvorit, avSak
nezpusobovaly ohrozeni lidského zdravi. V potra-
vinafstvi je dtlezita zejména efektivita Cisticich
prostiedkt, protoze odstranuji nanosy, chranici
biofilm pied pisobenim dezinfekénich latek [24].
V prubéhu cistici fAze muZe byt odstranéno az
99,8% bakterii ptitomnych na nerezovém povrchu
[20].

V Ceské republice podléha pouzivani dezinfeké-
nich prostifedkti v potravinarstvi podminkam
uvedenym ve veterinarnim zakonu ¢. 166/1999
Sb. a dal$im pravnim piedpistm, které zminuji
jak podminky uvadéni p¥ipravku na trh, tak nej-
vy$§i pripustné limity rezidui téchto biologicky
aktivnich latek. Statni veterinarni sprava CR ve
spolupraci s Ustavem pro statni kontrolu veteri-
narnich biopreparatu a 1é¢iv vydava seznam, kde
jsou mimo jiné uvedeny dezinfeké¢ni, dezinfekéni
Cistici a distici piipravky povolené v mlékaren-
skych a maso zpracovatelskych provozech [15].

o

Mezi Cisticimi latkami jsou napiiklad alkalické
latky saponifikujici tuky a oleje nebo latky solu-
bilizujici proteiny, chelatujici latky, ktera vazou
a odstranuji mineraly. Jako dezinfekéni latky jsou
nejéetnéjsi pripravky na bazi chloru, jodu, kvar-
ternich amonnych soli a nékterych kyselin.

Vedle ptisobeni téchto chemickych latek [8, 48]
jsou studovany indikované fyzikalné—chemické
a fyzikalni faktory (pH sanitaénich prosttedk,
sila proudu sanita¢niho prostiedku, termodyna-
mické podminky) a kombinace ¢isticich a dezin-
fekénich postupt, které mohou inaktivovat mik-
roorganismy nebo zpusobit uvolnéni spolecenstvi
od osidlenych povrchu [7, 38, 48, 50]. Kombinace
aéinkt chelatujiciho prostiedku EDTA s ultra-
zvukem méla jednoznaény synergicky efekt na
uvolnéni modelového biofilmu tvoieného E. coli.
Toto v8ak nebylo prokazano pro biofilm tvoreny
S. aureus [40]. Pro ¢isténi povrchu od biofilmu
tvoieného P. aeruginosa a S. aureus se jevilo efek-
tivni pouziti silného proudu vody (17.2 bar).
V kombinaci pouzité alkalické a kyselé pripravky
déale signifikantné ovliviiovaly Zivotnost mikroor-
ganismu, coZ minimalizovalo potencial pro Sifeni
kontaminant [24].

Zavér

Studiem biofilmt, primarné v huméannim
1ékarstvi, je jiz velmi mnoho objasnéno. Schop-
nosti mikroorganismt tvorit biofilmy je vyuzi-
vano i pramyslové, napiiklad k ¢isténi odpad-
nich vod v rotaénich biokontaktorech [45]. Pro
mikrobiology v oblasti bezpecnosti potravin je
studium faktoru, které prispivaji k tvorbé
a omezovani biofilma jako nebezpeénych spole-
¢enstvi mikroorganismu v potravinarském pru-
myslu zalezitosti otevienou. Da se oéekavat, ze
toto studium piinese poznatky potiebné jak
z pohledu lidského zdravi, tak pro zpracovatel-
ské a potravinaiské podniky. Zejména modelo-
vé studie, molekularné-genetické a mikrosko-
pické metody mohou prispét k dalsim
poznanim, ktera povedou k prevenci a k inakti-
vaci mikrobialnich spole¢enstvi na kontaktnich
povrsich technologickych zaiizeni potravinar-
skych podniku.
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