PUVODNIi PRACE

Hodnoceni tvorby biofilmu vybranych
patogenu vyskytujicich se v potravinarském
prumyslu

Silhova-Hruskova L., Motkova P., Silha D., Vytfasova J.

SOUHRN

Cil prace: Ucelem této studie bylo detekovani biofilmu pato-
gennich mikroorganismd vyskytujicich se v potravinarském
primyslu a porovnani jeho tvorby pfi rdznych kultivacnich
podminkach.

Material a metody: Ke studii byly zvoleny nasledujici mi-
kroorganismy - Staphylococcus aureus, Listeria innocua,
Listeria ivanovii, Cronobacter sakazakii, Cronobacter muyt-
jensii, Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus,
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Pro detekci biofil-
mu vybranych mikroorganismi byla pouzita Christensenova
metoda v mikrotitracnich destickach a metoda kultivace na
kuponech z nerezoveé oceli.

Vysledky: U vsech sledovanych mikroorganismu byla potvr-
zena schopnost tvorby biofilmu, a to jak v mikrotitracnich
desti¢kach, tak na kuponech z nerezové oceli. Tvorba biofilmu
byla ovlivnéna jak kultivacnim médiem, pouzitym materia-
lem a dobou kultivace, tak samotnym mikroorganismem.
Bylo prokazano, ze rdzné druhy a kmeny téhoz rodu tvori
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Detection of biofilm formation by selected pathogens
relevant to the food industry

Objective: Detection of biofilm formation by microbial
pathogens relevant to the food industry and comparison
of biofilm formation under different conditions of culture.
Material and methods: The following microorganisms were
selected for the study: Staphylococcus aureus, Listeria in-
nocua, Listeria ivanovii, Cronobacter sakazakii, Cronobacter
muytjensii, Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus,
Campylobacter jejuni, and Campylobacter coli. To detect
biofilm formation the microtiter plate assay, as described by
Christensen and culture on stainless steel coupons were used.
Results: The biofilm forming capacity was confirmed in all
microorganisms tested, both on the microtiter plates and
stainless steel coupons. Biofilm formation was influenced
by the culture medium, material used, and culture duration
as well as by the test microorganism. It was found that
different species and strains of the same genus differ in
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biofilm rozdilné. Rozdil byl zjistén i pfi porovnani sbirkovych
kultur a izolatl z prostredi. Nékteré bakterie tvorily biofilm
ve vetsi mife na povrchu polyetylenovych mikrotitracnich
desti¢ek a na nerezovych kuponech pak méné, nebo tomu
bylo naopak. Nékteré patogeny byly schopny zvysit denzitu
planktonnich bunék pdvodni suspenze béhem 72 hodin az
0 3 rady a zaroven vytvorit velké mnozstvi biofilmu.
Zaveéry: Sledovani tvorby biofilmu obavanych patogen(
je velice dllezité, a to nejen v potravinarském prdmyslu.
Podle ziskanych vysledkl je ziejmé, Ze se bakteridlni biofil-
my formuji jiz po relativné kratkém c¢ase (v nasem pripadé
24 hodin). Vzhledem ke strukture téchto biofilmU je jejich
likvidace velice ndro¢na, je tedy Zadouci predchazet samot-
nému vzniku biofilmu.
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biofilm formation. Differences were also found between the
collection strains and isolates from the environment. Some
bacteria tended to form biofilm more readily on the surface
of the polyethylene microtiter plates and less readily on
stainless steel coupons while others appeared to have an
opposite tendency. Some pathogens were able to increase
the planktonic cell density in the initial suspension even by
three orders of magnitude within 72 hours while producing
plenty of biofilm.

Conclusions: The study of biofilm formation by high risk
pathogens is of utmost importance, not only to the food
industry. From the obtained results, it is evident that bacterial
biofilms form rapidly (within 24 hours in the present study).
Due to their architecture, these biofilms are difficult to eradi-
cate, and therefore, it is crucial to prevent biofilm formation.
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V poslednich letech je tvorba biofilmu v potravinafském
pramyslu vaznym problémem. Jedna se o organizované
systémy mikrobidlnich bunék rostoucich na riznych
povrsich, jako jsou napt. plasty, sklo, kovy a dfevo
vystavované vihkému prostfedi [1-3]. Mikroby tvofi bio-
film z fady dGvodl, mezi které patfi zejména snadnéjsi
vyména genetického materidlu a pfenos zivin mezi
bunkami. Tato schopnost napomaha k jejich preziti
v jinak ne zcela vhodném prostfedi, napf. v potravi-
nafském primyslu na rtizném zafizeni a v prostiedi
s nestandardnimi podminkami. Dale tato struktura
bunék zabrarniuje pfistupu napf. biocidd a dezinfekénich
latek, a jelikoz je biofilm z velké ¢asti tvofen vodou,
branitakivysychani[1, 2, 4-9].

Mezi faktory ovliviiujici formovani biofilmu patfi viast-
nosti bunék, povrch substratu, slozeni a proudéni okol-
niho média. Nedostatecna hygiena technologického
zatizeni a prostiedi (povrchy), kterd prichazeji do styku
s potravinami, mohou tvorbu biofilmu podporovat [1, 2,
4, 5,10, 11]. Zatizeni pro zpracovani potravin se vyrabi
z mnoha riznych materidld, na které mohou bakterie
adherovat. Jedna se predev$im o nerezovou ocel, sklo,
plast, pryzajiné [12].

Mezi mikroorganismy, které jsou v potravinarskych
zavodech nebezpecné z hlediska tvorby biofilmu, patfi
zejména stafylokoky, listerie, streptokoky, koliformni
bakterie, kampylobaktery a arkobaktery. V zavodech,
kde se vyrabi dehydratovana mlécna strava a détské
vyzivy, mtze ¢init problémy Cronobacter spp. [13-17].
Pokud se biofilm vyskytuje v potravinarskych zavo-
dech, maze pfi vyrobé nebo baleni potravin dochazet
k jeho uvolriovani, a tim ke kontaminaci produktu.
Mikrobidlni kontaminaci potravin dochazi ke sniZeni
jejich trvanlivosti a zvysSuje se riziko prenosu bakte-
ridlnich infekci [1, 4, 5, 18].

Sanitace povrchl a prostfedi konvenénimi metodami
svyuzitim dezinfek¢nich prostfedka je Casto neticinna,
jelikoz bylo prokazano, Ze bakterialni biofilmy vykazuji
zvySenou rezistenci k vnéj$im vliviim [1, 2, 9]. V biofil-
mu mohou také buriky podstupovat fyziologické zmény,
kterymi mohou opét zvysovat jeho odolnost [19].
Cilem této studie byla detekce biofilmu patogennich
mikroorganismi vyskytujicich se v potravinafském
pramyslu a porovnani jeho tvorby pfirtiznych kultivac-
nich podminkach. Stanoveni bylo provedeno metodou
podle Christensena v mikrotitra¢nich destickach [20, 21]
a kultiva¢ni metodou na nerezovych kuponech pfedsta-
vujicich povrch v potravinaiské vyrobneé.

MATERIAL A METODY

Testované kmeny a pfiprava bakteriilni suspenze
Pouzité bakterialni kmeny byly ziskany ze sbirek -
CCUG (Sbirka mikroorganismu Univerzity v Géteborgu,
Svédsko), CCM (Sbirka mikroorganismii Masarykovy
univerzity v Brné, Ceska republika), ATCC (Americka
sbirka mikroorganismt, Manassas, USA) a UPa (sbirka
Univerzity Pardubice, Ceska republika).

Bakterialni suspenze o denzité 108 cfuxml? (Staphylococcus
aureus CCM 3953; Listeria innocua CCM 4030; Listeria ivano-
vii CCM 5884; Cronobacter sakazakii CCM 3461; Arcobacter
cryaerophilus CCM 7050; Cronobacter muytjensii ATCC 51329;
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Arcobacter butzleri CCUG 30484; Arcobacter cryaerophilus
UPa 2012/1 - izolat z odpadni vody; Arcobacter butzleri
UPa2013/7 - izolat z kufeciho krku) byly pfipraveny z 24
(48) hodinovych kultur na TSA (trypton-séjovy agar;
Himedia; Indie), kultury termofilnich kampylobakte-
1 (Campylobacter jejuni CCM 6214; Campylobacter coli CCM
7227) byly ptipraveny z CAM agaru (Campylosel agar;
Biomerieux; Francie). Pro kontrolu vychozi denzity
pripravenych bakteridlnich suspenzi byly suspenze
vhodné natedény a vyockovany na TSA. Takto pfipra-
vené misky byly kultivovany za optimalnich podminek
podle sledovaného mikroorganismu. Po kultivaci byly
jednotlivé kolonie spocitany.

Christensenova metoda v mikrotitraénich
destickach

Modifikovanou Christensenovou metodou [20, 21] byla
sledovana tvorba biofilmu vybranych mikroorganismt
v CASO bujénu (kasein-séjovy bujon; Merck; Némecko),
BHI bujénu (mozko-srdcova infuze; Himedia; Indie)
a peptonové vodé (PV) s 1% NaCl. Pro toto stanoveni byly
pouzity polyetylenové mikrotitra¢ni desticky (96 jamek)
s plochym dnem (Nunclon™ Surface; Némecko).
Mikrotitracni desticka byla promyta 96% etanolem. Po
oschnuti byly bakteridlni suspenze v testovaném zivném
médiu pipetovany po 100 pl do kazdé jamky. Soubézné
byla vzdy provedena negativni kontrola (nezaockované
médium). Nasledovala kultivace po dobu2a 6 dni pti25°C
za aerobnich podminek (v pfipadé kampylobakterd za
mikroaerofilnich podminek). Vzdy pfed kultivaci i po
nibyla desticka promérfena na spektrofotometru TECAN
Infinite M 200 (Tecan Trading AG; Svycarsko) pfi 620 nm
(A,,)- Po proméfenibyla 3krat promyta sterilni destilova-
nou vodou (SDV), aby doslo k odstranéni volnych bunék
adalenechana 45 minut schnout. Obarveni vytvotfeného
biofilmu bylo provedeno 1% roztokem krystalové violeti
(100 pl; 45 min; 25 °C). Po obarveni byla desticka 5krat
promyta SDV a nechana 30 minut volné schnout. Poté bylo
do kazdé jamKky pipetovano 200 pl 96% etanolu, po cemz
byla desti¢ka 5 minut michana na vortexu. Nasledné bylo
zkazdé jamky pipetovano 100 pl do nové etanolem promy-
té desticky a vyhodnocovano pomoci spektrofotometru,
a to méfenim absorbance zbarveného roztoku pfi 620 nm,
ktera koresponduje s mnozstvim vytvoreného biofilmu.
Déle byla sledovana schopnost riistu vybranych mikro-
organismi béhem kultivace v danych médiich, coZ bylo
provedeno pravidelnym méfenim absorbance béhem
formovani biofilmu po celou dobu experimentu (6 dni).
Schopnost ristu byla uréena jako rozdil absorbance sus-
penze na pocatku kultivace a absorbance suspenze po
kultivaci, a to s odectenim hodnoty absorbance negativni
kontroly, aby nedochazelo k ovliviiovani vysledka kulti-
vacnim médiem.

V ramci jednoho experimentu bylo provedeno celkem
8 opakovani pro kazdé testované médium a bakterii
(1 fada mikrotitracni desticky). VeSkeré experimenty
byly 4krat nezavisle opakovany.

Kultivace na kuponech z nerezové oceli

Ke sledovani tvorby biofilmu na nerezovych kuponech
byla pouzita stejnd média jako u metody Christensenovy.
Vyjma kampylobakterd byly pouzity i shodné mikro-
bidlni kmeny. Tato metoda podle Djordjevic et al. [22]
byla dale modifikovana.
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Graf 1. Sledovani ristu planktonnich bunék v CASO bujénu po dobu 6 dnli pfi teploté 25 °C v mikrotitracni desti¢ce

Fig. 1. Growth of planktonic cells in CASO broth in a microtiter

Zkumavky se sterilnimi kupony (4 x1cm) a 9 ml Zivného
média byly zao¢kovany 1 ml bakteridlni suspenze a kul-
tivovany 72 hodin pti 25 °C. Po kultivaci byly zkumavky
1minutu vortexovany, poté bylo 100 pl vhodného fedéni
vyockovano na TSA a provedena kultivace za optimal-
nich podminek.

Kupony byly ze zkumavek vyjmuty pomoci sterilni pin-
zety a oplachnuty 2 ml SDV. Biofilm byl z kazdé strany
10krat setfen vatovym tamponem, ktery byl nasledné vy-
tfepan do 10 ml fosfatového pufru (2 min; vortex), 100 ul
vhodného fedéni bylo vyockovano na TSA a kultivovano.
Vramcijednoho experimentu byly pro kazdy typ média
pouzity 3 zkumavky. Ve§keré experimenty byly dile
4krat nezavisle opakovany.

Hodnoceni vysledku

Nameéfené hodnoty u obou metod byly statisticky vy-
hodnoceny, a to pomoci programu Excel 2010 MS Office
(Microsoft, USA) a Statistica 12 (StatSoft, USA). Extrémni
hodnoty byly testovany Deanovym-Dixonovym testem
a ptipadné odlehlé hodnoty byly s pravdépodobnosti 95 %
vylouceny. Ze zbylych hodnot byl uréen medin a smeéro-
datnd odchylka. U Christensenovy metody byl uvazovan
imozny zdroj chyb, ¢imZ je vliv nedostate¢ného vymyti
barviva, coz vede k nar@istu absorbance. Stejné tak prilis
vysoké absorbance v porovnani s ostatnimi hodnotami.

VYSLEDKY

Christensenova metoda

K hodnoceni vysledki tvorby biofilmu bylo pro jednot-
liva média stanoveno tzv. cut-offscore (A, ato A
= 0,084 + 0,0015, A gy, = 0,086 + 0,0017 2 A ogpyipsnacs =

0,084 + 0,0028. Bakterialni kmeny, jejichz A< A

COSCASO

Cos?

plate at 25 °C over six days

byly povazovany za negativni. Kmeny, u nichz platilo
A <A<0,1, byly povazovany za slabé pozitivni (*); za
stredné pozitivni (**) byly povazZovany kmeny, jejichz
absorbance byla 0,1 < A< 0,15 a jako silné pozitivni (***)
byly oznaceny ty kmeny, jejichZA>2xA .

Po 48 hodinach kultivace v CASO bujénu byla nejvétsi
tvorba biofilmu zaznamenana u L. ivanovii (A, = 0,112
+0,0008™) a L. innocua (A,,,= 0,110 + 0,0006™). Nasledné
uA. butzleri CCUG 30484 (A,,= 0,100 + 0,0009°) a u St. aureus
(A= 0,099 + 0,0010). Naopak nejmensi tvorba biofil-
mu byla zjiSténa u Cr. muytjensii (A,,,= 0,086 + 0,0016).
U ostatnich testovanych mikroorganismu nebyly vétsi
rozdily v mife tvorby biofilmu pozorovany. V BHI bujé-
nu byla nejvétsi produkce biofilmu zaznamendana opét
u L. ivanovii (A_,,= 0,114 + 0,0013") a nejmen3i znovu
u Cr. muytjensii (Ag,, = 0,089 + 0,0005"). Jinak tomu bylo
v ptipadé PV s 1 % NaCl, kde byla produkce biofilmu
u St.aureus (A, = 0,170 + 0,0094") vyrazné vyssi ve srovna-
ni s ostatnimi sledovanymi mikroorganismy. Nejmensi
tvorbu biofilmu vykazoval opét Cr. muytjensii (A, = 0,093
+0,0004). Po 6 dnech kultivace jiz takové rozdily v pro-
dukci biofilmu nebyly patrné. V CASO a BHI bujénu
bylo dosazZeno obdobnych vysledkd jako po 48 hodinach
kultivace. V peptonové vodé s 1 % NaCl byla zazname-
nana nejvétsi tvorba biofilmu u St. aureus (A, = 0,109 +
0,0032™). Vétsi tvorba biofilmu byla zjisténa u L. ivanovii
(A, = 0,107 + 0,0065"), C. jejuni (A, = 0,106 + 0,0042")
a C.coli (A= 0,102+ 0,0046™).

AvSak u nékterych bakterii byla vlivem doby kultivace
sledovana zména v tvorbé biofilmu. Napiiklad St. aureus
byl po 48 hodinach kultivace v PV s 1 % NaCl zafazen
mezi silné pozitivni kmeny, ale po 6denni kultivaci byl
zafazen mezi kmeny stfedné pozitivni. Naopak C.jejuni
a C. coli se po 6denni kultivaci zafadili mezi stfedné
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St. aureus CCM L. innocua CCM L. ivanovii CCM  Cr. sakazakii ~ Cr. muytjensii A. butzleri CCUG A. butzleri UPa A. cryaerophilus A. cryaerophilus
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Graf 2. Tvorba biofilmu vybranych mikroorganismt na kuponech z nerezové oceli po 72 hodinach kultivace pf¥i teploté 25 °C

Fig. 2. Biofilm formation by selected microorganisms on stainless steel coupons after 72 hours of culture at 25 °C

pozitivni, pficemz po 48 hodinové kultivaci spadali do
skupiny slabé pozitivnich kmenti. U ostatnich sledova-
nych kment zistala tvorba biofilmu ve vSech médiich
a obou kultiva¢nich ¢asech na stejné trovni.

Pfi sledovani rastu planktonnich bunék béhem 6 dnt
kultivace v CASO bujénu (graf 1) byly zaznamenany
rizné hodnoty jejich nartistu. Z grafu je zfejmé, Ze
jiZ po 48 hodinach kultivace nastal pokles absorbance
u nékolika kment, coZ bylo pravdépodobné zplisobeno
vazanim planktonnich bunék do rostouciho biofilmu.
NejvétSiho prirfistku bylo dosaZeno u St. aureus (A, =
0,607 + 0,0301). U Cr. muytjensii bylo nejvyssi hodnoty
absorbance dosaZeno jiz po 24 hodinach (A, = 0,435
+ 0,0221), dale pak dochazelo k postupnému poklesu.
Podobny trend byl zaznamenan i v pfipadé L. ivano-
vii, obou kmend A. butzleri a A. cryaerophilus. V piipadé
L. innocua a Cr. sakazakii doslo k nartistu absorbance po 24
hodinach, po 48 hodinach poklesla a po72 hodinach se
jeji hodnota zacala opét zvySovat. Po 6 dnech byla hod-
nota absorbance nejvyssi. U ostatnich mikroorganismi

W pied kultivaci (FR) CASO bujon

log cfu-ml!
(=}

nedochézelo béhem kultivace k vyznamnéjsim zménam
v méfeni optické denzity.

Kultivace na kuponech z nerezové oceli

Vysledky (R) jsou vyjadteny jako log cfuxcm?. Podle dosa-
Zenych hodnot R bylo mozZno vytvorit skupiny, do kte-
rych byly podle masivnosti tvorby biofilmu bakteridlni
kmeny fazeny. Kmeny, u kterych platilo 2 < R < 3, byly
povazovany za slabé pozitivni (¥). Kmeny s 3 < R <4 byly
povazovany za stfedné pozitivni (**). Za silné pozitivni
(***) byly povazovany kmeny s 4 <R £ 5 a jako extrémné
pozitivni (****) byly oznaceny kmeny sR > 5.

Graf 2 znazortniuje tvorbu biofilmu pti kultivaci na ku-
ponech z nerezové oceli. Sledované patogeny tvofi-
ly biofilm ve vSech médiich, avSak v rozdilné mire.
St. aureus tvotil oproti ostatnim mikroorganismim nej-
vice biofilmu v CASO bujénu (R = 5,412 + 0,2711""") a BHI
bujénu (R =5,360 + 0,26807"). Kazdy z testovanych kme-
ni listerii se choval naprosto odli$né. L. innocua tvorila
biofilm nejméné v PV s 1 % NaCl (R = 3,684 + 0,1842")

OBHIbujén @PV + 1 % NaCl

St. aureus CCM L. innocua CCM L. ivanovii CCM ~ Cr. sakazakii CCM  Cr.
3953 4030 5884 3461

ATCC 51329 30484 2013/7 CCM 7050

muytjensii  A. butzleri CCUG  A. butzleri UPa  A. cryaerophilus  A. cryaerophilus

UPa 2012/1

Graf 3. Porovnani denzity planktonnich bunék pted kultivaci a po 72 hodinach kultivace pfi teploté 25 °C na nerezovych

kuponech (FR - fyziologicky roztok)

Fig. 3. Comparison of planktonic cell density at baseline and aft
(FR - normal saline)
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Tabulka 1. Tvorba biofilmu vybranych mikroorganismu v mikrotitracni destic¢ce po 48 hodinach a 6 dnech kultivace pfi teploté 25 °C.

Table 1. Biofilm formation by selected microorganisms in microtiter plates after 48 hours and six days of culture at 25 °C

St. qureus CCM 3953

CASO bujon
0,099 £ 0,0010*

48 hodin

BHI bujon
0,100 + 0,0016*

PV s1% NaCl
0,170 £+ 0,0094***

CASO bujon
0,099 + 0,0029*

6 dni
BHI bujon
0,098 + 0,0018*

PV's1% NaCl
0,109 +£ 0,0032**

L. innocua CCM 4030

0,110 £ 0,0006**

0,100 £ 0,0005*

0,096 +0,0007*

0,104 +0,0002**

0,099 + 0,0020*

0,095+ 0,0018*

L. ivanovii CCM 5884

0,112 £0,0008**

0,114 £0,0013**

0,117 £ 0,0007**

0,101+ 0,0059**

0,102 £ 00,0044

0,107 + 0,0065**

Cr. sakazakii CCM 3461

0,094 £ 0,0006*

0,099 + 0,0012*

0,099 £ 0,0023*

0,092 + 0,0012*

0,093 + 0,0015*

0,095+ 0,0007*

Cr. muytjensii ATCC 51329

0,086 +0,0016*

0,089 £ 0,0005*

0,093 +0,0004*

0,094 + 0,0014*

0,094 £ 0,0003*

0,095 +0,0014*

A. butzleri CCUG 30484 0,700 £0,0009* | 0,098+0,0017* [ 0,098 +0,0012* [ 0,095+0,0014* [ 0,099 +0,0017* | 0,098 +0,0018*
A. butzleri UPa 2013/7 0,095 +0,0042* | 0,097 +£0,0006* | 0,097 + 0,0014* 0,097 £0,0013* | 0,098 £0,0023* | 0,099 + 0,0013*
A. cryaerophilus CCM 7050 | 0,097 + 0,0014* | 0,096 + 0,0012* 0,097 £ 0,0011* 0,095 £ 0,0010* | 0,098 £0,0023* | 0,094 +0,0008*
A. cryaerophilus UPa 2012/1 | 0,095 + 0,0012* | 0,096 = 0,0006* | 0,096 +0,0012* | 0,092 +0,0006* | 0,094 +0,0006* | 0,094 +0,0012*
C. jejuni CCM 6214 0,093 +0,0004* | 0,093+0,0003* | 0,094+0,0003* | 0,097+0,0014* | 0,098+ 0,0006* | 0,106 + 0,0042**
C. coliCCM 7227 0,093+0,0003* [ 0,095+ 0,0004* | 0,095+0,0004* | 0,097 +0,0007* | 0,097 +0,0012* | 0,102 + 0,0046*

*slabé biofilm-pozitivni; **stfedné biofilm-pozitivni; ***silné biofilm-pozitivni

EETY

*weak biofilm positivity, **moderate biofilm positivity,

Z namérenych hodnot byl ur¢en medidn a smérodatnd odchylka.

strong biofilm positivity

The median and standard deviation were calculated from the measurements.

a nejvice v CASO bujénu (R = 3,816 + 0,1911"), zatimco
u L. ivanovii bylo nejvice biofilmu tvofeno v BHI bujénu
(R = 4,559 + 0,2283"™) a nejméné v CASO bujénu (R =
3,544 + 0,1771"). Naopak oba zastupci kronobaktert se
chovali podobné a biofilm tvofili v obdobném trendu
ave shodné mife. AvSak nejméné v PV s 1% NaCl (Cr. sa-
kazakii R =2,952 + 0,1916"; Cr. muytjensii R =2,8628 + 0,2001")
a nejvice v BHI bujénu (Cr. sakazakii R = 3,750 + 0,1847™;
Cr. muytjensii R = 3,753 + 0,1941"). Jist4 variabilita byla
zaznamenana v tvorbé biofilmu mezi kmeny A. butzleri,
kde izolat z kufeciho krku tvofil ve vS§ech médiich vice
biofilmu nez sbirkovy kmen. Sbirkovy A. butzleri CCUG
30484 tvotil nejvice biofilmu vPVs1% NaCl(R=3,120 +
0,1564") a nejméné v CASO bujénu (R = 2,581 + 0,1292").
Izolat z kufeciho krku A. butzleri UPa 2013/7 tvotil nejvice
biofilmu v PV s1% NaCl (R = 3,662 + 0,1833”) a témér ve
shodné mife v BHI bujonu a CASO bujénu. U testovanych
kment A. cryaerophilus byla nejnizs$i absorbance namérte-
nauPVs1l%NaClanejvyssiu CASO bujonu. Oba kmeny
tvorily biofilm v podobném trendu.

Dale byla sledovana denzita planktonnich bunék (graf 3)
v suspenzi pred kultivaci na nerezovych kuponech a po
ni. V ptipadé St. aureus vzrostla denzita planktonnich
bunék oproti ptivodni v CASO a BHI bujénu o 3 fady,
vPVs1%NaClo2ftady. Uobou listerii byl zaznamenan
nartist o 2 fddy v CASO a BHI bujénu, v PV s 1 % NaCl
017tad. U obou kment testovanych kronobakterd byla
zvySena denzita planktonnich bunék oproti pavodni
ve vSech médiich o 2 fady. V pripadé arkobakterd se
mnozstvi planktonnich bunék po kultivaci nezmeénilo,
a/nebo vzrostlo maximalné o 17ad.

DISKUSE

Jak jiz bylo zminéno, biofilmy pfedstavuji nejen v potra-
vinafském primyslu velké nebezpeci. V poslednich le-
tech do§lo k ohromnému vzestupu bakteridlni rezistence
k riznym antimikrobidlnim latkam, na cemz se prav-

vex

dépodobné podiliirtzné faktory vnéjsiho prostfedi [8].

V nasi studii bylo prokazano, Ze existuje nékolik fakto-
1, které mohou tvorbu biofilmu vyrazné ovlivnit, napt.
se jedna o dobu kultivace, slozeni média a s tim spojené
mnozstvi dostupnych Zivin a dalsi. Nelze jednoznacné
Tici, jaké podminky jsou ¢i nejsou pro formovani biofil-
mu optimalni, nebot kazdy konkrétni kmen se mtze
chovat odlisné.

Podobnou problematikou se v pfipadé stafylokokl
zabyvali Stepanovi¢ et al. [23], ktefi sledovali tvorbu
biofilmu u sbirkovych kment a klinickych izolatd
Christensenovou metodou. Témér vSechny kmeny,
véetné kment St. aureus, tvofily biofilm. Takto byl ta-
ké detekovan biofilm vytvofeny izolaty Cr. sakazakii ve
studii Du et al. [20] ¢i Ferreira et al. [24], ktefi sledovali
tvorbu biofilmu za rznych kultivacnich podminek u A.
butzleriizolovanych z driibezich jatek. Obé studie uvadi,
ze divoké kmeny tvorily vice biofilmu nez ostatni tes-
tované kmeny. To v§ak neodpovida nasim vysledkiim,
kdy pomoci Christensenovy metody byla jak u sbir-
kovych kmenti arkobakterti, tak u izoldtu z redlného
prostfedi zjiS§téna tvorba biofilmu v téméf shodné mite.
Obdobnou metodou byla v minulosti sledovana i tvorba
biofilmu u C. jejuni [25].

Kjeldgaard et al. [9] sledovali tvorbu biofilmu jak u sbir-
kového kmene A. butzleri, tak u izolatd ziskanych z ku-
fectho masa. Biofilm detekovali v mikrotitra¢nich des-
tickach a zaroven na kuponech z nerezové oceli, a to
pfi riznych teplotach a dobach kultivace. Autofi uva-
déji, Ze vSechny sledované arkobaktery tvorily biofilm
v mikrotitra¢ni desti¢ce v BHI bujénu i bujénu podle
Mueller-Hintona, a to pfi teplotach 10-37 °C. Zarovern
dodavaji, Ze se mnozstvi vytvoreného biofilmu s casem
a teplotou zvy$ovalo. Na zakladé nasSich vysledka vSak
toto potvrdit nelze. V nasi studii se mnozstvi biofilmu
u sledovanych arkobakter v zavislosti na ¢ase kultivace
téméf nezmeénilo.

Djordjevic et al. [22] studovali tvorbu biofilmu u izo-
latd L. monocytogenes jak na kuponech z nerezové
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oceli, tak z polyvinylchloridu (PVC) v médiich s mi-
nimem zivin. Tvorba biofilmu byla zaznamendana
na obou povr$ich a nasledna mikroskopicka analyza
ukazala, Ze k vyssimu pokryti biofilmem doslo na
PVC kuponech v porovnani s nerezem u vSech testova-
nych kmenti. Autofi to vysvétluji pfitomnosti flagel,
které mohou hrat vyznamnou roli v pocatecni fazi
tvorby biofilmu ¢i rozdilem hydrofébnosti povrchi.
Ivnasistudii byla prokazana schopnost formovat bio-
film u obou pouzitych kmend listerii na testovanych
povrsich. Schopnost tvorby biofilmu u listerii popsali
také Blackman and Frank [26], ktefi sledovali formo-
vani biofilmu na nerezové oceli, teflonu a dalsich
povrsich.

Nase studie také prokazala schopnost vybranych mik-
roorganismu tvofit biofilm na povrchu nerezové oceli.
I v tomto ptipadé bylo prokdzano, Ze existuje nékolik
hledisek, kterd mohou tvorbu biofilmu ovlivnit.
Podle informaci ziskanych z predeslych studii bylo
zjisSténo, Ze bakterie mohou adherovat k celé fadé povr-
chii. Naptiklad adheze bunék Legionella pneumophila byla
nejvétsi na povrchu z latexu, poté v sestupném poradi
na etylen-propylenu, PVC, mékké oceli, nerezové oceli,
polyetylenu a skle [10]. Toto koresponduje i s vysledky
studie Djordjevic et al. [22]. Gough a Dodd [27] dale uva-
déji, Ze dfevéna potravinatska prkénka jsou mnohem
Castéji kolonizovana mikroby neZ prkénka plastova.
I Strydom et al. [17] se ve své studii, zabyvajici se tvor-
bou biofilmu u Cronobacter spp., zminuji o schopnosti
adheze na povrch nerezové oceli, skla, silikonu, latexu
¢i polykarbonatu.

ZAVERY

Pro prikaz tvorby biofilmu a sledovani jeho fyziologie
byla vyvinuta jiz celd fada metod. V této studii byla
porovnana mira tvorby biofilmu u vybranych pato-
gennich bakterii. Obéma metodami byla prokdzana
schopnost tvofit biofilm u vSech vybranych mikroorga-
nismi ve vSech kultivac¢nich médiich. Avsak projevily
se zde rozdily mezi jednotlivymi sledovanymi druhy
mikroorganisma (listerie, arkobaktery), ale i mezi
stejnymi druhy mikrobd, a sice sbirkovou kulturou
A.butzleri a izoldtem z vnéjsiho prostiedi, které byly pro
experiment pouzity.

Nékteré bakterie tvofily biofilm ve véts$i mife na povr-
chu polyetylenovych mikrotitrac¢nich desti¢ek a na ne-
rezovych kuponech pak méné, nebo tomu bylo naopak.
Rozdily byly zaznamenany i mezi pouzitymi médii.
Napftiklad St. aureus pti 48hodinové kultivacivPVs1%
NaCl byl pti pouziti desticek zatazen mezi kmeny silné
tvorici biofilm a pfi kultivaci na povrchu nerezové oceli
pakjako stfedné pozitivni. Opac¢né tomu bylo v pfipa-
dé CASO a BHI bujénu, kdy byl St. aureus po kultivaci
v destickach zafazen mezi slabé pozitivni kmeny a po
kultivaci na nerezové oceli mezi kmeny extrémneé po-
zitivni. Podobné rozdily nastaly napfiklad i u kment
A. cryaerophilus, kKronobaktert ¢i listerii.

Potvrdili jsme, Ze modifikovand metoda podle
Christensena je vhodna pro hodnoceni tvorby biofilmu
bakterii. Umoznuje sledovani jeho tvorby u vybranych
mikroorganismu v nékolika médiich najednou, stejné
tak jako kvantifikaci biofilmu. Velkou vyhodou této
metody je snadna manipulace s mikrotitra¢ni destickou
béhem experimentu.
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Metoda kultivace na nerezovych kuponech ma oproti
Christensenové metodé jisté vyhody. Lépe simuluje
realné prostfedi potravinatskych zavodd a zpracova-
telskych mist, nebot ty jsou ve vét§iné pfipada z ne-
rezové oceli.
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