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Abstrakt: Bakterialni biofilm je uspidané spotenstvi mikrobialnich butk uzawené
v extracelularni matrix, fiemz charakteristickym rysem biofilmu je schopnosthycovat se na
abiotické nebo biotické povrchy. Tvorba biofilmu gynamicky regulovany procesipkterém
jednotlivé bakterie vytvd mnohobugi¢ny atvar. Péateni faze kontaktu bakterie s povrchem se
nazyva adheze. Po té nésleduje produkce extragdlutéatrix, kterd uuje Zivotni podminky bufk
biofilmu. Biofilmy se vyzna&uji velmi vysokou schopnosti rezistence proti aikiobialnim latkam.
Rezistence zahruje fyzické a chemické bariéry,ékefektivie brani difizi a nasledné penetraci do
biofilmu. Problematika biofilm zasahuje potravitigky piimysl, kde mohou biofilmy byt zdojem
kontaminaci. @kladné porozurkmni vzajemného {sobeni mikroorganisin a materiai, které se
pouZivaji @i konstrukci povrch ve vyrobnich zézeni potravingstvi, je zcela zasadni pro vyvoj

kontrolnich systéiintvorby biofilmu

Kli ¢éova slova:biofilm, mléko a mléné produkty, mlékarenskyjpmysl, dezinfekni ¢inidla,
Escherichia coliStaphylococcus spp.

Abstract: Bacterial biofilm is a complex community of micrabicells, which are embed into the
extracellular pollysacharide matrix. Typical alyiliof the biofilm is the ability to adhere to either
abiotic, or biotic surfaces. The formation of lliofis a dynamic process, which finally formeS8[a
multicellular complex. The initial phase is calléde adhesion. After that process is done, the
extracellular polymeric matrix is produced to ceshving conditions of bacteria in biofilm. Biofilm
has hight level of antimicrobial resistance. Thasistance consists of physical and chemical barrier
which effectively block diffusion and penetratior antimicrobial substances inside the biofilm.
Biofilms cause problems in food industry, whereatld be origin of food contaminations. Thefore it
is necessary to understand the relationship betwsienoorganisms and materials used in food
industry.

Key words: biofilm, milk and dairy products, milk and dairyndustry, disifectanc,

Escherichia coliStaphylococcus spp.
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1. Uvod

Biofilmy jsou komplexni spok&enstva mikroorganisim ktera jsou obklopena extracelularni
matrix a vytvdi tak jedin€ny mirkroekosystém. Vyskytujici se na mnoha odi@nynistech.
Jsou schopny osidlit jak lidskéld, kde mohou zfsobovat rozsahlé infekce, takézné
pramyslové prostory. Ndfklad v @ipac potravindského piimyslu je pojem biofilméasto
spojonovan s kontaminaci prodaktPro lepsi pochopeni struktury biofilmu je nezléytn
studium jeho vyvoje a specifickych vlastnosti, zhii je nej¥tSi pozornost &novana
rezistenci proti antimikrobialnich latkam.

Cilem této prace je shrnuti charakteristiky biofilma jeho problematiky v potravirgkém
pramyslu, gedevSim v mlékarenskych prostorech. Néa#ku se Ize seznamit s historickymi
milniky, nasleduje definice biofilmu, jeho vyvoj alastnosti. Postugn se zansfim
na disledky tvorby biofilmu v potraviri&tvi a zgisobyieSeni jeho vyskytu v praxi. Metody
detekce biofilmu uvadi samostatna kapitola. Zviagbozornost je &ovana miléné
miklofléfe a problematice biofilmu v mlékarenskych prostbrelsou pedstaveny specialni
pramyslové dezinfeéni metody a jejich redlné vyuziti. Mezi nejviceudstvané
mikroorganismy v souvislosti s biofilmy gat bakterie rodu Staphylococcusa druh

Escherichia coliproto jim je v této pracidnovana blizSi pozornost.



2. Bakterialni biofilmy

2.1. Striend historie studia biofilmu

Dlouhou dobu se myslelo, Ze mikroorganismy se wgkypredevsim ve forgh volne
rostoucich, na sa@bnezdavislych buwk - ozna&ovanych jako biikky planktonické. Tato
predstava vznikla na zakladccharakteristiky #stu bakterialni kultury v médiu bohatém na
Ziviny. Prvni, kdo tuto teorii vyvratil, byl Anthgnvan Leewenhoek narglomu 17. a 18.
stoleti, ktery pozoroval schopnost mikroorganismrichytit se a #ist na nechramém
povrchu. Své pozorovani provedl za pomoci jednodboh viastnoréné sestrojeného
mikroskopu a jako vzorek pouzil §vzubni plak. Zubni plak je dnes jednou z nejvice
prostudovanych forem biofilmu (Dufouwst al, 2011).

Ve 20. stoleti bylo odhaleno, Ze mikroorganismyiwdjfici na tizném povrchu ve fortn
biofilmu se vyznauji jinym fenotypem nez planktonické itky s ohledem na transkripci
jednotlivych gef a rychlost distu. Ukazalo se, Ze diky pochopeni specifickychhaerismni
prichyceni k povrchu a néasledného vyvoje mikrooektiaywu Ize proniknout do studia
biofilmu (Dolan, 2002).

Vice nez d¥ st let po van Leewehoekovi pozoroval americky bakteg Arthur Henrici
rast fas na sin¢ akvaria a rozhodl se provést experiment. Do akvamnistil rgkolik
podloznich skliek a gedpokladal, Ze bude moci pozorovastiras a mit tak stale k dispozici
preparaty k pozorovani mikroorganigmin situ. Proto byl velmi pekvapen, kdyz
na podloZznim sktku krome fas mohl pozorovat i slaby souvisly bakterialni plghoz
bakterie se vyzrmvaly niznymi tvary a v gkterych gipadech také neobvyklou morfologii.
Henrici v roce 1933 prohlasil: ,Je vcelkiepme, Ze znenacast vodnich bakterii nejsou véin
se vznaSejici mikroorganismy, ale Ze se jednad aawmiganismy ufednosiujici rist na
povrchu skrytém pod vodou.” CGeEkolik let pozdji pfisli s novym objevem &dci Heukelekin
a Heller, jejich specializaci byla mikrobiologiepadinich vod. Na zakladsveho pozorovani
dosli k zawru, Ze tato schopnost umuoge bakteriim po fichyceni dalsi vyvin i
na substratech, které jinakist neumo#uji. P kultivaci dochézelo jak k dalSimu vyvoji
bakterialnich kolonii fichycenych k povrchu, tak k n#stu objemu mezibugtné hmoty
(Dufour et al, 2011).

DalSim vyznamnym mikrobiologem, kteryigpel ke studiu biofilnti, byl Claude Zobell,
vyznamny piikopnik ekologie mikroorganisim Mikrobiolog Zobell zjistil, Ze pokud se

moiskd voda nachazi ve skigrych sterilnich nadobach, tak se vice bakterii yygk na



sklertném povrchu nez v samotné ¥odimz zdiraznil gisedly zpisob Gstu u bakterii
(Dufour et al, 2011).

Existence biofilnd byla potvrzena i diky fosilnim nalém z obdobi ped 3,3 — 3,4 miliardy
let v Jizni Africe a z Australie, kde byly objevengsilie vidknitého biofilmu. V obou
piipadech se jednalo o nalezy v oblastech s vysokalrotermalni aktivitou. Obdobné
biofilmy muZeme v &chto oblastech najit i v séasné dob, zejména pak v blizkosti horkych
prameri a mdskych paduchi (Hall-Stoodleyet al, 2004). Z toho Ize usoudit, Ze jsou

biofilmy velmi odolné i wi¢i extrémnim podminkam.

2.2. Definice biofilmu

Laicky si Ize pod pojmem biofilmpdstavit napp kluzkou hmotu, kter4 pokryva kameny
v potoce nebdece. Jedna se diklad vodniho biofilmu, ktery je twen bakteriemi, houbami,
sinicemi arasami (Harrisoret al, 2005).

Biofilmy jsou komplexni spok&nstva mikroorganisin ktera vznikaji na rozmanitych Zivych
i nezivych povrSich viznych Zivotnich progedich. Mohou kontaminovat {mnyslova
potrubi, klimatizace, rozvod vody, stomatologick@upravy, katetry, kanily, ventilatory
a lékaske implantaty. Mohou byt také zdrojem infekciy kthsleds dochazi k uvaiovani
burgk znovu do prosedi, kde naslednzpisobuji fizna onemoai ¢lovéka, zivaiichia

i rostlin (Hall-Stoodley a Stoodley, 2002; Stooley al, 2002). Stejnym zjsobem pak rive
dochéazet ke kontaminaci v potraviakych provozech z biofilmu, ktery se vytv& obtizre
Cistitelnych mistech.

Biofilmy jsou studovany u mnoha druhmikroorganisnm, nagi¢ fylogenetickym spektrem.
Stale vice se rozSije peswdéeni, Zze mikroorganismy maji schopnost osidlovatetviget
ekologické niky pra¥ prostednictvim biofilmi (Hall-Stoodley a Stoodley, 2002; Stooley
et al, 2002). Studium biofilmh vyZaduje stale nové metodické postupy. Mnohé Awiegth
pokroki jsou vysledkem spoluprace mezi mikrobialnimi elgglo environmentalnimi
inZenyry a matematiky. Tato spoluprace vedla keikzrsowasné definice - bakterialni
biofilm je uspdadané spolenstvi mikrobialnich buik uzawené v extracelularni matrix,
pricemz charakteristickym rysem biofilmu je schopnosthycovat se na abiotické nebo
biotické povrchy (Costertoet al, 1999).

Biofilm jako vysoce komplexni strukturdgrstavuje utity stupei diferenciace, coz vyzaduje
damysiny systém mezib@iné komunikace a titou miru bugcné specializace (Stooley
et al, 2002). Podle jedné z hypotéz biofilm ipakt nejpivodrejSim strategiim adaptace

prokaryot. AvSak dsledky tendence bakteriitiphycovat se k povrchu jsourginejsi az
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v souwasneé dob, a to gedevsSim diky neustalému technickému pokroku (Halbley et al.,
2004).

3. Vznik a tvorba biofilmu

Kli¢covou otazkou je, jaké vyhodyipasSi koexistence bakterii v biofilmu a jakou rbiaje
povrch, se kterym interaguji. K tomuto tématu bylsloveno gkolik hypotéz. Na zaklad
jedné z nich povrch poskytuje misto k osidleni,jidt® miry stabilni progedi pro fist,

a navic nize mit i katalytickou funkci, coz plati «ipac bakterii, které jsou s nim ¥sném
kontaktu. Podle jiného nazoru biofilm chrani baitgked spoustou nezadoucich podminek
prostedi jako je UV z#eni, Fitomnost toxickych kof, velmi nizké pH, dehydratace, salinita,
nebezpéi fagocytézy a v neposledidd i proti nekterym antibiotiKim a antibakterialnim
prostedkim (Hall-Stooleyet al.,2004).

VétSina bakterii ma schopnostighycovat se k povrchu, pohybovat se vessmgradientu
Zivin v jejich nejblizSim okoli a také schopnosthie vyuzZit dostupné zdroje, coZihe
urychlit nasledny ist populace. #chyceni k povrchu je dezZité pro pdateini kolonizaci
prostedi. Schopnost rychle vyuZit dostupné Ziviny hidj&ovou Ulohu v usp@danémistu
bakterialni biomasy (Tolker-Nielsen a Molin 2000)vorba biofilmu je dynamicky
regulovany proces,ipkterém jednotlivé bakterie vyti@mnohobugcny aGtvar. Na zaklas
mnoha rozsahlych studii byl vytken model tvorby biofilmu. Tento model je mozné viyai
pro mizné bakterialni druhy, navic je mozné s nim praceeadvou tiznych gipadech, jak
v pripact pohyblivych, tak i nepohyblivych bakterii (Lemenal, 2008). Tvorbu biofilmu je

mozné rozdlit na pt fazi, viz obr. 1:

1) Patatesni prichyceni bakterie k povrchu — adheze

2) Tvorba jednovrstevného biofilmu

3) Migrace bakterii s cilem vytw¥eni vicevrstevného biofilmu
4) Produkce extracelularni matrix (EPS)

5) Maturace biofilmu, vyzn&ujici se trojrozrrnou strukturou
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Obr. 1 Tvorba biofilmu

3.1. Adheze a tvorba jednovrstevného biofilmu

Paiateini faze kontaktu bakterie s povrchem se nazyvarpdemeboli adheze. V zavislosti
na pohyblivosti bakterie tize byt aktivni¢i pasivni. Ri pasivni adhezi se bakterie pohybuje
k cilovému mistu diky gravitaci, difi nebo dynamickému protdi. K aktivni adhezi
dochazi progednictvim flagella, pili a adhesinu (Kunar a Andri®8). Tento process trva 5
az 10 s (Mitellman 1998).

Nejiive dochazi k adheze reverzibilni a ta se naslsthva ireverzibilni. Reverzibilni adheze
je slaba interakce mezi bakterii a povrchem, fespvliv Van der Waalsovych sil,
elektrostatické adheze a hydrodrofonich sil jeestdlozZné pozorovat Browm pohyb,
dokonce je jegtmozné bakterie snadno odstranit z povrchu. Av§akeqverzibilni adhezi uz

k Brownow pohybu nedochazi, bakterie i povrch musi byt highoi. V tomto pipad: jiz
neni mozné snadné odstéan z povrchu (Marshalkt al., 1971; Loosdrechet al., 1989).
Bakterie i substrat, ke kterému adheruji, maji ¢dsyaporny ndboj, tak dochazi ke vzniku

repulzni sily, ktera roste se zkracujici se vzd#dénVazbu mezi substratem a bakteriiftvo



vodikoveé niistky, interakce dipdl, iontova vazba a je zde i vliv hydrofobnich silofy a
Matsumoto 2010). Ireverzibilni adheze trvd od 20 4h a to v zavislosti na tepiot
(Chmielewski a Frank, 2003).

Beéhem celého procesu nelze opominout vyznamnou helimickych a fyzikalnich vlastnosti
bakterii i povrchu. V fipac povrchu zalezi na jeho volné energii, & hydrofobnich
vlastnosti, elekrostatickém néboji a podmikach g¢ou (McLandboroughet al, 2006).
Ukazalo se, Zze adeheze se zvySuje s rostoucimrgaponabojem a vysSi hydrofobicitou
povrchu (Dickson a Koohmaraie, 1989). K jejimu lgidochazi take diky laminarnimu i
turbuletnimu prouéhi, protoZze jsou tak bakterie transportovany bkizevrchu (Rijnaartet
al., 1993). Samotnou kategorii hodnoceni pofrr@ typ materialu a jeho struktura. Bylo
zjisteno, Ze tizné nerovnosti, trhliny, zlomy, zakruty, ventilgsténi a rohy vytvéeji idealni
prostor pro tvorbu biofilmu, protoZe jsou tak Sgapiistupné pi ¢isteni (Marchandet al,
2012; Chmielewski a Frank 2003).

Adheze bakterii plynulerpchazi k tvorb jednovrstevného biofilmu. Bakterie seiiraji dilit

a spousti mezibugeou signalizaci, kterd vyusti v produksi extrac&@inl matrix, ta biofilm
upeviuje k povrchu a vyt ochranou vrstvu. Postuprse snizuje pohyblivost btk a
vznikaji mikrokolonie (Brooks 2009; Costersen al, 1999).

Pii studiu pa@ateini faze tvorby biofilmu uE. coli bylo zjiS€no, Ze vyvoj biofilmu je
rychlejSi @i snizené dostupnosti Zivin. Experiment byl pradadca nerez oceli, avSak
vysledky mohly byt ovlivny pienosem z kutlivéniho media (Dewanti a Wong 1994).
Vyznamnou roli pi ahezi maji pili typu 1 a P, jenz Ztginy tvai protein pilin. Tyto pili jsou
dulezitym virulentnim faktorem patog&nmimojiné stoji za zminku jejich podil na Skubavém
pohybu bakterii (Hori a Matsumuto 2010).

S. epidemispii své pa&ateni adhezi vyuziva tvorby extracelularni matrix, k¢sou
prevladajicimi slozkami fibrinogen a fibronektin. N&dre se adhezi k povrchu podili hlavn
meziburgcny polysacharidicky adhezin (PIA), ktery ma takezastoupitelnou funkcii i

tvrobe vicevrtevného biofilmu (Hori a Matsumuto 2010).



3.2. Tvorba extracelularni matrix

Extracelularni matrix neboli extracelularni polymiersubstance (EPS) dwje Zivotni
podminky bugk biofilmu, protoZe ovliviuje pérovitost, hustotu, obsah vody, schopnost
absorpce naboj, hydrofobni vlastnosti a mechanickodolnost. EPS se sklada
z polysacharid, proteiri, glykoproteiri, glykolipidi, extracelularni DNA (e-DNA) a dalSich
slozek, viz Tab. 1. Cely kompex EPS je vysoce atmrany,cimz se vytvéei matrix, ktera
drzi buiky biofilmu pohromad a zarové zadrzuje vodu. Diky EPS vznik4 ideélni predi
pro horizontalni genovy transport, protoZze sékyunachazeji velmi blizko sebe (Fleming
et al.,2007). Vlastnosti EPS zalezi na druhu mikroorgiawoi, sté biofilmu a podminkéach
okolniho progiedi, konkréta se jedn&d o teplotu, pH, rychlost vysychani, dasbgp Zivin

a koncetraci kysliku a dusiku (Met al, 2009). Polysacharidy EPS se mohou liSit ve své
funkci, v piipad patoged mohou byt slozkou EPS ikteré bakterialni virulentni faktory
(van Kraneburget al, 1999). Kltovy je pro syntézu EPS uhlik. Jeho nadbytek spolu s
dostupnosti dusiku, drasliku a fosfagrazre podporuje produkci EPS. Dalo by s&kavat,
Ze syntéza EPS klésa spoluistem bakterii, avSak je tomu naopak. ¥ppd E. coli
vystavené stresujicim podminkam, doslo ke zvysemby EPS (Sutherland 2001).

Pfi blizSim pohledu na chemickou strukturu EPS jsatiujicim vlastnostmi fedevsim
molekularni hmotnost a tuhost polyrigdale gitomnost postrannictettzca a substituerit
Jako piklad organickych skupin Ize uvést acetyl, pyruaydukcinyl, z anorganickych skupin
jsou ¢asto zastoupeny sulfatova nebo fosfatova skupings&haridy, pevazujici slozka
EPS, vznikaji polymeraci oligosacharidovych jeekotBiosyntéza polysacharidu vyzaduje
glykosyltransferazu, kterd spojuje monomery sadfariodtrzenych z nukleotid

s lipidickym nosiSem (van Kranebuegal, 1999).

Jednim z hlavnich biopolymelEPS je celluloza, jeji syntéza byla zaznamenamka coli.
Bylo zjistno, Ze soubeznse syntézou cellulozy dochazi k expresi slabyctbfii, které se
podileji na agregaci bgk pii tvorbé biofilmu. Cellul6za spolu s fimbriemi vytvvysoce
hydrofébni strukturu, kde jsou bky pévné drzeny (Zogajet al, 2001). DalSim gkladem
vyznamného biopolymeru EPS je mezibtme polysacharidovy adhesin (PIA -
polysaccharide intercellular adhesin). PIA je phamkan nap. E. coli, S. aureusa S.
epidermis Do stejné skupiny bipolyméjako PIA pati i poly-N-acetyl-glukosamin (PNAG).
PIA a PNAG jsou nezbytné pro tvorbu biofilmuBicoli a roduStaphylococcusFi studiu
syntézy jednotlivych biopolymérse zjistilo, Ze existuje vice variant syntézy as tpavisloti
na podminkach prasdi, coZz se projevuje rozdilnou expresi extracetillaroteirii. Jako

piiklad Ize uvést expresi konjugativnich pilieu coli. Tyto pili zna&né urychli pa&atesni
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adhezi a nasledn vyvoj biofilmu, to vSe je zprogédkovano nespecifickym mezibimym
kontaktem planktonich bgk a kontaktem mezi kikou a povrchem. Jinymfikladem je
enteroagregativrit. coli(EAEC), kterd vytvéi biofilmy na skle a plastech. EAEC:i pysoké
osmolarti¢ a vysSi koncetraci glukézy vistovém médiu, péebuje pro svou adhezi pouze
adhezivni fimbrie, Zehoz vyplyva, Ze je jeji adheze mozna bez jinaloyieg/ch pili typu 1

a schopnosti pohybovat se. Existuji takiklpdy situaci, kdy stejné slozky EPS majizmou
fukci v odliSnych podminkach (Brangaal, 2005).

Tab.1 Funkce sloZzek ERgodle Fleminget al.2007)

Slozka EPS Funkce Vyznam v biofilmu
Neutralni polysacharidy a | stavebni Stavebni latky
amyloidy
Nabité nebo hydrofobni absorgni Vymgna ionfi, absorpce
polysacharidy
Extracelularni enzymy Enzymova Degradace polymér
aktivita
Amfifilni membranové Povrchova Export,
vezikuly aktivita
Lektiny a nukleové kyseliny | inforndai Specificita, rozpoznani genetické
informace, struktura
DalSi pomery vyZivova Zdroje C, N, P

3.3 Vicevrstevnaty biofilm a maturace

Maturace biofilmu nastava za vhodnych podminekréktenozuji dostatény rast a
seskupeni buik, vysledkem tohoto procesu je organizovana straktBul’ se niize jednat
pouze o jednu vrstvu bgik, jez jsou sotasti poérovité EPS, nebo vznikd mnohvrstevnata
struktura, jejiz mikrokolonie pohroméddrzi EPS a wzné rozloZzené vodni kanalky
(Chmielewski a Frank, 2003). V iipad® mnohovrstevnaté struktury Ize pozorovat
trojrozromerny Gtvar gipominajici houbu nebo Et/tulipanu s podstavci,&zemi a vodnimi
kanaly(Aparnaet al.,2008;Chmielewski a Frank, 2003

Za zaatek maturace lze povazovat moment, kdy biofilmatioge tlousky asi 10 um.

Postupg se stale zvysujici produkci EPS a &inym dlenim mize doshahnout az tlotks/
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100 nm. Nkolik dni po ukoweni maturace dochazi k vycestovanikterych burk
z biofilmu. Pro tyto bakterie je charakteristickgnbtyp planktonni hiky (Aparnaet al.,
2008). Tim se cely proces zacykli a tvorba biofilmiize vypuknout na dalSim vhodném

povrchu

3.4. Fyzikalné-chemické vlastnosti biofilmu

Fyzikélre-chemické vlastnosti biofilmu spolu s vlastnostnuvgchu tvdi souhrn faktoi
ovlivniviwujici adhezi, viz kap. 2.1. Struktura biofiimu j@agné ovlivnéna pH, teplotou,
pritomnosti soli, prouthim (Marchald et al. 2012). Studie @ik plyri a kapalin v biofilmu
odhalila fakt, Ze bakterie biofilmu maji niz&fijpm kysliku a Zivin, nez hiky v suspenzi.
Tato skuténost vSak napomaha bakteriirfepivat a #ist v rozmanitych podminkachéetns
toxického prosedi, kde se tak projevuje jejich zvySena rezistepeti planktonické form
(McLandsboroughét al.,2006).

Bakterialni povrch je velmi komplexni a obsahuje omm molekul, jez se vyziaji
promenlivosti svého elektrického naboje a&rmu hydrofobnich viastnosti nejen mezi druhy,
ale i v ramci jednoho druhu. &hoz vyplyva, Ze jeden kmenuée mit afinitu kiad typa
povrchi, které se krokhvysSe zmidnych rozdit liSi predevSim povrchovou energii. Vznika
tak otazka do jaké miry je mozné vyitemodeloveé siuace, které by naskedrylo mozné
aplikovat ve specifickych fyzicko-chemikalnich poishikkéch daného povrchu a biofilmu
(McLandsboroughét al, 2006).

Podle vyzkumného tymu vedeného S. Cappeloem, v BOGS, je jednim ze zasadnich
abiotickych fakto# teplota. B pokusu sPsedomonas aeroginosa zjistilo, Ze jeji schopnost
adheze a né&pmo i hydrofobicita biiky zavisi pra¥ na teplot. Ukazalo se, Ze nejvice se vliv
teploty projevil Bhem prvnich 24 hodin, vzhledem k tomu se nejspifg o stresovou

reakci.



4. Regulace tvorby biofilmu

4.1. Meziburgééna komunikace v biofilmu

Bakterialni spoléenstva biofilnti tvoii jedingny ekosystém, kde je nezbytnd mezi&una
komunikace, at uz se z&hme na biofilmy obsahujici jede#i vice bakterialnich druh
Vzhledem k hust@t populace biofilmu je iejmé, Ze zde dochazi ke vzniku a nastedn
ke kumulaci sekundarnich metabblitvedlejSich metabolickych produikt sekrénich a
exkreénich latek. Speciélni skupinou metabblisou autoinduktory, které zpraéstkovavaji
tzv. quorum sensingQS) (Parsek a Greenberg 2004; Redfield 2002).

QS je zmsob mezibungné komunikace. Prvni zminka o QS byla zaznamen&uawislosti

s vyzkumem biolumininiscence ifsiké bakterie/ibrio fischeri(Miller 2001). Autoinduktory
mohou byt peptidy (charakteristické pro grampomitivoakterie), nebo acyl-homoserin
(charakteristicky pro gramnegativni bakterie), daleony (AHL) a borové derivaty ribozy.
Princip QS spoiva ve schopnosti bakterii v nejblizSim okoli vraj registrovat svou
piitomnost. Pokud koncentrace autoinduit@iesahne witou hranici, spousti se genova
exprese, ktera obvykle vyvold produkci dalSich aoetularnich metaboiit Témito
metabolity mohou byt nd&p protedzy, antibitotika, toxiny a pigmenty. Kontawe
autoinduktofi zavisi na nie jejich produkce, ktery je tdima hustot populace. V fipad
biofilm tvoricich bakterii se QS ztw€ podili jak na vyvoji, tak i na rozruSovani biofim
(Parsek a Greenberg 2004; Redfield 2002).

Biofilmy v pfirozeném prosedi obsahuji &Sinou vice bakterialnich kméncoz se projevuje

i v pribéhu QS, protoze autoinduktor jednoho kmen&enzvySovat nap jen svij rust na
Ukor kmene ciziho. Naopak v jinychripadech dochazi ke koordinaci vSech bakterii. Je
ziejme, ze mezi jednotlivymi kmeny vznikaji komplikené vztahy. Vzhledem k vlastnostem
biofilmu Ize usuzovat, Zerpvlada mutualismus, komensalismus a synergismude(Nat al
2008)

4.2. Rezistence proti dezinfeénim prostiedkim, antibiotik ém a stresu

Studie porovnavajici patogeny v planktonické férem forne biofilmu jasré ukazuji, Ze
biofilm vyrazré zvySuje rezistenci proti nizkému pHiitomnosti soli a antimikrobialnich
latek (ATM). Zarové usnaduje peziti pri nedostaténém ¢i hraniénim pgrisunu Zivin
(McLandsboroughtet al. 2006). Jako fklad lze uvést odolnost proti ATM, kde biofilm
dosahl deseti az sto ndsobku odolnosti planktorfimkéy (Mah a O'Toole 2001).
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Rezistence zahruje fyzické a chemické bariéry, éktefektivie brani difizi a nasledné
penetraci do biofilmu. Snizi-li sefipun Zivin, zpomali seist a aktivuje se stresova reakce.
EPS wytvéi fyzickou i chemickou bariéru zaréw, ta je v rkterych gipadech dostayjici,
avSak ne vzdy zajitje zcela neproniknutelnou ochranveg difizi. Z toho divodu se
na rezistenci musi podilet dalSi mechanismy (M&@iTeole 2001). Vyznam EPS dokazuje
i fakt, Ze syntéza EPS diitresové odpasdi zvySuje (Sutherland 2001).

Zakladni reakci na stres je zpomaleidtu rekterych bugk biofilmu, coZz dokazuji mnohé
fyziologické zngny, jejichz cilem je ochrana bék nag. pred disledky tepelného Soku,
snizenim teploty, zém pH a dalSich vykylv prostedi. Cely proces j&izen centralnim
reguladtorem. RestoZe neni jeSjasna funkce QS v mechanismech rezistence, biggrmap, Ze
mutanty s defektnim QS, nevykazufiedvanou rezistenci proti antibiodik a detergeim
(Mah a O'Toole, 2001).

Pod pojmen antimikrobialni latky (AML) si lzergdstavit nap antibiotika (ATB), ale i dalSi
latky. Na zaklad chemické povahy se AML & na: pB-laktany, tetrackyliny,
chloramfenikoly, aminoglykosidy, makrolidy, ozalidy linkosamidy, polypeptidy,
glykopeptidy, chinoliny, fluorochinoliny, antitubdarlotika, chemoterapeutika a antimykotika.
Déle se rozliSuji bakterostatické a bakterocidtiiyldBakterostatickeé latky blokuji bakterialni
rust, tedy dleni, &inkuji aZz po ®&kolika dnech. Bakterocidni latky #pobuji téngf
okamzitou smrt bakterie. Bakterocidni a bakteraskét latky Ize naslednrozctlit podle
mechanismu &inku na: inhibitory syntézy bakterialniésy, inhibitory fukce cytoplazmatické
membrany, inhibitory syntézy nukleovych kyselinhilmitory funkce ribozom a inhibitory
metabolismu esenciélnich metabblifuldket al, 2006).

VétSina ATB je produktem mikroorganisimZa nejznargSi ATB Ize povazovat penicillin,
coz je produkPenicilium chrysogenunPenicilin v Siroké nfe pisobi proti grampozitivhim
bakteriim. Principem funkce ATB je cilena reakcergitém mist buiky. Naopak dalSi AML
latky se vyzndauji tim, Ze mohou {sobit na @zné ¢asti buiky. AML jsou organickéci
anorganické chemikalie, obecje |ze charakterizovat jako toxické pro mikroorigamy, pati
mezi r¢ dezifenkce, antiseptika a konzetwa latky. BEZne se pouzivdji pro kazdodenni
¢isteni domacnosti, @mmyslovych prostar, laboratdi, nemocnic, bazeéna dalSich mist
(Czechowski a Stoodley, 2002).

Pricinu neefektivity ATB a ATM prosedki nelze hledat jen v mechanismech rezistence, ale
je tteba se také zamyslet nad tim, s jakou rozvahougpbkovany. Pak bude mozné zjistit,
pro¢ se postuph stavaji netinnymi. Problémem {stava také testovani antibiotik a ATM

latek. Ri testovani se ve &Sirneé pripadi pracuje scéistou plaktonnickou kulturou, ale
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ve skuténosti se na vysSe zngimych mistech vyskytujifevazr biofilmy tvorené vice druhy
mikroorganisni (Czechowski a Stoodley, 2002). Na zaKlagtsledki exprimentu smiSenych
biofilma Ize usoudit, Ze rezistence biofilmu vice druje vySSi nez v fipad biofilmu
tvoreného jednim druhem mikroorganismu. Konkgébylo provedeno srovnani biofilinS.
epidermis L. monocytogena smiSeného biofilmu obou diuhvVe smiSeném biofilmu byly
oba baketrialni druhy zastoupeny wzmych porgrech. V gipac, Ze byl jeden drubn
zastopen vyrazn dominant®, nag. v poneru 80:20, vysledna sila biofilmu odpovidala
priblizné sowtu sil jednotlivych drufi v daném porru. AvSak @i zméne pondru, piblizné
50:50, byl vysledek riekany. Sila biofilmu neodpovidala stw sil podle poréru zastoupeni
druhd, ale byla vyraz& vyssi (Zameeet al, 2010).

Bakterie ovladaji &kolik mechanism rezistence, viz obr. 2. Jednim z nich jeémm
genetické informace, coz jim umafe ziskat ufitou ATB rezistenci. Ke zine genetické
informace dochazi diky spontanni mutaci, nebo niskanového genu. V oboutipadech
v piitomnosti uéitého ATB mize nésled& dojit k selekci. Jakoifklad spontanni mutace lze
uvést mutaci genu RNA polymerazy a DNA gyrazy, gd&lem této mutace je bakterialni
rezistence proti ATB rifamycinu a chinolinu. K zésk nového genu dochazi piestnictvim
horizontalniho genové transferu (HGT). RozliS@it$ typy GHT: konjugace, transdukce
a transformace, viz obr. 3. (Lambert 2005). Jakdklgpd HGT, konkrétd se jedna
0 konjugaci, lze uvést ziskani genu pro enfraktamazuf-laktamaza hydrolyticky 8pi
B-laktamova ATB je&t pred tim, neZ setbec dostanou na cilové misto (Tenover, 2005).
DalSim mechanismem rezistence jsou tzv. efluxni ppynkteré mohou ATM dostat ven
z buiky. Prikladem efluxni pumpy je systém QAC (quaternary a@mionm compounds)
u S. aureusTento systém zajiije rezistenci proti chlorhexidinu. Efluxni pumpyuZivaji
biofilmy i plaktonické buky (Mah a O'Toole, 2001).

Existuje i moznost z&my syntézy bakterialni &ty, tento rezisteimi mechanismus j&zen
n¢kolika geny. Bakterie syntetizuji alternativni bedkélni stnu, ktera neobsahuje vazebna
mista pro ATM (Tenover 2005).
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5. Metody detekce biofilmu

K detekci biofilmu se v praxi vyuZziva mnoha metdgito metody ze rozflit na genotypoveé a
fenotypové. Mezi fenotypové metody Hametody mikroskopické a kulti¢ai. Jednou z
nejpouzivagjSich mikroskopickych metod je skenovaci elektranawikroskopie (SEM) a
konfokalni laserova mikroskopie (CLSM), dale se Ziwé trasmisni elektronova mikroskopie
(TEM) a mikroskopie atomovych sil (AFM, atomic ferenicroscopy) (Chmielewski a Frank,
2003; Chavanet al, 2007).

CLSM umo#uje pozorovani biofilmu bez nutnosti fixace, dikgmuz Ize sledovatmé&
zcela nepoSkozeny mydratovany biofilm. Jedinou nezbytnosistava pouziti mnoha tyip
specifickych fluorescamich sond a nespecifickych fluoreséeith slogenin. Diky tomu je
mozné pozorovat strukturu biofilmu a jeji &my (Costerson a Lewandowski, 1995).
Kultivaéni metody zahrnuji zkumavkovou metodu (TM - tubethod), rkdy také
oznaovanou jako Christensenovu zkumavkovou metodu (Cdldle kultivace na tkévych
desttkach (TCP - tissue culture plate), kultivace naagakongaterveni (CRA- Congo red
agar) (Chavmet al, 2007). Kongcterveai je barvivo, jedna se o roztok ethanolu nasyceny
chloridem sodnym, toto barvivo se vyZnge schopnosti vazat polysacharidy, coz je princip
CRA (Puchtleret al, 1961).

Obdobou CTT je kultivace na mikrotitnaich destikach s pouzitim krystalové violeti.
Bakterie jsou psobeni krystalové violeti vystaveny asi 45 min,gmotse destka promyva
sterilizovanou vodou. Vifpact biofilm-tvoricich burk dochazi k navazi krystalové violeti
na EPS a na dnjamky destiky Ize pozorovat fialovou vrstvu. Pokud se vSakedep o
biofilm-tvorici buiky, nedochazi k navazani krystalové violeti, pratt nelze pozorovat
fialovou vrstvu. Po obarveni se do desk pridava 95 % ethanol, ktery vyvaze barvivo.
Nakonec se provadiignos obsahu de&ky do nové destky, nasleduje wieni na
spektrofotometru. Na#iiena hodnota optické denzityi 20 nm se porovnava s OOepl
barvenim. MnozZstvi uvoémé violeti gfimo unmérné odpovidd mnozstvi vytweného biofilmu
(Purktrovaet al,, 2010).

Z genotypovych metod se ®eptji pouziva polymerazovaretzova rekce (PCR).
Prostednictvim PCR se zjifije pritomnost ge souvisejicich s tvorbou biofilmufedevsim
se jedna o geny kodujici slozky EPS. Vyhodou PCRake Ze Ize ziskat objektivni informace
nezavislé na kultivanich podminkach (Arciloat al, 2002).

DalSimi ¢asto pouzivanymi metodami detekce biofilmu jsou HrIGluorescentin situ
hybridization) a hybridizace 16-23S rRNA (Chmiel&ia Frank, 2003). Pro ziskani ucelené
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predstavy o strukiie biofilmu se zda vhodna kombinace genotypovycherotiypovych

metod.

6. Mikloflora mléka

Surové mléko je bohatym zdrojem Zivin nejen flavéka, ale také pro mikroorganismy, coz
ho ¢ini idealnim kultiv&énim médiem. Tento fjyozeny rezevoar mikroorganisitse vSak
v potravindstvi miZe rychle stat zdrojem kontaminace a nasigaitinou zdavotnich rizik
(Wouters et al, 2001; Marchancet al., 2012). Kontaminace patogeny, které se mohou
vyskytovat v mléce a mé@aych produktech, n&fsgji zptsobuje zvraceni, hotku, prijmy

a v rekterych gipadech i smrt (Argarwagt al, 2012). V konkrétnich ffpadech se fze
jednat o nemoacini jako je listeridza, salmoneldza, otravy stafgkévymi enterotoxiny
a dalsi (Balaban a Rasooly 2000; Chmielewki a FE003; Weileret al,, 2012).

Krome rizika onemoc#éni mohou nezadouci mikrobialni kontaminace znebttednotlivé
slozky mléka, zrnit jeho chi a v neposledniad snizi jeho trvanlivost, Kemuz dochazi
¢innosti bakterialnich enzyim(Marchandet al., 2012). Nejasgji tyto problemy zgsobuji
protedzy a lipazy (Cheet al.,2003). Jako fiklad Ize uvést hydrolyzu acylglycetolipazami,
jejimz vysledkem je uvolmi mastnych kyselin, které gobi zhaéknuti a Zluktnuti mléka.
Na chuti mléka se svou aktivitou podili i proteabegradaci kaseinu dochazi k ghauti
mléka a vzniku srazenin (Marchaetlal, 2012).

Na druhou stranu enzymy v mléce maji i svou kladhokci, & se iz jednd o produkty
bakterii, které se v mléce vyskytujfinozert ¢i jsou zamrné pridavany jako miékarenske
kultury. Pra¥ tyto enzymy se se svoji aktivitou podili na vzngpravné chutti konzistence
jako je tomu nap u sy a jogurfi (Koohet al, 2013). Bez fitomnosti ml€nych acidofilnich
bakterii by nebyla moZna fermentace, na které z&yimba mnoha mtgych produki, mj.
raznych druli syri a zakysanych napoj(Wouterset al, 2001).

V mléné mikloflre byl zaznamenan vyskyt gramnegativnich i grampoddh bakterii.
V piipadt gramnegativnich bakteriitgvazovaly nasledujici rodyEscherichia, Proteus,
Enterobacter, Citrobacter, Shigella, EdwardsielagnAmonas, Plesiomonas, Moraxella,
Alcaligenesa PsedomonasV pripac grampozitivnich se vyskytovaly nasledujici rody:
Staphylococcus, Bacillus, Listeria mi&€né acidofilni bakterie jako jeStreptococcus,
Leoconostoc, Pedicoccus, Lactocco@usactobacillus (Dalmassoet al, 2008; Marchard

et al, 2012). Tato prace se nejvice zanje na drutEscherichia cola rodStaphylococcus
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6.1.Escherichia coli

E. coli paki do ¢eledi Enterobacteriaceae, coz je skupina fakul&tamaerobnich nesporujicih
gramnegativnich tjnek. Radi se mezi modelové organismy mikroboologie, doZiri
jednim z nejvice prozkoumanych mikroorganisi. coli se vyuziva i biotechnologickych
procesech a genetickych manipulacichiaupgiovani fekalni kontaminace pitné vody, kde je
nejbszrgjSim indikatorem. (Bedrtét al.,1996; Julak 2006; Sediék 2001)

E.coli setadi k @BZnym komenzd@m mikroflory gastrointestinalniho traktu, jeji n&f$i
vyskyt byl zaznemam na sliznici tlustéhdest ¢loveéka i jinych savé. V tlustém stew
produkuje vitamin K a pottalje pripadné osidleni &vnimi patogeny. Patogeny podléhaji
Gcinku kolicini, coZ jsou baktericionf.coli. AvSak Ize se setkat i s patogennimi kmeny,
které mohou vyvolat gastrointestinalni infekce,¢m@ infekce, pneomonie, infekce ran,
sepse a neotanalni meningitidy. PatogediitaepatogenitéE.coli je zagicinéna genetickou
heterogenitou mezi jejimi jednotlivymi kmeny. (Bédret al., 1996; Julak 2006; Sediék
2001)

6.2. rod Staphylococcus

Staphylococcuspati mezi nesporulujici, nepohyblivé,étginou fakultativé anaerobni,
kultivacné nenargné, ¥tSinou neopouzeéné grampozitivni koky. Do tohoto rodu Hpa40
druhi a poddrufi. Tvorba biofilmu je negjasgji studovana uStaphylococcus aureus
a Staphylococcus epidermi$yto dva druhy také pédtmezi vyznamné patogeny (Bedret
al. 1996, Julak 2006).

S. aureusse kEZzr¢ vyskytuje v okoliclovéka a zvfat. U ¢lovéka dochazi kratce po narozeni
k osidleniS. aureusna kiZi, sliznici dychaciho a gastroitenstinalniho trakBtafylokokové
mastitidy, coz jsou onemoéni dojného skotu i ovci, #igobuji enterotoxinogenni kmeny
a mohou uclovéka prostednictvim mléka a midych produki zagicinit enterotoxikdzu.
Enterotoxiny obsazené v mléku vyvolavaji nevolnostsleds stevni potize a dehydrataci
(Bedn# et al,, 1996; Srubsova a Dvdak, 2010).

S. epidermisma uclovéka obdobny vyskyt jaké. aureusv piipads skotu, ovci a koz se
s vysokou frekvenci nachazi ve strukovych mlékoebde nasledhyv jejich mléce, i zde je
velké riziko mastitidy (Bedriéet al, 1996; Srubgva a Dvéak, 2010).
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7. Biofilm v potravinaiském pramyslu

7.1. Vyskyt a problematiky v potravinarském pramyslu

Jak bylo vySe zmimno, vznik biofilmi zpisobuje problémy nejen v souvislosti
s onemocénimi. Kwvili nebezpéi kontaminace vody patogeny biofilmyfeastavuji také
zavazné riziko pro zasoby pitné vody. V petrochésc ptimyslu snizuji dinnost zdizeni,
jako jsou potrubi vedouci ropu nebo vrtné plosBigfilmy se mohou také objevit na trupech
lodi, ryb&skych pastich a sitich, coZepdstavuje hlavni ekonomicky problémieBtoze
biofilmy mohou v ptimyslu zgisobovat extrémni finami naklady, v praxi existuje i jejich
kladné vyuziti. Jako fiiklad jejich prospsnosti Ize uvést vyuzitifpvyrobé pramyslovych
chemikalii, nap. ethanolu nebo octa, dale stoji za zminku odstrani toxickych slo&enin
pri ¢isténi odpadnich vod a niské vody zné&sténé ropou (Dufouet al, 2011).

Problematika biofilmd zasahuje i potraviiigky prtimysl. Navzdory snaze o co nejop&jsn
postupy pi viastni vyrok& je velmi obtizné, ne-li zcela nemozné vyapotraviny, které by
neobsahovaly Zadné mikroorganismyegioZze vyrobni proces zahrnuje i sterilizaci. Tento
problém niiZze ¢asto souviset s tvorbou biofitmpitimo ve vyrobnich Zé&zenich (Brooks a
Flint, 2008).

7.2. Kontrola tvorby biofilmu v potravina iském primyslu

Dukladné porozurni vzajemného {sobeni mikroorganistna material, které se pouzivaji
pii konstrukci povrch ve vyrobnich z#zeni potravingstvi, je zcela zékladni pro vyvoj
kontrolnich systéiin tvorby biofilmu. Aby bylo mozZzné navrhnout co n&pngjSi cistici
systém, je nezbytnéeSit ohnisko problému. DalSi vylepSeni v odsikaani a kontrole
biofilmu spaiva predevsSim v objasmi strategii, pouzivanych bakteriemi proc¢atani
kontakt s povrchem a také jejich vzdjemniéchpycovani (Brooks a Flint, 2008). ¢t8ina
ziskanych poznatk o biofilmech je vysledkem studiafippzeného progedi, kde jsou
limitované zdroje zivin, a nebo jeho simulaci, wal&chto gipadech se tedy jedna o odlisSné
podminky, nez se vyskytuji v potravisiych provozech. Préw potravindiskych provozech
Ize najit bohatSi zdroje Zivin. Vyznam biofilmve vyrok® potravin neni zatim dée
probadan, protoze chybfima pozorovani biofilmh vtomto prostedi, a také je nedostatek
vyzkumi pracujicich s modelovymi systémy, které by mohbpid napodobovat prasdi
potravin&skych provoa. Mikroorganismy pochazejici ze zkazenych i nezkgék potravin

se mohou fichytit a produkovat EPS v mistech kontaktu v¢rélch potravin a vyhovujicich
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povrchi. Patogenni bakterie mohou spoluexistovat v biadmjinych mikroorganisi nag.
Listeria monocytogenepieziva v biofilmech tvienych bakteridlnimi rodyseudomonas
Biofilmy je obtiZzné odstranit z povréhvyrobnich z&zeni potravin a z jejichipozenych
prostedi. Ricinou je produkce slozek EPS a problémy souvisegiprocesemgisteni
vyrobnich zéizeni i vyrobniho prosedi, proto se ip kontrole biofilmu spoléha na efektivni
Cisteni a postupy dezinfekce. Zaravge nutny dalSi technicky vyvoj vyrobnich linekuacita
zmeéna vlastnich vyrobnich prostor, aby se zamezilokwigs moZznych kontaminaci
(Chmielewski a Frank, 2003).

Zbytky potravin vznikajici hem vlastni vyroby neodmysliteinpati k potravindskym
provozim, mlékarenstvi nevyjimaje. Nahrontad zbytki poskytuje prosedi vybizejici
ke kolonizaci bakteriemi, zvlaStve forme biofilma. Ve studii Sary Cleto a jeji vyzkumné
skupiny z roku 2012, zabyvajici se charakteristikontaminace v mlékarenskych provozech
po dikladném hygienickéndisténi, byly pouZzity izolaty ziskané z praskliniizeni, ktera se
nachazeji prayv v mlékarenskych provozech. Na zakladekvenace 16S rDNA bylo
rozpoznano § pirevladajicich rod bakterii:Pseudomonasp. (37%); Staphylococcu§20%);
Serratiasp. (16%),Stenotrophomonasp. (15%) aAlcaligenes(5%). U vSech izolat bylo
provedeno testovani jejich schopnosti produkovdkylakteré mohou zgsobit zngny

v organoleptickych vlastnostech mléka, jako jsouw’ckiiné a struktura, které majiimny vliv
na obchodni hodnotu ko¥reého produktu. Konkrétn byla odhalena syntézagchto

e

nejdilezit¢jSich i skupin enzym: proteazy, lipazy a lecithinazy (Cletval., 2012).

7.3. Metody odstraréni biofilmu v potravind¥skych provozech, edevsim
mlékarenskych prostorach

V potravin&stvi je jednou z hlavnich vyzev snaha zcela se awhrkontaminaci nejen
vyslednych produkt, ale i syrovych potravin (surového materialu) mdrganismy,
piedevSim patogennimi. Pro dekontaminaci pavizyly vyvinuty nizné metody. Neg¥nejSi

z nich je manualni aplikace ve fo¥rmpeny nebo gelu, ktery obsahuje aktivni sleniny, to
vSe probihd za nizkého tlaku (Cletd al, 2012). Velmi rozgenym zmisobemcgisténi je
metoda CIP (Clean-in-Place)iFCIP se k¢isténi vyuziva NaOH a HN@ Dochazi ke
kompletnimucisténi celého vyrobniho prostoru¢etre potrubi, neniieba rozmontovani, ani
otvirani vybaveni. Zraou nevyhodou této metodyistava jeji destruktivni dinek na
piirodni i syntetické povrchy, vysledkem je vzniklimhkteré napomaji adhezi, viz kap. 3.1.,
(Brookset al, 2009). V laboratornich podminkach se experimensugiezinfe&nimi inky

Sava S, coZ je roztok 5% NaClO a 2% NaOH, daleztokem propanolu s ethanolem,
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roztokem benzoalkania s chloridem, peroxiacetylokgselinou, ozonem a dalSimi. Kdive
jsou pongry jednotlivych latek a jejich koncentrace, nicraérélezi i na dob pasobeni na
biofilm (Purkrtovael al., 2010).

Fogging (rozprasovani) pomoci automatického systé&mw potravingtvi fadi prozatim
mezi alternativni metody. Rozprasovani dezinfekce podstat rozptyl jemré uspdadanych
kapek dezinfekce v mistnosti. Hlavnim smyslem tétetody je jistota, Ze je dezinfekce
v priméiené davce rozptylena ve vSagdstech mistnosti,cetre jejiho vybaveni. Restoze se
jedna o poré&rné nakladny systém dezinfekce, mohl biingst vysokou efektivitu a také
vyrazné zlepSeni hygieny, pokud se vSak pouzijezidn zpisobem (Cletaet al, 2012).
Bore a Langsrud se ve své studii z roku 2005 teddéyvali &innosti fiznych metod
dezinfekce, ke své praci vyuZili izolaty #tprtznych mlékaren. Ver¢ch z @ti mliékéren
bylo provaano ¢isteni a dezinfekce d&Znym zgisobem a pravu €chto znych zavedenych
zpusobech byla zaznamenandetelné pochybeni v technice. V jedné z mlékarenlodos
k selhani pistroje produkujiciho ,mlhu“ , ta se tak nedostdtavsechtasti mistnosti. V jiné
mlékarre byl problém s velikostiiistroje produkujiciho ,mlihu, kidi ¢emuz nerdél kapacitu

k dezinfekci celé mistnosti, a takit§ina prostoru nebyla wigténa. DalSim problém bylo
selhani poitatového programu, ktery &h zajistit kontrolu celého dezinfékiho procesu.
Nakonec byly pro dalSi praci vybrany jen zbyvapet miékarny, kde nedoSlo k Zadnému
pochybeni. Celkem bylo odebrano Sest iZpla¥ obou milékarnach byla dezinfekce
provadna jednou tyd& pouzity byly prosiedky Oxonia Aktiv a TP99 (akrylaminoacetat),
sttidany byly kazdéit mésice.

V mlékarenskych prostorech se v &asné dob vyuziva automaticky systém zpracovani,
Z materiah jsou nejvice zastoupena nerez ocel, guma a pldktyni divodem, pré jsou tyto
povrchy vhodné pro adhezi, jgifmnost mléka a mémych proteiri, které tvdi pocateni
Zivhou pdu pro bakterie. Vysledky studie Teixeira jejihanty z roku 2004 ukazuji, ze
nejvice nachylnym materialem byla guma to b&&ieh rozdih mezi pouzitymi rody bakterii,
Staphylococcy$’seudomonaa dalsi (Barnest al.,1999; Teixeiraet al.,2004).

Pri bliz§im pohledu na metody dezinfekce v potraiském pfimyslu je Zejmé, Ze neexistuje
jeden dosten¢é weinny postup. F¢inou mnohdy neni n€innost dezinfe&nich prostedki,
ale doba psobeni, vliv okolni teploty a druhové sloZzeni Hmofi. Pokud neni zdrojem
kontaminace vychozi surovina,u#e byt problémem i kontaminace mezi jednotlivymi
vyrobniky kroky (Aseet al, 1998; Brook®t al, 2009).
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8. Zawer

Biofilmy a problematika jejich tvorby staléigtavaji ve sedu pozornosti mnoha vyzkumbDiavodem

je predevsim jejich komplikovana struktura. Tvorba biofi je jiZ pon&rné hluboce prostudovanou
oblati, jsou detailhznamy mechanismy patesni adheze, tvorba jednovrstevného biofilmu i matara
spolu s vznikem trojrozémného Utvaru. AvSak jeStstdle existuji nezodpézené otazky, a to
predevsim ohlednhtvorby extracelularni matrix (EPS) a mechanismargm sensing. Tvorba EPS do
znané miry ovliviuje rezistenci biofilmu. Pra&vrezistence a jeji mechasnimy jsou vieedti zajmu,
protoZe je to moZna cesta k eliminaci biofilmu, @& v oblasti mediciny¢i v potravingském
pramyslu. Potravingky ptimysl, Wetrg oblasti produkce miléka a niléych vyrobki, usiluje o
minimalizaci kontaminace vyslednych produkiToho lze docilit &kolima cestami. Zamezit
pocateni kontaminaci jesgt pred zpracovanim mléka neni redlné, avSakispfnim kontroly
mezikroki pii jeho zpracovani Ize redukovat rizika dalSi konteaoe. DalSimi cestami je zdokonaleni

dezinfekinich procedur, etr¢ zefektivreéni v sodasné dob pouzivanych prosedki.
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