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TEORIE
Taxonomie vybranych bakterii schopnych tvofrit biofilmy: koky

Domeéna: Bacteria Domeéna: Bacteria
Oddéleni: Firmicutes Oddéleni: Firmicutes
Trida: Bacilli Trida: Bacilli
Rad: Lactobacillales Rad: Lactobacillales

Celed": Enterococcaceae Celed" Streptococcaceae
Rod: Enterococcus Rod: Streptococcus
Druh: Enterococcus faecalis Druh: Streptococcus sp.
Enterococcus faecium

Optimalni kultivacni podminky
Teplota: Ent. (faecalis a faecium) (35-37 °C), Streptococcus sp. (37 °C)
pH: Ent. (faecalis a faecium) (7,0-7,5), Streptococcus sp. (7,0-7,2)
Kultivace: aerobni




TEORIE

Taxonomie vybranych bakterii schopnych tvofit biofilmy: tyCinky

Domeéna: Bacteria
Oddéleni: Proteobacteria
Trida: Gammaproteobacteria
Rad: Enterobacteriales
Celed" Enterobacteriaceae
Rod: Escherichia, Klebsiella
Druh: Eschericha coli*
Klebsiella pneumoniae*

Doména: Bacteria
Oddéleni: Proteobacteria
Trida: Gammaproteobacteria
Rad: Pseudomonadales
Celed: Pseudonadaceae
Rod: Pseudomonas
Druh: Pseudomonas aeruginosa™*

Optimalni kultivacni podminky

Teplota: E. coli (35-37 °C), K. pneumoniae (30-35 °C), P. aeruginosa (30-37 °C)
pH: E. coli (5,5-8,0), K. pneumoniae (7,2), P. aeruginosa (6,6-7,0)
Kultivace: fakultativnhé anaerobni*, aerobni**




TEORIE
Charakteristika bakterialnich biofilmu

BAKTERIALNI BIOFILMY

* Predstavuji funkcni heterogenni (nebo homokulturni) konsorcia
bakterii

* Jsou odolnéjsi vuci neprizniv x(m podminkam
oproti planktonnim bun

* Jejich vyskyt v potravinarstvi je (vétSinou) nezadouci,

vyskytuji se napr. v mlekarenskem, masnem, konzervarenskem prumysiu

* Vytvareji mikrobialni ,kapsy” / , diry”
zvIaste na obtizné sanitovatelnych mistec

* Kontaminuiji (sekundarné) potravinarské suroviny a vyrobk

a snizuji tak jejich zdravotni bezpecnost a Jakost (za vzniku ruznych senzorickych defekti)
(ETNA Consulting Group, 2020)




TEORIE
Tvorba bakterialnich biofilmu |

K tvorbé bakteridlnich biofilm dochazi v 5 obecnych fazich:
1) Lag faze biofilmu
2) Exponencialni faze biofilmu
3) Faze zpomaleného rustu biofilmu
4) Faze stacionarniho narustu biofilmu
5) Faze zralého biofilmu

Obr. 1: Kolobéh rustu
bakterialniho biofilmu:
1-5): faze vzniku
a rustu biofilmu
(Monroe, 2007); upraveno




TEORIE

Tvorba bakterialnich biofilmu Il

bakterialni bunky
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Obr. 2: Obecny proces tvorby bakterialniho
biofilmu
(Harrison a kol., 2005), upraveno

QUORUM SENSING

Je komunikacni proces
k organizaci skupinového chovani bakterii

v biofilmech
o

Ke komunikaci mezi bunkami dochazi pomoci
signalnich molekul homoserin-laktonti
R

o HN‘<

O

O

Obr. 3: N-acylhomoserin lakton (AHL)
(Eickhoff a Bassler, 2018;
Vadakkan a kol., 2018)
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CiLE PRACE

U testovanych bakterii
Enterococcus spp., Escherichia spp., Klebsiella spp.,
Pseudomonas sp. a Streptococcus sp.:

USKUTECNIT MAKROSKOPICKA A MIKROSKOPICKA POZOROVANI

DETEKOVAT VYTVORENE BIOFILMY

DISKUTOVAT ZiSKANE VYSLEDKY
stran zvyseni zdravotni mikrobiologické bezpecnosti a jakosti
potravinarskych surovin a vyrobkdu

ve vazbeé na nezadouci tvorbu biofilmu
o




EXPERIMENTALNI CAST
Pouzité kmeny bakterii

Shirkové kmeny:

Enterococcus faecalis CCM 7247
Enterococcus faecium CCM 2308
Escherichia coli CCM 7395
Klebsiella pneumoniae CCM 8853
Pseudomonas aeruginosa CCM 7930

Streptococcus sp. CCM 4685

Deponovani kmenu:
Ceska sbirka mikroorganismd
(CCM - Czech Collection of Microorganisms,
Brno, CZE)

lzolované kmeny:

Escherichia coli LEV 682/17
Escherichia coli LEV 687/17
Escherichia coli LEV 1456/17
Klebsiella pneumoniae LEV 700/17
Klebsiella pneumoniae LEV 1009/17
Klebsiella pneumoniae LEV 1022/17

~_ lzolace kmenu: 5
potravinarska prumyslova vyrobna v CR
(solovna)

UloZeni kmenu:
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
V.V.i., Brno; VSCHT Praha




EXPERIMENTALNI CAST
Pouzité metody a test

STANOVENI MAKROSKOPICKYCH A MIKROSKOPICKYCH ZNAKU BAKTERIi

ZJISTENi TVORBY BIOFILMU U BAKTERIi

 Modifikovana Christensenova zkumavkova metoda (Olivares a kol., 2016)
(barvivo: krystalova violet 0,1 hm. %)

* Plothova metoda s agarem s kongo cerveni (Kaiser a kol., 2013)
(barvivo: kongo cerven 0,8 hm. %)

* Sprejovy test TBF°300S (Christeyns, BEL)
(barvivo: neuvedeno)

* Spektrofotometricka metoda (Stepanovic a kol., 2007)
(As70)




VYSLEDKY |
Makroskopické a mikroskopické znaky bakterii
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Obr. 4: Makrofotografie a mikrofotografie K. pneumoniae CCM 8853




VYSLEDKY II
Detekce biofilmu u bakterii (kvalitativni)

Christensenova zkumavkova
metoda (modlflkace)

Obr. 5:
1) E. coli CCM 7395
2) Ent. faecalis CCM 7247
3) Ent. faecium CCM 2308
4) K. pneumoniae CCM 8853
5) P. aeruginosa CCM 7930
6) Streptococcus sp. CCM 4685
7) negativni kontrola (sterilni bujon TSB)
8) pozitivni kontrola (kmen Asaia lannensis)
(Sistkova a kol., 2019)

Plotnova metoda

S agarem
s kongo cerveni

Obr. 6a:
a) pozitivni tvorba biofilmu (+)
u K. pneumoniae CCM 8853
(¢erné kolonie na ¢erveném agaru)

Obr. 6b: Negativni tvorba biofilmu (=)
u Streptococcus sp. CCM 4685
(bezbarvé, pruhledné, kolonie

na cerveném agaru)

Sprejovy test ==

TBF°300S ==
(Christeyns, &

BEL) e

Obr. 7a:
pozitivni tvorba biofilmu (+)
u K. pneumoniae CCM 8853
(rdzové kolonie na podloznim skle)

B>

Obr. 7b: Negativni tvorba biofilmu (=)
u Streptococcus sp. CCM 4685
(Zadné adherované buriky
na podloZnim skle) 11




VYSLEDKY Il
Detekce biofilmu u bakterii (kvantitativni)

Spektrofotometricka metoda

Absorbance (-), A5
o
~

0,2
0,1
N % =
~ ¢ S S >
&L& ¢ .\000% y i %‘\0 c\\sogb & e\ S
‘»S%"'g\ S e"‘& < O O N FC N Ry
SN o §&$’ & Cﬁ\ \\ﬁ ®°§° & & SC S S
¢ $ (‘\60 \&0 >
o

O Kultivace pii 30 °C
l O Kultivace pti 37 °C

1 |

Absorbance (=), 257

@ Kaultivace pti 30 °C

O Kultivace pii 37 °C
0,9

0,8

0,7 i

0,6
05 | 1 1
0.4
0.3
0,2

0,1
0 .

. . > >
o°°\:\ @°°\:\ o@\\'\ o‘we o“”\00 & o“e\ &@\%@
N N WO 0N o 0 NN o &
@‘0\&@"\'\ \@i‘&@f\\\ \N@i‘&\bﬁé Q‘&x\(\ Q\&*@\{\ Q‘&\\i\}(\ A‘;\"&é{’ Q&\:\@%
9 < CN < N QA \ I\Q A\ D A\ ¥ AD > S \\\ . Al
F§ vy v N SO SO S N
Q@ A Y Q@ \ RS \4

Obr. 8a: Tvorba biofilmu
u bakteridlnich sbirkovych kment (CCM),
spektrofotometrickd metoda (A:-,)

Obr. 8b: Tvorba biofilm
u bakteridlnich izolovanych kment (LEV),
spektrofotometricka metoda (Ac-,)
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Tvorba biofilmu u bakterii — sumarizace (vSechny metody)

VYSLEDKY IV

Bakterialni
kmen

Christensenova Plotnova

zkumavkova metoda Sprejovy test

TBF®300S
(Christeyns, BEL)

metoda (agar+kongo
(modifikace) Cerven)

Enterococcus faecalis CCM 7247 + + + + (0,388)
Enterococcus faecium CCM 2308 + + + + (0,464)
Escherichia coli CCM 7395 + + + + (0,354)
Klebsiella pneumoniae CCM 8853 + + + +(0,852)
Pseudomonas aeruginosa CCM 7930 + + + +(0,800)
Streptococcus sp. CCM 4685 - - - -(0,063)
Escherichia coli LEV 682/17 + + + +(0,480)
Escherichia coli LEV 687/17 + + + +(0,420)
Escherichia coli LEV 1456/17 + + + +(0,704)
Klebsiella pneumoniae LEV 700/17 + + + +(0,484)
Klebsiella pneumoniae LEV 1009/17 + + + +(0,632)
Klebsiella pneumoniae LEV 1022/17 + + + +(0,454)

+...

pozitivni tvorba biofilmu, -... negativni tvorba biofilmu
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ZAVER

Vysledky této prace
mohou byt vyuzitelné
v potravinarském prumyslu,
zejména mlékarenském, masném
a konzervarenském,
pri spolehlivém prukazu
a ucinné eliminaci biofilmu
technologicky nezadoucich bakterii
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