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TEORIE
Taxonomie vybraných bakterií schopných tvořit biofilmy: koky

Doména: Bacteria
Oddělení: Firmicutes

Třída: Bacilli
Řád: Lactobacillales

Čeleď: Enterococcaceae
Rod: Enterococcus

Druh: Enterococcus faecalis 
Enterococcus faecium

Doména: Bacteria
Oddělení: Firmicutes

Třída: Bacilli
Řád: Lactobacillales

Čeleď: Streptococcaceae
Rod: Streptococcus

Druh: Streptococcus sp.
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Optimální kultivační podmínky
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: aerobní



Optimální kultivační podmínky
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: fakultativně anaerobní*, aerobní**

Doména: Bacteria
Oddělení: Proteobacteria

Třída: Gammaproteobacteria
Řád: Enterobacteriales

Čeleď: Enterobacteriaceae
Rod: Escherichia, Klebsiella

Druh: Eschericha coli*
Klebsiella pneumoniae*

Doména: Bacteria
Oddělení: Proteobacteria

Třída: Gammaproteobacteria
Řád: Pseudomonadales
Čeleď: Pseudonadaceae

Rod: Pseudomonas
Druh: Pseudomonas aeruginosa**

TEORIE
Taxonomie vybraných bakterií schopných tvořit biofilmy: tyčinky
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TEORIE
Charakteristika bakteriálních biofilmů

BAKTERIÁLNÍ BIOFILMY

• Představují funkční heterogenní (nebo homokulturní) konsorcia 
bakterií

• Jsou odolnější vůči nepříznivým podmínkám 
oproti planktonním buňkám

• Jejich výskyt v potravinářství je (většinou) nežádoucí,
vyskytují se např. v mlékárenském, masném, konzervárenském průmyslu

• Vytvářejí mikrobiální „kapsy“ / „díry“
zvláště na obtížně sanitovatelných místech

• Kontaminují (sekundárně) potravinářské suroviny a výrobky
a snižují tak jejich zdravotní bezpečnost a jakost (za vzniku různých senzorických defektů)

(ETNA Consulting Group, 2020)



TEORIE
Tvorba bakteriálních biofilmů I

K tvorbě bakteriálních biofilmů dochází v 5 obecných fázích:
1) Lag fáze biofilmu

2) Exponenciální fáze biofilmu
3) Fáze zpomaleného růstu biofilmu

4) Fáze stacionárního nárůstu biofilmu
5) Fáze zralého biofilmu

Obr. 1: Koloběh růstu 
bakteriálního biofilmu: 

1-5): fáze vzniku 
a růstu biofilmu 

(Monroe, 2007); upraveno
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TEORIE
Tvorba bakteriálních biofilmů II
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Obr. 2: Obecný proces tvorby bakteriálního
biofilmu 

(Harrison a kol., 2005), upraveno

QUORUM SENSING
Je komunikační proces

k organizaci skupinového chování bakterií 
v biofilmech



Ke komunikaci mezi buňkami dochází pomocí 
signálních molekul homoserin-laktonů

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

Vadakkan a kol., 2018)



QUORUM QUENCHING
Je inhibiční mechanismus

quorum sensingu



CÍLE PRÁCE

U testovaných bakterií 
Enterococcus spp., Escherichia spp., Klebsiella spp., 

Pseudomonas sp. a Streptococcus sp.: 

USKUTEČNIT MAKROSKOPICKÁ A MIKROSKOPICKÁ POZOROVÁNÍ


DETEKOVAT VYTVOŘENÉ BIOFILMY


DISKUTOVAT ZÍSKANÉ VÝSLEDKY
stran zvýšení zdravotní mikrobiologické bezpečnosti a jakosti 

potravinářských surovin a výrobků
ve vazbě na nežádoucí tvorbu biofilmů 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
Použité kmeny bakterií

Sbírkové 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

Deponování kmenů: 
Česká sbírka mikroorganismů 

(CCM - Czech Collection of Microorganisms, 
Brno, CZE)

Izolované 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

Izolace kmenů: 
potravinářská průmyslová výrobna v ČR 

(solovna) 

Uložení kmenů: 
Výzkumný ústav veterinárního lékařství, 

v.v.i., Brno; VŠCHT Praha
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
Použité metody a test

STANOVENÍ MAKROSKOPICKÝCH A MIKROSKOPICKÝCH ZNAKŮ BAKTERIÍ

ZJIŠTĚNÍ TVORBY BIOFILMŮ U BAKTERIÍ

• Modifikovaná Christensenova zkumavková metoda (Olivares a kol., 2016)
(barvivo: krystalová violeť 0,1 hm. %)

• Plotnová metoda s agarem s kongo červení (Kaiser a kol., 2013)
(barvivo: kongo červeň 0,8 hm. %)

• Sprejový test TBF®300S (Christeyns, BEL)
(barvivo: neuvedeno)

• Spektrofotometrická metoda (Stepanović a kol., 2007)
(A570) 9



VÝSLEDKY I
Makroskopické a mikroskopické znaky bakterií

Klebsiella pneumoniae CCM 8853

Kolonie

Barva: bílá

Průměr: 1,5-2,0 mm

Buňky
Typ: G- tyčinky

Délka: 3,0-5,0 μm

Šířka: 0,5-1,0 μm

Enterococcus faecalis CCM 7247

Kolonie

Barva: smet. bílá

Průměr: 1,5-2,0 mm

Buňky

Typ: G+ koky

Průměr: 1,0-2,0 μm
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Obr. 3: Makrofotografie a mikrofotografie Ent. faecalis CCM 7247

Obr. 4: Makrofotografie a mikrofotografie K. pneumoniae CCM 8853



VÝSLEDKY II
Detekce biofilmů u bakterií (kvalitativní)

Christensenova zkumavková 
metoda (modifikace)

Plotnová metoda    
s agarem                   

s kongo červení

Sprejový test 
TBF®300S

(Christeyns, 
BEL)

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) negativní kontrola (sterilní bujón TSB)

8) pozitivní kontrola (kmen Asaia lannensis) 
(Šístková a kol., 2019)

Obr. 6b: Negativní tvorba biofilmu (−)               
u Streptococcus sp. CCM 4685 
(bezbarvé, průhledné, kolonie                

na červeném agaru)

Obr. 7b: Negativní tvorba biofilmu (−)               
u Streptococcus sp. CCM 4685 

(žádné adherované buňky 
na podložním skle)

Obr. 6a: 
a) pozitivní tvorba biofilmu (+) 

u K. pneumoniae CCM 8853 
(černé kolonie na červeném agaru)                   

Obr. 7a: 
pozitivní tvorba biofilmu (+) 
u K. pneumoniae CCM 8853 

(růžové kolonie na podložním skle)
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VÝSLEDKY III
Detekce biofilmů u bakterií (kvantitativní)

Spektrofotometrická metoda
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Obr. 8a: Tvorba biofilmů 
u bakteriálních sbírkových kmenů (CCM), 

spektrofotometrická metoda (A570) 

Obr. 8b: Tvorba biofilmů 
u bakteriálních izolovaných kmenů (LEV), 

spektrofotometrická metoda (A570) 



VÝSLEDKY IV
Tvorba biofilmů u bakterií – sumarizace (všechny metody)

Bakteriální 
kmen

Christensenova 
zkumavková 

metoda
(modifikace)

Plotnová 
metoda

(agar+kongo
červeň)

Sprejový test 
TBF®300S

(Christeyns, BEL)

Spektrofoto-
metrická
metoda               

(A570)

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)

+… pozitivní tvorba biofilmu, −… negativní tvorba biofilmu 13



ZÁVĚR

Výsledky této práce 
mohou být využitelné         

v potravinářském průmyslu, 
zejména mlékárenském, masném 

a konzervárenském, 
při spolehlivém průkazu                                         

a účinné eliminaci biofilmů             
technologicky nežádoucích bakterií
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