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ABSTRACT

A biofilm is a complex aggregation of microorganisms growing on a solid substrate. Biofilms are characterized by
structural heterogeneity, genetic diversity, complex community interactions, and an extracellular matrix of polymeric
substances. The experimental part was focused on the adhesion of bacterial cells under static conditions and testing the
effectiveness of disinfectants on created biofilm. In laboratory conditions we prepared and formed the bacterial biofilms
Pseudomonas fluorescens in the four test surfaces of stainless steel, glass and plastic materials - PE (polyethylene) and
EPDM (ethylene propylene diene monomer). Over the next 72 hours and 72 hours were observed numbers of adhesion
bacterial cells of P. fluorescens on solid surfaces of tested materials. The highest values adhesion cells reached P.
fluorescens cells after 72 hours of cultivation on plastic surfaces, where was increased in adhesion bacterial cells for EPDM
in the values of 10° CFU/cm® and for PE up to 10° CFU/cm®. The subsequent repeated 72-hour cultivation P. fluorescens

was an increase (growth) in the number of adhesion bacterial cells to all tested surfaces.
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UvoD

Biofilm je definovany ako matrica uzatvorena
bakterialnou populaciou adherovanou na povrchu alebo na
sebe navzajom (Genigeorgis a Sofos, 1995, Marshall,
1992). Biofilmy sa vyznaCuji  charakteristickymi
biochemickymi a biologickymi vlastnostami, odliSnymi
fyzikalnymi a fyzikalno-chemickymi vlastnostami
(Harrison et al., 2008). Biofilmy mozu byt vytvorené
vSetkymi typmi mikroorganizmov, vratane kazenie
sposobujucich a patogénnych mikroorganizmov za
vhodnych podmienok (Nivens et al., 1995). Niektoré
baktérie maji vysSiu tendenciu vytvorit Dbiofilm.
NajbeznejSie z nich sa Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus a Bacillus
(Genigeorgis a Sofos, 1995, Mattila-Sandholm a
Wirtanen, 1992). K tvorbe biofilmu dochadza takmer na
vSetkych materidloch, povrchoch a akomkol'vek prostredi
bohatom na Zziviny, kde si pritomné Zzivotaschopné
mikroorganizmy a biofilm predstavuje tak problém
i v oblastiach potravinarskeho priemyslu (Lee Wong,
1998). P. fluorescens je znamy ako modelovy organizmus
pre skimanie tvorby biofilmu, pretoze bolo preukazané, ze
vytvara mikrobidlny biofilm na rbéznych povrchoch
(Carpentier a Chassaing, 2004).

MATERIAL A METODIKA

K priprave biofilmu sme pouzili mikroorganizmus
Pseudomonas fluorescens (CCM 7141, Ceska zbierka
mikroorganizmov). Na experimenty sme vybrali materialy
vo forme platniCiek z nerezovej ocele - STN 17 240, 17
241 W Nr. 14301 AISI 304, zpolyetylénu - PE,
laboratorneho skla (mikroskopické podlozné sklo) a
z etylén propylén dién monoméru - EPDM.

Na pripravu Standardizovanej suspenzie
mikroorganizmu bola pouzita Cistd kultira modelovej
baktérie P. fluorescens. Pripravena kultara bola
kultivovand 24 h na trepacke o frekvencii 130.min" pri
laboratornej teplote 22 — 25 °C. Pripravena suspenzia

baktérii bola zriedenad sterilnym bujénom tak, aby ich
hodnota ODg;5 sa rovnala 0,32 ¢o zodpoveda poctu 10®
KTJ.cm®. Testované povrchy boli umiestnené do
sklenenej vanicky a zaliate §tandardizovanou suspenziou
tak, aby wvmnej boli ponorené. Inkubacia prebichala
priteplote 25 °C po dobu 3, 24 a 72 h za obcasného
premiesavania. Povrchy boli potom zroztoku vybraté a
premyté sterilnym fyziologickym roztokom fosfatového
pufra (PBS pH 7,4), aby sa odstranili nezadrzané bunky.
Nasledne boli povrchy po 72 h kultivacii oplachnuté
pradom sterilnej vody, zaliate pripravenou
Standardizovanou suspenziou a kultivované opat’ d’alsich
72 hodin.

Utinnost’ sterovej metédy a nasledného uvoltiovania
zachytenych bakterialnych buniek ztampoénu do roztoku
(pocas pretrepavania pomocou vortexu) bola porovnavana
s metodou vyuzivajicou kombinované pdsobenie vortexu
a ultrazvuku. Testované povrchy po
3 a24 h kultivacii pri teplote 25 °C boli umyté roztokom
fosfatového pufra a spracované sterovou metédou. Cast
tamponu so zotretymi bakteridlnymi bunkami bola po
pouziti vortexu vlozend na 3 minuty do ultrazvukového
kupela. Rozdiely v pocte prezivajucich zivotaschopnych
mikroorganizmov boli vyhodnotené kultivaciou na zivnom
médiu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na obrazku 1 je mozné vidiet, Ze pocet adherovanych
bakteridlnych buniek P. fluorescens presiahol uz po 3 h
10°KTJ.cm™ u troch testovanych materialoch z nerezovej
ocele, skla, EPDM auPE sme dosiahli hodnoty az
1,3.10* KTJ.cm™.

Najlepsie sa P. fluorescens adheroval na materialy z PE
a EPDM, kde pocas 72 h adhézie doSlo k narastu
adherovanych bakterialnych buniek u EPDM na hodnotu
10° KTJl.em® auPE az na hodnotu 10° KTJ.cm
2, Vynimku tvorili testované povrchy znerezovej ocele,
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Obrazok 1 Adhézia baktérii P. fluorescens na povrchoch z nerezovej ocele, skla, PE a EPDM po 72 hodinovej
kultivacii

kde bol najvacsi narast po 6 h adhézie, potom zacal rast
stagnovat a zostal priblizne rovnaky.

Po 72 h adhézii mézeme uvsetkych testovanych
povrchoch hovorit’ o vzniku bakterialneho biofilmu.

Na obrazku 2 je mozné vidiet, Ze sa adherovali bunky po
72 h kultivacie a naslednej opakovanej kultivacii d’alsich
72 h. Pocet adherovanych bakteridlnych buniek P.
fluorescens na povrchoch z PE a EPDM presiahol rast po
opakovanej 72 h kultivacii u EPDM hodnotu
10" auPE hodnotu 10° adherovanych bakterialnych
buniek na cm™. Po&et adherovanych bakteridlnych buniek
na povrchoch z nerezu, skla, EPDM a PE postupne stapal
amobzeme predpokladat’, Zze pri naslednych opakovanych
kultivaciach doslo k rozmnozeniu bakterialnych buniek
biofilmu.

u ostatnych testovanych povrchoch a v priebehu oplachu
po kultivacii s pridavkom  zivného média doslo
k odplaveniu

buniek zpovrchu.  Biologické mechanizmy ako je
napriklad pritomnost’ adhéznych molekil na povrchu
buniek by mohli byt hlavnym faktorom v procese
mikrobialnej adhézie a tvorby biofilmu (Doyle, 2000).
Podl'a Pasmore et al. (2002) pritazlivost medzi baktériou
a povrchom ma doéleziti ulohu v schopnosti odstranit
biofilm z povrchu. Podl'a viacerych autorov (Liu et al.,
2007), bakterialny rast a Zzivotaschopnost ovplyviluje
schopnost’ buniek adherovat’ na abiotické povrchy.
Suhlasime so zisteniami autorov Mosteller a Bishop
(1993), ktori uviedli, ze typ a druh kultivaného média
rovnako ako koncentracia mikroorganizmov su faktory,
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Obréazok 2 Adhézia baktérii P. fluorescens na povrchoch z nerezovej ocele, skla, PE a EPDM po 72 h kultivacie
a naslednej opakovanej 72 h kultivacii

Najmensi narast uz adherovanych bakterialnych buniek je
spozorovany na sklenenom povrchu, kde po 3 h u
opakovanej 72 h kultivacii bola hodnota adherovanych
bakteridlnych buniek 2,9.10° KTJ.cm™, po $est hodinovej
opakovanej kultivacii bola hodnota adherovanych buniek
9,3.10° KTJ.cm™ ana konci opakovanej 72 h kultivacie
bola hodnota adherovanych buniek 9,8.10* KTJ.cm™.
Mobzeme  predpokladat, ze v priebehu naslednej
opakovanej kultivacie sice doSlo krastu adherovanych
bakterialnych buniek, ale vdzba nebola natol’ko pevna ako

ktoré m6zu mat’ vplyv na proces adhézie mikrobiadlnych
buniek na povrchy, preto sme na zabezpecenie adhézie
bakteridlneho druhu P. fluorescens starostlivo vybrali
zivné médium selektivny agar pre pseudomonady a taktiez
stihlasime s autormi

Vadillo-Rodriguez et al. (2004), ktori uviedli ze pri
tvorbe mikrobidlneho biofilmu musi byt pocet
adherovanych buniek v intervale od 10° alebo az 10°
KTJ.cm?, pricom v naSom experimente sme zvolili
pociato¢nu hodnotu bakteridlnej suspenzie aplikovanej na
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Obrazok 3 Uvol'novanie bakterialnych buniek P. fluorescens z vatovych tamponov po pdsobeni vortexu a po pdsobeni
kombinacie vortexu a ultrazvuku (U — ultrazvuk)

testované povrchy 10® KTJ.cm™. Autori d’alej uvadzaju, ze
nizsie hodnoty ako 10° iba indikujii adhéziu mikrobialnych
buniek. Dolezity pozorovany ukazovatel, ktory sme zistili
v naSom experimente pri produkcii zna¢ného mnozstva
exopolysacharidove] matrice buniek P. fluorescens na
testovanych povrchoch zo skla, nerezovej ocele, gumy a
plastu je obdobny poznatkom, ktori potvrdili Tsuneda et
al. (2003), produkciou zna¢ného mnozstva
exopolysacharidovej matrice buniek S. aureus rasticich na
povrchoch zo skla, z nerezovej ocele az plastovych
materialov.

Autori poukézali na to, ze prilnavost heterotrofnej
baktérie izolovanej z povrchov bola inhibovana
elektrostatickou interakciou, ¢o ma relevantny vyznam,
pretoze takouto interakciou st ovplyvnené fyzikalno-
chemické vlastnosti povrchu ako napriklad naboj,
hydrofébne a polymérne vlastnosti. Na obr. 3 je vidiet’ je
vidiet uvolfiovanie bakteridlnych buniek P. fluorescens
z vatovych tampoénov po pdsobeni vortexu a po pdsobeni
kombinacie vortexu aultrazvuku. Pocty uvolnenych
bakterialnych buniek P. fluorescens pomocou vortexu
koresponduju s poétami bakterialnych buniek uvolnenych
kombinaciou vortexu a ultrazvuku, ¢o znamena Ze rozdiely
medzi poc¢tami uvolnenych buniek si minimalne. Vatové
tampony pouzivané na odber sterov z povrchov by mali
byt schopné udrzat Zivotaschopnost'  pritomnych
mikroorganizmov atampén by mal umoznit uvolnenie
dostatocnej reprezentativnej Casti vzorky materidlu
a zachovanie integrity nukleovych kyselin pre ucinné
testovanie (Drake et al., 2005, Osterblad et al., 2003,
Roelofsen et al., 1999). Vyuzitie ultrazvukového vlnenia
sa v mikrobiologii vyuziva pre uvolfhovanie, rozbijanie
buniek a bakterialnych kultar (Mott et al., 1998).

ZAVER

Sledovali sme vplyv Styroch réznych povrchov a casu ich
statického kontaktu s bakterialnou suspenziou na podiel
adherovanych bakteridlnych buniek. Preukdzala sa
relativne dobra schopnost’ adhézie bakterialnych buniek na
povrchy, priCom najlep$ie sa P. fluorescens adheroval na
materidly z PE a EPDM, kde pocas 72 h adhézie doslo

k narastu adherovanych bakteridlnych buniek u EPDM na
hodnoty 10°KTJ.cm™a u PE az na 10°KTJ.cm™. Vynimku
tvorili testované povrchy znerezovej ocele, kde bol
najvacsi narast po 6 hodinach adhézie, potom zacal rast
stagnovat’ azostal priblizne rovnaky. Mozno sa
domnievat’, ze nizSie pocty adherovanych bakteridlnych
buniek na povrchu z nerezovej ocele mohli byt spésobené
aj dosledkom pouzitej sterovej metddy, kde vzhladom
k drsnejsiemu povrchu materialu nemuseli byt zotreté
vSetky adherované bunky. Po 72 h adhézii mdzeme
u vSetkych testovanych povrchoch hovorit o vzniku
bakterialneho  biofilmu. Pri nasledne;j dalsej
72 h (144 h) kultivacii P. fluorescens doslo k zvyseniu
poc¢tu adherovanych bakteridlnych buniek na vsetkych
testovanych povrchoch vporovnani len so 72 h
kultivaciou. Analyzovanim porovnania vplyvu pdsobenia
vortexu a kombindcie vortexu a ultrazvuku na uvolfiovanie
bakterialnych ~ buniek  sme  potvrdili ~ vhodnost
a dostatocnost’ pouzitej metddy uvolnovania bakteridlnych
bunieck z odobratého steru pomocou vortexu, pretoze
rozdiely medzi oboma metdodami boli minimalne pri
analyzovani steru odobratych bakterialnych buniek
adherovanych pocas 3 a 24 hodin
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