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ENTEROCOCCI AND THEIR ABILITY TO FORM A BIOFILM

Margita éanigovd, Viera Duckova, Miroslav Krocko, Jana Rackova, Jana Bezekova

ABSTRACT

Number of enterococci determined in raw milk cistern samples was in range of 2.95 to 4.18 log CFU.mlI™* and raw milk
samples obtained from storage tanks contained enterococci count in the range of 3.04 to 4.51 log CFU.ml™. Results of
microbiological quality evaluation showed, that count of enterococci increased during cold storage of raw milk. Portion of
enterococci from the total microflora of raw milk taken from cistern samples was 0.44 %, otherwise in raw milk samples
taken from storage tanks portion of enterococci decreased to 0.38 %. Among enterococci isolates E. faecalis was the
predominat species in tested samples of raw milk from both cistern — 58.1 % and storage tank — 71.7 %. The following
species were identified E. faecium, E. group Ill., E. mundtii, E. casseliflavus. It was found that 38 % E. faecalis isolates

were able to form a biofilm.
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UvVoD

Enterokoky sa prirodzene vyskytuju v potravinich
zivoc¢isSneho irastlinného pdvodu. Vysoky obsah
enterokokov v mlieku a mlieénych vyrobkoch v sti¢asnosti
indikuje  predovsetkym  nedodrzanie  hygienickych
podmienok bud’ pri ziskavani mlieka alebo pri vyrobe
mlie¢nych vyrobkov. Enterokokom sa pripisuji mnohé
pozitivne vlastnosti, ktoré ich radia medzi uzitoén
mikrofléru. Tvoria vyznamnt ¢ast’ mikroflory pouzivanej
pri vyrobe niektorych druhov syrov, uplatiiuju sa
predovsetkym na tvorbe arémy pri ich zreni (Foulquie
Moreno et al., 2006; Tuncer, 2009; Serio et al., 2010).
Duckova et al. (2009) uvadzaji napr. v bryndzi priemerné
potty enterokokov 6,12 log KTJ.g™. Enterokoky patria tieZ
medzi uznavané probiotické mikroorganizmy schopné
produkovat’ bakteriociny. Nes et al. (2007) zistovali
produkciu bakteriocinov enterokokmi, pricom u druhov
E. faecalis, E. faecium a E. mundtii dokazali produkciu
viacerych bakteriocinov. Na druhej strane st enterokoky
fakultativne patogénnymi mikroorganizmami (Biendo
et al., 2010) a su tiez schopné produkovat’ biogénne aminy
(Standarova et al., 2009). V poslednych rokoch sa sleduje
aj ich rezistencia na antibiotika a schopnost’ tvorit’ biofilm
(Tendolkar et al., 2004; Citak et al., 2006).

Rozsirenie a stupenn tvorby biofilmu enterokokmi je
rozny. Mohamed et al. (2004) vo svojej studii zistili
tvorbu biofilmu u 93 % Klinickych a fekalnych izolatov
enterokokov. Metzger (2008) sledoval schopnost’ tvorby
biofilmu u enterokokov pochadzajiicich z mastalného
prostredia. Celkovo odobral 177 izolatov, pricom
schopnost’ tvorby biofilmu sa sledovala u druhov
E. faecium, E. casseliflavus a u E. faecalis. Vsetky tieto
druhy vykazovali schopnost’ tvorby biofilmu. Produkcia
biofilmu bola odlisnda medzi jednotlivymi druhmi
enterokokov, ale bola podobna v zavislosti od ich pévodu.
E. faecalis tvoril biofilm vo vécsej miere ako E. faecium
alebo E. casseliflavus. Tieto vysledky koresponduju aj
s vysledkami inych autorov (Tendolkar et al., 2004;
Di Rosa et al., 2006), ktori tvorbu biofilmu druhom

E. faecalis porovnavali sinymi druhmi enterokokov.
Necidova et al. (2009) izolovali enterokoky z bazénovych
a cisternovych vzoriek mlieka, zo sterov odobratych na
farme a mliekarni a tiez z finalnych mliecnych vyrobkov.
Z odobratych izolatov E. faecalis bolo 85 kmetiov (28 %)
pozitivnych — tvoriacich biofilm a 218 (72 %) kmenov
bolo negativnych — netvoriacich biofilm. Z celkového
poctu izolatov E. faecium bolo 7 (33 %) kmenov
pozitivnych a 14 (67 %) kmenov negativnych na tvorbu
biofilmu.

Z pohl'adu roz$irenia biofilm-tvoriacich enterokokov
mozno na zaklade ich vysledkov konstatovat’, ze najviac
boli enterokoky tvoriace biofilm rozsirené na farmach a
pochadzali predovSetkym z bazénovych a cisternovych
vzoriek  mlieka.  Poznatkov o tvorbe  biofilmov
enterokokmi izolovanymi z prostredia mliekarenskych
zavodov je pomerne malo. Va¢§ina studii tvorby biofilmov
bola doposial’ zamerana na klinické izolaty enterokokov.

Ciel'om nasej Stidie bolo zistit’ pritomnost’ enterokokov
v cisternovych vzorkach mlieka a vo vzorkach mlieka zo
zasobnych  tankov. Ziskané izoladty enterokokov
identifikovat’ a zistit Undhodne vybranych izolatov
schopnost’ produkovat biofilm.

MATERIAL A METODY

Pocet enterokokov (CPE) sa stanovoval vo vzorkach
mlieka (n = 50). Enterokoky sa stanovili pri teplote
37 £ 1 °C na Zivnom médiu Slanetz-Bartley (HiMedia,
India) po dobu kultivacie 48 + 2 hod (STN 56 0100,
1970).

Suspektné kolonie enterokokov izolované zo vzoriek
mlieka sa preockovali ¢iarovanim na selektivne médium so
zlcou aeskulinom (BEA agar) (HiMedia, India) a
inkubovali sa pri teplote 37 = 1 °C po dobu 24 + 2 hod.
Po potvrdeni izolatov k rodu Enterococcus na zaklade
morfologickych znakov (makroskopické a mikroskopické)
a biochemickych skasok (produkcia katalazy a PYRA test)
sa  vykonala druhova identifikicia  komerénym
EN-COCCUS testom (Pliva-Lachema, Ceska republika).
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Na simulaciu tvorby biofilmov u ndhodne vybranych
kmeniov  enterokokov sa pouzila metéoda, ktoru
modifikovala Korenova et al. (2008). Enterokoky sa
naockovali do tryptéon-s6jového bujonu (TSB), zivného
bujénu (ZB) a MRS bujénu (ked’ze jednym zo zakladnych
faktorov pre tvorbu biofilmu je substrat) a inkubovali sa
pri teplote 37 £ 1 °C po dobu 20 — 24 hod. Tato kultara
(NK) sa odstredila pri 4000 ot.min™ pogas 20 min.
Supernatant sa zlial abunky v skimavke sa doplnili
cerstvym bujonom v mnozstve 1 — 3 ml tak, aby opticka
denzita dosiahla hodnotu 0,4 — 0,5 (o zodpoveda asi
102 KTJmlY). Ztakto ziskanej kultury (CK) sa
naockovalo 100 pl do mikrotitra¢nej dosticky. Kultara sa
zabezpedila proti odpareniu a kultivovala pri teplote
37 £ 1 °C pocas 18 — 20 hod. Po kultivacii sa zmerala
optickéa denzita pri vinovej dizke 630 nm. Na kvantifikaciu
tvorby biofilmu sa pouZzila metoda farbenia s krystalovou
violetou modifikovana podl'a Koreriovej et al. (2008).

Principom tejto metody je zafarbenie buniek po premyti
na tuhom povrchu krystalovou violetou. Sledované druhy
enterokokov st schopné tvorby biofilmu, ak opticka
denzita zostavajucich buniek dosiahne po od¢itani hodnoty

VYSLEDKY A DISKUSIA

O priemernych  pocétoch  enterokokov v mlieku
z cisternovych vzoriek a zo zdsobnych tankov informuje
tabul’ka 1.
Pocty enterokokov pocas uskladnenia mlieka pred jeho
zakladnym oSetrenim stapli (P> 0,05), avsak ich podiel na

celkovej mikroflore klesol z povodnych 0,44 % na 0,38 %
v dosledku zvySeného narastu poctov psychrotrofnych
mikroorganizmov na celkovej mikroflore.

K vysvetleniu tychto zmien by mohlo prispiet’ zistenie
Panfili et al. (2008). Z vysledkov tychto autorov vyplyva,
ze pocty enterokokov v mlieku pocas skladovania pri
teplote do 10 °C st pomerne konstantné.

Z poévodne vytypovanych 182 koldonii vyrastenych na
Slanetz-Bartley agare vyrastlo po preo¢kovani ¢iarovanim
na BEA agare a vytvorilo typické kolonie len 96 izolatov,
¢o predstavuje 52,7 %. Toto zistenie len potvrdzuje zavery
inych autorov, zZe médium Slanetz-Bartley umoziuje
okrem enterokokov sledovanych v mlieku a mlieénych
vyrobkoch rast aj inym rodom  pribuznych
mikroorganizmov (Weiss et al., 2005; Krocko et al.,
2007).

Ako vyplyva ztabulky 2, najCastejSie izolovanym
druhom enterokokov z mlieka bol druh E. faecalis. Tento
druh enterokoka sa podla viacerych autorov (Teixeira
et al., 2007; Gomes et al., 2008; Necidova et al., 2009;
Trivedi et al, 2011) najcastejSie izoluje z mlieka a
mliekarenskych zariadeni.

Tvorba biofilmu v mliekarenskych zavodoch je spajana
predovSetkym s vlhkymi povrchmi, na ktorych sa
hromadia mikroorganizmy. Ucinnost’ sanitacie
v mliekarenskom podniku méze byt negativne ovplyvnena
pritomnostou enterokokov, kedze jednym z hlavnych
virulentnych faktorov enterokokov je ich schopnost’ tvorby
biofilmu (Tendolkar et al., 2004). Priklad hodnotenia

Tab. 1 Pocty enterokokov (CPE) v cisternovych vzorkach surového kravského mlieka (n = 25) a vo vzorkach mlieka zo

zasobnych tankov (n = 25)

; CPE CPE
Ukazovatel [KTJ.mlIY] [KTJ.mlY]
S 8,25.10° 9,16.10°
xq 6,71.10° 7,33.10°
min 9,00.10? 1,10.10°
max 1,50.10* 3,20.10*
Sy 4,37.10° 6,49.10°

Tab. 2 Druhové zastiipenie enterokokov v surovom mlieku z cisternovych vzoriek a vzoriek zo zasobnych tankov

Drunrody | Cisternovévaorky | L oy | ke | Caitay
Enterococcus pocet % (n = 96) pocet % (n=96)
E. faecalis 25 58,1 26,0 38 71,7 39,6
E. faecium 7 16,3 7,3 0 0 0
E. group IlI. 5 11,6 52 15 28,3 15,6
E. mundtii 4 9,3 4,2 0 0 0
E. casseliflavus 2 4.7 2,1 0 0 0
SPOLU 43 100 44,8 53 100 55,2
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Tab. 3 Tvorba biofilmu — E. faecalis kmern ¢. 48

Opticka denzita pri A = 630 nm
Typ bujonu NK NK NK
E. faecalis E. faecalis . -
Kmeri ¢. 48 ke &, 48 E. faecalis kmen ¢. 48
TSB 0,408 TSB 0,408 TSB 0,408
7B ¢&.2 0,319 7B¢&.2 0,319 7B¢&.2 0,319
MRS 0,298 MRS 0,298 MRS 0,298

Tab. 4 Schopnost’ izolovanych enterokokov tvorit’ biofilm

Druh Pozitivne druhy Negativne druhy
E. faecalis 5 (38 %) 8 (62 %)
E. faecium 1 (33 %) 2 (67 %)
E. group IlI. 0 2 (100 %)

tvorby biofilmu enterokokom izolovanym z mlieka je
uvedeny v tabulke 3. Vzhladom ktomu, Ze opticka
denzita buniek tohto kmena nedosiahla hodnotu > 0,1, bol
tento kmen vyhodnoteny ako neschopny tvorit’ biofilm.

V nasej §tadii sa tvorba biofilmu hodnotila u 18 nahodne
vybranych a identifikovanych kmenov enterokokov —
tabul’ka 4. Ako najvhodnej$ie médium pre tvorbu biofilmu
sa zistil TSB (tabul’ka 3), ktory sa vSak svojim zloZenim
lisi od zloZenia mlieka.

Ako vyplyva ztabulky 4 izolované enterokoky mali
pomerne slabi schopnost’ vytvarat' biofilmy na povrchu
plastu, z ktorého st vyrobené mikrotitrané dosticky
pouzité pri testovani biofilmov. To ale nevylucuje
schopnost’ enterokokov tvorit’ biofilmy, aj vzhladom na
médium pouzité v pokusoch, napr. na inych povrchoch.
Vyssia schopnost sa zaznamenala ukmeniov druhu
E. faecalis. Ve'mi podobnua schopnost’ enterokokov tvorit’
biofilmy dokéazali napr. aj Necidova et al. (2009),
Barbosa et al. (2010). Samozrejme tvorba biofilmov je
ovplyviitovana mnohymi faktormi ako napr. povrch,
substrat, podmienky, za ktorych sa mikroorganizmy
rozmnozu ju apod. Zanedbanie saniticie povrchov
mliekarenskych strojov moze vyznamne prispiet’ k tvorbe
biofilmov, ¢im sa vytvaraji zdroje pre kontaminaciu
mlieka a mlie¢nych vyrobkov mikroorganizmami.

ZAVER

Enterokoky patria k beznej mikroflore surového mlieka
aich pocty sa pred tepelnym oSetrenim mlieka Statisticky
nevyznamne zvySovali. Dominantnym druhom
enterokokov, ktory sa v mlieku vyskytoval je E. faecalis.
Vysledky nahodne testovanych kmenov enterokokov na
schopnost’ tvorit’ biofilm jasne dokazujli, Ze enterokoky
takuto schopnost’ maji. Predchadzat’ tvorbe biofilmov je
mozné doslednym dodrziavanim pravidiel sanitacie
ahygieny, ¢ uz vpodmienkach fariem alebo
v mliekarenskych podnikoch.
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