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Rozw6j mikroorganizméw tworzgcych biofilm na powierzchniach uzytkowych w zaktadach
produkgji i przetwarzania zywnosci czesto prowadzi do jej psucia sie oraz stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego. Szczegblnie niebezpieczne dla zdrowia cztowieka sa bio-
filmy wytwarzane przez chorobotwércze bakterie, takie jak Campylobacter jejuni, patogenne
szczepy Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella ente-
rica, Staphylococcus aureus czy drozdze z rodzaju Candida. Celem artykutu jest przyblizenie
czytelnikom wiedzy na temat mechanizméw powstawania biofilmow, zagrozen wynikajgcych
zrozprzestrzeniania sie biofilmotwdrczych patogendw, a takze metod zapobiegania i usuwania
biofilmu w zaktadach produkgji i przetwérstwa zywnosci.
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Biofilm as a threat in food production and processing facilities

The development of biofilm-forming microorganisms on usable surfaces in food production
and processing facilities often results in food spoilage and poses a serious threat to public
health. Particularly dangerous to human health are biofilms formed by pathogenic bacteria
such as Campylobacter jejuni, pathogenic strains of Escherichia col, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureusand yeasts of the genus
Candida. The purpose of this article is to provide readers with an overview of the mechanisms
of biofilm formation, the risks associated with the spread of biofilm-forming pathogens, and
methods of biofilm prevention and removal in food production and processing plants.
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z zewnatrzkomérkowych substancji egzopolime-
rowych (ang. extracellular polymeric substances,  sgimonella enterica, Staphylococcus aureus

Wiele gatunkéw bakterii i grzybéw cha-

rakteryzuje sie zdolnoscig adhezji do réznych
rodzajéw powierzchni i tworzenia na nich
przestrzennie zorganizowanych spotecznosci
nazywanych biofilmem. Komérki biofilmu
sg osadzone w gestej macierzy utworzonej

EPS), produkowanych przez same mikroorgani-
zmy. Macierz EPS zapewnia ochrone mikroorga-
nizmom i sprawia, ze w okreslonych warunkach
sg one bardziej przystosowane do srodowiska
zewnetrznego niz tzw. komérki plankto-
niczne (niezwigzane w biofilmie, swobodnie
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Biofilm jako zagrozenie w zaktadach
CJi | przetwarzania zywnoscl

ptywajace) [1, 2]. Mikroorganizmy tworzace
biofilm sg wszechobecne w otaczajgcym nas
srodowisku i czesto wykorzystywane w wielu
dziedzinach naszego zycia (tab. 1). Zageszcze-
nie komérek w biofilmach skutkuje znacznym
zwiekszeniem ich aktywnosci biochemicznej
w poréwnaniu z komérkami planktonicznymi.
Obserwowany wzrost zainteresowania tema-
tyka zréwnowazonej zywnosci i agrokultury
spowodowat dynamiczny rozwoj badan nad
zastosowaniem biofilméw w produkgji zywnosci
i preparatoéw biotechnologicznych (probioty-
koéw i innych lekdw oraz substancji chemicznych).
Biofilmy znajduja zastosowanie takze jako bio-
nawozy i czynniki biokontroli w procesach bio-
remediacji czy w oczyszczaniu Sciekow [3, 4].
Powstawanie biofilmu ma tez negatywne
konsekwencje. Rozwdj niepozadanych biofilmo-
tworczych mikroorganizméw na powierzchniach
uzytkowych w zaktadach produkgji i przetwa-
rzania zywnosci czesto prowadzi do jej psu-
cia sie oraz stanowi powazne zagrozenie dla
zdrowia publicznego [1, 2]. Duza wilgotnos¢
i nagromadzenie materiatu organicznego na po-
wierzchniach roboczych, zwtaszcza w trudno
dostepnych miejscach, takich jak tanki, ruro-
ciagi, wirbwki, urzadzenia do obrébki miesa
(wilki, nadziewarki, kutry, narzedzia do pako-
wania), tworzg idealne srodowisko do powsta-
nia biofilmu. Namnazajace sie komaérki biofilmu
wydzielajg réznorodne enzymy, np. lipazy lub
proteazy, ktére moga zmieniaé wtasciwosci
organoleptyczne produktéw oraz powodowaé
awarie elementéw wyposazenia wskutek korozji,
wzrostu tarcia elementéw maszyn, ogranicze-
nia przeptywu w rurach, obnizania wymiany
cieplnej itp. Konsekwencjg sa wysokie straty
finansowe w przemysle spozywczym. Szcze-
gblInie niebezpieczne dla zdrowia publicznego
sg biofilmy wytwarzane przez takie bakterie, jak
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,

oraz drozdze z rodzaju Candida. Patogeny
te mogg tworzy¢ dojrzate struktury biofilmu
nawet w ciggu kilkunastu godzin od rozpocze-
cia kolonizacji takich powierzchni, jak sztuczne
tworzywa, szkto czy stal nierdzewna [1, 2, 5].
Wiele biofilmotwérczych mikroorganizméw jest



Tabela 1. Wykorzystanie biofilméw w réznych gateziach gospodarki [2-4]
Table 1. Application of biofilms in different branches of industry [2-4]

Mikroorganizmy biofilmotwdrcze Zastosowanie

Enterococcus faecium, Lactobacillus (L. delbrueckii, L. lactis),
Streptococcus thermophilus

produkcja seréw
dtugodojrzewajacych

Enterococcus spp., Lactobacillus (L. pentosus, L. plantarum),
Pedliococcus ( P acidlilactici, P pentosaceus), Staphylococcus
(S carnosus, S. xylosus), Penicillium (P chrysogenum, P naigiovense)

produkcja wedlin i kietbas
dtugodojrzewajacych

Lactobacillus pentosus, Pichia membranifaciens

produkcja fermentowanych
czarnych oliwek

Candida spp., Debaryomyces hansenii, Enterococcus spp.,
Lactobacillus pentosus, Leuconostoc spp., Lactococcus spp.,
Pediococcus spp., Saccharomyces spp., Pichia (P guilliermondii,
Pspp.,), Wickerhamomyces anomalus

produkgja zielonych oliwek
w stylu greckim i hiszparskim

Acetobacter aceti

produkcja kwasu octowego i octu

Rhizopus oryzae

produkcja kwasu fumarowego

Lactobacillus (L. amylophilus, L. casei, L. delbrueckii, L. plantarum,
L. brevis, L. fructivorans), Pseudomonas fragi, Streptomyces
viridosporus, Thermoactinomyces vulgaris, Rhizopua oryzae

produkcja kwasu mlekowego

Zymomonas mobilis, Sacharomyces cerevisiae

produkcja etanolu w bioreaktorze

S produkcja amylazy
Escherichia coli W bioreaktorze
Aspergillus niger produkcja kwasu cytrynowego,

celulazy i ksylanazy

Acetobacter spp., Aspergillus spp., Arthrobacter spp., Azospiril-
lum spp., Azotobacter spp., Bacillus spp., Bejjerinckia spp., Bra-
dyrhizobium spp., Colletotrichum spp., Erwinia spp., Flavobac-

terium spp., Mesorhizobium ciceri, Pseudomonas sp., Serratia,

Stenotrophomonas, Rhizobium spp.

nawdz biologiczny
i ochrona roslin (biokontrola)

Acetobacterium sp.,Alcaligenes spp., Alcanivorax spp., Asper-
gillus niger, Aspergillus terreus, Arthrobacter spp., Bacillus spp.,
Burkholderia spp., Cunninghamella spp., Cycloclasticus spp., De-
halococcides spp., Enterobacter spp., Mycobacterium spp., Pha-
naerochaete chrysosporium, Pseudomonas sp., Rhizobium spp.,
Rhodococcus spp., Sphingomonas spp., Rhizopus nigricans

bioremediacja gleby zanieczysz-
czonej toksycznymi pestycydami,
weglowodorami, alkanami

i metalami ciezkimi

Comamonas denitrificans, Brachymonas denitrificans, Aeromo-
nas sp., Pseudomonas spp., Nitrosomonas, Ralstonia sp., Bacil-
lus sp., Enterobacter sp., Methylobacterium spp., Enterobacter
agglomerans, Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans

oczyszczanie Sciekow

Bakterie planktoniczne
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1. Odwracalne : In
przytaczenie
[kilka minut]

3.
i produkcja EPS,
tworzenie mikrokolonii

[godziny-dni]

przytaczenie
[kilka sekund]

4. Dojrzewanie
[kilka dni-tygodni]

5. Dyspersja
[kilka dni-tygodni]

Rys. 1. Etapy formowania biofilmu [1, 2, 7]
Fig. 1. Stages of biofilm formation [1, 2, 7]
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nosicielami genéw opornosci na antybiotyki,
co czyni te patogeny jeszcze bardziej niebez-
piecznymi dla zdrowia cztowieka. Z raportu
Amerykanskiego Centrum Kontroli i Zapobie-
gania Chorob (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC) wynika, ze co roku okoto
miliona mieszkafncdw USA cierpi z powodu cho-
rob wywotanych przez lekooporne patogeny
przenoszone drogg pokarmowa [6]. Biofilmy
w zakfadach produkgjii przetwarzania zywnosci
sg potencjalnymi rezerwuarami genéw oporno-
Sci na antybiotykii moga sie przyczynia¢ doich
rozprzestrzeniania w Srodowisku. Dlatego tez,
aby stawi¢ czota temu problemowi zaréwno
w skali lokalnej, jak i globalnej, konieczne jest
lepsze zrozumienie mechanizméw formowania
sie biofilméw oraz poszukiwanie skutecznych
metod ich kontroli i eradykgji.

Celem artykutu jest przyblizenie czytelnikom
wiedzy na temat: mechanizméw powstawania
biofilméw, zagrozen wynikajacych z rozprze-
strzeniania sie biofilmotwdrczych patogenéw
oraz metod zapobiegania i usuwania biofilmu
w zaktadach produkjii przetwoérstwa zywnosci.

Proces formowania biofilmu

Zazwyczaj tworzenie biofilmu przebiega
kilkuetapowo (rys. 1): poczatkowe i odwracal-
ne przytaczenie komérek (1), nieodwracalne
przytaczenie i wzrost (2-3), dojrzewanie (4)
i dyspersja (5). Niemal kazdy rodzaj powierzchni
uzytkowej w zaktadzie produkcji i przetwarza-
nia zywnosci moze sie sta¢ miejscem przyta-
czenia i rozwoju mikroorganizméw. Tworzenie
biofilmu utatwia adsorpcja na powierzchni
makroczasteczek (np. biatek, polisacharyddw,
kwasow nukleinowych i kwaséw humusowych)
oraz mnigjszych czasteczek (np. kwaséw ttusz-
czowych, lipidéw), bedacych pozostatosciami
po procesach technologicznych. Czasteczki te
tworza warstwe kondycjonujaca, ktéra poma-
ga w adhezji mikroorganizméw i stanowi dla
nich doskonate Zrédto zasobédw odzywczych.
Gdy powierzchnia jest juz przygotowana, ko-
morki zaczynaja sie do niej przytaczac. Ten po-
czatkowy kontakt bakterii z powierzchnig jest
jeszcze odwracalny i moze trwac kilka sekund.
Wigzanie bakterii do powierzchni jest stabe
i moze by¢ tatwo naruszone, np. przez ptyna-
cg wode, jednak z czasem ulega wzmocnieniu
i adhezja komérek staje sie nieodwracalna
[2, 7-9]. Komorki zaczynaja sie namnazaé
i produkowac EPS, ktérego gtéwnymi sktadni-
kami sg egzopolisacharydy, kwasy nukleinowe,
biatka, lipidy, kwasy lipotejchojowe, lipopoli-
sacharydy i wiele innych substancji. Egzopo-
limery macierzy petnig funkcje stabilizujgca
i scalajgcg komorki, nadajac ksztatt biofilmowi.
Ich zadaniem jest takze ochrona spotecznosci
komérek przed negatywnym oddziatywaniem
Srodowiska zewnetrznego (np. chtodzeniem,
zakwaszaniem, zasoleniem czy dezynfekgja).
Nastepnie w wyniku intensywnej proliferacji
dochodzi do wytworzenia mikrokolonii.




Cechy mikroorganizméw:
szczep/gatunek, EPS,
fimbrie, rzeski, flagelle,
chemotaksja, c-di-GMP,
ekspresja specyficznych
genow, quorum sensing
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Czynniki Srodowiskowe:

pH, temperatura,
dostepnosé sktadnikéw
odzywczych oraz wody
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Cechy powierzchni:

fizykochemiczne
wiasciwosci,
oddziatywania
elektrostatyczne,
podatnos¢ na zwilzanie,
chropowatosé,
porowato$é

Rys. 2. Czynniki wptywajace na architekture, sktad i wtasciwosci biofilmu 7, 9, 11, 12]

Fig. 2. Factors affecting the architecture, composition and properties of the biofilm [7, 9, 11, 12]

Dzieki mechanizmowi komunikacji pomie-
dzy bakteriami, tzw. quorum sensing (QS),
mozliwe jest kontrolowanie specyficznych
procesdw wewnatrz tworzacego sie biofilmu,
w tym ekspresji gendw budowy Sciany komor-
kowej i czynnikéw wirulencji, produkcji wtér-
nych metabolitéw i mechanizméw adaptacji
do stresu (takich jak systemy konkurencji bakte-
ryjnej czy systemy sekrecyjne). Tréjwymiarowa
struktura biofilmu zawiera liczne sieci kanatow
dostarczajgcych zwigzki odzywcze, wode oraz
czasteczki komunikacji miedzykomérkowej.
Nalezy podkresli¢, ze w dojrzatym biofilmie
komérki mikroorganizméw stanowig ok. 10%
catej masy biofilmu, a pozostatg cze$¢ wypetnia
EPS. Wraz z uptywem czasu niektére komorki
dojrzatego biofilmu zaczynaja sie odrywac i roz-
prasza¢ w srodowisku jako komérki plankto-
niczne, by ponownie rozpocza¢ cykl tworzenia
biofilmu [1, 2, 7-9].

Czynniki wptywajace
na rozwaj biofilmu

Procesy adhezji komérek do powierzchni
oraz dojrzewania i funkcjonowania biofilmu
zaleza od wielu czynnikéw srodowiskowych,
cech gatunkowych, dostepnosci substancji
odzywczych oraz specyfiki procesu technolo-
gicznego w zaktadach produkcjii przetwarzania
zywnosdi (rys. 2) [9-11].

Whasciwosci powierzchni odgrywaja funda-
mentalng role w tworzeniu biofilmu. Szorstka
i porowata powierzchnia stanowi korzystniej-
sze miejsce do namnazania mikroorganizméw
i zapewnia im lepszg ochrone przez czynnikami
zewnetrznymi niz powierzchnia gtadka i Sliska.
Wykazano, ze dodatkowa obecnos¢ warstwy
czasteczek organicznych (takich jak biatka
i ttuszcze), pochodzacych z produkgji miesa

czy mleka, sprzyja tworzeniu sie biofilméw
chorobotwérczych bakterii, m.in. Escherichia
coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, Staphy-
lococcus aureus czy Enterococcus spp.[1, 10, 11].

Niezwykle wazng role w tworzeniu pomo-
stu pomiedzy mikroorganizmami a warstwa
kondycjonujaca zasiedlanej powierzchni od-
grywa obecnos¢ u mikroorganizméw spe-

cjalnych wyrostkéw zewnatrzkomérkowych
(rzesek, fimbri, flagelli) oraz otoczek i sluzow.
Niektére gatunki bakterii majg zdolnos¢ tzw.
wyczucia powierzchni. Mechanizm wyczuwa-
nia powierzchniowego zostat dobrze opisany
na przyktadzie bakterii Vibrio parahaemolyticus,
ktéra w warunkach swobodnego ptywania (ko-
morki planktoniczne) ma pojedyncza polarng
flagelle, jednak podczas kontaktu z powierzch-
nig wypuszcza kilka dodatkowych wyrost-
kéw, co powoduje rodzaj ruchliwoici zwany
rojeniem i utatwia przyczepianie sie komorki
do powierzchni [2, 7]. U pateczki Pseudomo-
nas aeruginosa wykryto az dwa mechanizmy
utatwiajgce wyczucie powierzchni opierajgce
sie na systemie Wsp, czyli sieci transdukgji
sygnatu chemotaksji i uktadu chemorecepto-
row (m.in. biatka chemotaksji MCP, metylazy
i esterazy metylowej) oraz obecnosci cyklazy
lub syntazy c-di-GMP (czasteczki sygnalizacyj-
nej) [7, 12]. Na adhezje komorek wptywaja tez
oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobo-
we miedzy komérka i powierzchnig oraz mie-
dzy poszczegdlnymi komérkami. Wiekszosé
bakterii obdarzona jest ujemnym tadunkiem
powierzchniowym, co wynika z obecnosci
na powierzchniich komérek znacznej liczby
grup karboksylowych, aminowych i fosforano-
wych. Ujemny tadunek sprzyja przytaczaniu sie
komérek do natadowanej dodatnio powierzchni
abiotycznej [2, 10]. Hydrofobowe powierzch-
nie z polichlorku winylu (PCV), poli(tereftalanu

Tabela 2. Przyktady zwiekszonej opornosci patogendw na dziatanie srodka przeciwdrobnoustrojowego w biofilmach

wielogatunkowych [16, 17,19, 20]

Table 2. Examples of increased antimicrobial resistance of pathogens in multispecies biofilms [16, 17, 19, 20]

Mikroorganizmy biofilmotwdrcze Zastosowanie

i Stenotrophomonas maltophilia

Enterococcus faecium, Staphylococcus haemolyticus

alkohol etylowy

Escherichia coli0157:H7 i Salmonella Typhimurium

czwartorzedowe
zwigzki amoniowe

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas

maltophiliai Enterobacter cloacae chlor
Salmonella Typhimurium i Pseudomonas fluorescens chlor
Epilithonimonas i Aeromonas

Pseudomonasi Raoultella sulfatiazol

Pseudomonas, Pseudoclavibacter, Raoultellai Serratia

Pseudomonas putida, Salmonella enterica
i Listeria monocytogenes

olejki eteryczne

Listeria innocuai Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilisi Staphylococcus aureus

kwas nadoctowy

i Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas protegens

laurylosiarczan sodu

Streptococcus mutants, Staphylococcus aureus
i Pseudomonas aeruginosa

chlorheksydyna

Lactobacillus plantarumi Listeria monocytogenes

chlorki benzalkoniowe




etylenu) (PET) oraz akrylu czy hydrofobowe

regiony powierzchni stali nierdzewnej sg cze-
Sciej zasiedlane przez mikroorganizmy niz po-
wierzchnie hydrofilowe, takie jak szkto [2, 13].

Niemniej jednak tadunek powierzchniowy

komorki oraz jej hydrofobowo3é/hydrofil-

no$¢ zmieniaja sie pod wptywem warunkdw
Srodowiskowych (temperatury, pH, dostepu
do substancji odzywczych) i wieku oraz réznig
sie miedzy poszczegblnymi gatunkami[2, 10].

W przyrodzie bardzo czesto spotyka sie
biofilmy mieszane, bedgce kombinacja réznych

gatunkow bakterii, grzybow strzepkowych i droz-
dzy, a takze pierwotniakéw, archeonéw i alg.
Obecnos¢ wiecej niz jednego gatunku bak-
terii w biofilmie ma istotne zalety ekologicz-

ne, poniewaz moze utatwiac przyleganie
biofilmu do powierzchni oraz wptywac na jego

architekture. Badania laboratoryjne potwierdzi-

ty, ze synergistyczne dziatanie kilku gatunkéw
Gram-ujemnych bakterii w tworzeniu biofilmu
w zaktadach przetwérstwa surowego mleka
zwieksza mozliwo3¢ przezycia patogennej bakterii

E. coliO157:H7 [6, 9]. W doSwiadczeniu prze-

prowadzonym przez zesp6t da Silva Fernandes
na mieszanych biofilmach tworzonych na stali

nierdzewnej zaobserwowano, ze chorobotwor-
cze bakterie Listeria monocytogenes wykazu-

ja wiekszg liczebnosé w biofilmie mieszanym
utworzonym wspdlnie z Enterococcus faecium

i Enterococcus faecalis niz w biofilmie jednoga-

tunkowym [14].

Opornos¢ mikroorganizméw na srodki
dezynfekujace i antybiotyki

Stosowane w przemysle spozywczym srodki
do dezynfekcji majg za zadanie doprowadzi¢

do zniszczenia form wegetatywnych mikroor-
ganizméw. Zabicie komdrek nastepuje w wyni-

ku destrukcji sciany komérkowej, uszkodzenia
btony cytoplazmatycznej, degradacji kwaséw

nukleinowych i koagulacji biatek. Srodki dezyn-
fekcyjne sg uzywane w stezeniach przekracza-

jacych minimalne stezenia hamujace, a zatem

powinny gwarantowac inaktywacje wszyst-
kich mikroorganizméw na danej powierzchni.

Niestety, komorki wystepujgce w biofilmie

wykazujg od 100 do 1000 razy wiekszg opor-
nos¢ na dziatanie srodkéw dezynfekujacych,

antybiotykéw czy biocydéw niz komorki
planktoniczne. Stad tez aktywnosci srodkéw

przeciwdrobnoustrojowych wobec biofilmo-
twoérczych mikroorganizméw nie mozna prze-

widzie¢ na podstawie dziatania tych srodkéw

na monokultury lub komérki planktoniczne.

Zjawisko wystepowania opornosci biofilméw
na grupy antybiotykéw, srodki do dezynfekji
i biocydy wynika z natozenia na siebie wielu

zmiennych czynnikéw Srodowiskowych i ga-
tunkowych. Przede wszystkim sama tréjwy-

miarowa struktura biofilmu oraz macierz EPS
(a zwtaszcza jej sktad i gestosé) skutecznie

ograniczaja przenikanie srodkéw przeciw-
drobnoustrojowych do wnetrza biofilmu [16].

CZYNNIKI BIOLOGICZNE

Tabela 3. Przyktady epidemii zwiazanych z zanieczyszczeniami krzyzowymi w taficuchu produkdji [2, 6, 8, 22, 25]

Table 3. Examples of outbreaks associated with cross-contamination in the production chain [2, 6, 8, 22, 25]

Patogen

Rodzaj zywnosci

Zrodto skazenia

Escherichia coli . pompa uzywana wczesniej do
0157:H7 Jogurt surowego mleka 1395
Escherichia coli STEC . . skazone kietki kozieradki, pomidory
0104:H4 kanapki, safatkd i ogbrki, opakowania 201
o . wyposazenie i urzgdzenia w ciagu
Salmonella Agona ptatki $niadaniowe technologicznym 1998
’ cysterna transportujaca lody,
Salmonella enterica lody uzywana wczesniej do przewozu 1994
surowych jaj
Salmonella gotowana szynka wykorzystanie brudnych pojemnikow 1991
Typhimurium na surowa wieprzowine
. mieso kurczaka, surowa | zanieczyszczone migso i urzadzenia i
Saimonelia Infarttis karma dla zwierzat w ciagu technologicznym 2018-2019
- » zanieczyszczenie po
Yersinia enterocolitica | mleko pasteryzowane zakonczeniu produkgj 1995
tisteri masto zanieczyszczenie linii produkcyjnej 1999
isteria
monocytogenes dodanie surowego mleka do paste-
yios € ryzowanego wyrobu 1985

W ciggu ostatnich 25 lat zidentyfikowano
wiele genetycznych wyznacznikéw opornosci

na srodki przeciwdrobnoustrojowe, zaanga-

zowanych m.in. w: tworzenie EPS, regulacje
pomp efflux (kanatow biatkowych w btonie
komérkowej), aktywacje odpowiedzi na stres

oraz modyfikacje tempa wzrostu [2, 5, 9,
15-19]. Oporno3¢ biofilmu jest tez czesto zwig-

zana z jego sktadem gatunkowym i fazami
powstawania. W dojrzatym biofilmie wiele
komorek znajdujacych sie w fazie stacjonarnej

staje sie niewrazliwa na substancje przeciwdrob-

noustrojowe. W fazie stacjonarnej komérki maja
ostabione procesy fizjologiczne, nie namnazaja

sie i wystepuja w stanie podobnym do uspienia.

Dlatego tez starsze biofilmy wykazujg wyzsza

tolerancje na srodki dezynfekcyjne i antybio-
tyki niz ich mtodsze odpowiedniki [5, 16, 17].
Ponadto synergistyczna koegzystencja pato-

genéw i mikrobioty zasiedlajacej powierzchnie

w Srodowisku produkcji zywnosci moze zwiek-

sza¢ opornos¢ patogendw na zabiegi mycia

i dezynfekgji (tab. 2) [15-20]. Wang i wspdt-

pracownicy wykazali, ze sktadniki macierzy
EPS zmniejszajg wrazliwos¢ na dezynfekcje

u wydzielajacych ja komérek. W wielogatun-
kowych biofilmach szczepy pozbawione zdol-

nosci do produkgji EPS korzystaty z ochrony
towarzyszacych im szczepdw, wytwarzajacych
sktadniki macierzy [17]. Mimo prowadzonych

w tym zakresie badan natura interakcji mie-

dzygatunkowych, zapewniajgcych wyzszg lub
nizszg wrazliwos¢ na Srodki dezynfekcyjne
w biofilmach mieszanych, nie zostata jeszcze
w petni poznana [18].

Opornos¢ komoérek biofilmu na antybioty-
ki jest determinowana przez wiele czynnikéw.

Do tych czynnikéw nalezg m.in.:

+ sktad macierzy EPS (ograniczajgcy dyfuzje
antybiotykéow),

* interakcje antybiotykdw ze sktadnikami EPS
(r6zne sktadniki EPS moga obnizac lub dezak-
tywowac dziatanie antybiotykow),

¢ zdoInos¢ do produkcji specjalnych enzyméw

- np. -laktamazy hydrolizujacej wigzanie
f-laktamowe w czgsteczce antybiotyku,

+ zmiana aktywnosci metabolicznej komorek,

+ obecnos¢ pomp efflux, ktére usuwajg anty-
biotyki z komérki,

+ mutacje genetyczne,

+ horyzontalny transfer gendéw (HGT, z ang.
horizontal gene transfer) [21].

Istotnym mechanizmem opornosci na an-
tybiotyki jest przekazywanie genéw opornosci
w drodze HGT miedzy poszczegblnymi szczepa-
mi, gatunkami, a nawet rodzajami mikroorga-
nizmoéw. Zaobserwowano, ze zjawisko to moze
zachodzi¢ bardziej efektywnie w biofilmie niz
w komérkach planktonicznych. Niewatpliwie
wysokie zageszczenie komérek w biofilmie
i zwiekszona kompetencja genetyczna sprzy-
jaja rozprzestrzenianiu sie genéw opornosci
na antybiotyki w srodowisku [17, 21]. Biorac pod
uwage nasilajgce sie zjawisko wielolekoopor-
nosci oraz niewrazliwos¢ na procesy dezyn-
fekcji wsrdd patogendw uktadu pokarmowego,
potencjalne ryzyko kontaminacji srodowiska
produkcji zywnosci przez biofilmotwércze
mikroorganizmy stanowi istotny problem dla
zdrowia publicznego. Zachodzi wiec potrzeba
zwrdcenia szczegblnej uwagi na wtasciwe prak-
tyki mycia i dezynfekcji w zaktadach produkcji
i przetworstwa zywnosci [8, 17, 21].




Wptyw biofilmu
na zdrowie cztowieka

Zanieczyszczenie zywnosci patogenami sta-
nowi powazny problem dla zdrowia publiczne-

go. Jak wynika z szacunkdw grupy referencyjnej
Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization — WHO) ds. epidemiologii choréb

przenoszonych droga pokarmowg, w 2010 .

choroby przenoszone tg droga spowodowaty

ok. 600 min zachorowar i 420 tys. zgondw.
Wedtug badan przeprowadzonych w 1995 r.

przez WHO na terenie Europy ponad 25%

ognisk zatru¢ pokarmowych byto zwigza-

nych z zanieczyszczeniem krzyzowym, czyli
bezposrednim lub posrednim przeniesieniem

patogenu ze skazonej powierzchni wraz ze ska-
zong zywnoscig lub na rekach pracownika [24].
Przyktady epidemii zwigzanych z brakiem hi-
gieny w fancuchu produkcji zywnosci przedsta-

wiono w tab. 3. Nalezy podkresli¢, ze epidemie
choréb uktadu pokarmowego to niejedyne
negatywne efekty wystepowania biofilméw
w Srodowisku produkcji i przetwarzania
zywnosci. Znaczaca wiekszos¢ przewlektych

i nawracajacych infekcji u ludzi jest spowodo-
wana przez biofilmy bakteryjne lub mieszane.
Biofilmy petnig takze istotng role w rozprze-
strzenianiu sie genéw opornosci na antybioty-

ki. Antybiotykoopornymi patogenami mozna
sie zarazi¢ przez kontakt z zanieczyszczong

zywnoscia, ze skazong powierzchnig lub z od-

padami[2, 6, 21]. Przyktadem tego moze by¢

epidemia w USA w latach 2018-2019, wywota-

na przez bakterie Salmonella Infantis, oporna

na antybiotyki, m.in. na ampicyline, ceftriakson,
chloramfenikol, ciprofloksacyne, fosfomycyne,

gentamycyne, higromycyne, kanamycyne, kwas

nalidyksowy, streptomycyne, sulfametoksa-
zol, tetracykline i trimetoprim-sulfametoksazol.
Do zakazenia doszto wskutek spozywania nie-

dogotowanego lub dotykania surowego miesa
kurczaka, w tym pakowanej surowej karmy dla
zwierzat domowych [25].

Strategie kontroli
i zwalczania biofilméw

Obecnie dzieki komunikatom w mediach

konsumenci na biezgco dowiadujg sie o ska-

zonych mikrobiologicznie partiach produktéw
spozywczych, ktére sg szybko wycofywane
z rynku. Dla producentéw oznacza to jednak
duze obciazenie ekonomiczne, a niekiedy nawet

utrate marki. Profilaktyka powstawania bio-

filmu w zaktadach produkgji i przetwarzania

zywnosci jest zatem wazna nie tylko w kon-

tekscie utrzymania wysokiej jakosci produktu

i spetnienia wymagar dotyczacych bezpieczef-

stwa zdrowotnego, lecz ma wyrazny aspekt

ekonomiczny. Catkowite wyeliminowanie bio-
filméw jest zadaniem bardzo trudnym, a w wie-

lu przypadkach niemozliwym do osiagniecia.
Istniejg jednak dziatania systemowe, ktére

moga zminimalizowaé ryzyko rozprzestrze-

niania sie niechcianych mikroorganizméw,

np. systemy tzw. dobrych praktyk, takie jak:

Dobra Praktyka Produkcyjna (ang. Good Ma-

nufacturing Practice — GMP), Dobra Praktyka
Higieniczna (ang. Good Hygienic Practice

- GHP) czy System Analizy Zagrozen i Kry-

tycznych Punktéw Kontrolnych (ang. Hazard
Analysis and Critical Control Points — HACCP)

[8, 22]. Najczesciej uzywane Srodki ogranicza-
jace rozwdj biofilmu przedstawiono w tab. 4.
Wyrdznia sie trzy gtdwne strategie dopasowa-
ne do r6znych etapéw rozwoju biofilmu. | tak,

we wczesnej fazie formowania biofilmu stosuje
sie czyszczenie i dezynfekcje, w celu usuniecia
dojrzatego biofilmu — obrébke mechaniczna

i metody chemiczne, natomiast w celu zapobie-

gania dyspersji biofilmu — kontrole transdukgji
sygnatu QS [2, 15, 22].

Waznym elementem walki z biofilmem jest
dobér wyposazenia ciggu technologicznego
w zaktadzie oraz uzywanie srodkéw do im-
pregnacji. Przeprowadzane regularnie proce-
Sy CzyszCzenia zapewniajg usuniecie resztek
zywnosci i zapobiegajg tworzeniu sie warstwy
kondycjonujacej na powierzchni urzadzef i wy-
posazenia. Dostepne na rynku nowe rozwig-
zania, takie jak system Cleaning-In-Place (CIP),
umozliwiajg doktadne czyszczenie catego lub
czesci ciggu technologicznego bez koniecznosci
recznego demontazu lub recznego czyszczenia
przez operatora, co zwieksza efektywnos¢ sa-
nityzacji i dezynfekdji [22].

Nalezy podkresli¢, ze efektywne usuwanie
biofilméw z powierzchni jest mozliwe tyl-
ko dzieki odpowiedniej kombinacji czterech
elementéw:

Tabela 4. Metody kontroli biofilmu w Srodowisku produkgji i przetwarzania zywnosci [2, 8, 22, 23]

Table 4. Biofilm control methods in food production and processing environments [2, 8, 22, 23]

Metoda Przyktady

Metody chemiczne

rek benzetoniowy

zwigzki chemiczne najczesciej stosowane w preparatach dezynfekcyjnych:
+ alkohole - etanol, izopropanol
« zwigzki chloru - chloramina, podchloryn sodu, podchloryn wapnia
+ aldehydy - glutaraldehyd, formaldehyd
¢ zwigzki jodu — jodyna, jodofory
IV-rzedowe zwigzki amoniowe (QACs) — chlorek benzalkoniowy, chlo-

+  biguanidy - chlorheksydyna
+ fenole - fenol, krezol i ich pochodne
+ substancje utleniajgce — ozon, nadtlenek wodoru, kwas nadoctowy

Ochrona powierzchni

*nanopowtoki z trimetylosilkanu

+ powtoki z polietylenoglikolem (PEG)

*  pokrycie szczotkami polimerowymi z politlenku etylenu (PEO)
membrany polietylenowe (PE)

poprzez jejmodyfi- |+ plazma tlenowa na materiatach weglowych
kacje + plazma azotowa na anodzie weglowej
+  powtoki bakteriobdjcze/bakteriostatyczne (Ag?, Fe,0,, TiO,, ZnO,
Cu0, MgO0)
« funkcjonalizowanie lizozymem lub nizyna
.| = wygaszacze QQS (ang. quorum sensing quenchers) — enzymy obejmu-
Kontrola transdukdji jace laktonaze, acylaze, oksydoreduktaze i paraoksonaze
sygnatu bakteryjnego inhibitory QS ( ing inhibitors— QSI) — np. N-oktanoilo-
(interferenda quorum inhibitory QS (ang. quorum sensing inhibitors np. N-oktanoilo
sensing) -L-HSL (C8-HSL) oraz naturalne zwiazki, jak furanon, ajoen, naringina,
kurkumina, miéd
+ metoda enzymatyczna — przerwanie macierzy biofilmu bakteryjnego:
DNazy, endonukleazy restrykcyjne, hydrolazy glikozydowe, proteazy,
dyspersyna B
+  uzycie bakteriofagdw — SAP-26, Listex P100 (eliminacja biofilméw obec-
o nych w przetworzonych produktach miesnych)

Metody biologiczne bakteriocyny: nizyna (aktywna wobec Gram-dodatnich bakteriii produ-
kowana przez Lactococcus lactis), pediocyny (aktywne wobec Listeria
monocytogenes i produkowane przez Enterococcus spp.), laktokiny
(aktywne wobec Brochothrix thermosphacta i wytwarzane przez
Lactococcus spp.)

+ mechaniczne czyszczenie
Metody fizyczne wysoka lub niska temperatura

fale ultradzwiekowe
+  pole elektryczne




+ skfaduistezenia uzytych preparatéw przeciw-

drobnoustrojowych,
+  czasu ekspozycji,
« temperatury,
+ mechanicznego dziatania.

Usuwanie dojrzatych struktur biofilmu wyma-

ga intensywnych czynnosci mechanicznych, czyli
szorowania i skrobania w potaczeniu z uzyciem

Srodkéw czyszczacych i dezynfekujgcych. Spry-
skiwanie Srodkami do sanityzacji zanieczyszczo-

nej powierzchni usuwa tylko wierzchnig warstwe
i wystawia kolejne, gtebsze warstwy komorek
biofilmu na dziatanie substancji odzywczych

wystepujacych w Srodowisku produkcji zywno-

Sci. Odstoniete komorki zaczynaja przejmowac

nowe funkcje i wytwarzajg duze ilosci zewnatrz-

komérkowych polisacharydéw, ktore szczelnie
chronig wewnetrzne warstwy komaérek biofilmu

przed dyfuzja srodkéw przeciwdrobnoustrojo-

wych. Niedoktadne mycie i dezynfekcja moga
zatem przyspieszy¢ wzrost i rozwdj biofilmu
na danej powierzchni oraz zwiekszy¢ opornosé
mikroorganizméw na stosowane dezynfektanty
[2,8,22,23].

Podsumowanie

Biofilmy powstate na powierzchniach uzyt-

kowych, elementach maszyn oraz wyposazenia

w srodowisku produkcji zywnosci sa odpowie-
dzialne za rozprzestrzenianie sie chorobotwor-

czych bakterii, ktére moga zagraza¢ zdrowiu

zaréwno konsumentéw, jak i pracownikéw.

Najlepsza strategig profilaktyczna przeciwko
biofilmom jest przygotowanie odpowiedniego
planu higieny i stosowanie sie do wymaganego
rezimu sanitarnego w zaktadach produkujgcych
lub przetwarzajgcych zywnos¢. Zapobieganie

adhezji patogenéw do powierzchni kontaktu-
jacych sie z zywnoscia oraz ograniczenie kon-

taminacji krzyzowej pozwola na utrzymanie
wysokiej jakosci produktéw oraz zapewnia ich
bezpieczenstwo zdrowotne. Szybka detekcja
i zapobieganie rozwojowi biofilmu majg istotne
znaczenie zaréwno dla zdrowia publicznego, jak

i rozwoju gospodarki na dzisiejszym globalizu-

jacym sie rynku, gdzie duza wage przyktada sie

do miedzynarodowego handlu i konsumpcji suro-
wej lub niezawierajgcej konserwantéw zywnosci.
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