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Wprowadzenie

Zabiegi mycia i dezynfekcji w branzy spozywczej muszg byé prowadzone w sposéb racjonalny i systemowy, a
bez ich wdrozenia zaden zaktad przemystu spozywczego nie spetnia postanowien wynikajgcych z
ustawodawstwa polskiego i Unii Europejskiej, nie jest tez mozliwa produkcja zywnosci o witasciwej jakosci
zdrowotnej oraz zapobieganie zagrozeniom zdrowotnym zywnosci [12, 16].

Sktad i odczyn preparatu myjgcego i dezynfekujgcego wywotujg zrdéznicowany mechanizm dziatania na
drobnoustroje. Zwigzki fenolowe, aldehydy oraz zwigzki metaloorganiczne mogg denaturowac biatka i rozrywacd
kompleksy nukleoproteinowe; czwartorzedowe sole amoniowe oraz aminotlenki alifatyczne uszkadzajg btone
cytoplazmatyczng; z kolei zwigzki utleniajgce, chlorowce i sole metali ciezkich utleniajg grupy sulfhydrylowe w
cysteinie i koenzymie A do mostkéw disiarczkowych, powodujgc zaktdcenia proceséow metabolicznych w
komadrkach drobnoustrojow [8]. Wobec powyzszych mechanizmdéw drobnoustroje wyksztatcity wiasne systemy
obronne. Jednym ze skuteczniejszych jest organizacja komdrek w biofilm, czyli tréjwymiarowg strukture o
grubosci od kilku do kilkunastu nanometréw sktadajacg sie z mikroorganizméw, ktoérg po raz pierwszy
zaobserwowat Antoni Van Leeuwenhoek w latach 70. XVII wieku [7, 13, 14].

Czym jest biofilm i jak powstaje?

Biofilm definiuje sie jako ztozone zbiorowisko mikroorganizméw, ktére przylegaja do biotycznych i abiotycznych
powierzchni, sg zamkniete w wytworzonej przez siebie matrycy zewnatrzkomérkowych substancji
polimerowych (EPS-extracellular polymeric substances), nazywanej $luzem lub glikokaliksem. Glikokaliks
sprawia, ze biofilm jest uktadem nieruchomym, stanowi fizyczng i strukturalng bariere przed niekorzystnymi
czynnikami mechanicznymi, chemicznymi i fizycznymi (np. wysuszenie, ogrzewanie, warunki beztlenowe,
obecno$¢ antybiotykdw, zmienne pH, dziatanie fizycznej i chemicznej dezynfekcji) oraz sprzyja ochronie
genotypu drobnoustrojéw [15]. Przylegajagc do rdinych powierzchni: tkanek, powierzchni roboczych,
elementow maszyn urzadzen, drobnego sprzetu (powierzchni wykonanych z tworzyw sztucznych, szkta i metali)
biofilm stwarza ryzyko zanieczyszczen/zakazen krzyzowych w przemysle spozywczym oraz w medycynie. Z
danych Centers for Disease Control and Prevention (CDC) wynika, ze ponad 65% wszystkich zakazen szpitalnych
mozna przypisac biofilmom [11].
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W powstawaniu biofilmu wyrdznia sie cztery fazy. Faza pierwsza to adhezja odwracalna — bakterie pod wptywem
ruchéw Browna, sit grawitacyjnych i sit przyciggania van der Waalsa przenoszone sg na powierzchnie i pokrywajg
zasiedlang powierzchnie. W fazie drugiej (adhezja nieodwracalna) bakterie zwiekszajg synteze EPS, w kolejnym etapie
(etap trzeci: dojrzewanie biofilmu) dochodzi do namnazania drobnoustrojéw oraz ich rdznicowania w wyniku
aktywacji lub hamowania ekspresji gendw. W dojrzatym biofilmie mozna wyrdzni¢ wiele mikrosrodowisk, ktdre réznia
sie pod wzgledem stezenia tlenu, pH, dostepnosci sktadnikdw odzywczych i gestosci komédrek [2]. Dojrzaty biofilm
niekorzystnie wptywa na warunki higieniczne w przemysle spozywczym i prowadzi do zanieczyszczenia krzyzowego
produktéw. Zanieczyszczenie krzyzowe jest najczestszym (91,7%) czynnikiem wsrdd przyczyn wystgpienia infekcji
pokarmowych [9]. Mleko i produkty mleczne nalezg do produktéw fatwo psujacych sie oraz podatnych na
zanieczyszczenie mikrobiologiczne. Ze sSrodowiska zaktadow mleczarskich izoluje sie bakterie z rodzajow m.in.
Enterobacter, Listeria, Micrococcus, Streptococcus, Bacillus, Pseudomonas i Staphylococcus. Powstanie biofilmu,
ztozonego m. in z wymienionych drobnoustrojow, w tym ich gatunkow/szczepéw chorobotwérczych moze
doprowadzi¢ do ich rozprzestrzenienia sie w srodowisku produkcyjnym i okotoprodukcyjnym, co stanowi zrédto
zanieczyszczenia produktu gotowego i ryzyko infekcji pokarmowych [3]. Rozprzestrzenienie sie bakterii z biofilmu jest
zwigzane z ostatnig faza w rozwoju biofilmu, ktérg jest oderwanie komdrek od btony biologicznej oraz ich
rozproszenie w srodowisku. Mechanizmy dziatajgce na tym etapie dzielg sie na aktywne (zwigzane sg z mechanizmami
inicjowanymi przez bakterie, ktére potrafig aktywnie oderwac sie od biofilmu, by rozpoczg¢ nowy cykl kolonizacji)
oraz pasywne (dyspersja biofilmu ma miejsce, gdy do oderwania komadrek przyczyniajg sie sity zewnetrzne, takie jak
zwiekszone naprezenia scinajace, brak sktadnikow odzywczych lub wewnetrzne zmiany biochemiczne w komérkach
bakterii) [2]. Oderwanie komdrek od zasiedlanej powierzchni oraz ich rozproszenie w sSrodowisku moze mieé miejsce
juz po kilku, czy kilkunastu godzinach. Zjawisko to moze by¢ przyczyng okresowego pogorszenia jakosci
mikrobiologicznej zywnosci mimo prawidtowo prowadzonych zabiegdw mycia i dezynfekcji i mie¢ kluczowe znaczenie
dla bezpieczenstwa produktu.

Proces tworzenia biofilmu zalezy od czynnikéw Srodowiskowych, gatunku a nawet szczepu mikroorganizmdw, budowy
komaorek bakterii (wicie, curli i fimbrie umozliwiajgce i przyspieszajgce adhezje komérek bakterii do powierzchni) oraz
wtasciwosci fizyko-chemicznych kolonizowanych materiatow [1, 4]. Temperatura ma duzy, ale niejednoznaczny wptyw
na produkcje biofilmu. Nie zawsze zjawisko to zachodzi zgodnie z reakcjg pierwszego rzedu, czyli jego tempo nie
zawsze rosnie wraz ze wzrostem temperatury. Wiadomo takze, ze przejscie komorek bakterii z fazy planktonowej do
trojwymiarowej struktury biofilmu jest procesem dynamicznym, zaleznym od czynnikow Srodowiskowych i
biochemicznych.

Jak walczy¢ z biofilmami w przemysle?

Niezwykle wazne jest rozpoznanie czynnikdw srodowiskowych odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu aby
zapobiegaé jego powstawaniu na powierzchni. Pozwala to na opracowanie skutecznego planu higienizacji zaktadu,
dobdr skutecznych srodkéw zapobiegajgcych powstawaniu i usuwaniu biofilmu. Ponadto zapobieganie powstawaniu
opornosci drobnoustrojéw, ogranicza koszty przeznaczane na dezynfekcje oraz zmniejsza chemizacje srodowiska.
Mazaheri i wsp. [10] wykazali skutecznos¢ dezynfekcji chemicznej oraz chemiczno-enzymatycznej w przypadku
biofilmu tworzonego przez L. monocytogenes. Najsilniejsze oddziatywanie wykazywaty preparaty odpowiednio:
zasadowy (mieszanina wodorotlenku sodu i potasu) o temperaturze 40°C, kwasny (mieszanina kwasu fosforowego i
tlenku C12-14alkilodimetyloaminy) o temperaturze 20°C, enzymatyczny (preparat zawierajgcy m.in. proteaze, alfa-
amylaze oraz olejek tymiankowy i cynamonowy) o temperaturze 50°C oraz chlorowy (preparat zawierajgcy
odorotlenek sodu i podchloryn sodu) o temperaturze 20°C.
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Podsumowanie

Nasze dotychczasowe badania z zakresu wiedzy o biofilmach bakteryjnych poswiecone byty opracowaniu metod oceny
obecnosci oraz tempa tworzenia biofilmu na powierzchniach i materiatach uzytkowych (np. stal nierdzewna,
polipropylen, PVC), okresleniu wptywu wybranych czynnikow srodowiskowych (temperatura, gestos¢ inokulum, czas)
oraz ocenie skutecznosci réznych metod i preparatéow pozwalajgcych na eliminacje biofilmu. Analize oceny czynnikéw
determinujgcych powstawanie biofilmu wykonano z uzyciem wielowymiarowej analizy PCA. Wykazano, ze w
temperaturze 25°C tworzenie biofilmu przez testowane izolaty bakteryjne Klebsiella spp., Bacillus spp., Pantoea spp.,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Enterobacter hormaechei, Enterobacter cloacae byto
determinowane gtéwnie przez temperature a inne czynniki, takie jak wielkos$¢ inokulum i czas, byty mniej istotne [4, 5].
Jednak w temperaturze 37°C czas byt gtéwnym czynnikiem tworzenia biofilmu [4]. Ponadto opracowano
matematyczne modele predykcyjne do wyjasnienia zjawiska powstawania biofilmu na badanych powierzchniach.
Najbardziej przydatng funkcja do opracowania modelu powierzchni odpowiedzi prognozujgcego wptyw dwdch
zmiennych na powstawanie biofilmu okazata sie nieliniowa funkcja regresji Extreme Value Single Width, ktéra uzyskata
niskie wartosci btedéw SE i MSE oraz dobre (n=2) i bardzo dobre (n=4) wspdtczynniki dopasowania do danych
empirycznych. Zmienne niezalezne - gestos¢ inokulum i czas - byly odpowiedzialne za tworzenie biofilmu na
powierzchniach stali nierdzewnej, medycznego PVC oraz polipropylenu [5].
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