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Streszczenie

Biofilmy bakteryjne wystepujace w przemysle spozywczym stanowig ztozone, wielogatunkowe grupy
zaréwno bakterii saprofitycznych, jak i patogennych. Czgsto zlokalizowane sa na powierzchniach trudno
dostepnych dla $srodkéw myjacych stosowanych w obiegu zamknietym, jak i dla mechanicznego czysz-
czenia. W przemysle spozywczym biofilmy bakteryjne stanowia zrodlo zanieczyszczen mikrobiologicz-
nych zywnosci, powodujac obnizenie jakosci i trwatosci produktow spozywezych. Ponadto biofilmy spo-
zywcze moga by¢ zrodtem bakterii patogennych, takich jak Salmonella spp., Campylobacter spp. czy
Listeria monocytogenes oraz bakterii oportunistycznych (np. Escherichia coli), wywolujacych choroby
uktadu pokarmowego, ktore moga by¢ dlugotrwate i trudne do leczenia, zwlaszcza u 0séb z obnizona
odpornoscig. W niniejszym opracowaniu przedstawiono podstawowe mechanizmy tworzenia biofilmu
bakteryjnego oraz najistotniejsze funkcje petnione przez zewnatrzkomérkowa macierz biofilmu (EPS).
Scharakteryzowano gltéwne bakteryjne patogeny wystgpujace w branzach: migsnej, mleczarskiej, ryb
i owocow morza, produktow pochodzenia ro§linnego o minimalnym stopniu przetworzenia oraz w sokow-
niczej, z uwzglednieniem mozliwosci tworzenia przez te drobnoustroje biofilmu trwatego i opornego na
czynniki zewnetrzne. Przedyskutowano rowniez mozliwosci eradykacji biofilmow spozywczych ze szcze-
gb6lnym uwzglednieniem metod polegajacych na zastosowaniu zwigzkow naturalnych pochodzenia roslin-
nego oraz wykorzystaniu litycznych bakteriofagdéw i/lub ich oczyszczonych enzymow.

Stowa kluczowe: biofilm bakteryjny, macierz zewnatrzkomoérkowa, patogeny, eliminacja biofilmu, prze-
tworstwo zywnosci

Wprowadzenie

Wzrost swiadomosci konsumentow, standardy jakosci produktéw spozywczych
oraz konkurencja na rynku wptynety na konieczno$¢ prowadzenia $cistej kontroli pro-
duktoéw, ktore dostarczane sg do handlu, jak rowniez monitorowanie kazdego etapu
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procesu technologicznego w zaktadzie produkcyjnym. W przemysle spozywczym wy-
pracowano procedury mycia i dezynfekcji linii produkcyjnych, ktoére gwarantujg za-
chowanie bezpieczenstwa mikrobiologicznego w procesie produkcyjnym [30]. Metody
te sg skuteczne w usuwaniu zanieczyszczen spowodowanych przez formy planktonicz-
ne drobnoustrojow [22]. Wcigz nierozwigzanym problemem jest tworzenie na liniach
produkcyjnych, zwlaszcza w miejscach trudno dostepnych podczas czyszczenia, sku-
pisk drobnoustrojéw w formie biofilmu. Wielogatunkowe biofilmy bakteryjne to zto-
zone struktury charakteryzujace si¢ opornoscig na wiele powszechnie stosowanych
srodkow dezynfekcyjnych [15].

Celem niniejszego opracowania byto przyblizenie mechanizmow tworzenia bio-
filmu bakteryjnego oraz jego wystepowania w roznych branzach przemystu spozyw-
czego, jak rowniez omowienie mozliwosci jego skutecznej eliminacji ze srodowiska
produkcji zywnosci.

Mechanizm powstawania biofilmu

Formowanie matrycy biofilmu bakteryjnego jest procesem zlozonym i wieloeta-
powym [26] — rys. 1. Niezaleznie od rodzaju podtoza, na ktorym powstaje biofilm,
pierwszym etapem jest adhezja pierwotna (odwracalna) uwarunkowana przycigganiem
elektrostatycznym, sitami van der Waalsa i wigzaniami kowalencyjnymi, podczas kto-
rej tworzy si¢ warstwa kontaktowa [8, 31]. Na tym etapie u bakterii wazng rol¢ odgry-
wa obecno$¢ rzesek (np. u E. coli) lub wici (np. u Pseudomonas aeruginosa) [26, 45].
Podczas kolejnego etapu (adhezja nieodwracalna) rozpoczyna si¢ produkcja macierzy
zewnatrzkomorkowej EPS (ang. Extracellular Polimeric Substances) [8] oraz tworze-
nie zasadniczej warstwy biofilmu nieodwracalnie zwigzanej z podtozem [31]. Adhezja
nieodwracalna zwigzana jest z procesem namnazania komorek bakteryjnych oraz ak-
tywowania procesu ich wewnetrznej komunikacji zwanego quorum sensing (QS), pro-
wadzac do formowania dojrzatego biofilmu [32]. Powstaly biofilm bakteryjny tworzy
strukture biologiczng zréznicowana pod wzgledem budowy i rodzaju zasiedlajacych go
drobnoustrojow [45]. Odlgczenie komorek od powierzchni skolonizowanego materiatu
jest ostatnim etapem, ktory jest aktywowany w momencie osiggnigcia grubosci kry-
tycznej danej populacji w biofilmie regulowanej przez QS lub wzmozonym stresem
srodowiskowym, tj. brakiem substancji odzywczych czy obecnoscig zwigzkéw o wia-
Sciwos$ciach przeciwdrobnoustojowych [1].

Najczesciej spotykang strukturg biofilmu w przemysle spozywczym jest forma
kolumnowa oraz model grzyba [3, 26]. Biofilm kolumnowy nazywany inaczej ,,mode-
lem heterogennej mozaiki” tworzony jest najczesciej przez E. coli i P. aeruginosa.
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Rys. 1. Uproszczony schemat etapow rozwoju biofilmu
Fig. 1.  Simplified chart of biofilm development stages
Zrédto / Source: opracowanie whasne / the authors” own study

Rola macierzy zewngtrzkomorkowej biofilmu (EPS)

Komorki bakteryjne w biofilmach otoczone sg macierzami zewnatrzkomorkowy-
mi, zwanymi egzopolisacharydami (EPS), ktorych sktadniki petnig wazng rol¢ w funk-
cjonowaniu biofilmu. Macierz biofilmu stanowi polimerowy $luz sktadajacy si¢ z poli-
sacharydow, bialek, fosfolipidow, kwasow nukleinowych, substancji powierzchniowo
czynnych oraz wody [7, 8]. Funkcja EPS jest unieruchomienie komoérek bakteryjnych
w biofilmie, co sprzyja wzajemnej komunikacji bakterii oraz wychwytywaniu substan-
cji odzywczych bedacych zrodtem energii [26]. W zaleznosci od drobnoustrojow
obecnych w biofilmie struktura chemiczna EPS jest zroznicowana, a sktad iloSciowy i
jakosciowy substancji odzywczych wptywa na ilo$¢ wytwarzanego polimeru. Obec-
no$¢ kanalow transportowych w biofilmie powoduje, ze komorki bakterii znajdujace
si¢ w warstwie powierzchniowej sa metabolicznie aktywne, a ich rozw6j wptywa na
rozrost struktury biofilmu. Bakterie znajdujace si¢c w glgbszych warstwach biofilmu sg
w stanie anabiozy lub powolnego wzrostu. Dostgpnos¢ tlenu w glebszych warstwach
jest ograniczona, co prowadzi do aktywacji alternatywnych szlakow oddychania ko-
moérkowego. Réznorodnosé gatunkowa drobnoustrojow tworzacych biofilm wptywa na
jego integralnos¢ oraz wzajemng ochrong przed ekspozycja na czynniki srodowiskowe,
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tj. neutralizacj¢ substancji chemicznych [7]. W tab. 1. przedstawiono wybrane sktadni-

ki zewngtrzkomdrkowej macierzy polimerycznej i funkcje, jakie petnia.
Tabela 1. Podstawowe funkcje pelnione przez wybrane sktadniki zewnatrzkomérkowej macierzy poli-
merycznej

Table 1.  Basic functions performed by selected components of the extracellular polymeric matrix

Sktadniki EPS

Components of EPS Funkcja / Function

Polisacharydy, DNA,
biatka / Polysaccharides,
DNA, proteins

Adhezja komorek bakteryjnych do powierzchni abiotycznych

1 biotycznych; faczenie komorek bakteryjnych i wzajemne rozpoznawanie
Bacterial cells adhesion to abiotic and biotic surfaces; fusion of bacterial
cells and mutual recognition

Polisacharydy i biatka Bariera ochronna przed zwigzkami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
Polysaccharides and Protective barrier against compounds with antimicrobial activity
proteins

Biatka / Proteins

Aktywno$¢ enzymatyczna rozkladajaca makroczasteczki do prostego
substratu pokarmowego; aktywno$¢ enzymatyczna umozliwiajaca
uwolnienie komorek z biofilmu / Enzymatic activity to break down macro-
molecules into simple food substrate; enzymatic activity which allows cell
releasing from biofilm

DNA Wymiana materiatu genetycznego pomigdzy komorkami w biofilmie
spowodowana horyzontalnym transferem gendéw / Genetic material
exchange between biofilms cells coused by horizontal gene transfer

Ramnolipidy Wykluczenie niektorych gatunkow ze struktury biofilmu; wptyw na

Rhamnolipids funkcjonalno$¢ kanatoéw transportowych / Exclusion of some species from
biofilm structure; impact on functionality of transport channels

Wszystkie polimery EPS | Zrodlo energii pokarmowej ze zwigzkéw wegla, potasu i azotu / Source of

All EPS polymers food energy from carbon, potassium and nitrogen compounds

Zrédto / Source: opracowanie wlasne na podstawie [8, 20, 25] / the authors’ own study based on [8, 20,
25]

Rola quorum sensing (OS) w funkcjonowaniu biofilmu bakteryjnego

System QS (wyczuwania liczebnosci) jest procesem komunikacji mi¢gdzykomor-
kowej umozliwiajacym wydzielanie specyficznych czasteczek sygnatowych w odpo-
wiedzi na zmiany gestosci komorek bakteryjnych tworzacych biofilm [32]. Wykrywa-
nie kworum przez populacj¢ bakteryjng reguluje etapy tworzenia biofilmu poprzez
aktywacje ekspresji genow odpowiedzialnych za funkcjonowanie biofilmu. Aktywacja
gléwnego genu bakteryjnego — peld — powodujacego wydzielanie macierzy zewnatrz-
komoérkowej [11] i biatek tworzy organizm wielokomérkowy oporny na eradykacje
[53]. Oprocz formowania btony biologicznej QS aktywuje geny zwigzane z syntezg
bakteriocyn, przetrwalnikdw oraz regulacjg wirulencji i apoptozy. Zdolno$¢ komunika-
¢ji miedzy bakteriami umozliwia podziat funkcji biologicznych w biofilmie i adaptacij¢
do srodowiska zewnetrznego. W wyczuwaniu kworum posredniczg czasteczki sygna-
towe zwane autoinduktorami (Al) [32], wydzielane w zaleznosci od wzrostu liczby
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bakterii tworzacych biofilm [9], ktére sg wigzane przez receptory biatkowe komorek
bakteryjnych [19]. System wzajemnej komunikacji zwigzany z Al determinuje od-
mienna budowa $ciany komorkowej bakterii, a komunikacja zachodzi na poziomie
tego samego lub réznych gatunkéw [28]. Bakterie Gram-ujemne wydzielaja czasteczki
sygnatowe, zwane AHL (laktony N-acylo-L-homoseryny), zbudowane z laktonu ho-
moseryny, ktéry w pozycji o jest acylowany kwasem ttuszczowym [24, 32]. Czasteczki
sygnatowe bakterii Gram-ujemnych rdéznig si¢ miedzy sobg liczbg atomoéw wegla
w lancuchu, budowa kwasu thuszczowego oraz stopniem utlenienia. Niejednorodna
budowa strukturalna biofilmu umozliwia bakteriom stworzenie wlasnego ,,j¢zyka”,
niezbednego do komunikacji w obregbie kazdego gatunku [20]. Bakterie Gram-dodatnie
wydzielajg czasteczki sygnatowe AIP, czyli oligopeptydy autoindukcyjne, dwusktad-
nikowe biatka, ktore przekazuja sygnat do komorki za pomoca mechanizmu fosforyla-
cji i defosforylacji oraz reguluja ekspresje genow powigzanych w komorce [53]. Dyfu-
zja AIP do cytoplazmy odbywa si¢ za pomocg biatka transportowego zaleznego od
ATP [47]. Powszechnie znanym systemem komunikacji bakterii Gram-ujemnych
i Gram-dodatnich sg autoinduktory typu drugiego (AL-2) umozliwiajace komunikacje
mi¢dzygatunkowa w biofilmach mieszanych [53]. AL-2 wydzielane sg przez bakterie
zrodzajow Bacillus, Campylobacter, Enterococcus, Klebsiella, Listeria, Salmonella,
Staphylococcus, Streptococcus, Yersinia i Vibrio [53]. Doktadne poznanie mechanizmu
0S w funkcjonowaniu biofilmu bakteryjnego umozliwi w przysztosci opracowanie
nowoczesnych metod inhibicji tworzenia biofilméw w przemysle rolno-spozywczym.

Wystepowanie biofilmow bakteryjnych w przemysle spozywczym

Biofilmy bakteryjne wystepuja powszechnie w wielu gateziach przemystu spo-
zywczego. Stanowig one zrodlo zanieczyszczen mikrobiologicznych zywnos$ci, powo-
duja obnizenie jakosSci i trwatosci produktow spozywczych.

Biofilmy w przemysle migsnym

W przemysle migsnym zanieczyszczenia spowodowane bakteriami patogennymi
s powaznym problemem dla zdrowia publicznego i czgsto prowadzg do wycofania
produktow ze sprzedazy, co powoduje znaczne straty finansowe producentow [15]. Do
zanieczyszczenia migsa dochodzi gléwnie podczas uboju oraz dalszej jego obrobki.
Linie produkcyjne sg uznawane za gtéwne zrodto zanieczyszczen krzyzowych w catym
tancuchu zywno$ciowym. Gléwnymi patogenami bakteryjnymi wystgpujacymi w
przemysle migsnym sa: Salmonella, L. monocytogenes, E. coli, Campylobacter jejuni
oraz Staphylococcus aureus [48].

Pateczki z rodzaju Salmonella sg jednym z gtéwnych patogendéw przenoszonych
przez mig¢so i1 produkty drobiowe, a konieczno$¢ wykrywania tych bakterii w zywnos$ci
jest regulowana prawnie. W srodowisku produkcyjnym Salmonella tworzy biofilm na
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réznych powierzchniach, a zdolno$¢ ta jest koordynowana przez ztozony program eks-
presji genow 1 aktywno$¢ odpowiednich bialek w zaleznoSci od serowaru patogenu,
powierzchni produkcyjnej oraz warunkéw srodowiskowych [15]. W trakcie tworzenia
biofilmu Salmonella wytwarza celulozg oraz wykorzystuje fimbrie (wlosowate struktu-
ry, ktorych gtowng funkcja jest utatwianie adhezji bakterii do innych komorek) [1, 14].
Innym istotnym patogenem zwigzanym z przemystem mi¢snym jest L. monocytogenes,
czynnik etiologiczny listeriozy, choroby o stosunkowo wysokim wskazniku §miertel-
nosci (ok. 20 %) [39]. Z uwagi na zdolnos$¢ przylegania do powierzchni statych oraz
adaptacje do warunkow stresowych (niski poziom sktadnikoéw odzywczych, wahania
pH 1 niska temperatura) biofilm utworzony przez t¢ bakteri¢ moze by¢ obecny w za-
ktadach przetworstwa zywnosci przez wiele lat [1]. Bakterie L. monocytogenes moga
tworzy¢ biofilmy wielogatunkowe (mieszane) z innymi bakteriami wystepujacymi
w produktach migsnych, tj. Pseudomonas oraz Carnobacterium, rodzing Enterobacte-
riaceae czy bakteriami kwasu mlekowego (LAB, ang. Lactic Acid Bacteria) [15, 48].
Enterokrwotoczne E. coli (EHEC, ang. enterohemorrhagic E. coli) wytwarzaja toksyne
Shiga (STEC, ang. Shiga-toxin producing E. coli). W warunkach naturalnych kolonizu-
ja przewod pokarmowy bydta, a do srodowiska przedostajg si¢ wraz z odchodami swo-
ich gospodarzy. Do zanieczyszczenia tymi bakteriami dochodzi glownie podczas sko-
rowania zwierzat, gdy zostaje odstonigta macierz zewnatrzkomorkowa migsni
szkieletowych. Podczas interakcji z powierzchnig biotyczng lub abiotyczng patogen ten
angazuje rézne mechanizmy molekularne aktywujace ekspresje odpowiednich genow
[15]. Wsrod EHEC najczgsciej izolowana jest E. coli O157:H7, ktérej w przytwierdze-
niu do powierzchni migsa i w podzniejszym tworzeniu biofilmu pomagajg inne, oporne
na $rodki dezynfekujace mikroorganizmy, np. Acinetobacter calcoaceticus [48].

Glownym zrodtem C. jejuni, podobnie jak w przypadku Salmonella, jest drob.
W poréwnaniu z wcze$niej omoéwionymi patogenami pateczki C. jejuni sa wrazliwe
zarowno pod wzgledem wymagan rozwojowych, jak i na czynniki $rodowiskowe.
Tworzenie biofilmu jest kluczowym czynnikiem umozliwiajacym przetrwanie tych
bakterii w srodowisku produkcji i przetwarzania zywnos$ci [4]. Patogenno$¢ S. aureus
zwigzana jest natomiast z wytwarzaniem szeregu termostabilnych enterotoksyn. Do
zanieczyszczenia produktow migsnych moze dochodzi¢ podczas uboju zwierzat, zanie-
czyszczenia krzyzowego w trakcie przygotowywania zywnosci oraz bezposredniego
kontaktu z zakazonymi osobami majgcymi kontakt z zywnoS$cig, bedacymi bezobja-
wowymi nosicielami enterotoksycznych S. aureus [15].

Biofilmy w przemysle mleczarskim

Z uwagi na duza zawarto$¢ sktadnikow odzywczych mleko jest srodowiskiem
sprzyjajacym wzrostowi patogennych bakterii tworzacych biofilmy. W zaktadach mle-
czarskich biofilmy bakteryjne wystepuja w zbiornikach, rurach, na powierzchniach
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roboczych, $cianach oraz na podlogach [30]. Najczesciej izolowanymi bakteriami
z linii produkcyjnych sa rodzaje Pseudomonas, Serratia oraz gatunki Staphylococcus
sciuri 1 Stenotrophomonas maltophilia. Do powstawania biofilméw mieszanych czesto
dochodzi na membranach do ultrafiltracji 1 odwrdconej osmozy. Macierz biofilmu,
ktora jest oporna na czyszczenie i dezynfekcje, stanowi potencjalne zrodto zanieczysz-
czenia mleka oraz powoduje problemy techniczne (zatykanie porow membran filtrow,
wzrost kosztow energii). Obecno$¢ w srodowisku mleka bakterii LAB moze mie¢ silny
antagonistyczny wptyw zardwno na osadzanie patogendéw na powierzchniach, jak row-
niez na ich proliferacj¢e. Z surowego mleka i niepasteryzowanych produktéw mlecz-
nych powszechnie izoluje si¢ L. monocytogenes, ktéra wraz z bakteriami z rodzajow
Citrobacter 1 Lactococcus wchodzi w sktad biofilméw wystepujacych na powierzch-
niach urzadzen przeznaczonych do dojenia [15]. Bakterie z gatunku S. aureus stanowig
glowny czynnik etiologiczny odpowiedzialny za ostre i przewlekle zapalenie wymienia
u krow (mastitis). W patogenezie zapalenia gruczotu mlekowego gtéwnym czynnikiem
zjadliwosci jest zdolno$¢ do tworzenia biofilmoéw opornych na $rodki przeciwdrobnou-
strojowe. Tworzenie przez S. aureus biofilmu jest zwigzane z produkcjg polisachary-
dowej adhezyny migdzykomdrkowe;j i kilku biatek [41]. Zagrozenie w przemysle mle-
czarskim stanowi rodzaj Bacillus, jak réwniez inne bakterie tworzace przetrwalniki,
z uwagi na zdolnos$¢ do przetrwania procesu pasteryzacji i tworzenia biofilméw w ru-
rociggach poboru mleka. Biofilm chroni osadzone w nim przetrwalniki przed inakty-
wacja [21]. Ponadto kwas mastowy oraz wolne kwasy tluszczowe uwalniane podczas
lipolizy thuszczu mlecznego powoduja tworzenie struktur zwigzanych z biofilmem,
ktére dodatkowo chronig bakterie przed niekorzystnymi warunkami srodowiska [34].
Bakterie z rodzaju Cromobacter sporadycznie zanieczyszczaja mleko w proszku (a
zatem rowniez produkty dla niemowlat), przyczyniajac si¢ do wywotywania zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych. Z uwagi na mozliwos¢ tworzenia biofilmu sa oporne na
powszechnie stosowane srodki odkazajace [15].

Biofilmy w produkcji ryb i owocow morza

Czynniki bakteryjne zwigzane ze spozywaniem owocow morza sg odpowiedzial-
ne za wickszo$¢ zakazen wymagajacych hospitalizacji. Warstwa $luzu na powierzchni
ryb stanowi pierwszg barier¢ dla zagrozen zewnetrznych, zawiera liczne zwigzki prze-
ciwbakteryjne (m.in. immunoglobuliny, aglutyniny, lektyny, lizyny i lizozym). Owoce
morza sg podatne na zanieczyszczenia powierzchniowe lub tkankowe, zwlaszcza
w przypadku hodowli w obszarach zanieczyszczonych $ciekami komunalnymi. Dodat-
kowe ryzyko stanowi spozywanie surowych lub niedogotowanych owocéw morza.
Najczesciej izolowanymi bakteriami sg rodzaje Pseudomonas, Listeria, Stenotropho-
monas, Brochothrix, Serratia, Acinetobacter, Rhodococcus 1 Chryseobacterium, ktore
mogg tworzy¢ stabilne biofilmy [15]. Powszechnie izolowanymi patogenami bakteryj-
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nymi owocoOw morza zdolnymi do tworzenia biofilméw sa: Vibrio spp., Aeromonas
hydrophila, Salmonella spp. oraz L. monocytogenes. Zdolnos¢ do szybkiej kolonizacji
powierzchni owocdw morza przez te patogeny (zwlaszcza w biofilmach mieszanych)
zmnigjsza skuteczno$¢ stosowanych metod dezynfekcji. Biofilmy formowane przez
patogenne dla cztowieka szczepy Vibrio stanowig zanieczyszczenie akwakultury mor-
skiej [12], poniewaz mogg koncentrowac si¢ w skorupiakach filtrujacych (np. matze
podczas filtracji wody gromadzg mikroflor¢ patogenng) [15]. Zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu wynika z aktywno$ci genéw odpowiedzialnych za synteze pilusow, wici
1 egzopolisacharydéw oraz mechanizméw regulacyjnych (dwusktadnikowych regulato-
row transdukceji sygnatu oraz sygnalizacji OS). Bakterie z rodzaju Aeromonas stanowia
naturalng mikroflore jelit wielu ryb. Wytwarzanie biofilmu przez 4. hydrophila
jest Scisle skorelowane z ich wirulencjg. Bakterie te tatwo tworzg cienki biofilm o zto-
zonej strukturze [17]. Paleczki A. hydrophila maja system QS zalezny od
N-acylohomoseryny (AHL), bazujacy na locus ahyRI. Wykazano, ze rozw6j biofilmu
przez te bakterie jest regulowany przez QS. Istotny problem w produkcji rybnej stano-
wig rowniez bakterie L. monocytogenes [15].

Biofilmy w produktach pochodzenia roslinnego o minimalnym stopniu przetworzenia

Coraz czgstszym problemem sg zatrucia spowodowane spozyciem produktow
o minimalnym stopniu przetworzenia pochodzenia roslinnego zanieczyszczonych mi-
kroflora patogenng. W celu zmniejszenia liczby drobnoustrojow na powierzchni owo-
cow 1 warzyw producenci stosuja mycie z dodatkiem $rodkéw odkazajacych. Z uwagi
na silne przywigzanie przylegajacych patogenow do powierzchni produktow (czemu
sprzyjaja nierownosci powierzchni, tj. szorstko$¢, szczeliny i wglebienia), mycie
w niewielkim stopniu redukuje ich liczb¢. Najczgéciej izolowanymi z zywno$ci mini-
malnie przetworzonej pochodzenia roslinnego bakteryjnymi patogenami tworzacymi
biofilmy sa: S. enterica, L. monocytogenes 1 E. coli. Ponadto z biofilméw na po-
wierzchni kapusty 1 sataty wyizolowano Bacillus cereus i A. hydrophila [15]. Rodzaj
Salmonella, pomimo narazenia na stres srodowiskowy, skutecznie utrzymuje si¢ na
powierzchni rosliny, co zwigzane jest z produkcja celulozy i innych polisacharydow,
zdolnos$cia penetracji tkanki roslinnej i mozliwoscia wbudowywania do juz istnieja-
cych biofilméw wielogatunkowych [23]. W mechanizmie poczatkowego przyczepiania
1 rozwoju biofilmu wazng rol¢ odgrywaja wici oraz powierzchniowe struktury komor-
kowe tych bakterii, m.in. fimbrie [1].

Biofilmy w przemysle sokowniczym

Glownym problemem przemystu sokowniczego i koncentratdéw sokow owoco-
wych sg zepsucia powodowane wystepowaniem acidotermofilnych bakterii z rodzaju
Alicyclobacillus, zwtaszcza gatunku A. acidoterrestris. Zarowno komorki tych bakterii,
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jak 1 ich przetrwalniki tworza na powierzchni urzadzen przetworczych trudny do usu-
nigcia biofilm [22]. Materiaty spozywcze utatwiajg przyleganie bakterii do powierzch-
ni. Wykazano, ze wodne powloki spozywcze mogg zmniejsza¢ adhezj¢ komorek bakte-
ryjnych, przez co utrudniajg tworzenie macierzy biofilmu w $rodowisku
produkcyjnym.

Metody usuwania biofilmow spozywczych

Réznorodnos¢ mikroorganizméw obecnych w biofilmach oraz stopien ich rozwo-
ju wpltywaja na wybor odpowiedniej metody eradykacji biofilmu. Uwaza si¢, ze naj-
lepsza strategia usuwania biofilmu jest zapobieganie jego rozwojowi. Odpowiednio
zaprojektowany sprzet produkcyjny w potaczeniu ze srodkami higieny prowadzi do
usuwania niepozadanych resztek zywno$ci, w tym drobnoustrojow [29]. Stosowane
antybakteryjne dodatki do Zzywnosci, tj. srodki powierzchniowo czynne, olejki eterycz-
ne czy barwniki stanowig skuteczne bariery zapobiegajace formowaniu btony biolo-
gicznej w przemysle spozywczym [53]. Prowadzone sg badania dotyczace inhibitorow
ro$linnych wykrywajacych QOS. Wykazano, ze sktadniki roslin wykorzystywanych
w tradycyjnej medycynie chinskiej hamuja tworzenie biofilmu [6]. Przyktadem jest
emodyna, naturalny sktadnik korzeni wielu roslin, ktory istotnie hamuje bakteryjny
system wytwarzajacy kworum, np. u bakterii z gatunku P. aeruginosa [37]. Furanony
izolowane z morskiego glona Delisea pulchra sa zdolne do usuwania autoinduktorow
z komorek E. coli [S0]. Zwalczanie patogendow w ich chronionym $rodowisku polime-
rowym jest powszechnym problemem, z ktérym zmaga si¢ przemyst spozywczy [49].

W zwalczaniu biofilméw bakteryjnych stosowane sa metody fizyczne, chemiczne
oraz biologiczne [52].

Metody fizyczne

Klasycznym sposobem eliminacji biofilmu jest zastosowanie metod fizycznych,
tj. mechaniczne niszczenie macierzy biofilmu poprzez skrobanie i szorowanie. Techni-
ki te cechuje niska precyzja ze wzgledu na réznorodng budowe sprzgtu produkcyjnego.
Oprocz dziatania mechanicznego mozna zastosowa¢ wysoka temperature (powyzej
95 °C) lub kilkakrotne zamrazanie [27]. Skuteczng metoda usuwania biofilmu jest za-
stosowanie zimnej plazmy [35, 52]. Jest to mieszanina naladowanych czasteczek, jo-
néw, atomdéw i wolnych rodnikéw w polaczeniu z promieniowaniem UV. Uwaza sig,
ze mieszanina tych substancji czynnych zakléca metaboliczne szlaki i integralno$¢
btony komoérkowej bakterii [54].

Metody chemiczne

Substancje chemiczne stosowane w przemysle spozywczym powinny charaktery-
zowac si¢ nie tylko skuteczno$cig w zwalczaniu drobnoustrojow, ale takze szybkos$cia



14 Kamila Joanna Daniluk, Michat Wojcicki, Edyta Juszczuk-Kubiak

1 tatwos$cig sptukiwania z urzadzen produkcyjnych. Z uwagi na to, ze powstawanie
biofilmu jest procesem wieloetapowym, na rynku dostepne sg $srodki chemiczne o ro6z-
niej aktywnos$ci dzialania na drobnoustroje [10]. Preparaty dezynfekujace zawierajace
zwigzki chloru i kwas nadoctowy sa czgsto stosowane w branzy owocowo-warzywnej
[1]. Wykazano, ze gazowy dwutlenek chloru jest skuteczny w niszczeniu endosporéw
bakterii z gatunku B. cereus obecnych na urzadzeniach przemystowych [33]. Stwier-
dzono, ze podchloryny stanowig najskuteczniejsze zwigzki chloru stosowane w odka-
zaniu powierzchni roboczych. Ich wadg jest mata rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 mozli-
wos¢ korozji powierzchni metalowych przy wysokiej temperaturze [1]. W przemysle
migsnym i jajecznym do dezynfekcji powierzchni stosuje si¢ kwas nadoctowy ze
wzgledu na brak toksycznych pozostatosci. Innym rozwigzaniem jest uzywanie nad-
tlenku wodoru w stezeniu do 5 %, ktéry generuje wolne rodniki w trakcie kontaktu
z zewnatrzkomorkowymi substancjami polimerowymi, niszczac strukture biofilmu bez
powstawania toksycznych produktéw ubocznych [43]. Gazem o silnym dziataniu utle-
niajgcym jest ozon, ktory niszczy wiele mikroorganizmow tworzacych biofilm. Ozon
wykorzystuje si¢ w przemysle mleczarskim do dezynfekcji stali nierdzewnej uzywanej
przy produkcji serow plesniowych [43, 46]. Powszechnie stosowanymi §rodkami de-
zynfekcyjnymi w roznych galeziach sektora spozywczego sa czwartorzedowe zwigzki
amoniowe (QAC) powodujace lizg¢ komoérek bakteryjnych tworzacych strukture bio-
filmu [18].

Innym sposobem niszczenia biofilmow spozywczych jest wykorzystywanie wia-
$ciwosci kwasow organicznych, np. cytrynowego, jabtkowego oraz galusowego jako
alternatywnych $rodkoéw kontroli tworzenia biofilmu w przemysle mleczarskim. Zr6-
dlem tych kwasow sg rosliny, ktore pod wzgledem oczekiwan konsumentéw nie budza
tylu zastrzezen, co zwigzki chloru powszechnie stosowane do niszczenia biofilmu [42].
Akbas i Kokumer [2] potwierdzili, ze uzycie 2- i 10-procentowego kwasu cytrynowego
przez 20 min wyeliminowato bakterie S. aureus z powierzchni ze stali nierdzewne;j.
Wymienieni autorzy zastosowali w do$wiadczeniu takze 0,3-procentowy kwas nadoc-
towy, ktory charakteryzowat si¢ mniejsza skutecznoscig usuwania biofilmu w poréw-
naniu z zastosowanymi kwasami organicznymi.

Kolejng grupg zwigzkow pochodzenia roslinnego o wlasciwosciach niszczacych
biofilmy sg olejki eteryczne [13]. Substancje te dzialajg antybakteryjnie i przeciwgrzy-
biczo, zwlaszcza w warunkach in vitro [40, 44]. Raffaella i wsp. [38] zastosowali mi-
kroemulsje olejku z Cinnamomum cassia (bogatego w aldehyd cynamonowy). W btlo-
nie utworzonej przez 24-godzinny biofilm S. aureus uzyskali zredukowanie liczby
bakterii 0 4 rzedy logarytmiczne (99,99 %). Innym przyktadem jest cytral, glowny
sktadnik olejku z trawy cytrynowej, ktory utrudnia tworzenie biofilmu bakteryjnego.
Shi 1 wsp. [42] przy uzyciu tego zwigzku zmniejszyli poziom czynnika wirulencji
1 biosyntezg wici u Cronobacter sakazakii. R6znorodnos¢ chemiczna olejkow pozy-
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skiwanych z roslin pozwala naukowcom na opracowanie preparatow przeciw biofil-
mom lub wykorzystanie poszczegdlnych sktadnikow, dodajgc je bezposrednio do pro-
duktéw spozywcezych. Olejki eteryczne pozyskiwane z lebiodki pospolitej (oregano)
wykazujg wlasciwosci antyadhezyjne, ktore sg kluczowe w powstawaniu biofilmu.
Wykazano, ze monoterpen i karwakrol z olejku eterycznego oregano mozna zastoso-
waé bezposrednio do produkcji sokow, octu i migsa mielonego w celu zahamowania
wzrostu bakterii z gatunkow S. enterica czy Clostridium perfringens [13].

Metody biologiczne

Do metod biologicznej eliminacji biofilmow bakteryjnych nalezy stosowanie wi-
ruséw bakteryjnych (bakteriofagdw, fagow) lub bezposrednio oczyszczonych enzy-
moéw fagowych [36]. Zastosowanie bakteriofagéw w przemysle spozywczym jest sto-
sunkowo nowa koncepcjg utrwalania zywnosci [39]. Na rynku dostepne sg preparaty
bazujace na fagach litycznych ukierunkowanych na okreslone rodzaje lub szczepy
patogenow zywnosci, w tym Salmonella, L. monocytogenes, E. coli O157:H7 czy Shi-
gella. Wiele z tych preparatow ma status GRAS, rekomendacje FDA (ang. Food and
Drag Administration) oraz certyfikat koszernosci [39, 51]. W Polsce preparaty te nie sa
dopuszczone do stosowania w przemysle spozywczym. Natomiast komercyjne $rodki
fagowe sg stosowane m.in. w Australii, Brazylii, Holandii, Izraclu, Kanadzie, Nowej
Zelandii, Szwajcarii czy USA [39]. Poczatkowo zaktadano, ze biofilmy sg barierg dla
bakteriofagdbw z uwagi na nieprzepuszczalno$¢ macierzy biofilmu. Okazuje sig, ze
wiele bakteriofagow moze funkcjonowa¢ w biofilmie i aktywnie si¢ w nim namnazac.
Bakteriofagi wykazujg inny mechanizm niszczenia biofilmu niz antybiotyki czy biocy-
dy. Fagi ewoluowaty z biofilmami bakteryjnymi. Wyr6znia si¢ co najmniej cztery me-
chanizmy roznicujace ich dziatanie [16] —rys. 2.

Inng koncepcjg biologicznego niszczenia biofilmow jest wykorzystanie oczysz-
czonych enzymow fagowych. Genomy fagow zawierajg wiele genéw kodujacych en-
zymy stuzace do rozktadu macierzy biofilmu. Zazwyczaj celujg one w $Sciang komor-
kowa bakterii podczas uwalniania z komorki gospodarza oraz maja mozliwos¢
degradacji egzopolisacharydow tworzacych biofilm [16]. Depolimerazy fagowe cha-
rakteryzujg si¢ rozng aktywno$cig. Zaliczane sg do enzymow szczepowo specyficznych
1 stanowig istotny problem w przypadku eradykcji biofilmu mieszanego. Innymi enzy-
mami fagowymi sg endolizyny, ktére uczestniczg w cyklu litycznym. Specyficznosé
tych enzymdw, podobnie jak fagow, ktére je produkuja, jest zwykle duza [5]. W pota-
czeniu z bialkiem fagoling enzymy te powodujg lize komorki bakteryjnej od wewnatrz
[5, 36]. Kolejng grupa enzyméw fagowych sg DNazy, ktore uwalniane do srodowiska
powoduja degradacj¢ bakteryjnego DNA [16]. Znaczng grupe stanowig biatka zalicza-
ne do enzymow ogona fagowego, ktore wykazuja jednak ograniczone dziatanie, po-
niewaz sg czegsto maskowane do czasu rekonfiguracji ogona bakteriofaga podczas in-
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fekcji [S]. Glowna zaleta stosowania enzymow fagowych jest brak ryzyka transferu
genow pomigdzy populacjami bakteryjnymi. Wadg z kolei stanowi to, Zze same enzymy
musiatyby by¢ dodawane cyklicznie do biofilmu, podczas gdy fagi samoczynnie
zwigkszajg swoja dawke podczas infekcji komorek bakteryjnego gospodarza [S1].

Integralno$é biofilmu moze zosta¢ zaklocona przez
zniszczenie komorek bakteryjnych wytwarzajacych
macierz biofilmu

Podczas dyfundowania w biofilmie, bakteriofagi moga

» przenosi¢ lub eksprymowa¢ enzymy depolimeryzujace,
ktére degraduja EPS

Fagi moga indukowa¢ enzymy depolimeryzujace, ktore
degraduja EPS z genomu gospodarza

"Atak" bakteriofagow
"Attack" by bacteriophages

W komérkach opornych fagi moga pozostaé uspione az
do momentu rozpoczgcia aktywnej infekcji, ktéra moze
zakonczy¢ si¢ liza komérek bakteryjnego gospodarza

Biofilm bakteryjny zainfekowany przez bakteriofagi
Bacterial biofilm infected by bacteriophages

Objasnienia / Explanatory notes:

Integralnos¢ biofilmu moze zosta¢ zakldcona przez zniszczenie komorek bakteryjnych wytwarzajacych
macierz biofilmu / Integrity of biofilm can be disrupted by destruction of bacterial cells that produce the
biofilm matrix; Podczas dyfundowania w biofilmie, bakteriofagi moga przenosi¢ lub eksprymowac enzy-
my depolimeryzujace, ktore degraduja EPS / When diffusing through biofilm, bacteriophages can carry or
express depolymerising enzymes that degrade EPS; Fagi moga indukowac enzymy depolimeryzujace,
ktore degraduja EPS z genomu gospodarza / Phages can induce depolymerising enzymes that degrade EPS
from host genome; W komorkach opornych fagi moga pozosta¢ uspione az do momentu rozpoczecia
aktywnej infekcji, ktora moze zakonczy¢ si¢ liza komorek bakteryjnego gospodarza / In resistant cells
phages can remain dormant until active infection begins, that can result in lysis of bacterial cells of host.

Rys. 2. Mechanizmy dziatania fagdéw na biofilm bakteryjny
Fig. 2. Modes of action of phages in bacterial biofilm
Zrédlo / Source: opracowanie wiasne na podstawie [16] / the authors’ own study based on [16]

Metody kombinowane

Wyzsza skuteczno$¢ eliminacji biofilméw mozna osiggna¢ dzigki potaczeniu kil-
ku technik dezynfekcji. Wykazano, ze kombinacja zwigzkéw chemicznych z promie-
niowaniem UV efektywnie usuwa biofilm P. aeruginosa [53]. Inng metoda jest pota-
czenie enzyméw proteolitycznych z falami ultradzwigkowymi. Przyktadowo,
zastosowanie takiej techniki przez 10 min eliminuje 96 % biofilmu E. coli obecnego na
powierzchni stalowej w zaktadzie mleczarskim [13].
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Podsumowanie

Drobnoustroje tworzace biofilmy stanowig powazny problem w sektorze produk-
cji zywnosci, powodujac straty finansowe w danym sektorze spozywczym oraz zagro-
zenie zdrowia konsumenta. Obecnos$¢ biofilmoéw bakteryjnych zostata potwierdzona
m.in. w przemysle migsnym, mleczarskim, sokowniczym, ryb i owocOw morza oraz
zywno$ci swiezej gotowej do spozycia. Powstawanie biofilmu jest procesem dyna-
micznym sktadajacym si¢ z kilku etapoéw, na ktore wptywajg odpowiednie czynniki
srodowiskowe. Dostepnos¢ sktadnikow odzywczych na powierzchni produktow spo-
zywczych lub pochodzacych z powierzchni linii produkcyjnej jest gtéwnym czynni-
kiem stymulujagcym namnazanie komorek bakteryjnych, a nastepnie formowanie wie-
logatunkowych biofilmoéw bakteryjnych. Drobnoustroje tworzace biofilm otoczone sg
zewnatrzkomorkowg substancjg polimerowa (EPS), ktora chroni komorki bakteryjne
przed srodkami dezynfekcyjnymi oraz niekorzystnymi zmianami srodowiska. Ponadto
bakterie tworzace biofilm wyksztatcity zdolnos¢ wzajemnej komunikacji (QS), ktora
steruje procesem rozwoju biofilmu i odgrywa wazng rolg w ochronie komorek. Wyso-
ka opornos$¢ EPS na $rodki dezynfekujace stwarza trudnosci w wyborze odpowiedniej
metody usuwania biofilmu. W celu eliminacji biofilméw bakteryjnych w przemysle
spozywczym stosuje si¢ przede wszystkim metody fizyczne i chemiczne. Staty pro-
blem wystepowania biofilméw w zaktadach przetworczych zwraca uwage na koniecz-
no$¢ opracowywania nowych, alternatywnych metod jego eradykacji. Biologiczna
metoda zwalczania biofilméw z zastosowaniem wiruséw bakteryjnych oraz ich
oczyszczonych enzymow litycznych Iub zastosowanie metod kombinowanych moze
skutkowaé oczekiwanymi rezultatami. Opracowanie skutecznej metody eliminacji
biofilmow ze srodowiska produkcyjnego pozwoli na utrzymanie wysokiego poziomu
higieny w zaktadach przemystu spozywczego.

Publikacja finansowana w ramach dziatalnosci statutowej IBPRS-PIB nr 136-01
pt. ,,Molekularna i funkcjonalna analiza regulacji ekspresji genow i modutow gene-
tycznych biorgcych udzial w quorum sensing jako modutowej odpowiedzi sygnatowej
bakterii” oraz nr 144-01 pt. ,, Wykorzystanie bakteriofagow wobec Salmonella sp. jako
innowacyjnej metody zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci”.
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BACTERIAL BIOFILM AND POSSIBILITIES OF ELIMINATING IT
IN THE FOOD INDUSTRY

Summary

Bacterial biofilms occurring in the food industry are complex, multi-species consortia of both the sap-
rophytic and the pathogenic bacteria. They are often localised on surfaces that are difficult to access for
both the closed-circuit cleaning agents and the mechanical cleaning. In the food industry bacterial biofilms
are a source of microbiological contamination of food, causing the quality and durability of food products
to decrease. In addition, food biofilms can be a source of pathogenic bacteria, such as Salmonella spp.,
Campylobacter spp. or Listeria monocytogenes, and of opportunistic bacteria (e.g. Escherichia coli) that
cause gastrointestinal diseases, which can be long-lasting and difficult to treat, especially in immunocom-
promised individuals. In the paper there are presented basic mechanisms of bacterial biofilm formation
and the most important functions performed by the extracellular biofilm matrix (EPS). There were charac-
terised main bacterial pathogens occurring in the industries such as: meat, dairy, fish, seafood, plant-
derived products with a minimum degree of processing, and in the juice branch; it was taken into account
the possibility of those microorganisms to form a permanent and resistant to external factors biofilm. Also
discussed were the possibilities of eradicating food biofilms with a particular emphasis on the methods
based on the use of natural compounds of plant origin and the use of lytic bacteriophages and/or their
purified enzymes.

Key words: bacterial biofilm, extracellular matrix, pathogens, biofilm elimination, food processing
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