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k a bioffim ek?

A biofilmek szilard felszineket bevoné mikro-

organizmusok gydjteménye rendszerint bakteriélis eredet
szerves polimer matrixba agyazva.




BIOFILM-KEPZO MIKROBAK

1. Baktériumok

2. Penészgombéak

3. Eleszték

4. Virusok (enterovirusok):
5. Bakteriofagok

6. Protozoak

.A mikrobialis biofilm egy szubsztratum (anyag)
feliletén  immobilizalodott  baktériumtdomeg,
rendszerint bakteridlis eredetl szerves polimer
matrixba dgyazva. Ezek a biofilmek ubikviterek a
vizes koérnyezetben, térben és idében nem
egyenletesek, és idegen eredetli szerves és
szervetlen anyagokat is tartalmazhatnak. Az igy
jellemzett ,klasszikus biofilm” kialakulasahoz
rendszerint 2-4 hét sziikséges.”

(Marshall, 1992)




L. monocytogenes
biofilm

vizrendszerben
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Biofilm orvosi eszk6zon
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Vegyes biofilm képzés — 2 dras, 1 hetes

P. aeruginosa E. coli P. aeruginosa + E. coli




Vegyes biofilm képzés — 2 oras, 1 hetes

P. aeruginosa S. aureus P. aeruginosa + S. aureus
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Miért el 6nyos a bakteriumoknak a
biofilm képzés?

» A kapcsolddas okai
— Gravitacio
— A sejtfelszin negativ toltése

» El6nydk a baktériumok szamara
— Munkamegosztas
— Elelem
— Védelem




Hogy képz 6dik a biofilm ?

1. A felulet kondicionalasa

2. Az ,uttér 6” baktériumok
adhézidja
Reverzibilis adszorpcio

ADVECTIVE HEVERSIBLE
TRANSPORT ADSORPTION DESORPTION

e



3. Glikokalix (nyalka, tok) képz oédes
Irreverzibilis adszorpcio

A biofilm matrix dsszetétele (Sutherland, 2001)

Komponens A matrix szazaléka

Viz >97 %
Mikrobak 2-5%
Poliszacharidok 1-2 %

Fehérjek (extracellularis és sejt tormelék) <1-2 % (proteinek,
enzimek)

DNS, RNS 1-2 % (sejt tormelek)
ionok (kotott es szabad)




Extracellularis polmerek, EPS
Cukor tartalmu polimerek (élelmiszer maradvanyok,
asvanyi anyagok)
Védo réteg
Véd a kiszaradastol
Nem egyenletes

A kiloénbdz6 organizmusok kilonb6zé mennyiségben
termelik

Mennyisége a korral n6
EPS képzédést stimulalja
— Ozma@zis nyomas

— Hémérséklet

— Ehezés

— stb.

4. A biofilm novekedése,
terjedése
Masodlagos kolonizalok

BULK FLUID

SUBSTRATE
OXYGEN
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PIPE WALL
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6. Levalas, diszpergalodas

The Distribution System as Reactor

Detachment
‘e ®

Particulates Heterotrophs
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Biofilm/regrowth
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Biofilm képzés rozsdamentes acél felileten - Pseudomonas
aeruginosa
festés: akridin narancs, FITC

2 oras 4 oras 6 oras 8 oras 24 6rés 48 6rés 72 6rés

Megfestett. sejiek

A sejtek altal képzett megfestett ,ragaszt6 anyag”




Biofilm képzeés Uveg feltileten - Pseudomonas sp.

A sejt kapcsolodast és biofilm
képzest befolyasolo tenyez 6k

A szubsztratum
tulajdonsagai

Szerkezet

A felllet simasaga
Hidrofobicitas
Kondicionald film

Az aramlo
folyadék

tulajdonsagai

Tapanyagok

Aramlasi
sebesség
pH

Homérséklet

Kationok
EELIEE

A sejt tulajdonsagai

A sejtfellilet
hidrofobicitas
Fimbriak
Flagellumok
EPS
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A biofilm képzést befolyasolo
tenyez ok
* A fellilet anyaga

Kilonbségek a kot 6désben

* hidroféb felllet — gyorsabb kapcsolédas
(Teflon, gumi stb.)

* hidrofil fellllet — lassabb kapcsol6das

(tveg, fém stb.)

Nincs kulénbség a kot 6désben

A magas szaporodasi sebesség a kiulénbségeket
csekély tényezévé teszi

A biofilm képzést befolyasolo
téenyez 6k
Felllet mérete

Membranok, gyantak

Tarol6 tankok

SzUrd betétek

Vezeték rendszerek

Hosszu lefutasu miveletek
Csak hetenkénti szaraz tisztitas

Naponkénti tisztitas, de nem biofilm
eltavolitasara alkalmas szerrel

Padozat
» Falak
» 24 orandl ritkabban tisztitott lefolydk stb.
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A biofilm képzést befolyasolo
téenyez 6k

« Afelllet
simasaga

| Befolyasolja a
bevonat képzdédést, de,
csak eleinte, az els6
orakban. A biofilm
képzddés néhany nap
utan elkerilhetetlen.

A FELULET SZEREPE A
MIKROORGANIZMUSOK MEGTAPADASABAN

*Teljesen intakt fellleten is megtapadnak

A kopott felllet visszatartja a mikrobakat (retenci6); védi a
nyirofesziltsegtol.

*A fellileti sériilések inkabb a szerves szennyez6dés, mint a
mikrobak megkdotédéseét segiti el

*A szerves anyagok kondicionaljak a fellletet — specifikus
kotédési lehetéség a mikrobaknak

A kopott felllet megtisztitasa szerves szennyezédéstél
nehezebb, mint a mikrobaktdl

*A takaritas utan mindig marad szennyez6dés — szerves
anyag felhalmozodas

*A szerves anyagba agyazédott mikrobak észrevétlenek
maradnak

12



A biofilm kepzést befolyasolo
téenyez 6k
» Korlatozott mennyiség U tapanyag

Tisztitott vizrendszerekben talalt tApanyagok (Mittelman 1985)

Humic and fulvic acids (source water), Pipe plasticizers and
solvents, Fiberglass-reinforced plastics (FRPS)

Pump and gage lubricants, Microbial byproducts, Personnel
Airborne dust

Humic and fulvic acids (source water), Nitrates and nitrites
(source water), Microbial byproducts, Airborne dust

Organic Carbon

Nitrogen

Phosphates (source water)
Microbial byproducts, Airborne dust

Sulfates (source waters), Sulfuric acid (RO pretreatment)
Membrane surfactants, Airborne dust

Source waters, Process piping, Fiberglass-reinforced plastics
(FRPs), Stainless steel system components
RO pretreatment chemicals, Personnel, Airborne dust

Phosphorus
Sulfur

Trace metals and
salts

A biofilm kepzést befolyasolo
téenyez 6k

» Aramlasi sebesség

Laminaris réteg vastagsag (micron) [Pittner 1988]

Aramlasisebesség (ft/sec)

02 1.0 2.0 5.0 8.0
E.l. RDS 0.428"ID * * 125 55 37 26
1/2" Sch.80 * * 136 60 40 28
1" Sch.80 * 265 146 65 43 30
2" Sch.80 537 291 158 69 46 32
3" Sch.80 563 305 165 74 48 33
4" Sch.80 582 312 170 75 50 34

Cs6 méret

* Az aramlas lehet turbulens vagy nem ilyenkoérilmények kozott

» Alacsony aramlas a hatar rétegben




A biofilm kepzést befolyasolo
téenyez 6k

Motilitas és kemotaxis

Flagellumok

Filus
{attachment)

Flagellum
{rnotility)

: ;
[ et ey e \ .
membrane  Cell wall Intracelluiar  mateial

materials
structures

A mikroorganizmusok
kommunikacidja a biofilmekben
o kémiai nyelv”
* quorum-sensing — sejt — sejt komunikacio
I Mdr nem birok tobbe
az dramldssal tartani.

Azon gondolkodom,
hogy egy biofilmhez
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Antimikrobas kezelések

| Planktonic
|n=13,R*=0.80

Biofilm
n=17 R‘=09
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planktonikus felilethez biofilm
reverzibilisen kététt  (irreverzibilisen Kétott)

0P aeruginosa B P stutzeri
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Antibiotikum rezisztencia

Baktérium Antibiotikum MIC [mg/L] a MIC [mg/L]
planktonikus | a biofilmben
fazisban

Saph. aureus 2
Pseudomonas |imipenem 1
aeruginosa

i

Str. sanguis doxycyclin 0.063

Donlan, Clin Microbiol Rev. 2002; 15(2): 167-193.

Table 1. Epifluorescent photomicrographs of stainless steel coupons containing Pseudomonas

aeruginosa biofilms with different age

Age of Pseudomonas geruginosa biofilm
2 hours 3 days 7 days

Control

Treated with
Descosal

Treated with
Domestos

Pap és Kiskd, 2008
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A felulethez kotottség el  ényei
Antimikrobas anyagokkal szembeni rezisztencia

1. N6 a biocidokkal, antitestekkel szembeni védelem. Ez részben a biofilm altal
nyujtott fizikai védelem, részben megné a feliilethez kétott sejtek rezisztenciaja.

2. A tapanyageloszlasi feltételek megvaltoznak, eltéré viszonyok alakulnak ki a
biofilmen beliil és a feliileten, s ez eltéré szaporodasi feltételeket teremt. A
tapanyagok kézés mobilizacidja valésul meg a konzorcium tagjai kozott.

3. A sejtek fiziko-kémiai kdrnyezete megvaltozik — tapanyag, pH- és rH gradiens alakul
ki a biofilmen belil, s egy vegyes populacié esetén a fajok a nekik megfelel
kérnyezetben helyezkednek el, illetve alkalmazkodnak.

4. A genetikai informaciécsere lehetésége megné a konzorcium tagjai kdzott.

Medical Implants
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Orvosi eszkozok feltletér 6l izolalt biofilmképz 6

Mikroorganizmus
Candida albicans

Koagulaz-negativ
sztafilokokkuszok

Enterococcus spp.
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp.

Staphylococcus aureus

mikroorganizmusok

Eszkoz

Mesterséges hang protézis, Central vénas katéter,
Vizeletrendszeri eszkdz

Mesterséges csipd protézis, Mesterséges hang protézis,

Central vénas katéter, Vizeletrendszeri eszkéz, Ml
szivbillenty(, Vizeletrendszeri katéter

Mesterséges csipd protézis, Central vénas katéter,
Vizeletrendszeri eszkoz
MU szivbillentyd, Vizeletrendszeri katéter

Centrél vénas katéter, Vizeletrendszeri katéter

Mesterséges csipd protézis, Central vénas katéter,
Vizeletrendszeri katéter

Fogaszati inplantatumok, kontaktlencsék

Mesterséges csipd protézis, Central vénas katéter
Vizeletrendszeri eszkdz, Ml szivbillenty(

o Korképek biofilmmel:

— nativ szivbillenty(i endocarditis (Streptococcus, S.
aureus, Enterococcus , Candida, Aspergillus)

— beliltetett eszkdzok: érpalya kanulok (pl. centralis
VEénas, periférias), (Enterococcus,
Gram -, Pseudomonas, Serratia, Citrobacter),

, intrauterin eszkdzok, fogaszati
implantatumok (titanium), , belltetett
szemlencse, csipdprotézis, térdprotézis, ...

— krénikus bakterialis prostatitis

Pseudomonas aeruginosa, S.

aureus, Burkholderia, H. influenzae (alginat képzes!)
— periodontitis, fog plaque
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Mi torténik, ha biofilm van
jelen?

Szaorvanyos kornyezeti teszt eredmeények

Szivarvany szerl bevonat a rozsdamentes
acél feltleteken

A termék eltarthatdésagi ideje csokken
A végtermékek mikrobaszama né

A biofilmek patogén mikrobakat is rejthetnek,
igy azok fert6zési forrasként szolgalhatnak

— Staphylococcus aureus

— Escherichia coli 0157:H7

— Salmonella sp.

— Listeria monocytogenes

— stb.

Biofilm kontroll

Tapanyag limitacio

Viz limitacio

Berendezés tervezése
Hémerseklet kontroll

Hatekony tisztitas, ferttlenités
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Hogyan tavolithatok el a
biofilmek?

 Fizikai kezelések
—Hé6
* 95T - 100 perc
* Nem ajanlott! — Seqiti a
kondicionalo réteg kialakulasat a
fehérje denaturacio miatt.

Hogyan tavolithatok el a

biofilmek?
e Fizikai kezelések

—Mechanikai eltavolitas

o Kaparés I csiszolo hatasu, igy karcolatokat

. 15 hagyhat a rozsdamentes acél
* Csiszolas fellleteken

o Cirkulalo viz

* Nagynyomasu spray
— Nem ajanlott!

« Kombinaciok

» Fagyasztas
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2 oras biofilm oldas

S. aureus  Ps. aeruginosa
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beaztatas

Mechanikai
hatas +
fertétlenités

7 napos biofilm oldas

S. aureus

Ps. aeruginosa

kontrol

beaztatas

Mechanikai
hatas +

fertétlenités




Hogyan tavolithatok el a

biofilmek?
o Kémiai kezelés

— Antimikrobas agensek
» Oxidal6 szerek

6zon > klor dioxid > klér > j6d > hidrogén peroxid

* Nem oxidal6 szerek
Quaternar Ammaoénium komponensek
Anionos és nem anionos fellletaktiv szerek

—Enzimek

Dézis Kontakt
Biocid (ma/l) ido
9 (6ra)

Kldr

Ozon 50-100
Klér dioxid 10-50*
Hidrogén peroxid 50-100
Jéd 10% (v/v)
Quaterner ammaénium 100-200
komponensek 300-1000
Formaldehid 1-2% (v/v)
Anionos & nem-ionos feliilet aktiv 300-500
anyagok

NI
=N

A
DowwhmwN

(Mittelman 1986)
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Hogyan tavolithatok el a
biofilmek?

Sikeres tisztitasi kombinacio
— Koncentracio

» 23% hidrogen peroxid és 4% perecetsav
1-2% koncentraciéban, 5 perc, 25C
—Pseudomonas, Escherichia coli, Salmonella,
Bacillus, Staphylococcus, Listeria ellen
A savak eltavolitjdk a rozsdat és
szervetlen szennyezddéseket

Hogyan tavolithatok el a
biofilmek?
COP (clean-out-of-place) tank
tisztitas lepései

 Kloros lug (3750 mg/l), pH 11-12
— 70 C-os keringtett viz, 20 perc

» Foszfor sav (7500 mg/l)
— 70 C-os keringtett viz, 20 perc

 Kléros oldat (2240 mg/l)
— 70 C-os keringtett viz, 15 perc
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Hogyan tavolithatok el a biofilmek?

« Sterilix Corporation és az Agriculture
Research Service kutato - allitasuk szerint
a Listeria monocytogenes biofilmet 100%-
ban eltavolitd szert fejlesztettek ki

* lugos peroxid vegylulet és fazis transzferen
alapszik

» behatol a biofilmbe, elpusztitja a sejteket
és eltavolitja a fellletrél

http://www.foodproductiondaily.com/Quality-Safetygteria-biofilm-under-attack-from-new-
disinfectant  20C

Hogyan tavolithatok el a biofilmek?

» A vegyszer alkalmazasanak ideje
— Megndvelt hato idé — jobb eredmény

 Legalabb 5 perc hidrogén peroxid és savak
estén
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Biofilm Ujra épules

Bacteria (cells / 100 mi)

6 8 10 12 14 18 18 20 22

Time (days

Hogyan kerulik el a baktériumok az
eltavolitasukra iranyuld probalkozasainkat:

Erofeszitéseink

Tisztitjuk a vizet, hogy
eltavolitsuk bel6le a
tapanyagokat és azt
kérdezziik "Hogy tud
ebben barmi is
megélni?

Oblitjik
vizrendszereinket,
hogy kimossuk 6ket a
csévezetékekbdl.

Lesimitjuk az
alkatrészeket, hogy ne

talaljanak bivohelyeket
a résekben.

Klérral fert étlenitiink .

A baktériumok reakcioi

Polimer hal6zatot hasznéalnak a
tapanyagok koncentralasara. Olyan
alacsony tapanyagszint mellet is

élni tudnak, amit mérni sem tudunk.

Odaragasztjak magukat a
felszinhez a laminaris rétegben,
ahol a nyir6 er6k nem elegendéek
az eltavolitasukra

Nem szamit. Elkerulhetetlentl
gyorsan a fellletekhez kdtédnek.

Nyalka rétegbe agyazzak magukat.

Megoldas?

Tisztitsunk
mindenképpen!

Oblitsiink
mindenképpen!

Minimalizaljuka
réseket,
hasadékokat!

Fertétlenitsiink
mindenképpen!
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Biofilmek detektalasa

Mintataponos mintavételezés
Adatok nyomon kovetése (trend analizis)

Abnormalis/nem jellemzé eredmények
megkéerddjelezése

Tisztitasi és fert6tlenitési rendszer
— 1d6, hdmérséklet, szerek, mechanikai hatas
— Uj technoldgiék vizsgéalata

Biofilmek detektalasa

Tenyeszteses modszerek
— Mikrobiologiai mintavevé tamponok

— Lemezontés dorzsoléssel, surolassal és
oblitéssel kombinalva

— Elarasztas agarral és kontakt agar lemezek
ATP biolumineszcencia

Impedancia

Draga mikroszkdpos berendezések

stb.
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Biofilmek detektalasa - Lemezontés

o Az adatok alabecslése
— A baktérium csomok csak egy telet képeznek.

— Az éhez6 baktériumok nem tudnak
szaporodni a tapanyagban gazdag
tapkozegeken, melyek toxikus hatasuak a
tisztitott vizrendszerekhez adaptalédott
baktériumok szamara

— Specidlis tapkdzeg, csokkentett inkubacios
hémérseklet és hosszabb inkubacios id6 —
magasabb visszanyert mikrobaszam

Biofilmek detektalasa
- ATP biolumineszcencia

e 1.0 x 103 CFU/g sziikséges a detektalashoz
— Aktivan ndvekedd sejtek nagyobb mennyiség
ATP-t termelnek
 Biofilmbe agyazott baktériumok
— Kevesebb mozgas = kisebb energiasziikséglet
— Kisebb energiasziikséglet = kevesebb ATP
képzdbdik
— 1.0 x 102 CFU/g-nal nagyobb sejtmennyiség
szilkséges az ATP detektalasahoz
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