1. UVOD

O existenci bakterii v pfirod¢ se vi jiz dlouhou dobu. Prvni hypotézy o existenci
mikroorganismi se objevily jiz ve stiedoveku. Jiz roku 1020 ve svém Kanonu 1ékarstvi
persky Iékai a filosof Avicenna (Ibn Sina) uvedl hypotézu, ze t€lni tekutiny jsou
kontaminovany necistymi cizimi télisky pted tim, nez dojde k infekci daného Clovéka,

nicméngé tato téliska nepovazoval za hlavni pfi¢inu nemoci.

Ve 14. stoleti vSak arabsti I¢kati Ibn Khatima a Ibn al-Khatib pod dojmem morové
epidemie (Yersinia pestis) v. Maury okupované Spanélské Granad¢ napsali, ze tato
infek¢ni choroba byla zplisobena nakazlivymi entitami, které vstupovaly do lidskych tél.
Hypotézy a teorie arabskych 1ékatti se v Evrop¢ staly popularnimi s nastupem renesance,

zejména diky spisiim Girolama Fracastora.

K dal$imu vyvoji v mikrobiologii doslo v 17. stoleti, kdy Anthony van Leeuwenhoek roku
1676 zkonstruoval a pouzil jednoduchy mikroskop. Nazval jej ,,animalcules” a sva
pozorovani zaslal v sérii dopisti Kralovské spole¢nosti v Londyné. Nazev ,bakterie* byl
nasledné¢ zaveden Christianem Gottfriedem Ehrenbergem roku 1828 a je odvozen od
feckého slova Poaxtipiov (bakterion) znamenajiciho v pfiblizném ptekladu ,,drobné

osazenstvo*.

V 19. a 20. stoleti Sel vyvoj jiz rychle kupiedu. Roku 1859 Louis Pasteur poprvé
demonstroval, Ze proces fermentace (kvaSeni) je zplisoben ristem mikroorganismii. Ve
stejné dobé Robert Koch zjistil, Ze cholera, antrax a tuberkul6za jsou pienaSeny malymi
choroboplodnymi zarodky, za coZ mu byla nésledné v roce 1905 ud€lena Nobelova cena.
Roku 1910 bylo Paulem Ehrlichem vyvinuto prvni antibiotikum — ¢aste¢né¢ pozménil
barvivo barvici spirochetu Treponema pallidum na chemikalii, kterd tohoto patogena
selektivné zabijela. A konecné roku 1977 Carl Woese zpracoval prvni fylogeneticky
strom bakterii na zdklad¢ podjednotky ribozomalni RNA a rozd¢lil prokaryota na dvé

evoluéné dominantni linie — Archaea a Bacteria [1].



2. Co je biofilm

2.1 Vznik biofilmu

Biofilmem nazyvame spolecenstva bakterii i vysSich organizmi, ktera tvoii tenké povlaky
na ruznych povrsich. Podminkou jejich vzniku je pfitomnost vody, zivin a kysliku. Uvnitf
biofilmu probiha latkova vyména a ,soutéz“ o ziviny. Typické biofilmy mivaji svrchni
vrstvu prokysliCenou aspodni vrstvu bez kysliku. Tato skuteCnost je vyznamna
v dynamice jejich vzniku. Tak napft. prvotni osidleni aerobnimi organizmy miize umoznit

sekundarni osidleni organizmy anaerobnimi. Pfikladem biofilmu je zubni plak; za

mikrobialni korozi mize byt povazovan i zubni kaz.

Biofilmy jsou slizovité vrstvy mikroorganizmti a mimobunéénych latek, které se mohou
vyskytovat 1 v potrubnich systémech a zasobnicich. Tyto vrstvy jsou pak zivnou pudou
pro mnoho patogennich mikroorganizmu (jako je napt. E. coli nebo Legionella) a navic
témto mikroorganizmiim poskytuji dokonalou ochranu pted ucinkem chemikalii.
Mikroorganizmy vyskytujici se v biofilmech jsou proto mimofddné¢ odolné vuci

desinfekénim ¢inidlim [2].

2.2 Vlastnosti biofilmu

VétSina povrchii pevné faze na Zemi je pokryta mikroorganismy, které tvoii rtzné
ekosystémy. Jako ptiklad lze uvést kluzky povrch kamenil v tekouci i stojaté vodé, sliz
ucpavajici odtok z umyvadla, atp. Pies toto obrovské mnozstvi mikrobnich kolonii vime o
jejich zivot¢ a soudrznosti velmi malo, protoze vSechny popsané tisice druha
mikroorganismii jsou v laboratofi kultivovany v suspenzi, kde se voln¢ pohybuji. Vime
vSak, Ze pfi zachyceni na né&jakém povrchu, ktery je pro n€ piihodny, dojde k
dramatickym zméndm v jejich zplsobu zivota, véetné molekuldrnich metabolickych
pochodu. Takovato spoleenstvi maji velmi rozmanitou infrastrukturu, ktera je do zna¢né
miry obdobnd organizaci vysSich organismi, vcetn¢ délby prace. Vytvareji se tak

rozmanité povrchové tvary obdobné tém, které se tvoii na povrchu koralovych ttest [3].

Obecné vzato, bakterie opatiené biCiky, pokud se pohybuji voln€ v suspenzi, mohou
biciky ztracet, a naopak pii navazani na povrch zacnou vylucovat tfi druhy matricového

polysacharidu, slouziciho k wudrzeni pevnosti biofilmu. V poslednich letech byl
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zaznamenan velky pokrok pii definici signalnich molekul informujicich bakterie o jejich
poloze a potiebach. Mezi nejdulezité;si (a to v celé fadé studovanych bakterii) je tzv. c-di-
GMP ¢ili bis(37-5")-cyklicky dimerni guanosinmonofosfat. Z hlediska lidského zdravi je
ziejmé, Ze vétSina biofilmi je velice uzite€nd i proto, ze nas chrani proti invazi riznych
patogent. Na druhé strané jsou vSak nékteré biofilmy nesmirné nebezpecné, zejména pak
ty, které se tvoii na prfedmétech vlozenych do lidské tkané€, jako jsou napt. katetry,
protézy apod. Tyto biofilmy se mohou stat rezervoary pro systémovou infekci, protoze
jsou z dosud nezndmych divodi nepropustné pro mnoho antimikrobnich ¢inidel. Bude
tedy nutné, aby se potiebnou strategii v rozvoji terapie dosahlo kontroly nezadoucich

biofilmil, aniz by byly posSkozeny biofilmy uzitecné [3].

2.2.1 Metabolické a fyziologické vilastnosti

Kapalina, kterd biofilm omyva zvenci, pfindsi zuzitkovatelné organické ianorganické
latky a odnasi produkty metabolizmu. Do hloubky jsou — stejn¢€ jako kyslik — zandSeny jiz
zminénym systémem kanalkd. Lze v nich pozorovat proudéni, a dokonce byla zmétena
hydrodynamika protékajici tekutiny. Rychlost proudéni v kandlcich, které jsou hloubéji, je
nizsi nez v kanalcich pfi povrchu. V poloviné hloubky je prutok oproti povrchu asi pétkrat
pomalejsi. Z kandlkd proudi kapalina pdéry do nitra vétSich mikrokolonii a dale uz je
transportovana pouze difuzi. Pro polysacharidy vSak difuze neni pfiliS G¢inna. Obsah
kysliku se smérem do hloubky snizuje. V oblasti zdkladny biofilmu jsou jiz jen bakterie
anaerobni. Proto je také biofilm aerobni bakterie Pseudomonas aeruginosa ten¢i nez

biofilm slozeny z vice druht.

Je otdzkou, jak bakterie poznaji pfitomnost vhodného povrchu, na némz se mohou
prichytit. Tésné pied pfilnutim se fada genl spousti nebo dramaticky zvySuje svou
aktivitu. Uplatituji se biciky, jimiZz jsou nckteré bakterie opatieny. Ve fazi dotyku s
povrchem se jejich tvorba zvySuje; v biofilmu se pak snizuje nebo Gplné€ ustava. Pomahaji
i dalsi struktury, naptiklad fimbrie. Od bi¢ikt se dost lisi, vypadaji spis§ jako tfasné nebo
chloupky, na bunce tvoii husté kartacky. Pii dotyku s vhodnym povrchem jich vznikne
vic. Nekteré bakterie dokonce vytvareji novy typ fimbrii, které byly popsany teprve
nedavno a dostaly poetické jméno ,,curli* (kudrlinky). Je zcela ziejmé, Ze bakterie mayji
schopnost zjistit dotek s podlozkou, po némz nasleduje fada novych syntéz, vcetné

syntézy polysacharidové matrice [4].
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Zajimavé je, Ze bakterie Escherichia coli pti kultivaci ve zkumavce volné plavou
a neusazuji se na sténach. Kdyz se vSak kultivuji v nadobéach, kam se pomalu kontinualné
piivadi zivny roztok, vytvaieji na sténach biofilm. Bunky v povlaku jsou vSak odlisné.
Jsou to formy, které uz maji schopnost se pfichytavat. Mutaci je zaménéna jedina
aminokyselina v regulacni bilkovin¢ genu, ktery spousti produkci bilkoviny, z niz jsou
,kudrlinky* slozeny. Pfi pozorovani pomoci elektronového mikroskopu lIze spatfit, ze

jsou jimi buiiky husté obaleny [4].

Kdyz se bakterie pfichyti na povrch, méni své vlastnosti; zpo¢atku jen na Grovni regulace
genl. Aktivuji se geny, které produkuji polysacharidy a polymery, jez jsou rozhodujici
pro vznik biofilmu. Spoustécimi podnéty pro zménu regulace ¢innosti genil jsou zevni
podminky v tvoficim se biofilmu — zvySeny osmoticky tlak, snizeny obsah kysliku
arostouci hustota populace. Piechod zplanktonického zplsobu existence je
pravdépodobné fizen transkripénim o-faktorem, podobné jako sporulace a disociace
kolonii. Kolonie bakterii v urcité disociacni fazi, v niz se nachazeji, maji zménény vzhled
a buiiky rovnéz zménéné antigenni slozeni. Buiiky, u nichz o-faktor pfestane byt aktivni,
meéni svlyj fenotyp, tj. produkuji enzymy, které $tépi matrici, v niz jsou buiikky uvéznény, a

které se uvolnuji, odplouvaji a jsou opét planktonickeé [4].

2.3 Vyskyt biofilmu

Mikrobialni spolecenstva, kterd oznacCujeme jako biofilm, nachdzime ptedevSim ve
vodném prostiedi, ale i na povrchu pidy.

Je vSeobecné¢ znamo, ze se bakterie péstuji na zivnych pidach ve sklenénych nebo
plastikovych miskéach. Rostou v malych , . kopeccich®, které jsou oznacovany jako kolonie.
Nez vSak Robert Koch objevil zpisob, jak péstovat bakterie na pevnych piidach,
pestovaly se tyto po nékolik let pouze v tekutinach, nejcastéji v bujonu. V ném se volné
vznasely, plavaly a mnozily se, nebyl ale znam zpuasob, jak je od sebe oddélit. To
umoznily az Kochovy agarové ptidy, diky nimz se dala ziskat Cista kultura, a mohl zacit
zlaty vék bakteriologie. Ten byl naplnén studiem morfologie, fyziologie a genetiky

bakterii zaméteny pfedevsim na to, Ze vysledky studia prozradi o bakteriich vSe.

Avsak dlouhou dobu nebylo znadmo, jak ziji bakterie v pfirozeném prostfedi. Objevila se
tedy cela fada otazek. Zije kazda buiika sama pro sebe, nebo je ovliviiovana ostatnimi

a sama ovliviiuje druhé? Uplatiiuje se uz i u bakterii n¢jaky systém funkcni diferenciace?
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zivota na Zemi. Mohou zit bud’ volné¢ ve vodném prostiedi jako plankton a/nebo ve

spolecenstvi, které vytvari tenkou vrstvu na pevnych télesech, tj. biofilm [5].

Tloustka biofilmu zé&visi na dostupnosti Zivin a na tom, zda je slozen z jednoho i vice
bakteridlnich druhi. Mnohem castéjsi je pfitomnost vice druhii najednou; naopak v
prostiedi chemicky ovlivnéném obcas expanduje jen jeden druh, ktery mél schopnost se
nejrychleji prizptisobit. Naméiené hodnoty tloustky biofilmu se pohybuji od jednotek az
do stovky mikrometrii. Biofilm neni homogenni, sklad4a se z agregati a Cetnych dutin.
Jsou to spletité, vzajemné propojené kanalky rozmanitého tvaru. DileZita je 1 koncentrace
rozpuSténych plynit v téchto kanalcich, zejména pak kysliku dalezit¢ého pro spolecnou
existenci bakterii aerobnich (vyzadujicich kyslik) a anaerobnich (zijicich bez kysliku).
Koncentrace kysliku na povrchu biofilmu je nizkd, o trochu hloubé&ji stoupa a dale do
hloubky podle ocekavani klesa, takZze na ptivodnim povrchu je vesmés nulova. V riznych

vrstvach ma biofilm navic rizny elektricky néboj, coZ pomaha transportu Zivin [1].

3. Slozeni biofilmu

3.1 Biofilmy tvorené bakteriemi

Bakterie (Bacteria), nebo také eubakterie (Eubacteria), je doména jednobunécénych
prokaryotickych organismu. Mivaji kokovity ¢i tyCinkovity tvar (viz obr.1) a zpravidla
dosahuji velikosti v fadu nckolika mikrometrti. Studiem bakterii se zabyva obor tzv.

bakteriologie.

Typickou soucasti bakteridlnich bunck je peptidoglykanova bunécna sténa, jaderna oblast
(nukleoid), DNA bez intronl, plazmidy a prokaryoticky typ ribozomu. U bakterii se
nevyskytuje pohlavni rozmnozovani. Misto toho se nejcastéji déli binarn¢. Bakterie jsou
nejrozsitenéjsi skupinou organismil na svété. Diive se druhy bakterii klasifikovaly podle
vnéjsiho vzhledu, avsak dnes jsou moderni zejména genetické metody klasifikace. Diky

nim se dnes rozliSuje asi 25 zakladnich taxonti bakterii.

Bakterie maji velky vyznam v ob¢hu zivin a v mnoha ptipadech vstupuji do oboustranné
prospésnych svazkll s jinymi organismy. Velk4 skupina bakterii patii mezi komenzalické
druhy, které Zziji napt. v lidské travici soustavé. Na druhou stranu je zndmo i mnoho
patogennich bakterii, tedy druht, které zpusobuji infekce. Clovék mnohé z bakterii

vyuziva, napiiklad v potravinarském a chemickém primyslu a v biotechnologiich [6].
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3.1.1 Staphylococcus

Nejvyznamngj$im stafylokokem tvotici biofilmy je Staphylococcus aureus. Bakterie
Staphylococcus aureus zpusobuje u lidi otravu z potravin — alimentarni intoxikaci — tim,
ze se v potraviné nahromadi za urcitych podminek toxické zplodiny jejich metabolizmu -
enterotoxiny.

Bakterie Staphylococcus aureus jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni koky
seskupené do hroznovitych tvari. Jsou nejvyznamnéj$im patogenem rodu
Staphylococcus, vyvolavaji mnoho infekci lidi 1 zvitat. Staphylococcus aureus produkuje

v

19 typt toxintl (typy A az U), pfi€emzZ nejucinnéjsi je typ A.

Vyskytuje se vSude okolo nas, ve vzduchu, prachu i vod¢. Je soucasti mikroflory nosni a

ustni dutiny zvifat i lidi. Casto byva na kazi, koznich rankdch a odfeninach. Infekce se
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muze prenaset rukama nebo kapénkami z Gst i nosu. Odolava chladu, zahtati nad teplotu
60 °C nepreziva. Biofilmy se vytvaii na potravindiskych zatizenich, pracovnich plochach

atd.

Jeho toxiny vSak odoldvaji vy$Sim teplotam a ani var pii 100 °C po dobu 20 minut je
nezni¢i a mohou setrvat v tepelné zpracované potraviné beze zmény. Bakterie
Staphylococcus aureus byly zjistény v riznych typech potravin. Otrava, tzv.
stafylokokova enterotoxikoza, nastava po poziti siln¢ kontaminované potravy, kde se
bakterie pomnozila, pfi€emZz vyprodukovala velké mnozstvi toxind. Pravé toxiny

pfitomné v potravé jsou pfic¢inou této nemoci [7,8].

3.1.2 Streptococcus

Nejvyznaméjsim streptokokem tvoricim biofilmy je Streptococcus pyogenes (obr. 2),
tvotici biofilmy na kloubnich nahradach, katetrech atd. Streptococcus pyogenes je
grampozitivni fetizkovita bakterie, kterd mize byt pivodcem nékterych streptokokovych
infekci. Zpiisobuje celou fadu nemoci, jako jsou napi. rizné€ silné infekce hrtanu, dale
spalu, infekce kiize a podkozi, az po zpiisobeni streptokokového toxického Soku, ktery je
vSak dobfe léCitelny antibiotiky na bazi penicilinu. Dalsi moznad 1é¢ba u alergiki na
penicilin je mozna tetracyklinem ¢i erytromycinem. V ptipad¢ tézkych forem, které

mohou zptisobit az nekrézu tkdné, je nutny chirurgicky zasah [9,10].

Obr. 2 Streptococcus pyogenes, preparat tkan¢€, zvétSeny pomoci mikroskopu 10 x 100 [9]
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3.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli je fakultativné anaerobni gramnegativni bicikatd tyCinkovita bakterie
sttevni mikrofléry a jeji pfitomnost je nezbytna pro spravny pribéh travicich procesii ve

stteve. Tvofti biofilmy v nadrzich s pitnou vodou, jezerech a fekach.

Jeji pritomnost ve vodé indikuje fekalni zneciSténi, které se mize objevit bud'to hned,
nebo také az po 14 dnech, a tudiz vede k vylouceni vody pro pouziti jakozto pitné vody.
Nekteré vzacnéjsi kmeny E. coli jsou, nebo za urcitych okolnosti mohou byt patogenni a
mohou zpiisobit rizné zanétlivé stavy, jako napt. zanét mocového méchyte a fadu dalSich

zavaznych onemocnéni.

E. coli (viz obr. 3) je pouzivana jako dulezity modelovy organismus v genetice a
mikrobiologii, ktery je vyznamny zvlasté¢ pro obecné modelové studium bakterii. Déle je
pak vyznamnd jako nastroj pouzivany pro svou relativni jednoduchost v biotechnologiich,
napi. pro vnaSeni pozadovanych usekiit DNA (pro ptipravu enzymd, inzulin,...), pfenos
rekombinantni DNA pomoci konjugace do jinych organizmt (Agrobacterium v

rostlinnych biotechnologiich), apod. [8,11].
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Obr. 3 Escherichia coli pti zvétseni 10 x 100 po Gramové barveni [11]
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3.1.4 Legionella pneumophila

Legionella pneumophila je gramnegativni, pohyblivd, nespirdlujici bakterie, ktera je
tvofena $tihlymi tyckami, pfip. vykazuje vlaknity charakter. Sténa obsahuje rozvétvené
2,3-dihydroxy - mastné kyseliny, které jsou charakteristické pro tento rod; nejsou

pritomny u jinych bakterii.

Legionely rostou na ptid¢ s obsahem aktivniho uhli pro detoxikaci peroxidii ptitomnych v
pude 1 vznikajicich oxidaci z cysteinu. NejuZivangjsi agarova ptuda je BCYE a je sloZena z
kvasni¢ného extraktu, zdroje cysteinu, z pyrofosfatu zelezit¢ho a aktivniho uhli o pH 6,8 -
7,0. Jsou aerobni, vyskytuji se pfirozen¢ ve vodach, v pfirodnich vodnich rezervoarech a
ve vodach primyslovych. Zavislost na cysteinu je hlavni znak urcujici pfisluSnost k

celedi. Teplotni rozmezi ristu je mezi 25 - 43°C, nerostou pii teploté 50°C a vyssi.

Legionely (obr. 4) mohou byt ptivodci smrtelnych onemocnéni u ¢lovéka, hlavné pak u
pacientll se snizenou imunitou - tzv. legioneldéz. VSechny legionely jsou potencidlné
patogenni. Onemocnéni vznikd vétSinou inhalacni cestou. Zdroj ndkazy je obsazen v
zivotnim prostiedi v celé jeho §ifi, tj. napf. ve vod¢ jezer a nadrzi, vodnich tocich, v
rozvodech teplé vody, ve sprchovych hlavicich i v klimatizacnim zatizeni, kde tak vytvari

biofilmy. Zptisobuji dva typy onemocnéni, tj. tzv. Legionaiskou nemoc nebo Pontiackou

horegku [12,14].
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Obr. 4 Legionella pneumophila pti zvétSeni 10 x 100 po Gramové barveni [13]
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3.2 Biofilmy tvorené plisnémi

Termin plisent predstavuje nesystematické oznaceni pro skupinu hub, které pokryvaji
povrch substratu jemnym bilym nebo barevnym myceliem. Mezi plisné zahrnujeme
fykomycety (pravé plisn¢) s rody Absidia, Mucor (plisenr hlavickova) a Rhizopus, vieckaté
houby (mj. s rody Bysochlamys a Neurospora) a Fungi imperfecti (houby nedokonalé) s
rody Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Fusarium, Penicillium (viz obr.5),
Scopulariopsis, Sporotrichum, Stachybotrys a Trichothecium a fadou dalSich. Plisn¢ jsou
vétSinou saprofytické, mohou byt uzitecné (produkuji-li antibiotika, organické kyseliny,
pfip. enzymy v primyslovém meéfitku) nebo Skodlivé (piisobici mykézy lidi i zvifat,
tvofici mykotoxiny, rozkladajici potraviny a krmivo, kazici dfevo, klizi, papir, textilie aj.).
Biofilmy tvofi hlavné plisné vyskytujici se ve vodném prostfedi, nékteré z nich napft.

fusaria zpiisobuje az ucpavani potrubi.

Rizné druhy hub, které nazyvadme plisnémi, jsou vyuzivany ve farmaceutickém,
chemickém i potravinaiském primyslu. Nejznaméjsi je jisté vyuziti druhu Penicillium
chrysogenum, ktery produkuje zndmé antibiotikum penicilin. Jiné plisn€ jsou vyuzivany
v potravinafistvi, napt. Penicillium roqueforti ¢i Penicillium camemberti, jakozto kulturni

plisné€ pro vyrobu syrt [15].

Obr. 5 Rod Penicillium zvétseny 10 x 40 pomoci mikroskopu [16]
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3.3 Biofilmy tvorené kvasinkami

Kvasinky jsou jednobunécéné houbové mikroorganismy. VétSina kvasinek patii do tfidy
vieckovytrusnych hub, nékteré¢ vSak i do tfidy hub stopkovytrusnych, a proto spole¢né
netvofi taxonomickou skupinu. Netvofi plodnice, mnozi se zejména nepohlavné a je pro

n¢ charakteristicky zptsob déleni bungk, tzv. puceni.

Kvasinky jsou hojné vyuzivany v potravinaistvi a v biotechnologiich. Prvotfady vyznam
maji dnes v kvasném primyslu pii vyrobé lihu, piva, vina, pekafského drozdi a také
nekterych mléénych ndpoji. V krmivarském primyslu nabyvaji vyznam krmné smési z
kvasnic. Doposud jsou pomérné¢ mélo vyuzivany pro potravinaiské ucely jako zdroj
bilkovin a jinych biologicky cennych latek. Maji bohaty obsah dobie stravitelnych
bilkovin, cukrii a zejména komplexu vitaminu B, coz plati zvlasté pro pivovarské
kvasinky. Ty se vyuzivaji 1 pii 1é€bé nervovych onemocnéni, pfi zanétlivych koznich

chorobach, pti poruchach zazivaciho traktu a jaternich chorobach.

Vedle pfevazujiciho pozitivniho vyznamu existuje i negativni vliv kvasinek patogennich,
¢i nevhodny vyskyt kvasinek coby Skodlivého kontaminantu ve vyrobnim procesu, jako je
napi. Candida albicans. S biofilmy se mizeme setkat v medicing, kdy biofilm byva
pricinou chronickych infekci, nebot’ dokazou piezivat i poté co jsou plaktonické formy
(volné se pohybujici) zlikvidovany napi. vulvo vaginalni kandidosa. Kvasinkovy biofilm
byl zkouman teprve neddvno a ptredpoklada se, Ze se vyznamné uplatiiuje pii infekci
epitelidlniho povrchu. U vagindlni infekce kvasinky vytvaret smiSeny biofilm s bakteriemi

[17].

3.3.1 Candida albicans

Candida albicans (obr. 6) je druh kvasinky, jenz nékdy u lidi zptisobuje stni a genitalni
houbové infekce. Je rovnéz velmi Castou pric¢inou nemoci a imrti u osob se sniZenou
imunitou (vlivem AIDS, chemoterapie, transplantace organt). Pfi infekci se do téla
dostava obvykld jednobunécna kvasinkova forma. Ta se vSak vlivem prostfedi muize

zménit v invazivni mnohobunéénou vlaknitou formu [18,19].
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Obr. 6 Candida albicans a jeji vlaknité hyfy, zvétseni 10 x 40 [18]

3.3.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (pivni kvasinka — viz obr. 7) je druh kvasinky z oddéleni
vieckovytrusnych hub, ktera se jiz od antiky pouziva pti kvasnych procesech v pekaistvi a
pivovarnictvi. Predpokladd se, Ze byla izolovana z tenkého biofilmu na slupkach
hroznového vina. Pivni kvasinka je tedy logicky jednim z nejstudovanéjsich eukaryotnich
organismil z hlediska molekularni a bunééné biologie. Buiiky S. cerevisiae jsou ovalné az
kulovité, o velikosti 5-10 mikrometrti. Pivni kvasinka se rozmnozuje specidlnim typem
déleni, které je typické pro kvasinky, tj. tzv. pufenim. Pivni kvasinka byla prvnim
eukaryotnim organismem, ktery byl osekvenovan (byla pfectena jeho genetickd informace

zapsana pomoci DNA) [20,21].

Obr. 7 Saccharomyces cerevisiae pti puceni v mikroskopickém zvétSeni 10 x 40 [20]
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3.4 Biofilmy tvorené sinicemi

Sinice (Cyanobacteria) se vyznacuji schopnosti fotosyntézy, pii niz vznikd kyslik (tzv.
oxygenni typ). Buiniky sinic jsou jednobunééné ¢i vlaknité, nejCastéji modrozelené
zbarvené a v mnohych ohledech typicky prokaryotické - obsahuji kruhovou molekulu
Fotosynteticka barviva se nachéazeji ve specialnich utvarech, fykobilizomech nebo

tylakoidech.

K hlavnim barviviim Gc¢astnicim se fotosyntézy patti chlorofyl a (n€kdy téz b, ¢, nebo d) a
dale allofykocyanin, fykocyanin, fykoerythrin, atd. Sinice se rozmnozuji nepohlavné, a to
bunéénym délenim ¢i fragmentaci vlaken. Vyskytuji se hojn¢ ve vodném prostredi (kde
hojn¢ mohou tvofit biofirmy, zejména v zafizenich na Upravu vod, v bazénech a
rekreacnich néadrzich), ale i v pid¢€, a mnohdy také v extrémnich podminkach, jako jsou

napft. pouste ¢i polarni oblasti [22].

Obr. 8 Anabaena flosaquae, zvétSeni 10 x 100 [22]

3.5 Biofilmy tvorené rasami

Zelené tasy jsou velkou skupinou nizsich rostlin. Maji rizné typy stélek - od
mikroskopickych jednobunéénych az po makroskopické. Mnohé z fas jsou relativné
primitivni jednobunééné organizmy s pouhym jedinym endosymbiotizovanym plastidem.
Avsak nékteré skupiny zelenych tfas vykazuji zvySujici se uroven vnitini organizace.

Jejich fotosyntetickymi barvivy jsou chlorofyly @ a b, a- a B-karoteny a xanthofyly.
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Chloroplasty maji dvé obalné membrany a thylakoidy jsou uspotddany po dvou az Sesti.
Hlavni zasobni latkou je vétSinou Skrob. Bunécna sténa je zpravidla na bazi celulozy (v
neékterych piipadech vSak mtize chybét) nebo je nahrazena glykoproteinovou vrstvou.

Rozmnozuji se pohlavné i nepohlavné.

Nekteti zastupci jsou vyuzivani jako zdroj potravinarskych barviv nebo piimo k vyziveé
lidi i hospodafskych zvifat. Rasy se vyuZivaji v potravinaistvi jakoZto zahu$tovadla,
v mikrobiologii k pfipravé agari na ztuzovani Zivnych pid a v elektroforetickych
metodach. Makroskopické zelené fasy se také Casto pouzivaji jako ozdobné rostliny v

akvériich (obr. 9). Biofilmy fas se vyskytuji na stejnych mistech jako biofilmy sinic. [23].

Obr. 9 Pediastrum boryanum, zvétseni 10 x 100 [23]

4. Vyznam biofilmi

4.1 Negativni vliv biofilmu

V soucasnosti je pozornost zamétfena zejména na odstranéni problému s biofilmy, které se
v této souvislosti vyskytuji — v Iékarstvi jde predevSim o endokarditidu (zanétlivé
onemocnénim srde€nich chlopni a vnitini vystelky srdce) a cystickou fibrozu. K jejim
projevim patii opakované infekce dychacich cest ¢i vysoky obsah soli v potu. Velké
procento dospélych muzi s cystickou fibrézou je neplodnych.

Mikrobiélni organismy, zejména pak bakterie, maji tendenci shlukovat se do slozitych
utvarl pokryvajicich tenkou vrstvou jejich télicek rozsahlé povrchy (biofilm). Ve formé
biofilmu obsahujiciho miliony bakterii jsou bakterie vice odolné pied t¢inky antibiotik a

zpusobuji celou fadu problémi lidskému imunitnimu systému. Zaroven maji za nasledek
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nejriiznéjsi prumyslové kontaminace, dale tzv. biofouling (vznik povlakll bakterii na
povrsich ponofenych do nejriznéjSich tekutin, véetné vody) a biokorozi, kterd je

problémem u historickych pamatek, napt. i ve zdivu Karlova mostu v Praze [1].
Problémy zpiisobené biofilmy [24]:

» Ucpavani naplni chladicich vézi, potrubi a prichodt vody
» Zrychlena koroze
» Snizena G¢innost pienosu tepla

» Zvysené riziko tzv. legionatské nemoci

4.2 Pozitivni vliv biofilmua

Bakterie v biofilmech jsou ale také vyuzivany ku prospéchu ¢loveéka. Podileji se znacnou
meérou na samocistici schopnosti potokti a fek, umé&ji snizovat znecisténi pid a dokonce i

produkovat elektiinu bez soubézné produkce dnes nepopularniho CO, [1].

V prumyslu jde o odstranéni problému spojenych s biofilmy v ¢istickach odpadnich vod,

ale zaroven se biofilmy paradoxn¢ vyuzivaji i v ipravnach pitné vody.

4.2.1 Uprava podzemnich vod na pitnou vodu

V ptirodnich podzemnich a povrchovych vodach vyuzivanych ve vodarenstvi pro Gipravu
na vodu pitnou je relativné casty vyskyt zvySenych obsahli amonnych ionti. V
sou¢asnych podzemnich vodach je nejéastdjsim zdrojem zvySenych koncentraci NH,"
rozkladajici se biomasa. Obvykle se koncentrace NH;" pohybuji pod urovni 0,5 mg 1",
nejsou vsak vyjimkou podzemni vody, v nichZ obsahy amonnych iontl pfekracuji hodnoty

6-9mgl

Pfitomnost amonnych iontli v upravované vodé vyznamné snizuje u¢innost hygienického
zabezpeceni chloraci v disledku vzniku chloraminil. Za ptitomnosti rozpusténého kysliku
vznikaji v siti bakterialni oxidaci nezddouci dusitany pisobici hygienickou nezpiisobilost
upravené vody k pitnym ucelim. Z vySe uvedenych divodu je nezbytné snizit obsah
amonnych iontll v upravené vod¢, pficemz obecné lze vyuzit celé fady technologii. K

odstranéni amonnych iontd ze surové podzemni a povrchové vody lze pouzit fyzikalné-
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chemické a biologické postupy. U prvé skupiny metod ptichdzi v avahu ptredevsSim

iontova vymeéna a chemicka oxidace [25].

Biologické metody cisténi: Amonné ionty jsou oxidovany autotrofnimi nitrifikaénimi
bakteriemi za ptitomnosti ve vodé rozpusSténé¢ho kysliku ptes dusitany na dusi¢nany.

Zjednodusené Ize chemickou bilanci vyjadfit rovnici:
NH;"+2 0, - NO3 + H,O0+2 H'

Reakce probiha ve dvou stupnich za ptispéni striktné aerobnich autotrofnich bakterii roda
Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrospira, Nitrocystis a Nitrobacter. Pribéh dvoustupiiové
nitrifikacni oxidace je podminén vhodnym nosi¢em nitrifikacni biokultury (biofilmu) a je
piimo limitovan koncentraci ve vod¢ rozpusténého kysliku, pfi¢emz na nitrifikaci 1 mg
NH," je tieba asi 3,55 mg rozpusténého O,. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace ve vodé
rozpusténého kysliku je pfi teploté podzemni vody (a v rovnovaze se vzduchem) omezena
na rozmezi = 9 — 11 mg 1" a kritickd koncentrace O, nezbytna pro pribsh biofilmové
nitrifikace je 2,0 — 2,5 mg 1", pak technologiemi pracujicimi s jednoduchym systémem
syceni surové vody vzduchem lze odstranit nejvyse = 2,5 mg 1’ NH,". Pfi nedodrzeni
kritickych pozadavki probiha nitrifikace obvykle pouze do 1. stupné za zvySené tvorby
nezadoucich dusitant. V porovnani s fyzikalné-chemickymi postupy (iontové vymeéné,
chemické oxidace) je provozovani biofilmové nitrifikace bezpetné a méné nakladné.
Problémem je vSak stechiometrické omezeni dané rozpustnosti vzdusného kysliku v
ptipadé, 7e je nezbytné odstrafiovat koncentrace amonnych iontél vy$§i nez 2,5 mg 1™
Vzhledem k tomu, ze zvySenim parcidlniho tlaku kysliku, napt. davkovanim plynného O,
by vedlo k intoxikaci biofilmu, je nezbytné kyslikovou bilanci feSit pfi normalnim

atmosférickém tlaku technickym uspofadani nitrifikaéniho systému [25].

V zasad¢ lze biofilmovou nitrifikaci podzemnich nebo povrchovych vod s vysokym

obsahem NH," technicky fesit:

» recirkulaci upravené vody
» vicestupinovym provzdusnénim

» kontinualnim provzdusnovanim

V piipadé technického feseni biofilmové nitrifikace recirkulaci, je ¢ast upravené vody
sméSovana pred provzdusiovacem s vodou surovou a tak dochdzi k jejimu nafedéni na

mez zvladnutelnou jednostupiiovym systémem. V tomto uspofddani je nezbytné zatadit
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vyrovnavaci akumulaci, z niZ je Cerpana upravend voda jak do sité, tak k recirkulaci, coz
je v soucasnosti energeticky nakladné. Vicestupiiovy systém zahrnuje sériové fazené
provzdusnovace a bioreaktory, obvykle opét s meziakumulaci pro piecerpavani. Ovladani
akumulaci je slozité, pfecerpavani opét energeticky relativné¢ nékladné. Technologicky
pravdépodobné nejefektivnéj$i uspotfddani biofilmové nitrifikace je kontinudlné
provzdusnovany biofilmovy reaktor (souproudem, protiproudem). Upravovana voda
prochdzi bionitrifikacnim reaktorem, ktery je kontinudlné syceny stechiometrickym
ptebytkem vzdusného kysliku, pficemz nitrifikaci spotfebovany kyslik se priubézné
dopliiuje z dosud nerozpusténého piebytku. Biofilmovy reaktor lze tesSit jako klasické
filtra¢ni loZe nebo jako fluidni systém. Zna¢nou usporu potizovacich nékladt predstavuje
mensi narok na separacni plochu bioreaktoru (vice nez o polovinu nizs$i ve srovnani

s pfedchozimi variantami feseni) [25].

4.2.2 Technologie vyroby potravin

~rw

Je vSeobecné rozsifen nazor, Ze mikroorganismy se podileji na zkaze potravin a tvorbé
toxickych latek v potravinach. Jiz méné je vSak znamo, Ze mimo tyto Skodlivé bakterie
(patogeny) existuji rovnéz mikroorganismy, které ptiznivé ovlivituji chutové vlastnosti

potravin.

Mikroorganismy jsou ¢asto povazovany vyhradné za Skodlivé organismy a viibec nejsou
brany v ivahu i jejich vlastnosti, které se v mnoha ptipadech uplatiiuji pti vyrobé riaznych
potravin i pii ovliviiovani télesnych funkci. Tak napf. pfi travicich pochodech se uplatiiuji

mikroorganismy pfitomné ve velkém mnozstvi v zazivacim traktu.

Utinkem mikroorganismii ziskévaji fermentované potraviny pozadované chutové i
technologické vlastnosti. Do této skupiny patii chléb, jogurty a syry bézné v Evropé a
Severni Americe, zatimco potraviny v Africe, pfipravované z fermentovanych
Skrobnatych plodin, tvofi diileZitou souc¢ast mistnich pokrml. Vyrobky pfipravované na
bazi fermentovanych sojovych bobli nebo ryb jsou v Asii konzumovany denné.
Fermentované napoje zahrnuji nejen alkoholické napoje, ale i ¢aj, kadvu a kakao, kde listy
nebo boby jsou po sklizni podrobeny fermentaci, pficemz dochazi k tvorbé
charakteristickych chuti a viini. N&které potraviny lze rovnéz fermentaci upravit tak, ze
jsou vyzivnéjsi, chutngjsi a stravitelnéjs$i. Fermentace se rovnéz mize podilet na zvySeni

udrznosti potravin a omezuje tak nutnost jejich mrazeni nebo pouZziti jinych
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konzervacnich metod naro¢nych na spotiebu energie. NejznaméjSimi mikroorganismy,
které jsou spojovany s vyrobou potravin a napoju, jsou kvasinky. Uplatiiuji se pii vyrobé
chleba a peciva, kde maji hlavni ulohu pfi zajiSténi pozadované houbovité struktury a
tvorb¢ alkoholu, ktery vznikd z cukrid. Objev funkce kvasinek v téchto procesech byl
zcela jisté nahodny, v soucasné dobé jsou pfipravovany specialni kultury kvasinek, které
prumyslu (po vyrobé alkoholickych napojii) je vyroba fermentovanych mlécnych
produktl. Naptiklad syry jsou vyrdbény po celém svété. Zakladem je fermentacni
pfeména mlécného cukru (laktosy) na kyselinu mlécnou U¢inkem bakterii mlé¢ného
kyséani. Tento proces pfispiva k vyvoji zadoucich senzorickych vlastnosti a ma dulezitou
funkci pii zabrdnéni zkazy potravin a pfi inhibici ristu patogennich mikroorganisma. I v
tomto ptipad¢ byla tloha mikroorganismil ve vyrobé mléénych produkti objevena pied
mnoha lety ndhodné a postupné byly vyvinuty priimyslové vyrobni postupy. Nyni je
hlavnim tkolem fermentacniho primyslu v mlékarenstvi dodavat stabilni kmeny bakterii,

které se uplatituji v primyslové velkovyrobé mlécnych fermentovanych vyrobkd.

Existuje mnoho dalSich zplisobti vyuziti bakterii mlééného kysani. Uplatiuji se jako
uzitecné bakterie v probiotickych kulturach v potravinovych dopliicich a zvySuji ti¢innost
normalni mikroflory pfitomné v travicim systému. Na fadé¢ mist se mohou tvorit
mikrobidlni biofilmy fady spolecenstev (Pseudomonas, Bacillus, Enterococcus, Listeria, a
dalsi). S biofilmem se miizeme setkat na povrchu fady materiali, dokonce na nerezové

oceli, teflonu, rizny polymerech a i na skle [26, 27].

5. Biofilmy ve vodnim hospodarstvi

5.1 Reky a jezera

Biofilmy jsou celosvétovym problémem. Nejvétsi hrozbou, konkrétné v rekreacnich
nadrzich, jsou biofilmy tvofené nejCastéji riznymi typy sinic. Tyto slizovité¢ povlaky se
tvofi nejCastéji na povrchu hladiny, nebo na okraji biehli ve formé& nazelenalé pény.
Tento, tzv. pfirodni indikator, je dikazem znecisténi vody, ale také jeji vysoké hodnoty
CHSKS5 (chemicka spotieba kysliku za pét dni). Tento jev je pozorovan nejcastéji
v teplych letnich dnech pii velké vytiZzenosti téchto nadrzi. Velkym rizikem jsou nésledné
kozni choroby ¢i jiné alergické reakce. Nelze také opominout nedostate¢né okyslicovani

vody, coz vede k castecnému znieni vodniho ekosystému. K likvidaci téchto
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mikroorganismi se pouziva riznych prostfedkli, at’ uz na bazi fyzikdlni ¢i chemické.
Problémem pii pouziti téchto metod je neumyslnd tUprava genetické informace
v plazmidech nékterych jedinct, kteti predali tuto informaci dalsi generaci bunék a ty se
poté staly na tuto latku, pfip. metodu, rezistentni. Jako nejvyhodnéjsi se v soucasné dobé
jevi metoda na bazi elektrického proudu, ktery poskodi bunécnou sténu sinice a dojde

k jejimu zaniku (Ghynu).

5.2 Nadrze s pitnou vodou

Tato mista jsou nejvice kontrolovanymi oblastmi, jelikoz se jednd o zdroje pitné vody.
Pitnd voda je dle definice takovéa voda, ktera je zdravotné nezdvadna a ani pii trvalém
pouzivani nevyvold onemocnéni nebo poruchy zdravi, a to pfitomnosti mikroorganismu
nebo latek ovliviujicich akutnim, chronickym ¢i pozdnim ptisobenim zdravi fyzickych
osob a jejich potomstva, jejiz smysloveé postizitelné vlastnosti a jakost nebrani jejimu
pozivani a uzivani pro hygienické potieby fyzickych osob. Biofilmy nejcastéji tvofi

plisné, pseudomonady, enterokoky [28,29].

5.2.1 Parametry nékterych mikroorganismii [28]:

Je dilezité na tomto misté zdlraznit, ze u pitné vody se nesleduje obsah patogennich
mikroorganizmi (napt. Campylobacter, Salmonella, Shigella, Vibrio...), ale pocty téchto
druhii ¢i skupin:

» Escherichia coli (EC)
e plati NMH
e jeindikatorem Cerstvého fekalniho znecisténi
> Koliformni bakterie (KB)
e plati MH
e je indikdtorem celkového fekalniho znecisténi
> Enterokoky (EK)
e plati NMH
e jeindikatorem fekalniho znecisténi
> Pseudomonas aeruginosa (PA)
e plati NMH
e zplsobuje hnisavé procesy
e durazné se sleduje u balenych vod urcenych pro kojence
> Pocty kolonii pri 36 °C (K36)
e plati MH; u balené vody NMH
e zdrojem jsou nejcasteji vykaly, dale piida, rostliny, prach, atd.
> Pocty kolonii pri 22 °C (K22)
e plati MH; u balené vody NMH
e zdrojem jsou nejcasteji vykaly, dale piida, rostliny, prach, atd.
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» Clostridium perfringens (CP)
e plati MH
e patogen, pusobici na kvalitu pitné vody pfii ptipravé z povrchové

MH — mezni hodnota. Jeji pfekroceni neptfedstavuje akutni zdravotni riziko. Je nutné vSak
provést tpravu vody.

NHM - nejvyssi mezni hodnota, ktera nesmi byt piekro¢ena. Pokud dojde k jejimu
ptekroc€eni, nejednd se o pitnou vodu.

5.2.2 Parametry pro bakterie rodu Legionella

Podle vyhlasky ministerstva zdravotnictvi ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi poZadavky
na pitnou a teplou vodu pro zdravotnické pracovisté, kde jsou hospitalizovani pacienti se
sniZzenou imunitou, se pozaduje v 50 ml kazdého vzorku teplé vody 0 bunék legionel. Pro
nemocnice a ostatni ubytovaci zafizeni plati mezni hodnota ve 100 ml kazdého vzorku
teplé vody 100 bunék legionel. Tato hodnota je v CR doporuéena pro ostatni odbératele
pitné vody, a proto je nutné o tuto hodnotu pomoci technickych opatfeni dodrzovat.
Nebezpec¢i hrozi v rozvodech teplé vody, v hadicich, ve filtrech zvlhéovaci vzduchu.
Legionela je jednou z hlavnich pfi¢in nozokomidlnich nékaz (ndkazy v nemocnicich)

[31].

6. Metody pouzivané pro stanoveni mikrobialnich
biofilmu

Tradi¢ni mikrobiologické techniky a mikroskopické metody nejsou dostatecné ucinné pro
studium mikrobialnich spoleCenstev, jako napt. biofilmi. Divodem tohoto omezeni je
obtiznost vytvofeni podminek, které jednotlivé druhy pottebuji k rastu v jejich
ptirozeném prostiedi. V mikrobidlnich biofilmech se ¢asto setkdvame s rliznymi zastupci
(houby, bakterie), které asto vyzaduji odliSné metody stanoveni. V posledni dob¢ se staly
popularnimi  pfedevS§im molekularné-biologické techniky, které vyzaduji izolaci
bakteridlnich kmenil a jsou nyni stale vice vyuzivany k detekci a charakteristice bakterii
v pfirodnich a clov€kem vytvofenych prostiedich. Metody pouzivané ke studiu
mikrobidlnich biofilmi jsou pak podobné tém, které se pouzivaji pfi hodnoceni
mikrobialnich populaci. Metody délime na piimé a nepfimé a tyto lze dale délit na

metody, které zaznamenavaji vSechny a/nebo pouze zivé mikroorganismy. Zakladem je
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zachovani podminky pro dany mikroorganismus (charakteristicka zivna piida, teplota, pH,

anaerobni ¢i aerobni prostiedi) [32].
6.1 Metody pro stanoveni hub (mikromycety) [32]

Primé mikroskopické pozorovani charakteristickych spor, tj. hypnomycet
Metoda navnad

Metoda kultivaci

Biomasa hyf

Analyza chitinu

Analyza ergosterolu + produkce hub

YV V.V V V V V

Monoklonalni protilatky
6.2 Metody pro stanoveni bakterii [32]

Elektronovy mikroskop (SEM)

Primé epiflurescencni pocty (AO, DAPI)

Zivé pocty (kultivace, autoradiografie, INT, MTT, TTC, TB, FDA)
PCR + Hybridizace in situ

YV V V VYV V

Inkorporace *H-thymidinu, *H-adeninu, H-leucinu, '*C-leucinu
6.3 Metody pro stanoveni mikrobialnich spoleCenstev [32]

Extrakce EPS

Stanoveni sacharidi
Stanoveni TOC a proteinu
Koncentrace ATP
Spotreba kysliku

Utilizace '*C

ETS aktivita

Enzymaticka aktivita
Inkorporace 2p.H 3POsa l M Coctanu sodného do lipidii
Kyselina muramova
Lipopolysacharidy
Fosfolipidy

YV V.V V V V V V V V VYV V
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» Mastné kyseliny
» Mikroelektrody (mikroozonace pH, Eh, O, plynii aj.)

7. Odstranovani biofilmi ve vodovodnich systémech

Biofilmy jsou pro patogenni substance idealni zivnou pliidou a mohou byt pfic¢inou
zévaznych hygienickych problémi zejména ve vodovodnich systémech. Rovnéz zvirata
ptijimajici vodu infikovanou biofilmem jsou permanentné vystavena zdravotnimu riziku.
Nejvyznamngjsi jsou biofilmy vytvoiené legionelami [33].

V dal$im textu je uveden vycet postupd, které jsou v sou€asné dob¢ k dispozici a které by
mohly (byt' i1 kratkodobg) zajistit vySe uvedeny pozadavek pftijatelné redukce legionel a
kontroly jejich rlstu v siti. Jedna se pfedevsim o dezinfekci zvySenou teplotou, ionizaci

tézkymi kovy Ag/Cu, aplikaci Cl,, ClO,, chloraminu, O3, UV zafenim [34].
7.1 Termodynamicka dezinfekce

Podstatou je periodické zvySovani teploty po urcitou dobu v celé siti teplé vody vcetné
vytokovych mist s uréitou dobou proplachu téchto mist pii zvysené teploté. Podstatna je

vyse teploty a doba proplachu.

Casto se kombinuje pouziti termodezinfekce s chloraci, Ag/Cu ionizaci &i jinym
suplementarnim (dopliiujicim) prostfedkem. Zadny vSak neumozni totalni eliminaci

mikroorganismd, a to pfedevs$im legionel ze systému [34].
7.2 Ag/Cu ionizace

Ag/Cu ionizace predstavuje dal§i pouzivany systém pro kontrolu a redukci legionel.
Vyuziva pisobeni téZkych kovli na mikroorganismy. Zatimco Ag plisobi spiSe na syntézu

enzymi a proteint v bunice, Cu ovlivituje propustnost buné¢éné membrany.

Vyhodou ionizace proti termodesinfekci (i chloraci) je vyssi u€innost a delsi protektivni
Gi¢inek, coz je dano schopnosti penetrace Ag a Cu do biofilmii. Koncentrace 400 ug 1" Cu
+ 40 pg 1" Ag vyrazné snizuje denzitu legionel, po | mésici dochazi k poklesu pozitivity
na vytocich k hodnoté 0 % z 60 az 80 %, zatimco koncentrace < 300 + 30 pg "' Cu/Ag

tento efekt redukce nevykazuji a ani nedochdzi k zadnym zméndm pozitivity. Pii aplikaci

30



nizSich koncentraci mize dochdzet i k adaptaci mikroflory biofilmi na Ag a Cu. Na
za&atku zasahu se obvykle voli koncentrace 400 az 800 pg 1" Cu + 40 az 80 pg 1" Ag k
razantni eliminaci legionel; jako udrZovaci koncentrace pak 5 az 20 + 50 az 200 pg 1’

Ag/Cu [34].

7.3 Chlorace

Chlorace a zejména jeji varianta hyperchlorace je dalSi z moznosti redukce legionel v
distribucni siti. Pro dosazeni u¢inku musi byt provadéna kontinualni chlorace v rozmezi 4
az 6 mg "' aktivniho chloru, nebo Sokové dezinfekce s 20 az 50 mg I'' v celém rozvodu
po dobu 1 az 2 h. Koncentrace aktivniho chloru pfi kontinudlnim davkovani nesmi
poklesnout pod 4 mg I"'. Casto se v praxi pouziva koncentrace jen 1 az 2 mg 1" z davodi

mensi koroze potrubi a jinych vedlejSich produktt chlorace.

K inaktivaci legionel ve volné vodé v potrubi postadi 0,4 mgl'; to viak neplati pro
biofilmy, sedimenty nebo cysty améb a jinych prvoki, které byvaji hostiteli legionel.
Jejich rezistence k teploté a chloru je velmi vysokd. Zasah v rozvodné siti pitné vody,
kontaminované legionelami a tim 1 jinymi mikroorganismy (mykobakterie, viry,
Pseudomonas aeruginosa, protozoa aj.) je vzdy 1 zasahem proti mikroorganismiim v
biofilmech, inkrustech, event. i sedimentech, tedy proti systémiim vyskytujicich se v

rozvodu at’ teplé Ci studené vody jako celku [34].
7.3.1 Pouziti monochloraminu

V posledni dobé se uvazuje i o pfipadném vyuziti monochloraminu ke kontrole legionel
v rozvodné siti. V teplych krajindch (Jizni Australie) se pouziva jeho koncentrace 1,5

mg "' k prevenci vyskytu améb v siti.

Hlavni vyhodou chloraminu jsou jeho delsi rezidualni i€¢inky oproti chloru, vyssi stabilita,
a to 1 za zvySené teploty, schopnost priniku do biofilmi i v malo prito¢nych a
vzdalenych castech rozvodné sité. Pti aplikaci monochloraminu byl zjistén nizsi vyskyt
legioneldz, nez v pripadé chloru, dle literarnich udaji az 10x nizs§i nez u chlorovanych

rozvodnych systému [34].
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7.3.2 Pouziti chlordioxidu

Podobné jako v predeslém piipad€ jistou novinkou je snaha vyuzit ClO, k redukci
legionel v distribucni siti pitné vody, a to jak studené, tak i teplé. ClO, vykazuje téz
prodlouzeny rezidualni ucinek, coz neplati v ptipad¢ Cl,, Os, ani termodezinfekce ¢1 UV

zareni.

Chlordioxid se vyznacuje schopnosti atakovat biofilmy a pronikat do malo cirkulujicich
casti rozvodu, kde se praveé nachdzi potencionalni inokulum pozdéjsi rekolonizace (mozny
zdroj opétovného osidleni). Nereaguje s dusikatymi slou¢eninami, netvoii THM, G¢inek
nezavisi na pH, odstranuje inkrusty v rozvodech, je vysoce ucinny proti riznym typim

mikroorganismt v koncentraci 0,2 mg 1.

Koncentrace 0,5 mg 1" pasobi inhibiéng (potlati schopnost riistu) i na cysty améb a tak
odstranuje jejich ochranny efekt v rozvodné siti. Zbytkova koncentrace Cl1O, by méla byt
max. 0,3 mgl', lépe 0,2 mg1' s ohledem na prahovou hodnotu jeho senzorického
pusobeni a zejména na toxické ptisobeni chloritant jako vedlejSiho produktu dezinfekce —
celkova koncentrace chlordioxidu, chloritanii a chlore¢nani by se méla pohybovat do

hodnoty 0,5 mg I [35].

7.4 Pouziti UV zareni

Pouziti UV zafeni, které plsobi jinym mechanismem, nez chemickd ¢i termicka
dezinfekce, pfedstavuje dal$i moznost zasahu proti mikroorganismim. I kdyz toto zafeni
nema rezidudlni ucinky a nepronika do biofilmt, ma vyhodu v tom, Ze netvoii vedle;jsi
produkty dezinfekce, neni ovlivnéno teplotou ani turbiditou za béznych podminek v siti,

neméni charakter vody, neSkodi materidlim rozvoda a snadno se instaluje.

S ohledem na moznou reparaci vitality mikroorganismi nutno pouzit typ
polychromatickych UV lamp s davkou 30 mJ cm™. Polychromatické zafeni znemozni
obnovu poskozenych bunék inaktivaci enzymii a proteinit zodpovédnych za obnovu

puvodni populace reversibilné poskozenych mikrobu.

Zatizeni musi byt umisténo tésn¢ pred odbérova mista ze sit¢ (baterie, kohouty, sprchy),
prabézné provozované, piip. ve spojeni s filtry ochrani pted osidlenim mikroorganismy.

Je vhodné jako primarni i dopliikovy prostfedek. Vhodné je kombinovat tuto metodu
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napt. s tepelnou dezinfekci, zafizeni potfebného vykonu umistovat na vhodnd mista
rozvodu pro snizeni davky legionel v nasledujicich usecich ¢i kombinovat je s filtry pred

misty odbéru ze sité [34].

7.5 Poutziti ozonu (ozonifikace)

Ozon je nejucinngjsi dezinfekéni prostiedek, vysoce reaktivni, inaktivujici Siroké
spektrum mikroorganismti. Nevykazuje vSak rezidualni Gc¢inky, rychle se rozklada, vaze
se piislusSnymi reakcemi s organickou i anorganickou hmotou, mikroby, a proto
nepostihuje vzdalena mista sité, takze je tfeba jej kombinovat napt. s chloraci nebo

termodezinfekci.

V koncentraci 0,3 az 0,4 mg 1! zastavuje rust bunck bakterii 1 vird; koncentrace 0,4 mg 1!

vede k destrukeci cyst. Uginn4 je koncentrace 1 az 2 mg 1™ i proti biofilmim.

V praxi se dava prednost spiSe Ag/Cu ionizaci, termodezinfekci ¢i hyperchloraci, nebo

kombinovanému ptisobeni dezinfekcnich prostiedki a postupii [34].

7.6 Pouziti tlakovych membranovych procesi

Membranova technologie pifedstavuje kombinaci konvenéniho aktivacniho procesu a
velmi U¢inné separace pevné (aktivovany kal) a tekuté faze (vycisténd odpadni voda).
Mechanicky ptedc¢isténd odpadni voda je provzdusiiovana, biologicky CiSténa a posléze
pomoci membran zbavena vSech pevnych latek, které maji vétsi velikost nez je velikost
pori membran. Do permedtu tak mohou proniknou ze separovaného média pouze ty

Castice, které maji rozméer mensi nez je pramér port.

Tento systém slouzi k aktivatnimu aerobnimu mikrofiltraénimu ¢isténi odpadnich vod z
objektli, které neni mozné (a/nebo vyhodné pro svoji polohu) piipojit na kanalizacni
systém. K témto objektiim patii napi. rodinné domy, bytova zatfizeni obytnych lokalit,
rekreacni zafizeni, hotely, autokempinky atd., kdy je uvazovano s hodnotou BSKS5 60

g/den a mnozstvim odpadnich vod 150 1/den [36].

» Vyhody membrdnové technologie [36]
Za predpokladu dobte navrzeného biologického stupné €isténi je mozné uvést tyto vyhody

membranové technologie:
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nahrazeni prostorové naro¢nych dosazovacich nadrzi

zvysenim koncentrace aktivni biomasy na 12 - 16 gl' mize byt vykonnost
stavajicich konvenc¢nich Cistiren zvySena bez naroku na zvétSeni objemu nadrzi

pfi instalaci nedochazi k zvétSovani objemt nadrzi, neni nutné ani rozSifovani
systému o ptidavnou aktivaci, dosazovaci nadrze nebo filtracni zatizeni

kvalita odtoku (permeatu) je na takové trovni, Ze umoziuje jeho zpétné vyuzivani
(napt. zavlahy, myti, uméld jezera). Vzhledem k velikosti pori membran dochézi
k zadrZzeni vSech bakterii a ¢aste¢né€ 1 vird, které nelze odstranit sedimentaci v
dosazovacich nadrzich

na rozdil od dosazovacich nadrzi neni Uc€innost separace pfiliS ovliviiovana
vlastnostmi aktivovaného kalu, coz eliminuje problémy souvisejici pievazné s
vyskytem vlaknitych mikroorganismi

diky vyssi koncentraci biomasy klesa zatiZzeni kalu a tedy i produkce piebytecného
kalu. Pokud by zatizeni kleslo pod urcitou hranici, produkce kalu by se uplné
zastavila. Navic dochazi k jeho ¢aste¢né aerobni stabilizaci

vy$si stafi kalu a vyS$si koncentrace kalu umoziuji odstraniovani i biologicky tézko
rozlozitelnych latek

ucinnost €isténi neni podminéna dobrou flokulaci; naopak lze vyuzit disperzniho
ristu s vysokymi jednotkovymi rychlostmi déjt

provoz membranovych reaktorti je pomérné jednoduchou zélezitosti na rozdil od
provozu gravita¢nich dosazovacich nadrzi

membranové bioreaktory jsou modularni, coz znamend, ze velikost a pocet fad

mohou byt upraveny tak, aby byla pokryta potfeba dané obce (obr. 10)
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Obr. 10 Snimek membranového modulu FM 663 [36]

» Popis procesu:

Odpadni voda natéka do usazovaci ¢asti COV, ktera slouzi zaroveii i jako zisobnik
prebytecného kalu. Zde jsou zachyceny sedimentujici a plovouci necistoty, které jsou dale
podrobeny anaerobnimu rozkladu (hydrolyze). Z usazovaciho prostoru natéka prepadem
jiz mechanicky predcisténd voda do aktivacniho prostoru, kde je umistén mikrofiltracni
modul. Aktivacni prostor slouzi k biologickému ¢isténi odpadni vody a mikrofiltraci ptes
membrany. Tento prostor je ve spodni ¢asti osazen distributorem vzduchu, ktery slouzi k
provzdusnéni nadrze a také k cisténi membran, do kterych je vhanén vzduch pomoci
dmychadla. Vyhodou feseni u COV VARIOcomp Ultra je akumulaéni prostor v celém
prostoru aktivace Cistirny, ktery je ur€en k akumulaci odpadni vody a k zabezpeceni
zrovnomérnéni odtoku z Cistirny. Aktivovana smés z aktivace je pod tlakem separovana
pres mikrofiltratni membrany do odtoku. V pfipad¢ vytazeni funkénosti modulu, natéka
smés do vertikalni dosazovaci nadrze, kde dochazi k sedimentaci vytvotenych kalovych
vlocek a nasledné k odtoku vycisténé vody odtokovym zlabem. ZahusStény kal se ze
spodni &asti dosazovaci nadrze vraci automaticky zpét do aktivace. Cast aktivovaného
kalu z aktivace je jako prebytecny kal odtahovana do kalové nadrze (obr. 11).
Technologie ¢isténi odpadnich vod fes$i nerovnomérny hydraulicky i latkovy natok na

COV a je proto zarukou stability procesu &isténi [36].
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Cisténi membran — regenerace:

K zajisténi kontinudlniho a stabilniho odtoku je nutné membrany pravidelné cistit -
regenerovat. Po urCité dobé, tj. pfiblizn€ jednou ro¢né, dochazi pti provozu k poklesu
rozdilu tlaku nad a pod membranou, coz se projevuji postupnym snizovanim rychlosti
odtoku vycisténé odpadni vody ze systému. Pokles vykonu membranového zafizeni je
zpusoben postupnym zanasenim membrany, a to jednak vytvafenim filtracniho kolace na
jejim povrchu pii biologickém ¢iSténi odpadnich vod, jednak zandSenim péri membrany
drobnymi c¢asticemi. Pokles této hodnoty indikuje potfebu regenerace separacni

membranové jednotky [28].

SCHEMA COV S MIKROFILTRACI

AKUMULACNI PROSTOR
RECIRKULACE

MEMBRANOVY MODUL

Provadusfovani

NITRIFIKACE

Obr. 11 Schéma c¢isténi odpadnich vod pomoci mikrofiltrace [36]

A - usazovaci a kalovy prostor, B - membranovy modul, C - aktivace, D -
akumulacni prostor, E - dosazovaci prostor, F — odtok

8. Biotechnologie a membranové bioreaktory

Biotechnologie ptfedstavuji soubor vyrobnich, procesnich a servisnich postupti, které jsou
zalozeny na vyuziti latkové premény Zivych systémii vSech typl (tedy nejen Zivych
systémui bun¢k mikroorganismd, ale i bun¢k rostlin a zivocicht, a to od bunécné urovné

az po jejich biologicky aktivni latky).

Podnétem k prudkému rozvoji biotechnologii jsou soucasné moznosti cileného,

produkéné zaméfeného ovliviiovani a programovani dédiénych vlastnosti bunék
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mikroorganismi a vyhledové i moZznosti cileného, produkéné zaméteného ovliviiovani
dédicnych vlastnosti bun€k rostlin a zivoCichi prostiednictvim novych technik
manipulace dédicnym materidlem, zalozené na principech bunétného a genového
inzenyrstvi. MoZnosti téchto technik jsou znasobovany ve spojeni s technikami
enzymového inZzenyrstvi, jez spocivaji na pracovnim vyuziti zivych systémil a jejich
biologicky aktivni komponent, zakotvenych na vhodnych nosicich, i ve spojeni s
technikami produkéné zamétené velkokapacitni kultivace nejen bunék mikroorganismii,
ale 1 bunék zivociSnych a rostlinnych. K rozvoji biotechnologii pfispivd 1 uplatnéni
poznatkl procesniho a systémového inzenyrstvi a soudobé techniky, které jsou zaméteny
na automatizaci a optimalizaci biologickych vyrobnich procest. Primyslové se
biotechnologie vyuzivaji v mikrobidlnich fermentacnich technologiich, které¢ jsou spolu
snovymi biotechnologickymi technikami i zdkladnim vyrobnim nastrojem moderni

aplikované mikrobiologie.

Biotechnologie jsou zaméfeny na vyrobni bunééné hmoty (mikroorganismt, rostlin a
zivoCichll) a na zpracovani biomasy, zejména rostlinného pivodu (fytomasy), jako na
nevycerpatelny samoobnovitelny zdroj zakladnich 1 specidlnich slozek krmivaiskych a
potravinatskych, latek vyznamnych pro 1ékatstvi, chemii, rostlinnou a zivocisnou vyrobu,

ochranu Zivotniho prosttedi i energetiku.

K biotechnologiim patifi 1 soubor technologickych postupii izolace, Ccisténi a
ekonomického vyhodného zhodnocovani mnoha latek zivé i nezivé piirody i latek
umélych na spolecensky vyznamné produkty uplatitujici se v zeméd¢lstvi, a to jak ve
sféfe tykajici se vyzivy, tak i ve sféfe energetické. Biotechnologie maji prvorady vyznam
pro farmaceuticky a kosmeticky primysl a zacinaji se uplatiiovat i jako zdroj zédkladnich

surovin také na useku téZké chemie.

Na useku lehké chemie se biotechnologie uplatiuji pti specidlnich chemicko-biologickych
syntézach a zacinaji se pouzivat i pfi vyrobé bioplasti neznecistujicich zivotni prostiedi a
v petrochemii. Biotechnologie slouzi také v oblasti potravinaiské vyroby 1 pfii
biologickém zpracovani a zhodnocovani rud pii biometalurgické t€zb¢€, zejména medi a
uranu. Biotechnologie jsou podnétem i pro rychly rozvoj specializované strojni vyroby na
useku bioinstrumentalistiky, tj. v konstrukci a vyrobé bunéénych kultivatord, enzymovych
reaktord a specidlnich pfistroji pro analyzu a syntézu piirodnich latek. Rozvoj

biotechnologii podminil vznik nového vyzkumného a vyrobniho tiseku informatiky, tzv.
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bioinformatiky, zamétené na automatickou registraci funkénich projeva zivych systémui

ve zdravi 1 nemoci.

Biotechnologie jsou obecné energeticky malo naro¢né, protoze probihaji nejcastéji pii
teploté téla pouzitych produkénich zivych systémil a jejich vyrobni aplikace umoziuji
bezodpadové vyrobni cykly, které nenaruSuji Zivotni prostiedi a mohou byt piimo
spojovany se zhodnocovdnim energie za soucasné likvidace odpadld. Aplikace
biotechnologii umoziuje rozsifovat prirozeny zpusob dal$iho zvySovani rostlinné vyroby
(pfi snizovani spotieby syntetickych hnojiv a chemizace), a tim 1 dalSiho zvySovani v

zivocisné vyrobé [37].

Membranové bioreaktory jsou zafizeni, ve kterych probiha enzymaticky katalyzovana
chemickd reakce, kdy enzymy, mikrobialni, zivoCiSné, resp. rostlinné builky jsou
pusobenim membran v reaktoru zadrzovany, pficemz soucasné¢ miiZze probihat jak
biokonverze, tak separace produkti. Podle konstrukce miizeme membranové bioreaktory

rozdg¢lit do dvou tiid [38]:

1. Bioreaktory se zabudovanymi membranami. Umoznuji dobfe regulovat a
kontrolovat biokonverzi, nevyhodou je mald U¢innd plocha membrany jako
separatoru.

2. Membranové moduly pripojené k bioreaktoru. Pouzivaji se zejména pro
mikrobidlni a bunécné technologie, kdy separuji bunky po jejich vystupu

z reaktoru a vraceji je zpét.

Bioreaktory (biofermentory) se daji rozdélit podle rady hledisek [39]

> dle fazi
e jednofazové (obsahuji kapalny substrat s rozpuSténym enzymem)
e dvoufizové (kapalina x ¢astice; kapalina x mikroorganizmy)
o tfifazové (plyn x kapalina x mikroorganizmy)
o (Ctyffazové (tuhy substrat x plyn x kapalina x mikroorganizmy)
> dle dopliiovani Zivin
e vsadkové - jednordzové naplnéni
e semikontinudlni

e kontinualni - pribézné dopliovani v pribéhu fermentace
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> dle aerace
e aerobni
e anaerobni
> dle aktivni sloZky
e enzymové (mohou byt volné nebo imobilizované)
e mikrobialni (volné, imobilizovan¢)
> typu sterilizace
o autoklav (sklenénd nadoba)

e in situ (parou) sterilizovatelny reaktor (nerezova nadoba)
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9. Zavér

Biofilm jsou urcité kolonie mikroorganismi, které¢ nasedaji na urcity povrch a jejich
kolonie jsou pokryty slizem. Ten je tvofen ve vétsin¢ piipadi samotnymi
mikroorganismy. Jeho slozeni je charakteristické pro kazdy mikroorganismus, ale skoro
vzdy je hlavni sloZkou urcity polysacharid. Biofilmy se vyskytuji vSude tam, kde jsou
vytvoteny piiznivé podminky k jejich tvorbé (vlhko, teplo), tj. napt. jezera, feky, chladici

véze, primyslové vyrobny, apod.

Biofilmy jsou svym slozenim velice rozmanité. Lze se setkat jak s bakteriemi, houbami,
kvasinkami, tak i s jinymi druhy, které¢ jsou bud’ pro cloveéka ptiznivé nebo zdravi ¢i
zivotu nebezpec¢né. Jejich odstranéni je velice slozité, jelikoz kazdy druh mikroorganismu
je nachylny na jiné zmény podminek. OvSem neexistuje postup, ktery by eliminoval
veskeré mikroorganismy s povrchu. Pokud chceme znat, ktera zmetod, at jiz
chemickych, mechanickych, biologickych, nebo fyzikalnich, je u€innéjsi, musime provést
zkousku na stejném druhu a za stejnych podminek. Vysledek je nasledn€ nutné vyhodnotit
s ohledem na uspésnost eliminace (vétSinou udavana v procentech). K stanoveni biofilmi
je nutné znat jejich slozeni, abychom védéli, o jaky mikroorganismus se jednd a jakou
metodu Ize pouzit. Cely priib&éh stanoveni je tedy nejlépe zacit mikroskopicky pomoci

Gramova barveni a teprve pak pouzit ptislusna Cinidla.

Pozornost je nutné vénovat 1 negativnim a pozitivnim vlivim biofilmu. Jelikoz se naSe
populace neustéale rozrlsta, je zapotiebi stale veétsiho piisunu potravin a Cisté pitné vody.
Toto je celosvétovym problémem, protoze pravé v nadrzich s pitnou vodou, pfip.
v potrubnich sitich, které vedou do budov, je jejich vyskyt velice hojny. Velkym
problémem ve vodovodnim systému je legionela, kterd zptisobuje Legionaiskou nemoc a
Pontickou horecku. Nelze vSak také opomenout biofilmy, kter¢ se vyskytuji
v potravinafstvi ¢i jiném primyslovém odvétvi. Svym piasobenim (kontaminace,
metabolické pochody ¢i vyluCovani pro né specifickych toxintl) znehodnocuji vyrobu
nebo stabilitu povrchu. Na tomto mist¢ je vSak vhodné pifipomenout si i1 pozitivni
vlastnosti biofilmt, kterych je cela fada. Jako prvni stoji za zminku jejich pozitivni G€inek
v potravinaiské vyrobé¢, kde pomahaji ptfi fermentaci, dale pak ve farmaceutickém odvétvi
jsou producenty riznych 1é¢iv, barviv a vitaminti. A také nelze zapomenout na biologické
zpracovani odpadi, nebo vyuziti biofilmt pfi odstraiiovani organickych latek pti ropnych

havarii a piebyteénych dusikatych latek (napt. NH;', NOs") z odpadnich & uzitkovych
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vod. Jejich vyuziti je ekonomicky velice vyhodné, a proto jsou dnes biofilmy pro uvedené

ucely Casto pouzivany.

Zavérem je nutné konstatovat, ze biofilmy budou stdle o krok pfed nasim védeckym
poznanim. Lidé se je vSak budou snazit vice zkoumat, a proto je mozné, ze se dockame
Ikt na dnes nevylécitelné nemoci, novych vitamini, vyroby umélych tkéni ¢i

biodegradovatelnych materiali.
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