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Namen studije - aplikativni ARRS projekt
sodelujocCi: ZF, BF, VF, IJS, Iskra Pio d.o.o.

Vpliv hrapavosti in hidrofobnosti povrsin na mikrobno adhezijo in
posledicno tvorbo biofilmov

RazliCne povrsine nerjavnega jekla, ki so razlicno obdelane

Poiskati fizikalne, bioloSke in okoljske parametre, ki pomagajo
kontrolirati prenos patogenih mikroorganizmov preko kontaktnih
povrsin v produkciji hrane in zdravil

|zbira in optimizacija metod, ki dovoljuje identifikacijo izbranih
mikroorganizmov na izbranih povrsinah

Ambicija projekta je izbrati relevantne materiale in precizno
olé(ajralakterlzwatl kontaktne povrsine glede na razlicne produkcijske
obdelave

Namen studije je poiskati vpliv okoljskih faktorjev na mikrobno
pritrjevanje in tvorbo biofilmov

Na koncu projekta bomo uporabili ta metodoloski pristop za studij
efektivnosti fizikalne, kemijske in bioloSke obdelave (hurdle concept)
Za zmanjsanje mikrobne adhezije
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Uvod

 Interakcije med mikroorganizmi (MQO) in kontaktnimi povrSinami
materialov so pomembne v biologiji, stevilnin procesnih
tehnologijah, kot sta zivilska in farmacevtska proizvodnja ter

drugih storitvenih dejavnostih.

» Adhezijski proces temelji na fizikalnih in

kemijskih interakcijah med mikroorganizmi
In povrsino ter predstavlja prvi korak pri /\
. v N
vezavi MO na povrsino. J h
10 nm

1 nm
* Ob prisotnosti hranil je omogoCeno razmnozevanje in kolonizacija

mikroorganizmov, posledicno pa tudi nastajanje biofilmov.



Trenutno razumevanje mikrobne adhezije in kolonizacije
kontaktnih povrsin materialov je omejeno na:

— delno razumevanje razlicnih modelninh mikrobnih celic razlicnih
rodov in vrst in njihovih bioloskih znacilnosti (npr. aktivnih rastocih
celic, oblik VBNC, spor),

— mikrobne morfologije (oblike, velikosti, tvorbe biofilmov),

— fiziologije in biokemije (npr. izloCanje polisaharidov, produktov
kislin),

— lastnosti in povrsinske kemije kontaktnih materialov (npr.
nerjavecih jekel).




* Dizajniranje opreme in njenih povrsin v procesnih in
storitvenih dejavnostih se vedno ni povsem podrejeno
problematiki tvorbe biofilmov (pri starejSi opremi, ki je Se
vedno v uporabi, so odstopanja zelo velika).

« Zaradi navedenega ima ta problem velik posreden in
neposreden vpliv na ekonomicnost proizvodnje in
nenazadnje na Clovekovo zdravje in okolje.



« Med proizvodnjo (problem na podrocCju zivilstva) lahko
delavci (in/ali izdelki) poskodujejo kontaktne povrsine
materialov in prenasajo onesnazila - Se posebej, Ce le-te
omogocajo adhezijo mikrobnih delcev.

« Ker so kontaktne povrsine razlicnih materialov v
neposrednem in stalnem stiku s prehrambenimi in
farmacevtskimi proizvodi, obstaja velika verjetnost, da
pride do prenosa kontaminentov s povrsin na proizvode.



Bakterije

¢ ZF (mo, ki lahko negativno vplivajo na zdravje glede na okolje delovanja in

bivanja Cloveka): Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli
Staphylococcus aureus

¢ BF (mo, ki kvarno delujejo na Zivila in patogene mo): Bacillus cereus,
Salmonella, Campylobacter jejuni

¢ VF (mo nevarni za zivali in se prenasajo v Zivilsko prehransko verigo):
Listeria monocytogenes



Bakterije

° Gram-negal‘ivne vsebujejo LPS (lipopolysaccharide)

Pseudomonas aeruginosa (palicaste oblike,

dolge1-5 ym, premer 0.5-1.0 ym, zunanja povrsina:
zunajcelicne polimerne strukture(EPL))

Escherichia coli (palicaste, dolge ~2.0 um,
premer 0.5 um in diameter)

° Gram-pOSitivne LPS ne vsebujejo

Staphylococcus aureus (sfericne premera ~1
um)



Materiali

-Studija na steklenih plos¢icah (TEMPAX borosilikatno
steklo), ploscCice velike 2 cm x 2 cm

*Steklene povrsine brusene z razlicnimi gradacijami P80,
P220, P500 and P1000 (velikost brusilnih delcev 18, 30, 68

and 201 um)

-Studija na nerjavedih povrinah (neobdelane, 3D polirane,
krtaCene, elektropolirane, brusene)

ploscice velike 1 cm x 1 cm



Hrapavost povrsine

« Karakterizacija povrsinske
topografije

« AFM: VEECO Dimension 3100
AFM, contaktni nacin

Image Statistics

* Mehanski profilometer:

Form Talysurf Series 2 from

Taylor Hobson Ltd. PovrSina bruSena z gradacijo P500
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Meritev hrapavosti
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« Pri manjsih hrapavostih je AFM

bolj obcutljiv, izmerjene
vrednosti so vecje

« Gradacija P80 izmerjena s

profilometrom

RMS hrapavost




Wenzlovo razmerje

 AFM podatki
« Za majhno hrapavost r~1
« Za veliko hrapavost r~1.3
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Wenzlovo razmerje je definirano kot razmerje med pravo

In navidezno povrsino.
Efektivha povrsina se povecCa za 30%.



Mejni

* Mejni kot med kapljico vode In
povrsino

« Theta Optical Tensiometer
(Attension, Finland)

« S pomocjo digitalne kamere
posnamemo profil kapljice na povrsini

« S pomocjo ustrezne programske
opreme odberemo kot med povrsino in
kapljico

*
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Electrophoresis
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Hidrofobnosti bakteri

Bacteria Hydrophobicity I
E. coli 23,0+0,3%
S. aureus 92,5 +10,3%

P. aeruginosa

35,4+3,6%

hidrofilne
hidrofobne

hidrofilne

|lzmerimo optiCno gostoto suspenzijo bakterij v fosfatnem pufru (PBS)

A; = ODgy

Suspenzijo bakterij zmeSamo s ksilenom in izmerimo optiCno gostoto

spodnje vodne faze

A¢ = ODgyq

hidrofobnost h= (A, - A) /A,



Monitoring adhezije

Inkubacija bakterij na povrsinah v sestih mikrotiterskinh ploscicah

|zplakovanje nevez nih bakterij iz povrsin s PBS

Barvanje bakterij z .1 % (w/v) kristal vijolicnim
|zplakovanje odv: :Cnhega kristal vijoliChega
Remobilizacija kriste ! vijolicnega v 96 % etanolu

Meritev absorbance \ ‘raztopini pri 620 nm (ODg,,)



Meritev adhezije

« 6 mikrotiterskih ploscic
« Slike dveh razlicnih steklenih

povrsin koloniziranih s bakterijo
Pseudomonas aeruginosa

« Suspenzija obarvana s kristal
vifolicnim
e (C-kontrola brez bakterij

« OptiCna gostota izmerjena s
spektrofotometrom

« Beer-Lambertov zakon

Adjustable aperture\\ '_ yresistor Output
Light source ,..""I;‘ I
\ C—{">- R 02680

-

e T —sample

Amplifier

Monochromator Cuvette



0OD620

0D620

Rastna krivulja

P aeruginosa
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stat. phase
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S. aureus
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Preudomonas aeruginosa

Po 18 urah inkubacije so bakterije
v obmocCju eksponentne rasti

Rast do priblizno 1,6 x 102 CFU/ml

E. coli

Time (h)



Adhezija-rezultati

* |zmerjene absorbance
=" adheriranih celic

m500

o « Adhezija bakterij narasca z
narascajoco hrapavostjo
povrsine

» Adhezija je odvisna od vrste

Roughness

bakterije

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853



Adhezija-rezultati
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SEM

S. aureus, povrsine brusSene z gradacijo P220

5.0kV LEI SEM

Zacetek (Cas t=0) po osmih urah
_VeC|rv1a bakterlj. S© r_1aber?.v raz_pokah Poleg rez so z mikroorganizmi pokriti
in rezah. Ravni deli povrsine niso

pokriti. tudi ravni deli povrsSine.



Odstranjevanje z UZ

* Delna odcepitev
bakterij s povrsine

* Vendar bakterije se
ostanejo na povrsini

* Preostale bakterije
odstranimo z UV
svetlobo

e A:30W
- B, C:300W
40 kHz



Vpliv striznih sil na odstranjevanje mo

« E. Coli

 vpliv laminarnega in
turbolentnega toka

« vplivtemperature

o | » vpliv hrapavosti
| | povrsine

legenda: ——> adhezija baktenje
— tok tekodine
—p StniZme sile
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Vpliv toka tekoCine na odstranjevanje mo
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Electro polished before
exposure

Brushed before
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flow

exposed to turbulent
flow

exposed to turbulent
flow




Zakljucek

Rezultati kazejo, da stopnja adheriranih bakterij narasca
Z narascajoco hrapavostjo povrsin

Razlog je kombinacija relativho povecCane povrsine in
narascCajoce Stevilo defektov v sami povrsini

Stopnja adhezije je bakterijsko specifiCha

Relativho povecanje stopnje adhezije je odvisno od zeta
potenciala bakterij

Turbolentni tok tekocCine bolje odstranjuje bakterije kot
laminarni tok



Nacrtovani eksperimenti

Vpliv temperature na adhezijo
Vpliv koncentracije glukoze na adhezijo

Pritrjevanje bakterij iz laminarnega oz.
turbolentnega toka na povrsine

Vpliv dezinfekcijskih sredstev in Cistil na
adhezijo
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