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INFOLEHT

Toiduainetoostustes ringlevate bakterite biokile tekitamise voimekus,
antibiootikumiresistentsus ja biokile biotsiidi tundlikkus

Toiduainetoostustes ringlevad bakterid voivad moodustada biokilet, mis kinnitub toostuse
pindadele ning on vastupidav biotsiidide toimele. Biokiled loovad ka sobivad tingimused
antibiootikumiresistentsuse levikuks ning seetdttu on oluline kaardistada todstuses toimuvat.
Kéesoleva uuringu eesmérgiks oli toiduainetetddstuses prevaleerunud bakterite biokile
tekitamise vOimekuse uurimine ja nende tekitatud biokilede biotsiiditundlikkuse
viljaselgitamine. Lisaks kaardistada uuritavate tliivede antibiootikumiresistentsus ning leida
voimalikke seoseid antibiootikumiresistentsuse ning biokile tekitamisel. Leiti, et puu- ja
koogiviljatoostuste Bacillaceae sugukonda kuuluvad tiived suutsid moodustada koige
tugevamat biokilet vorreldes teiste toiduainetodstuste tiivedega. Koige efektiivsemaks
biotsiidiks biokile massi eemaldamises ja biokiles olevate bakterite metaboolse aktiivsuse
allasurumises oli aluse ja happe to6tlus. Leiti, et biokile teket soodustab resistentsus kolme voi

enama antibiootikumi suhtes ja/voi antibiootikumresistentsuse puudumine.

Mairksonad: biokile, biotsiiditundlikkus, antibiootikumresisentsus
CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia

The biofilm-forming ability of bacteria circulating in the food industries, their antibiotic
sensitivity, and the sensitivity of biofilms to biocides

Bacteria circulating in the food industries can form biofilms that adhere to industrial surfaces
and resist the effects of biocides. Biofilms create suitable conditions for the spread of resistance,
making it crucial to map what is happening in the industries. The aim of this study was to
investigate the biofilm-forming ability of bacteria prevalent in the food industries and to
determine the biocide sensitivity of the biofilms they produce. The study aimed to map the
antibiotic resistance of the strains under investigation and to find possible connections between
antibiotic resistance and biofilm formation. It was found that strains belonging to the
Bacillaceae family in the fruit and vegetable industries were capable of forming the strongest
biofilms compared to strains from other food industries. The most effective biocide for
removing biofilm mass and suppressing the metabolic activity of bacteria within the biofilm
was alkaline and acidic treatment. It was found that biofilm formation is facilitated by resistance

to three or more antibiotics and/or the absence of antibiotic resistance.
Keywords: biofilm, biocide susceptibility, antibiotic resistance

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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SISSEJUHATUS

Toiduainetoostus seisab silmitsi oluliste véljakutsetega tootmishiigieeni sdilitamisel ja toote
ohutuse tagamisel biokilede olemasolu tottu toidukéditlemise keskkonnas. Biokiled on
komplekssed mikroobikooslused, mis kinnituvad pindadele ja moodustavad ekstratsellulaarsete

poliimeersete ainetega kaetud kaitsekihi (Flemming & Wingender, 2010; Satpathy et al., 2016).

Biokile struktuurid vodivad tekkida mitmesugustel pindadel toidu todtlemise etappides,
sealhulgas seadmetel, torustikes ja toote pakkematerjalidel. Biokile tekkimist mdjutavad
kasvukeskkond ja bakterite genoom ning erinevate desinfitseerimismeetodite tottu muutuvad

toostuslikud biokiled keemilisele to6tlusele tiha vastupidavamaks (Hall-Stoodley et al., 2004).

Antibiootikumiresistentsus on suureks probleemiks tervishoiusiisteemis. Antibiootikumide
liigne  kasutamine inimestel, loomadel ja ka pdllumajanduses on  viinud
antibiootikumiresistentsuse tousuni ning multiresistentsete tiivede tekkeni. Suurem rohk
toiduainetddstuses on toiduseoseliste patogeenide tuvastamisel, kuid todstuste biokiled loovad
potentsiaalse keskkonna resistentsus geenide iilekandeks ning seega on oluline seirata ka

sanitaarnditlike mikroobide resistentsuse ulatust.

Kéesoleva uuringu iildeesmérk oli saada iilevaade erinevate toidukiitlemise ettevotete (piim,
liha, pagaritooted, koogi- ja puuviljatooted) tootmiskeskkonnas ringlevatest toidu kvaliteeti
mojutavatest universaalsetest ja ettevotte-profiili-pohistest unikaalsetest sanitaarnditlikest
mikroobidest, hinnata nende biokile tekitamise vOimet ja tundlikkust t&Ostuses
enimkasutatavate  desinfitseerimisvahendite ~ suhtes ning  tundlikkust inim- ja
veterinaarmeditsiinis  kasutatavate  antimikroobsete = preparaatide suhtes. Uuritavad
mikroobitiived isoleeriti BioCC OU projekti ResTA24 ,Kaasaegse interdistsiplinaarse
kuluefektiivse toiduohutuse ja toidukvaliteedi seireprogrammi disainimine toidutddstustele*

raames.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1  Toiduhiigieeni tagamine ja toidu riknemisega seotud organismid

Euroopa Parlamendi ja Ndukogu méirus (EU) nr 852/2004 defineerib toiduhiigieeni, kui
meedet ja tingimusi ohtude ohjamiseks ning toidu kolblikkuse tagamiseks inimtoiduks, vottes
arvesse selle otstarbekohast kasutust. Toiduainete hiigieeni tagamiseks on Euroopa Liidu
Parlamendi ja Komisjoni poolt alates 2004. aastast kehtestatud reeglid, mille eesmérk on tagada
ithtne hiigieenipoliitika, mis kohaldub koikidele toiduainetele ja koigile toidu kiitlejatele kogu
toiduahelas ldhtudes pohimottest ,talust taldrikule®. Toiduohutuse tagamine viiakse ellu
peamiselt ennetava tegevusega rakendades head hiigieenitava ning ettevotetes on sisse viidud
ohuanaliiiis ning kriitilise kontrollpunkti (Hazard Analysis and Critical Control Point, HACCP)
pohimotted.

Komisjoni mairuse (EU) nr 2073/2005 kohaselt on jagatud toiduainete mikrobioloogilised
kriteeriumid kahte klassi: toiduohutuskriteeriumid ning protsessi hiigieenikriteeriumid. Toidud
on kategoriseeritud vastavalt: liha ja lihatooted, piim ja piimatooted, munatooted,
kalandustooted, koogivili, puuvili ja nendest valmistatud tooted. Regulatsiooni alusel
seiratavate mikroobide jaotumus toiduainete gruppide kaupa on toodud Tabelis 1.

Tabel 1. Komisjoni midruse (EU) nr 2073/2005 alusel seiratavad toiduainete
mikrobioloogilised kriteeriumid.

Toiduainegrupp Toiduohutuskriteeriumi Protsessi hiigieenikriteerium
seiratavad bakterid seiratavad bakterid
Liha ja lihatooted Salmonella Aeroobsete mikroorganismide tildav
Enterobakterid
Salmonella
E.coli

Piim ja piimatooted | Listeria monocytogenes | Enterobakterid

Enterobacter sakazakii E.coli
Salmonella Koagulaaspositiivsed stafiilokokid
Koogivili, puuvili ja | Salmonella E.coli
nendest valmistatud
tooted
Munatooted Salmonella Enterobakterid
Kalandustooted Echerichia coli E.coli

Koagulaaspositiivsed staflilokokid

Komisjoni midrus (EU) 2073/2005 arvestab ainult liha ja lihatoodetel protsessi

hiigieenikriteeriumite juures aeroobseid mikroorganisme, mis on seotud toidu riknemisega.



Teiste toidugruppide puhul sarnast kriteeriumit pole sitestatud ning tootjad peavad ise ldhtuvalt

oma toidumaatriksist tegema kindlaks toidu sdileaega mdjutavad mikroobid.

Euroopa Toiduohutuseamet (European Food and Safety Authority, EFSA) defineerib toidu
riknemisega seotud organisme (specific spoilage orgnasims, SSO), kui osa toidu mikrobiootast,
mis pohjustab kindlas toiduaine grupis méératud tingimustel riknemist (BIOHAZ et al., 2020).
Madratud tingimuste all on mdeldud, et toote omadustest, sdilitamistingimustest ning algsest
toidu mikrobioomist sdltub, kui kiiresti SSO-d paljunevad ning suudavad toota metaboliite, mis
pOhjustavad toidu maitse voi tekstuuri muutusi. Néiteks liha puhul pakendamata tootel on
domineerivaks liigiks alguses Brochothrix thermosphacta, kuid toote seistes kujuneb
domineerivaks Pseudomonas spp. Vaakumpakendatud toodete puhul on aeroobsete bakterite
kasv pérsitud, mis loob sobiva keskkonna hoopis piimhappebakterite kasvule, mis pohjustavad

toote 1ohna ja vilimuse muutust fermentatsiooni tottu (Nychas et al., 2008).

SSO piisavaks koguseks toiduriknemise pdhjustamiseks loetakse vahemikku 10° — 10® cfu/g
toote kohta (BIOHAZ et al., 2020). Miiratud vahemikus suudavad bakterid piisavas koguses
metaboliite toota, et pohjustada toote riknemist. SSO arvukus soltub toitainete kittesaadavusest.
Enamus baktereid eelistavad fermenteerida stisivesikuid ning hakkavad valke hiidroliiiisima
alles siis kui siisivesikud on otsa saanud. Toote maitsemuutused tulenevad enamasti valkude
hiidroliiiisist. Siisivesikutevaeses toidus voib SSO sisaldus riknemise pdhjustamiseks olla

madalam kui 10° cfu/g (Loy-Hendrickx et al., 2018; Nychas et al., 2008).

1.2 Antibiootikumiresistentsuse levik ning toiduainetdostuse roll levikus

Maailma Tervise Organisatsioon (World Health Organization, WHO) andmetel on
antibiootikumiresistentsus (antimicrobial resistance, AMR) globaalne probleem, mis ,,One
Health* printsiibist 1dhtudes haarab enda alla inimtervise, loomade tervise, toidutootmise ning
keskkonna sektori ,,One Health* printsiip votab arvesse, et AMR tdus on seotud sektorite
vahelise resistentsusgeenide vertikaalse (bakteri pooldumisel tiitarrakkudele) voi horisontaalse
ilekandega (WHO et al., 2023). Horisontaalseks geenide iilekandeks on kolm erinevat

vOimalust:

1. Konjugatsioon — geneetiliselt mobiilsete elementide (plasmiid, transposoon,
geenikassett) litkumine bakterirakkude vahel.

2. Transduktsioon — geenide iilekanne toimub bakteriofaagi vahendusel.

3. Transformatsioon — bakterirakust eraldunud vaba DNA vdetakse teise bakteri poolt

rakku sisse.



Resistentsuse levik geenide kaudu voib toimuda toidutootmisahela erinevates etappides.
Enamus teaduskirjanduse andmetest kajastab toidupatogeenide (Salmonella spp., E.coli,
S.aureus jt) biokile ja resistentsuse vahelisi seoseid ning AMR iilekandeteid. Viga vdhe on
uuritud SSO-de antibiootikumiresistentsust ja biokile teket, kuigi SSO-d on samuti
potentsiaalsed resistentsusgeenide kandjad ja levitajad (de Brito et al., 2022; Vikesland et al.,
2019).

1.3 Biokile ja antibiootikumiresistentsuse vahelised seosed

Biokile moodustumise ja antibiootikumiresistentsuses vahelised seosed on kombineeritud
mitmetest mehhanismidest. Mikroobide pinnale kinnitumisel vOi agregatsioonil muutub
geenide ekspressioon ning kujuneb vélja biokile spetsiifiline fenotiiiip, mis suurendab biokiles

olevate rakkude vastupanu antibiootikumidele.
Biokilega seotud antibiootikumresistentsuse mehhanismid on jargnevad:

e Biokile ekstratsellulaarne maatriks takistab antibiootikumi sihtmérk rakuni (Hoyle et
al., 1992).

e Biokiles olevate mikroobirakkude populatsiooni heterogeensus. Biokile kiipsedes on
toitainete ning hapniku osakaalud erinevad, sellest tingituna ka rakkude metaboolne
aktiivsus  varieerub ning antibiootikumid mdju on ndrgem metaboolselt
inaktiivsematele rakkude vastu (Walters et al., 2003).

e Biokile spetsiifiline fenotiilip modjutab valkude ekspressiooni. Biokile kiipsedes
rakkude tiheduse suurenemine ja toitainete vihenemine mdjutab geenide ekspressiooni
erinvates etappides. Liigil Pseudomonas. aeruginosa on kirjeldatud erinevate geenide
aktiveerumist vo1 allasurumist, mis mdjutavad antibiootikumide afiinsust rakkudele,
effluks pumpade slisteemi aktiveerumist voi stressi vastust (Whiteley et al., 2001).

o Pisirakkude (persister cells) populatsiooni teke biokiles keskkonna mdjuritega
kokkupuutel. Néiteks on leitud, et P. aeruginosa biokile rakkude resistentsuse muutub
antibiootikumi kontsentratsiooni muutmisel. Tuvastati, et madala antibiootikumi
kontsentratsioon juures hadvis suur osa populatsioonist, kuid ellu jdédnud soikeseisundis
olev alampopulatsioon osutus tugevalt resistentseks ning oli voimeline moodustama

uue biokile. Selliseid biokile alampopulatsioone nimetatakse piisirakkudeks (Brooun et

al., 2000).



e Resistentsuse omandamine horisontaalse geeniiilekande teel. Biokile korges
rakupopulatsioonis on ka mobiilseid geneetilisi elemente rohkem, mis loob soodsad
tingimused geenide {iilekandeks. Biokile tekitamise vdimekuse ja antibiootikumi-
resistentsuse vahel on varasemalt leitud seoseid liigil Campylobacter jejuni (Fux et al.,

2005; Ma et al., 2021).

1.4 Fenotiiiibilise antibiootikumiresistentsuse miiramine in vitro tingimustes

Antibiootikumiresistentsuse médramiseks kasutatakse minimaalse inhibeeriva
kontsentratsiooni (MIK) meetodit. MIK on madalaim kontsentratsioon, mis méaaratud in vitro
tingimustes takistab bakterite ndhtavat kasvu kindla aja jooksul. MIK viirtusete
interpretatsiooniks on Euroopa Antimikroobse Tundlikkuse Testimise Komitee (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) vilja tootanud juhisdokumendid,
mille védrtused kontrollitakse iile kord aastas. EUCAST (2024a) dokumendis on erinevate
bakterigruppide MIK tulemuste epidemioloogilised piirvairtused (epidemiological cut-off
values, ECOFF) ning lisatud on bakterite loomupirased resistentsused. EUCAST (2024b) poolt
on vilja antud lisa juhisdokument bakteritele, mille kohta ECOFF védrtused puuduvad.
Vastavalt nendele piirnormidele jagatakse MIK tulemused kolme tundlikkuse kategooriasse: S

— tundlik (susceptible), 1 — tinglikult tundlik (intermediate), R — resistentne (resistant).

Sugukond Lactobacillaceae ECOFF viirtused puuduvad, kuid EFSA (2018) poolt on
publitseeritud juhendmaterjal sdddalisandite ning toidutoomiseks kasutatavate bakterite
antibiootikumiresistentsuse hindamiseks. EFSA (2018) juhendmaterjal jagab MIK tulemused
kaheks: S — tundlik ja R — resistentne.

Selles magistritdds on tulemuste interpretatsiooniks kasutatud koiki {ilalnimetatud

juhisdokumente, et anda iilevaade to0stuses ringlevate bakterite antibiootikumiresistentsusest.

1.5 Biokile struktuur

Biokile on pinnale kinnitunud mikroorganismide kogum, mis on limbritsetud ekstratsellulaarse
maatriksiga (Donlan, 2002; Hall-Stoodley et al., 2004). Ekstratsellulaarne maatriks moodustab
ile 90% biokile massist ning selle alla kuuluvad mitmed erinevad rakuvélised poliimeersed
komponendid (extracellular polymeric substances, EPS) (poliisahhariidid, valgud,
ekstratsellulaarne DNA, ensiitimid, fosfolipiidid), millele on leitud seosed biokile jargnevatele

funktsioonidele: adhesioon, mikroobirakkude agregatsioon, ensiimaatiline aktviisus, biokile
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koherentsus, toitainete akumulatsioon, geneetiline info vahetamine jt (Flemming & Wingender,

2010; Hall-Stoodley et al., 2004).

Fimbriad ja viburid méngivad olulist rolli biokile struktuuri moodustamisel. Uuringud
mutantsete tiivedega (fimbriateta tiived) néitasid, et fimbriate puudumine pérsib Acinetobacter
baumanii kinnitumist pinnale ja seeldbi takistab biokile teket ning Enterococcus faecalis
tekitatud biokiles pohjustab fimbriate puudumine defekte biokile struktuuris (Luo et al., 2015;
Nallapareddy et al., 2006). Mikroobide viburit on seostatud biokile tekke initsiatsiooniga,
sidudes rakke omavahel kokku moodustades rakuagregaate. Lisaks méngib vibur olulist rolli
biokile tekke etappides. Biokile tekkeprotsessis inhibeeritakse mikroobiraku liikuvust 14bi
signaalimoekuli (c-di-GMP) kontsentratsiooni tdusu, mis omakorda soodustab biokiles

ekstratsellulaarsete poliimeeride produktsiooni (Guttenplan et al., 2013; Serra et al., 2013).

1.6  Biokile tekke etapid

Biokile voib kinnituda erinevatele pindadele: eluskudedele, roostevabast terasest pindadele (nt
meditsiinilised instrumendid, toiduainetodstuse seadmete pindadele), veetorude siseseintele jm.
Kinnitumine s0ltub mitmetest keskkonnafaktoritest: pinna struktuurist, materjalist,
temperatuurist, pH-st, antimikroobsete iihendite olemasolust, pinnal olevatest toitainetest

(Donlan, 2002).

Sauer et al., (2002) kirjeldasid biokile moodustamise etappe liigil P. aeruginosa, kuid
kakskiimmend aastat hiljem hindasid samad autorid viljaté6tatud mudelit ebapiisavaks. Eelnev
mudel ei votnud arvesse erinevate keskkondade moju biokile tekkele ning ka erinevaid
agregatsiooni ja eraldumise mehhanisme (Sauer et al., 2022). Uuendatud biokile tekke mudel

on kujutatud Joonisel 1.
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1. Aggregatsioon
ja kinnitumine

3.Deagregatsioon

a eraldumine

2.Kasv ja
akumulatsioon

Joonis 1. Uuendatud biokile tekke mudel. Vilimine ring iseloomustab pinnale kinnituva biokile
etappe ning sisemine ring vedelikus tekkiva biokile etappe (allikas: Sauer et al., 2022).

Joonis 1. kajastatud mudeli eesmérk on rohutada erinevaid biokile tekke variante in vitro, in
situ ja in vivo ststeemis. Mudel kirjeldab kolme pdhisiindmust, mis iseloomustab ja esindab

enamikke biokile stsenaariume sdltumata ajast ja kiipsusest.

1. Bakterid kleepuvad liksteise kiilge voi kinnituvad pindadele, moodustades nii biootilisi
kui ka abiootilisi agregaate.

2. Agregeerunud ja kinnitunud bakterikolooniate arvukus tduseb kasvu ja limbritsevate
rakkude arvelt.

3. Soltuvalt bakterite mehhanismidest toimub eraldumine agregaatidena voi iiksikute

rakkudena.

Biokile tekke puhul méngib olulist rolli rakk-rakk vaheline signaalsiisteem, mille kaudu on
bakterid voimelised reguleerima populatsiooni tihedust. Seda ndhtus nimetatakse
kvoorumtunnetuseks. Mehhanismis saavutatakse keemiliste signaalide ehk autoindutseerijate
vahendusel, mis reguleerivad geeniekspressiooni ning vahendavad kvoorumtunnetust (Kaplan

& Greenberg, 1985).

1.7 Biokile teket mdjutavad faktorid toidukiitlemise ettevotetes

Toiduainetoostuses kujutab biokile teke olulist véljakutset, kuna see vOib pohjustada
toiduainete saastumise toote riknemist pdhjustavate mikroobidega, mis mojutavad toote
organoleptilisi omadusi ning vdivad olla tervisekahjulikud tarbijale. Erinevad

keskkonnategurid méngivad olulist rolli biokile arengu ja piisivuse mdjutamisel toiduainete
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tootlemise pindadel. Nende hulka kuuluvad pinna topograafia, materjali koostis, to0stuse
temperatuur, pH, antimikroobsete iihendite olemasolu ja toitainete kédttesaadavus. Nende
tegurite omavahelise mdju mdistmine on oluline tdhusate biokile kontrollimeetmete

rakendamiseks toiduainetdostuses (Duanis-Assaf et al., 2016; Shi & Zhu, 2009).

1.7.1 Pinna topograafia ja materjali koostis

Toiduainetoostuse seadmete ja pakendi materjalide pindade struktuur ja koostis vdivad oluliselt
mojutada biokile teket. Ebaregulaarsed pinnad, pinna kahjustused (kriimustused) voi karedad
tekstuurid pakuvad bakterite kinnitumise ja biokile tekkimise kohti. Erinevate materjalide
pinnaomadused néiteks pooride suurus, voib mdjutada biokile teket. Seosed tddstuses
kasutavate pindade ja biokile tekke vahel on laialdaselt uuritud, kuid saadud tulemused on
vastuolulised, mis viitab, et pinna omadused ei ole otsustav faktor biokile tekke osas. Néiteks
on leitud, et roostevabast terasest pinnad toetavad biokile teket toiduainetdOstuse
keskkondades, rohutades vajadust suunatud sekkumiste jarele mikroobse kleepumise ja biokile

tekkimise leevendamiseks sellistel pindadel (Carrascosa et al., 2021).

1.7.2  Temperatuur ja pH

Toiduainetdostuse keskkonnatingimused, sealhulgas temperatuur, niiskus ja toiduainete pH
tase, mangivad olulist rolli biokile tekkes. Optimaalsed temperatuuri- ja pH-vahemikud loovad
soodsad tingimused bakterite pinnale kinnitumiseks ja biokile arenguks, tekitades
markimisvairseid viljakutseid pindade hiigieenitaseme siilitamisel toidu tootmisega seotud

keskkondades (Alvarez-Ordofiez et al., 2019).

1.7.3 Desinfitseerimise plaanid ja toitainete kéttesaadavus

Pesuskeemid ja antimikroobsete iihendite kasutamine on tarvilik ennetamaks biokile teket ning
biokile eemaldamiseks. Kuigi pesuskeemide eesmirk on eemaldada tootmise jadgid, vOib
ebaefektiivse siisteemi korral jddda liigselt toitaineid, mis soodustab mikroobide kasvu.
Biotsiidide ebapiisav kontaktiaeg vOib kaasa aidata resistentsemate mikroobide arengule.
Ebapiisava kontaktiaja puhul hidvinevad planktoonilised rakud, kuid biokile piisirakud jddvad
ellu. Lisaks voib toitainete kittesaadavus tootlemispindadel toetada mikroobide kasvu ja biokile

teket, rohutades range ja regulaarse puhastamise ja sanitaartavade tdhtsust biokile tekkest
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tingitud saaste véltimiseks toiduainetodstuses. Tooraine koostis omakorda mojutab bakterite
biokile tekitamise voimet. On leitud, et piimatdostuses leviv ja toodete riknemist pdhjustav B.
subtilis-el aktiveerib laktoos kvoorumtunnetuste siisteemi ning seelébi soodustab biokile teket

(Carrascosa et al., 2021; Duanis-Assaf et al., 2016).

1.8 Biokile kontrolli strateegiad to6stustes

Clean-in-place (CIP) ehk ringpesu on meetod, mida kasutatakse erinevates to0stusharudes,
sealhulgas toidu- ja joogitoOstuses, farmaatsias ja kosmeetikas, et puhastada seadmeid ja
torustikke neid lahti vOotmata. See on automatiseeritud protsess, mis voimaldab efektiivset
puhastamist tootlemisseadmetest, mahutitest ja torustikest, tagades, et need vastaksid
hiigieenistandarditele ja oleksid valmis jargmiseks tootmisringiks. Ringpesu on kasutusel
suuremates tootmisettevotetes, kuna on automatiseeritud ning vajavad vihem inimressurssi
puhastusetappide ldbiviimiseks. Viiksemate tootmismahtude puhul on antud siisteemide
ehitamine liiga kulukas ning véiketootjad peavad leidma sobivad meetodid tootmishiigieeni

tagamiseks (Bremer et al., 2006; Zhu et al., 2022).

1.8.1 Toiduaine to3stustes kasutusel olevad kemikaalid

Kdige enam kasutatav leeliseline kemikaal CIP pesus siisteemis on naatriumhiiroksiid (NaOH)
ja happeline kemikaal ldmmastikhape (HNOs3). NaOH on efektiivne toidumaatriksist périt
valkude ja stisivesikute eemaldamises, sellele jargneb pesu happega, mis neutraliseerib leelise
ning eemaldab mineraalainete jddgid ning seejdrel peaks toimuma desinfitseeriv etapp
kasutades vesinikperoksiidi (H20», dddikhapet (CH3COOH) vdi perdddikhapet (CH3COsH)
(Bremer et al., 2006).

NaOH avaldab biokilele erinevat moju sdltuvalt kontsentratsioonist ja tingimustest. Uuringud
nditavad, et NaOH vdib ndrgendada biokile mehaanilist stabiilsust, muutes biokile
ekstratsellulaarsete poliimeersetest ainete eemaldamise pindadelt lihtsamaks. Siiski voib NaOH
efektiivsus biokile eemaldamisel olla mojutatud teguritest nagu temperatuur ja
kontsentratsioon. Néiteks nditas uuring, et 1,2% NaOH lahus 66 °C juures 3 minutit oli
ebaefektiivne P. putida biokile vastu, kuid 2,0% ja 2,5% NaOH kontsentratsioon samadel
temperatuuri ja ajatingimustel oli efektiivne. Teisalt uuringutes Bacillus cereus biokilega oli
efektiivseks kombinatsiooniks aluse ja happe pesu CIP siisteemis tingimustel 1.5% NaOH 65

°C kraadi juures 30 minutit ja 1% HNO; 65 °C kraadi juures 10 minutit ning véhest biokile
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eemaldamist nditas kombinatsioon 1% NaOH 65 °C kraadi juures 10 minutit ja 1% HNO;3 65
°C kraadi juures 10 minutit. Antud uuringute tulemuste erinevused nditavad, et iga t06stus peaks
looma enda ettevdtte pohise desinfitseerimise slisteemi, mis vitab arvesse todstuse spetsiifilist

mikrobioomi ning arvestab ka mikroobide voimekusega adapteeruda kasutatavate kemikaalide

suhtes (Antoniou & Frank, 2005; Kumari & Sarkar, 2014).

Toiduainetoostuses kasutatakse etanooli sageli biotsiidina selle antimikroobsete omaduste tottu.
Etanooli toimemehhanismiks on valkude ja lipiidide lagundamine mille tagajirjel hidvineb
rakumembraan ning mikroob hévineb. Etanool on kdige tShusam 60-80% vesilahusena, kuna
valkude denatureerimine toimub efektiivsemalt vee olemasolul ning selletdttu kdrgemad
etanooli kontsentratsioonid on biotsiidina ebaefektiivsemad (CDC, 2019). Etanooli on enamasti
kasutusel viiketootmistes, kellel puudub véiksemate tootmismahtude tottu vajadus CIP pesu

jérele. Suurtootmis-ettevotted kasutavad etanooli todpindade desinfitseerimiseks.

Perdddikhape on todstustes laialdaselt kasutatav biotsiid, mis toimib tugeva oksiideeriva ainena
ning kahjustab seeldbi biokile ekstratsellulaarset maatriksit ning mikroobirakkude puhul
suurenda membraanide l14bilaskvust ning pohjustab rakukesta hdavimist. Antud toimeaine puhul
on varasemad uuringud nédidanud, et 0,3% lahus on viga efektiivne nii Gram-positiivsete kui
ka Gram-negatiivsete bakterite, S. aureus ja P. aeruginosa poolt tekitatud biokile vastu (Chino

etal., 2017).

Vesinikperoksiid puhul reageerivad hapniku aatomid valkude, lipiidide ja teiste rakukesta ning
biokile moekulidega. See pdhjustab biokile struktuuri ja rakukesta kahjustumist. Paraku viga
paljudel mikroobidel esineb ensiiim katlaasi aktiivsus, mille toimel lagundatakse
vesinikperoksiid veeks ja hapnikuks, ning seeldbi viheneb aine antimikroobne toime (Hassett

etal., 1999).

1.9 Biokile biotsiidi tundlikkus

Bakterite biokile tekitamise voimet on seostatud biotsiidide efektiivsuse vihenemisega. Antud

reaktsioon on kombineeritud mitmete mehhanismide koostoimest:

e Biotsiidide resistentsuse puhul on leitud, et biokile ei kditu barjdérina, vaid
ekstratsellulaarse maatriksi komponendid (ensiiiimid, valgud, siisivesikud) mdjutavad
kemikaali efektiivsust. Katalaas on ensiiiim, mille toimel vesinikperoksiid lagundatakse

veeks ja hapnikuks. P. aeruginosa puhul on ndidatud, et vesinikperoksiidiga tootlus
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havitab ainult katalaas-negatiivsete rakkude poolt tekitatud biokilet. Katalaas-
positiivsete tiivede biokile vastu vesinikperoksiid ei todta (Stewart et al., 2000).

e Biokile rakupopulatsiooni heterogeensus mdjutab biotsiidide efektiivsust. Mikroobid,
mis asuvad perifeersemates osades padsevad ligi toitainetele ja hapnikule, kuid rakud,
mis paiknevad biokile siigavamas kihis on madalama metaboolse aktiivsusega ning
stressi vastuse geenid on tugevamalt ekspresseerunud (Sauer et al., 2002; K. D. Xu et
al., 2001).

e FEffluks pumpade geenide aktiveerumist biokiles on seostatud P. aeruginosa puhul
korgenenud resistentsusega biotsiidide vastu, mis sisaldab bensalkooniumkloriidi.
Effluks pumba inhibiitorite toimel tundlikkus biotsiidi vastu taastus (Amsalu et al.,
2020).

e Biokile spetsiifilise fenotiiiibi teket reguleerib osaliselt kvoorumtunnetus. Hassett et al.
(1999) tegid kindlaks, et kvoorumtunnetus reguleerib oksiidatiivse stressi eest kaitsvate
ensiiiimide, katalaasi ja superoksiid dismutaasi geenide regulatsiooni. Antud ensiitimid

on olulised biotsiidide neutraliseerimiseks.

1.10 Biokile uurimise voimalused

Biokile uurimiseks on mitmeid meetodeid kasutusel. Biokile struktuuri, paksuse ja ruumilise
jaotuvuse  hindamiseks kasutatakse konfokaalset laserskanneerivat mikroskoopiat.
Fluorestsentsmikroskoopiat kasutatakse struktuuri hindamiseks, kuid ka elusate ja surnute
rakkude eristamiseks. Enam levinud meetodiks on kujunenud oma hinna ning kerge teostamise

tottu kristallviolett (crystal violet, CV) vérving (Carrascosa et al., 2021).

CV on katioonne virvaine, mis seondub negatiivselt lactud biomolekulidega, sealhulgas biokile
komponentidega. Biokile puhul seondub CV tavaliselt ekstratsellulaarse poliimeeriga ja
bakterite pinnaga. Pérast varvimist loputatakse mitteseondunud varv ning tulemusi saab hinnata
modtes optilist tihedust (optical density, OD) spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 595 nm. OD
on otseses seoses biokile massiga: mida rohkem CV seondub biokile komponentidega, seda
suurem on neelduvus ja seega ka biokile moodustumine. CV vérvimine vdimaldab

visualiseerida ja kvantifitseerida biokile moodustumist (Haney et al., 2021).

CV virving ei anna informatsiooni biokiles olevate rakkude metaboolsest aktiivsusest. Selleks
kasutatakse 2,3,5-trifentiiiltetrasooliumkloriid (TTC) meetodit. TTC on vérvitu iihend, kuid
aktiivsed mikroobirakud kasutavad seda elektronidoonorina oma ainevahetusprotsessides.

Aktiivsed mikroobirakud biokiles metaboliseerivad TTC-d, mis viib selle redutseerumiseni
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trifentiiilformasaaniks (punase vérvusega ilihend). Mida korgem on biokile metaboolne
aktiivsus, seda rohkem TTC-d metaboliseeritakse ja seega moodustub rohkem
trifeniitilformasaani. TTC tulemusi saab kvantifitseerida, mododtes optilist tihedust
spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 500 nm. OD on seoses biokile metaboolse aktiivsusega:
suurem neelduvus niitab suuremat metaboolset aktiivsust ja aktiivsete mikroobirakkude

olemasolu (Haney et al., 2021).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1  To606 eesmargid

Kéesoleva uuringu iildeesmirk oli saada iilevaade erineva profiiliga toidukiitlemise ettevotete
(piima-; pagaritoodete, liha-, ko0gi- ja puuviljatoodete tootjad) tootmiskeskkonnas ringlevatest
toidu kvaliteeti mdjutavatest universaalsetest ja ettevotte-profiili-pohistest unikaalsetest
sanitaarnditlikest mikroobidest. Uldeesmirgist lihtuvalt sealt alaeesmirgid:
e Tuvastada toidu kvaliteeti mojutavate bakteritiivede biokile tekitamise voimekus.
e Hinnata toidu kvaliteeti mdjutavate bakteritiivede biokile tundlikkust tootmispindade
desinfitseerimiseks kasutatavate biotsiidide suhtes.
e Vilja selgitada, kui palju esineb antibiootikumiresistentsust toidu riknemisega seotud
bakteritel.
e Vilja selgitada, kas toidu riknemisega seotud bakterite antibiootikumiresistentsusel ja

biokile tekitamise vahel on seos.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uuritavad tiived

Uuritavad bakteritiived isoleeriti BioCC OU projekti ResTA 24 Kaasaegse interdistsiplinaarse
kuluefektiivse toiduohutuse ja toidu kvaliteedi seireprogrammi disainimine toidutodstustele”
raames (2020-2023). Kokku koguti projekti jooksul proove 8 Eesti toidukiitlemise ettevottest.
Ettevotted grupeeriti sarnase tooraine kaupa. Tiived isoleeriti piima-; liha-; pagaritoodete-, puu-
ja  koogiviljatooteid  tootvatest ettevotetest. Mikroobitiived  isoleeriti  erinevatest
tootmisetappidest: toorainest, valmistoodangust ja hiigieeniproovidest. Uuringuks valiti
isoleeritud tiivede hulgast arvuliselt prevaleerunud ning teaduskirjanduse andmetel sagedamini

toodete kvaliteediprobleeme pohjustavad bakteriliigid.

Tiived siilitati -20 °C juures kriioviaali pérlites (Microbank™, Pro-Lab Diagnostics, Canada).
Liigid samastati kasutades MALDI-TOF MS (Bruker MicroFlex Biotyper, USA) meetodit.
Antibiootikumiresistentsus méédrati 152 tiivel 16 antibiootikumi vastu. Biotsiidi efektiivsuse
hindamisel oli algselt 171 tiive, andmete ettevalmistuse kéigus jii jarele 161 tiive, mis olid
sobilikud andmete analiiiisiks. Tiivesid oli 77 liiki, mis kuulusid 41 perekonda ja moodustasid

24 sugukonda. Kokku teostati tiivedega 985 eksperimenti.
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2.2.2 Antibiootikumiresistentsuse maidramine

AST maédramine teostati vastavalt (ISO 20776-1:2019) meetodile. Standardist l&htuvalt
valmistati 24 h 30 °C juures aeroobselt kasvanud bakteri kultuurist 0,5 McFarland tihedusega,
(vastab 1,5x108 cfu/ml), suspensioon steriilsesse fiisioloogilisse lahusesse, tihedus mdddeti
nefelomeetriga (Biosan, Lati). Seejarel voeti 10 pul valmistatud suspensiooni ning lisati tuubi,
mis sisaldas 11 ml Mueller-Hinton (MH, Biolife, Itaalia) puljongit. Selle lahjenduse kéigus
saavutati lahus kontsentratsiooniga 1,0x10° cfu/ml. Elektroonilise automaatpipetiga (Sartorius
AG, Saksamaa) lisati 50 pl valmistatud lahust antibiootikumi plaatidele. Positiivse kontrollina
kasutati inokuleeritud lahust ning negatiivse kontrollina steriilset MH puljongit.
Mikrotiiterplaadid kaeti dhuavadega kilega ning inkubeeriti 18 =2 h 35+ 1 °C.

Sugukond Lactobacillaceae AST midramiseks kasutati standardmeetodit (1ISO 10932:2010).
Perekonda Lactiplantibacillus ja Leuconostoc tiived kasvatati de Man Rogosa Sharpe (MRS,
Biolife, Itaalia) s66tmel 30 °C 24 h, Lactococcus lactis tiived kasvatati M17 (Biolife, Itaalia)
so6tmel 30 °C 24 h juures. Uuritavatest tiivedest valmistati 1 McFarland tihedusega lahus

(vastab 3,0x108 cfu/ml) steriilses fiisioloogilises lahuses.

L.lactis tiivedel valmistati saadud lahusest 1000 kordne lahjendus Isosensitest (IST, Oxoid, UK)
puljongisse. Saadud lahjendust tihedusega 3,0x10° cfu/ml, pipeteeriti 100 ul elektroonse
pipetiga (Sartorius, Saksamaa) eelkaetud plaatidele saades 1dppkontsentrasiooniks 3,0x10*
cfu/stivendi kohta. Plaadid kaeti kilega ning inkubeeriti mikroaeroobses (10% CO>) keskkonnas
30°C 24 h.

Lactiplantibacillus ja Leucobnostoc tiivedel valmistati saadud lahusest 1000 kordne lahjendus
LAB susceptibility test medium (LSM) puljongisse. LSM puljong koosneb 90% IST (Oxoid,
UK) puljongist ja 10% MRS puljongist. Saadud lahjendust tihedusega 3,0x10° cfu/ml,
pipeteeriti 100 pl elektroonse pipetiga (Sartorius, Saksamaa) eelkaetud plaatidele saades
15ppkontsentrasiooniks 3,0x10* cfu/siivendi kohta. Plaadid kaeti kilega ning inkubeeriti

mikroaeroobses (10% CO.) keskkonnas 37 °C 24 h.

Positiivse kontrollina kasutati uuritavate bakteritega inokuleeritud lahust ning negatiivse

kontrollina vastavalt steriilset LSM puljongit ja IST puljongit.

AST  médramiseks kasutati  Sensititer™  (Thermofisher, USA) liiofiliseeritud

antibiootikumidega eelkaetud paneele EULACBI1 ja EULACBI2. Léhtuvalt tootja soovitustele

kasutati paneelide kvaliteedikontrolliks tiive Enterococcus faecalis WDCM 00087. Kvaliteedi
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kontrolli tulemused vastasid etteantud normvéértustele. Eelkaetud paneelide antibiootikumide

nimekiri ja kontsentratsioonid on vilja toodud Tabelis 2.

Tabel 2. Eelkaetud paneelide antibiootikumide nimistu ja nende kontsentratsiooni vahemikud.

Mikrotiiterplaat  |Antibiootikum Antibiootikum perekond Kontse_ntratsioonide
vahemikud (pg/ml )
Gentamiitsiin Aminogliikosiidid 0,5-256
Kanamiitsiin IAminogliikosiidid 2-1024
Streptomiitsiin Aminogliikosiidid 0,5-256
Neomiitsiin IAminogliikosiidid 0,12—64
EULACBIL Tetratstikliin Tetratsiikliinid 0,12-64
Ertitromiitsiin Makroliidid 0,015-8
Klindamiitsiin Linkosamiinid 0,03-168
Klooramfenikool Klooramfenikoolid 0,12-64
Ampitsilliin Penitsilliinid 0,03-16
Penitsilliin Penitsilliinid 0,03-16
'Vankomiitsiin Gliikopeptiidid 0,25-128
Kinupristiin-dalfopristiin [Streptogramiinid 0,015-8
EULACBI2 Linesoliid Oksatolidiinid 0,03-16
. . Dihiidrofolaat-reduktaasi
Trimetoprim hibiitorid 0,12-64
Tsiprofloksatsiin Fluorokinoloonid 0,25-128
Rifampitsiin Rifamiitsiinid 0,12-64

2.2.3 Biokile biotsiiditundlikkuse mdiramine

Uuritavate tiivede biokile moodustamist ja biotsiidide biokile vastase efektiivsuse hindamiseks

kasutati Haney et al., (2021) kohandatud meetodit.

Uuritavad tiived kiilvati liigiliselt sobivatele sootmetele: sugukond Lactobacillaceae MRS
agarsootmele ning teised liigid Plate Count Agar-le (PCA, Biolife, Itaalia). Lactobacillaceae
sugukonna tiivesid inkubeeriti 37 °C, 24 — 48 h ja teisi tiivesid 30 °C, 24 — 48 h. Ettekasvatatud
kultuurist voeti 3-5 kolooniat ning valmistati nefelomeetriga (Biosan, Léti) mdotes 0,5
MacFarland tihedusega (vastab 1,5x10% cfu/ml) lahus MH puljongis. Seejirel vdeti 100 ul
valmistatud suspensiooni ning lisati tuubi, mis sisaldas 11 ml MH puljongit. Selle lahjenduse
kidigus saadi kiilviannus kontsentratsiooniga 1,0x10° cfu/ml. Standardiseeritud mikroobide
suspensioonide kontsentratsioon tagas, et kdik toodeldavad proovid olid katse alguses vordsetes
tingimustes. Algse kiilviannus kontsentratsiooni kasutamine vdimaldas vorrelda erinevate

tivede biokile tekitamise voimekust.

Ettevalmistatud lahust kiilvati 100 pl mikrotiiterplaadile neljas paralleelis. Igale plaadile lisati

positiivne kontroll (td6tlemata proov) ja negatiivne kontroll (sterilne MH puljong).
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Mikrotiiterplaadi ddrmised read jdeti kasutamata, kuna nendes on keskkonnatingimused
ebastabiilsemad, hapniku juurdevool ddres vaib olla suurem, kui keskmistes siivendites, mis
omakorda vOib tulemusi mojutada. Iga biotsiidi jaoks valmistati ette eraldi kaks
mikrotiiterplaati kahe erineva virvingu jaoks ning kaks mikrotiiterplaati erineva
inkubatsiooniaja jaoks. Plaate inkubeeriti 37 + 2 °C 24 + 2 h ja 48 + 2 h. Pérast inkubatsiooni
mdddeti optiline tihedus 600 nm (OD 600) (Biotek Synergy HTX Agilent Technologies, USA),
et hinnata mikroobide kasvu. Seejirel loputati plaadid steriilse destilleeritud veega, et
eemaldada mikrotiiterplaadile mittekinnitunud planktoonilised rakud. Teostati to6tlus
ettekasvatatud biokilele valitud biotsiidiga. Plaatidele lisati enne MH puljong ning seejarel
vastav kogus uuritavat biotsiidid, et saada soovitud 1dppkontsentratsioon siivendis. T60s

kasutatavad biotsiidid ning 16ppkontsentratsioonid siivendis on toodud Tabelis 3.

Tabel 3. T60s kasutatud biotsiidid ja nende kontsentratsioonid mikrotiiterplaadi siivendis

Algne Kaubamérk Toimeaine Lopp-
kontsentratsioon kontsentratsioon
siivendis

Etanool 96,6% Epides Strong, Eesti | Etanool 73,5%
P3-oxysan ZS 3% | P3Oxysan ZS (UK) | Aidikhape 0,3%
(vol/vol) (>=30-<50%)

Perdddikhape,

(>=5-<10%)

Vesinikperoksiid

(>=5-<8)
NaOH 20% (vol/vol) | Sigma-Aldrich NaOH 1,5%
HNO;3 20% (vol/vol) | Sigma-Aldrich HNO; 1,5%

Biotsiidi toimeaeg biokilele oli 15 minutit orbitaalloksutis 22 + 2 °C, kiirusel 100 rpm
(Certomat® U, Saksamaa). Positiivse kontrollina kasutati biotsiidiga té6tlemata CV (GC. A595)
ja TTC (GC. A500) virvingu optilisi tihedusi. Pérast kokkupuuteaega plaadid loputati

destilleeritud veega toimeainest ning seejérel teostati biokile varvingud.

CV (Merck, USA) viérvingu jaoks valmistati alglahusest 0,1% (vol/vol) lahus steriilse

destilleeritud veega.

TTC (Merck, USA) vérvingu jaoks valmistati 0,2% (wt/vol) lahus destilleeritud vees ning filter

steriliseeriti 1dbi 0,2 pm filtri. Lahus on valgustundlik ning séilitati pimedas +4 °C juures.

CV virvinguks lisati 200 pl 0,1% CV lahust, inkubeeriti orbitaalloksutis 22 + 2 °C, kiirusel 100

rpm, 30 minutit ning seejdrel loputati destilleeritud veega. Kinnitunud virv lahustati iiles 200
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ul 70% (vol/vol) etanooliga (Sigma, USA), inkubeeriti 30 minutit orbitaallokustis 22 + 2 °C,
kiirusel 100 rpm, seejirel moddeti optiline tihedus 595nm ( S A595) biokile hindamiseks.

Teostati TTC virving lisades 50 pl 0,2% TTC lahust ning 150 pl 0,1% peptoonvett
(Idppkontsentratsioon siivendis 0,05% wt/vol) millele jargnes inkubeerimine 37 + 2 °C 24 + 2
h. Seejérel plaadid loputati destilleeritud veega ning vérv lahustati 200 pl metanooliga (Merck,
USA) 30 minutit orbitaalloksutis 22 + 2 °C, kiirusel 100 rpm. Moddeti optiline tihedus 500nm
(S A500), et teha kindlaks allesjdénud biokile metaboolne aktiivsus.

2.2.4 Andmete analiiiis

Proovide optiliste tiheduste tulemustest lahutati maha steriilsuskontroll. Koikide tulemuste
puhul arvutati nelja paralleeli keskmised. Biokile tekke ja biotsiidi efektiivsuse uuringutes

eksponeeriti piisava tiivede arvuga (vihemalt 4) 10 erinevat sugukonda.

Biokile tekitamise voimekust ja metaboolset aktiivsust vorreldi toiduainetodstuste kaupa
kasutades Kruskal-Wallise testi. Statistiliselt oluliseks loeti testi tulemusi, mille puhul oli
olulisuse tdendosus p<0,05. Andmete analiilisiks ja jooniste loomiseks kasutati programme R

(v. 4.3.0) ja MS Excel.

Biotsiidi moju hindamiseks biokile massile lahutati biokile massi positiivsest kontrollist (GC.
A595) maha pérast biotsiidiga to6tlust moddetud biokile mass (S A595). Biokilet tekitavate
bakterite metaboolse aktiivsuse muutuse hindamiseks lahutati biokile metaboolse aktiivsuse
positiivsest kontrollist (GC.A500) maha pérast biotsiidi to6tlust mdddetud biokile metaboolne
aktiivsus (S A500). Tulemustest arvutati keskmised sugukondade kaupa. Mida kdrgem optiline
tihedus, seda efektiivsem on biotsiid olnud antud sugukonna biokile vastu ja mida madalam
optiline tihedus, seda rohkem on biokilet alles jddnud pérast biotsiidiga toGtlust. Biokilet
mittetekitavad tiived pole antud jooniste koostamisel arvesse voetud. Nimetatud arvutused viidi

14bi kasutades MS Excel programmi ja joonised loodi programmis R (v. 4.3.0).

Spearmani korrelatsiooni kasutati, et leida seoseid biotsiidi mdju ning biokilet iseloomustavate
nditajate vahel (aeg, metaboolne aktiivsus, biokile mass). Seose tugevust hinnati Tabelis 4.
toodud juhiste jargi (Akoglu, 2018). Statistiliselt oluliseks seoseks loeti korrelatsiooni mille

p<0,05. GraphPad Prism v. 10 kasutati korrelatsioonide arvutamiseks ja jooniste loomiseks.
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Tabel 4. Spearmani korrelatsioonikordaja

Spearman Seose tugevuse piirid
|r|<0,3 Nork seos
0,3<|r|<0,7 Keskmine seos
r|>0,7 Tugev seos

Tiived grupeeriti sugukondade kaupa ning biokile tekke voimekus jaotati 4 klassi vastavalt

optilisele tihedusele Tabelis 5 toodud valemi pohjal (Singh et al., 2017).

Tabel 5. Tiivede biokile tekitamise vdime klassi arvutusvalem ning selle uuringu biokile
klasside optilise tiheduse (OD) vahemikud.

Klassikriteeriumi arvutusvalem | Klassi OD vahemikud Biokile klass

OD < ODcut* OD <0,23 Biokile puudub
ODcut < OD <2 x ODcyt 0,23<0D<0,45 Nork biokile

2 X OD¢ut < OD <4 x ODcyt 0,45<0D <091 Moddukas biokile
OD >4 X ODcut OD>0,91 Tugev biokile

*ODecu= 0,23 (negatiivse kontrolli keskmine OD + 3 X negatiivse kontrolli OD standardhélve)

Antibiootikumiresistentsuse tulemuste puhul esitati andmed tundlikkuse sagedusena testitud
antibiootikumide suhtes. Arvutati MAR (Multiple Antibiotic Resistance) indeks valemiga M =
a/b, kus a esindab antibiootikumide arvu, mille suhtes testitud tiivi oli resistentne ja b esindab
antibiootikumide koguarvu, mille suhtes tiive uuriti. MAR indeksist ldhtuvalt grupeeriti tiived

kolme klassi (Tabel 6).

Tabel 6. MAR (Multiple Antibiotic Resistance) indeksi klasside jaotus.

MAR indeks MAR indeks selgitus Klassi nimetus
MAR indeks 0 Antibiootikum resistentsus | Resistentsus puudub
puudub

0 <MAR indeks <0,22 | Uhe vdi kahe antibiootikumi | Mdddukas resistentsus
vastu esineb resistentsus
MAR indeks >0,22 Kolme vOi rohkema | Tugev resistentsus
antibiootikumi vastu resistentsus

MAR indeksi klasse ja biokile massi (OD 595) tulemusi péarast 48 h inkubatsiooni vorreldi
kasutades Kruskal-Wallise testi (kolme grupi vordluses) ja Wilcoxoni testi (kahe grupi
vordluses). Toiduainetdostuste kaupa grupeeritud tiivede biokile massi ja MAR indeksi klasside
paarikaupa vordlemiseks kasutati Wilcoxoni testi Bonferrooni korrektsiooniga. Statistiliselt

oluliseks erinevuseks loeti p<0,05.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Mikroobide varieeruvus toidukditlemise ettevotte profiilist sdltuvalt

Uuritavate tliivede varieeruvus tulenes toorainest ning selle residentmikrobioomist. Tabel 7
annab ilevaate sugukondade arvukusest ning uuritavate bakterite osakaaludest valimis.
Uuritavad tiived kuulusid 24 sugukonda. Uhised liigid iile kdigi uuritud tddstuste olid
Micrococcus luteus ja Staphylococcus hominis. Uhised perekonnad olid Acinetobacter,
Bacillus, Micrococcus ja Staphylococcus. Uhised sugukonnad olid Bacillaceae,
Lactobacillaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae ja Staphylococcaceae. Xu et al., (2023)
teostatud metaanaliilisis tuvastati, et kattuvad perekonnad piimatoodetes, vérskes lihas,
kalatoodetes, puu- ja koogiviljatoodetes ja kohe tarbimiseks mdeldud toodetes olid
Acinetobacter, Staphylococcus, Pseudomonas, Psychrobacter, Stenotrophomonas, Serratia ja
Microbacterium. Perekondade Acinetobacter ja Staphylococcus osas kattuvad metaanaliiiisi
tulemused kiesoleva uuringu tulemustega. Magistritods puudus kalatoodete t60stus ning sellest

tulenevalt voivad tulemused erineda eelpoolviidatud metaanaliiiisi tulemustest.

Lisaks mainitud metaanaliiiisiga leitud {thistele perekondadele tuvastati selles to0s
toiduainetddstuste iileselt perekondade Bacillus ja Micrococcus esindajaid. Perekonda Bacillus
kuuluvad Gram-positiivsed spoore moodustavad mikroobid. Spoorid suudavad ellu jddda
korgetel temperatuuridel, toitainete puuduses ning pédrast biotsiididega tootlust. Seetdttu on
Bacillus perekonna liike sagedasti tuvastatud pagaritoodetes, piimatoodetes, lihatoodetes ning

puu- ja kdogiviljatoodetes (André et al., 2017).

Teine perekond, mida metaanaliiiis ei seostanud toiduainetddstuste iileselt, kuid mida leiti
kdesolevas to0s oli Micrococcus. Magistritods tuvastati kdikides toostustes Micrococcus luteus
ja Staphylococcus hominis. Mdlemad liigid kuuluvad imetajate naha mikrobioomi ning vdivad

sattuda toiduainetdostusesse kas personali kaudu v3i loomse toorainega (Khayyira et al., 2020).
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Tabel 7. Erinevatest toiduainetddstustest isoleeritud tiivede arvud (n) ja osakaalud (%)
sugukondade kaupa. Paksus kirjas on vilja toodud kattuvad sugukonnad iile erinevate toostuste
janeli koige sagedasemat sugukonda todstustes.

Puu-ja
Piimatdostus | koogivilj ajtt')t')stus Lihatoostus | Pagaritdostu
Sugukond n=59 n=21 n=39 n=42
Aeromonadaceae 2 - - -
Debaryomycetaceae - - 5 -
Bacillaceae 8 33 5 21
Carnobacteriaceae - - 8 -
Enterobacteriaceae 22 14 - 10
Enterococcaceae 3 - - 2
Filobasidiaceae - 5 - -
Erwiniaceae 2 - - 7
Hafniaceae 2 - -
Lactobacillaceae 7 5 3 10
Listeriaceae 3 - 5
Microbacteriaceae 2 - - 2
Micrococcaceae 3 10 15 10
Moraxellaceae 7 14 18 17
Nocardiaceae 2 - - -
Paenibacillaceae 2 - -
Paracoccaceae - - - 2
Pseudomonadaceae 10 - 18 -
Sphingobacteriaceae 2 - - -
Staphylococcaceae 15 19 10 14
Streptococcaceae 5 - - -
Tsukamurellaceae 2 - -
Weeksellaceae - - - 5
Yersiniaceae 2 - 13 -

Piimat60stustes moodustas valimi 59 erinevat tiive, mis kuulusid 19 sugukonda. Kdige suurema

osakaalu moodustasid Enterobacteriaceae, Staphylococcaceae, Pseudomonadaceae ja

Bacillaceae  sugukonda  kuuluvad sanitaarnditlikud ja  patogeenseid mikroobid.
Enterobacteriacae sugukonnas domineerisid liigid Cronobacter spp., E. coli, Citrobacter

braakii, Klebisella oxytoca ja Enterobacter bugandensis.

Stapylococcaceae sugukonna sagedasemate esindajate hulka kuulusid Staphylococcus
epidermidis, S. hominis ja S. warneri. Pseudomonadaceae sugukonnast isoleeriti P. aeruginosa,
P. proteolytica, P. brenneri, P. fluorescens, P. gessardii. Bacillaceae sugukonda kuulusid B.

cereus, B.licheniformis, B. thermoamylovorans ja Exiguobacterium spp.

Puu-ja koogiviljatoostustes moodustas valimi 21 tiive, mis kuulusid 7 sugukonda. Enim

olid Bacillaceae, Staphylococcaceae, Enterobacteriacae ja
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Moraxellaceae. Sugukonda Bacillaceae kuulusid B. megaterium, B. licheniformis, B. subtilis,
B. flexus, B. pumilus, B. cereus ja B. ginsengihumi. Sugukonda Staphylococcaceae kuulusid S.
epidermidis, S. hominis ja S. warneri ja S. saprophyticus. Sugukonda Enterobacteriacae
kuulusid wuuritavad tiived liikidest K. oxytoca ja Enterobacter cloacae. Sugukonda

Moraxellaceae kuulusid tiived liikidest Acinetobacter Iwoffii ja Moraxella osloensis.

Lihatodstuse valimi moodustas 39 tiive, mis kuulusid 10 sugukonda. Sageduselt esines koige
rohkem sugukondadesse Pseudomonadaceae, Moraxellaceae, Micrococcaceae ja Yersiniaceae
kuuluvaid tiivesid. Pseudomonadaceae alla kuulusid P. lundensis, P. fragi, P. tolaasii, P.
extremorientalis ja P. taetrolens. Sugukonda Moraxellaceae kuulusid uuritavad tiived
liikidesse A. johnsonii, A. albensis, Psychrobacter immobilis ja P. alimentarius. Sugukonda
Micrococcaceae kuulusid M. luteus, Kocuria rhizophila ja K. carniphila. Sugukonna
Yersiniaceae moodustasid Serratia proteamaculans, S. liquefaciens, Rahnella aquatilis ja
Ewingella americana. Saadud tulemus kattub varem leitud vérske ja tdodeldud liha

mikroobikoosluste uuringutega (Nychas et al., 2008).

Pagaritdostuse valimi moodustasid 42 tiive, mis jagunesid 11 sugukonda. Kdige enam tiivesid
kuulusid sugukondadesse Bacillaceae, Moraxellaceae, Staphylococcaceae. Bacillaceae
sugukonda kuulusid B. cereus ja Exiguobacterium spp. Sugukonna Moraxellaceae moodustasid
A. baumannii ja A. junii ning Staphylococcaceae sugukonna alla kuulusid S. epidermidis ja S.

hominis.

2.3.2 Mikroobitiivede biokile moodustamise voimekus sugukondade kaupa

Uuritavad tiived jagati sugukondade kaupa nelja klassi vastavalt CV vérvingu optilise tiheduse
(OD 595 nm) mddtmistulemustele: biokile tekitamine puudub, nork biokile tekitaja, keskmine
jatugev biokile tekitaja. Biokile tugevuse hindamisel eemaldati valimist sugukonnad, milles oli
alla nelja tiive. Joonisel 2 on kujutatud Tabelis 7 toodud tiivede biokile klasside osakaalud

sugukondade kaupa pérast 24 h ja 48 h inkubatsiooni 37 + 2 °C juures.

Kodige rohkem biokile mittetekitajaid 24 h ja 48 h inkubatsiooni jérel esines sugukondades
Lactobacillaceae, Listeriaceae ja Pseudomonadaceae. Kdige tugevamad biokile tekitajad 24 h
jargsel inkubatsioonil olid sugukonda Yersiniaceae, Enterobacteriaceae ja Moraxellaceae
kuuluvad tiived ning 48 h jirgsel inkubatsioonil sugukonna Enterobacteriaceae, Moraxellaceae

ja Staphylococcaceae tiived.
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Sugukond Listeriaceae alla kuulusid selles uuringus kahte liiki tiived (n=4), Listeria
monocytogenes ning B. thermosphacta. Liik B. thermosphacta on lihatoodete SSO liik, kuid
tema biokile tekitamise voimekust on vihe uuritud. Selle t66 tiived olid isoleeritud erinevatest
lihatoostustest ning ei olnud véimelised biokilet tekitama 37 + 2 °C juures 24 h ega 48 h jooksul,
kuigi molemal ajahetkel tuvastati tiivede kasv modtes optilist tihedust lainepikkusel 600 nm.
Gaillac et al., (2022) uurisid B. thermosphacta tiivede biokile tekitamise voimekust 25 °C juures
ning leidis, et 25-st tiivest 5 olid voimelised tekitama tugevat biokilet, mis viitab, et biokile
tekitamine on tiivespetsiifiline. Kuna lihakéitlemisettevotetes hoitakse madalat temperatuuri
vorreldes teiste toiduainetdostusega, on antud katses biokilet mitte tekitanud tiivede puhul on
vajalik edasine eksperiment madalamal temperatuuril, et tuvastada, kas isoleeritud tiivede puhul

on temperatuur biokile tekitamisel mojufaktoriks.

L. monocytogenes tiivede puhul (n=2) oli tegemist sama ettevitte toorpiima erinevatest
partiidest isoleeritud tiivedega. Uks uuritud tiivedest tekitas keskmise tugevusega biokilet ning
teine biokilet ei tekitanud, kuigi mdlemad tiived kasvasid edukalt MH puljongis (OD 600 nm).
Biokilet tekitanud tiive puhul oli 48 h tekkinud biokile kiill tugevam, kuid biokile bakterite
metaboolne aktiivsus oli kdrgem 24 h vanusel biokilel. See viitab asjaolule, et biokile teke oli
kiire ning 48 h oli bakterirakkude ainevahetus juba aeglustunud. L. monocytogenes puhul on
eelnevalt uuritud biokile tekitamist nii monokultuurina kui segakultuuridena. Monokultuurina
on L. monocytogenes biokile tekitamise vOimekus vdga madal. Kalmokoff et al., (2001)
uuringus oli iiks tiivi 36-st vdimeline tekitama ndrka biokilet, kuid segakultuurina oli bakteri
biokile tootmise vOimekus tugevam, mis viitab sellele, et biokilet monokultuurina mitte
tekitavad L. monocytogenes tiived voivad toostuse keskkonnas koostoimel teiste bakteritega
tekitada tugeva biokile, mis allub raskesti biotsiidi toimele ning vOib seetdttu sattuda

16pptootesse ja ohustada tarbijat (Carpentier & Chassaing, 2004).
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24 h 48 h

Listeriaceae 75 - 75 -
2
>
[=Ts]
& Lactobacillaceae 80 - 57 14 -
Pseudomonadaceae 75 17 . 67 25 .

%
Puudub Nérk H Keskmine W Tugev

Joonis 2. Erinevatesse sugukondadesse kuuluvate bakteritiivede biokile tekitamise voimekuse
osakaalud (%). Biokile tekke voimekus grupeeritud kristallvioleti varvingu optilise tiheduse
(OD 595 nm) alusel.

Sugukonda Yersiniaceae kuuluvate bakterite puhul esines vorreldes teiste sugukondadega kdige
rohkem tugevat biokilet parast 24 h inkubeerimist (50% tiivedest), kuid 48 h moddudes leiti
vaid keskmise tugevusega biokilet ning biokile puudumine oli suurenenud 50%-ni. Sugukonnas
esinevad tlived liigist S proteamaculans ja S. liquefaciens. Liigil S. proteamaculans on
tuvastatud varasemalt erinevate proteaaside tootmine, mis méngivad olulist rolli toidu
riknemise pdhjustamisel, patogeneesil ning biokile vabanemise faasis (Ramirez-Larrota &
Eckhard, 2022). Yersiniaceae sugukonna esindajate puhul vdib eeldada, et 48 h vanuses
kultuuris biokile vihenemine voib olla seotud proteaasidega, kuid vajab kinnitamiseks edasisi

katseid.

Sugukondadesse Erwiniaceae, Lactobacillaceae, Pseudomonadaceae, Micrococcaceae,
Enterobacteriaceae, Moraxellaceae ja Bacillaceae kuuluvate tiivede puhul selgus, et pikem
inkubatsiooniaeg soodustab biokile kasvu, kuna 48 h esines rohkem keskmise tugevusega ja
tugevat biokilet kui 24 h (Joonis 2). Antud sugukondadesse kuuluvate tiivede biokile tekitamise
voime uurimiseks oleks edaspidi tarvilik lisada 72 h ajapunkt kdesolevas uuringus leitud

ajafaktori moju kinnitamiseks.
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24 h 48 h

Staphylococcus aureus 100 100

Staphylococcus equorum 100 _
Staphylococcus hominis 38 _ 63 -
= Staphylococcus epidermidis = 33 33 - 33 17 _

Macrococcus spp.

Puudub Nork H Keskmine W Tugev

Joonis 3. Sugukonda Staphylococcaceae kuuluvate liikide biokile tekitamise vOimekuse
osakaalud (%) 24 ja 48 h jargsel inkubatsioonil. Biokile méddramine teostatud kristallviolet
virvinguga, optiline tihedus moddetud 595nm.

Sugukond Staphylococcaceae puhul 24 ja 48 h mooddudes ei esinenud biokile tugevuse
osakaaludes muutusi (Joonis 2). Joonis 3 annab iilevaate liikide vahelisest erinevusest biokile
tekkes. Macrococcus spp. ja S. saprophyticus liigid tekitasid tugeva biokile juba 24 h jooksul
ning 48 h jooksul biokile kasvas edasi. Liikidesse S.aureus, S. equourum, S. epidermidis ja S.
warneri kuuluvatel tiivedel esines 48 h jooksul biokile kiipsemine ning tugeva biokile osakaalu
protsent suurenes. S. hominis (n=2) puhul tuvastati, et biokile kiipses edasi ka 48 h, kuid
enamusel tiivedest (n=6) tdheldati 48 h biokile tugevuse vdahenemist. Liigi S. hominis tiivede
kohta on mérgatavalt vihem eelnevaid uuringuid vorreldes teiste Staphylococcus spp. liikidega,
kuid kuna tegemist on tdusva tdhtsusega nosokominaalse infektsiooni tekitajaga, siis huvi antud
liigi tiivede vastu on tdusnud. S. aureus ja S.epidermidis puhul on kinnitatud, et biokile
moodustamisel médngib votmerolli perekonna liikidel esinev poliisahhariidide intertsellulaarne
adhesiin, mida siinteesitakse ica operoni poolt kodeeritud enstitimide poolt, kuid liigi S. hominis
puhul on leitud, et ica operoni asemel reguleerivad biokile teket geenid, mis on mdjutatud
keskkonna faktorite poolt (nt gliikkoos, temperatuur, etanool) (Szczuka et al., 2015; Vuong et al.,
2004). See voib ka selgitada, miks selles uuringus S. ~ominis tiivede biokile kiipsemine toimus
erinevalt vorreldes liikidega S. aureus ja S. epidermidis ja miks esines ka erinevatest

toiduainetdostustest isoleeritud tiivedel erinev biokile moodustamise voimekus.



2.3.3 Tivede biokile tekitamise voimekus toiduainetdostuste kaupa

Biokile tekke vdimekust ja bakterite metaboolset aktiivsust biokiles uuriti toiduainetddstuse
kaupa. Statistiliselt olulised seosed on toodud vélja Joonisel 4. Biokile massi tekkes 24 h jarel
ei esinenud toiduainetodstuste vahel olulist erinevust, kuid metaboolse aktiivsuse osas 24 h
esinesid toostuste kaupa olulised erinevused. Korgeim metaboolne aktiivsus esines puu- ja
koogiviljatoostustest isoleeritud tiivedel. Puu- ja koogiviljatoostuste tiivedel esines koige
tugevamat biokile massi tootmist 48 h moddudes. Lisaks esines kdrget metaboolset aktiivsust
48 h moéodudes, mis viitab sellele, et 48 h toimus veel biokile kiipsemine. Biokile metaboolse
aktiivsuse muutust on varasemalt uuritud mudelorganismis P. aeruginosa. Lichtenber et al.,
(2022) leidsid, et mikroobirakkudes toimub biokile EPS tootmiseks metaboolse aktiivsuse
plahvatus, mis on reguleeritud signaalmolekuli c-di-GMP kaudu. Plahvatusele jargneb
metaboolselt madala aktiivsuse periood, mida seostatakse biokile moodustumisega ja rakkude

aktiivsuse vihenemisega.

Piimat6ostustest isoleeritud tlivedel oli mérgata biokile massi tousu 48 h, kuid metaboolne
aktiivsus oli langenud 48 h, mis viitab, et metaboolne plahvatus toimus uuritavatel tiivedel

varem ning 48 h esineb biokile kiipsemine ning metaboolselt madal periood.

Lihatoostustest isoleeritud tiivedel esines kdige madalamat biokile tekitamise vdoimekust 24 h
ja 48 h inkubatsiooni jérel vorreldes teiste toiduainetodstustega. Biokile bakterite metaboolne
aktiivsus oli uuritud tiivedel korgem vorreldes pagari- ja piimatdostustega. Leid voib viidata

bakterite aecglasemale biokile tootmisele ning vajab kinnitamiseks edasisi katseid.

Pagaritoostuses esines 24 h ja 48 h mooddudes biokile tootmist, kuid biokile bakterite
metaboolne aktiivsus 24 h ja 48 h moodudes oli koige madalam vorreldes teiste
toiduainetetdostustega. Seda leidu voib pohjendada biokiles olevate piisirakkude populatsiooni
hulk vai tiivede kohastumus pagaritodstuse keskkonna tingimustele. Antud leid vajab edasisi

uuringuid, et pdhjendada biokile bakterite metaboolse aktiivsuse madalaid véértusi.
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Joonis 4. Uuritavate bakteritiivede biokile massi (OD 595) ja biokile bakterite metaboolse

aktiivsuse (OD 500) vordlus 24h ja 48 h inkubatsioonil erinevate toiduainetddstuste tiivedel

Toiduainetoostustest isoleeritud tiivede biokile massi tootmisel 48 h ja biokile bakterite
metaboolses aktiivsuses 24 ja 48 wviltel olid olulised erinevused. See viitab, et
toiduainetddstusest sdltuvalt on tiivede metaboolne aktiivsus biokiles ja biokile kiipsemise aeg
erinev. Erinevus voib soltuda toiduainetddstuste vahelisest erinevusest liigilises koosluses ning

toorainest sOltuvalt toitainete varieeruvusest.
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2.3.4 Biotsiidi mdju biokile massile ja metaboolsele aktiivsusele

Kodige paremaid tulemusi 24 h ja 48 h kasvanud biokile massi vastu iile erinevate
toidukditlemise ettevotete sugukondade tiivede andis aluse- ja happepesu (Joonis 5).
Metaboolset aktiivsust vihendasid koik biotsiidid efektiivselt, esinesid vaid vidhesed erisused

biotsiidide vahel sugukonniti (Joonis 6).
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Joonis 5. 24 h ja 48 h kasvanud biokile massi (véirving kristallvioletiga, OD 595) muutus

erinevate biotsiidide korral vorreldes algse biokile massiga (positiivse kontrolliga).

Sugukondades Bacillaceae, Enterobacteriacae, Moraxellaceae, Staphylococcaceae ja
Yersiniaceae esineb mdodukat ja tugevat biokile massi, mis eemaldus kodige efektiivsemalt alus
ja happe tootluse jirel (Joonis 5). 73,5% etanooli ja P3Oxysan ZS toime biokile
eemaldamisvdime on madalam kui alus-happel ning on mdjutatud biokile vanusest. Biokile

bakterite metaboolset aktiivsust vidhendasid koik biotsiidid, kuid vidike osa rakkude
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populatsioonist jéi ellu parast 73,5 % etanooli ja P30xysan ZS toimet (Joonis 6). Tegemist vdib
olla piisirakkude populatsiooniga, mis toitainete kittesaadavusel on vdimelised taastama

biokile.

Sugukonnas Lactobacillaceae (n=10) olid 24 h inkubatsioonil jirel 8 tiive biokilet
mittetekitajad ning iiks tugev ja iiks keskmine biokile tekitaja liigist Lactiplantibacillus
plantarum. Nende kahe tiive 24 h kiipsenud biokiledele avaldasid kasutatud biotsiidid toimet
vihesel mééral, kuid nende tiivede biokile metaboolset aktiivsust vihendasid koik biotsiidid.
See viitab, et 24 h olid palju rakud planktoonilises staatuses ning allusid biotsiidi toimele. 48 h
kasvanud biokile massi oli rohkem ning seda eemaldas kdige halvemini 73,5 % etanool. Biokile

bakterite metaboolset aktiivsust mdjutasid koik biotsiidid samavéérselt.

Sugukond Yersiniaceae puhul esines tugevat biokilet juba 24 h moddudes, kuid metaboolne
aktiivsus biokile bakteritel oli 24 h vanusel biokilel viga madal, 24 h keskmine OD 500 oli
0,04. Selline olukord voib viidata piisirakkude populatsioonile, kus biokile bakterite
metaboolne aktiivsus on keskkonna tingimustest soltuvalt viidud madalale tasemele. 48 h
vanusel biokilel esines tugev bakterite metaboolne aktiivsus, kuid biokile massi hulk oli

vihenenud, mis voib viidata proteaaside tootmisele ja biokile eraldumise faasile.

Sugukonnal Pseudomonadaceae (n=12) tootis ndrka biokile massi 24 ja 48 h inkubatsiooni
jarel. Biotsiidi vihendasid efektiivselt nii 24 h, kui ka 48 h kasvanud biokile massi ning biokile
bakterite metaboolset aktiivsust (Joonis 5 ja Joonis 6). Biokile bakterite korge metaboolne
aktiivsus 48 h jérel tdhendab korget plaktooniliste rakkude populatsiooni, mis viitab, et biokile
on veel kiipsemise jdrgus ning edasistes uuringutes oleks vajalik pikendada inkubatsiooni aega
(Joonis 6). Planktooniliste rakkude korge hulga tottu olid biotsiidid efektiivsed metaboolse

aktiivsuse langetamisel.

Listeriaceae sugukonna tiivedel (n=4) esines 24 h jirgsel inkubatsioonil ndrk biokile, mis oli
metaboolselt korgema aktiivsusega kui 48 h kujunenud moddukas biokile (Joonis 6).
Metaboolselt korgema aktiivsusega biokile viitab, et biotsiidide vastu voib mikroob
potentsiaalselt kasutada effluks pumpasid. Listeria monocytogenes-el on kirjeldatud kahte
effluks-pumpa (MdrL ja Lde), mida on seostatud antimikroobse preparaadi

bensalkooniumkloriidi vastu tundlikkuse puudumisega (Romanova et al., 2006).
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Bacillaceae Enterobacteriaceae Moraxellaceae Micrococcaceae Staphylococcaceae
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Joonis 6. 24 h ja 48 h kasvanud biokile bakterite metaboolse aktiivsuse (virving TTC, OD 500)
muutus erinevate biotsiidide korral vorreldes algse biokile metaboolse aktiivsusega (positiivse
kontrolliga).

2.3.5 Biokile parameetrite ja biotsiidide vaheline korrelatsioon

Biotsiidide ja biokilet iseloomustavate parameetrite (24 h ja 48 h moddetud GC.A595,
GC.A500, GC.A600, S AS595, S A500) vaheliste seoste leidmiseks viidi ldbi
korrelatsioonanaliilis (Joonis 7). Biotsiidi mojutusest sdltumatute analiiliside puhul oli tugev
positiivne korrelatsioon 24 h ja 48 h kasvukontrollide vahel (1=0,72; p<0,001), mis viitab, et
bakterikultuuri kasv ajas muutus sarnaselt. Biokile massi ja metaboolse aktiivuse vahel oli 24
h (r=0,28; p<0,001) nork seos ja 48 h (r=0,44; p<0,001) keskmine seos. Biokile massi ja
metaboolse aktiivsuse vaheline nork seos vOib tuleneda bakteri liikide ja tiivede vahelisest

suurest varieeruvusest ja liigispetsiifilisest biokile kiipsemise diinaamikast.
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Tugev seos (r=0,80; p<0,001) leiti biokile massi kasvukontrolli (GC. A595) ja etanooliga
toodeldud biokile vahel (S. A595). See viitab, et et 73,5% etanooli toimet mdjutab enim biokile
paksus. P30xysanZS efektiivsuse ja biokilemassi vaheline seos oli tugev (r=0,75; p<0,001)
ning happe ja aluse puhul oli tegemist keskmise seosega (r=0,62; p<0,001). Seosed biokile

metaboolse aktiivsuse ja biotsiidide toime vahel aga puudusid voi olid norgad.
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Joonis 7. Spearmani korrelatsioon erinevate biotsiidide ning biokile massi ja biokile bakterite
metaboolset aktiivsust mojutavate faktorite kohta. GC.A595- kasvukontroll, kristallviolet
varvingu OD moddetud 595 nm; GC.A500- kasvukontroll, TTC virvingu OD moddetud 500
nm; GC.A600- kasvukontroll OD mdddetud 600 nm; S A595- biotsiidiga toddeldud proov,
kristallviolet varvingu OD moddetud 595 nm, S A500- biotsiidiga t6ddeldud proov, TTC
varvingu OD mooddetud 500 nm.

48 h kasvanud biokile massi ja P30xysanZS efektiivsuse vahel (r=0,81; p<0,001) esines tugev
seos ning keskmised seosed leiti 73,5% etanooli (r=0,67; p<0,001) ja aluse ja happe (1=0,65;
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p<0,05) tootlustel. 48 h biokile metaboolse aktiivsuse ja aluse ja happe efektiivsuse vaheline
seos puudus. 73,5% etanooli ja biokile bakterite metaboolse aktiivsuse vahel leiti ndrk seoas,
kuid see ei olnud statistiliselt oluline (r=0,25; p=0,205). P30xysanZS todtluse ja biokile

bakterite metaboolse aktiivsuse vahel leiti keskmine seos (r=0,39; p< p<0,001).

2.3.6 Isoleeritud bakteritiivede antibiootikumiresistentsus

Antibiootikumiresistentsuse tulemuste puhul arvutati resistentsuse, tundlikkuse ja tinglikult
tundlikkuse sagedused valitud sugukondades, kus tiivede arvukus oli vdhemalt 4. Tabelis 8 on
sugukonda kuuluvate tiivede tundlikkuse sagedused. Koige enam esines resistentsust
sugukondades Micrococcacea, Pseudomonadaceae, Listeriaceae, Enterobacteriaceae,
Staphylococcaceae, Yersiniaceae. Sugukonnas Bacillaceae esines kdige enam tinglikku
tundlikkust.

Micrococcaceae sugukonnas (n=16) tuvastati resistentsus Kocuria spp. tiivedel (K. salsicia, K.
rhizophila, K. carniphila) ja liigi M. luteus tiivedel trimetroprimi ja tsiprofloksatsiini vastu.
Trimetroprim inhibeerib dihiidrofoolhape reduktaasi ning seelébi takistab foolhappe siinteesi,
mis on vajalik DNA siinteesiks. Tsiprofloksatsiin on fluorokinoloon, mis inhibeerib DNA
gliraasi ja topoisomeraas IV ja takistab mikroobide DNA replikatsiooni. Varasemates
uuringutes on tuvastatud, et Micrococcaceae sugukonna liigid on pohjustanud baktereemiat,
endokardiiti, peritontiiti, naha ja pehmete kudede infektsioone. Tuvastatud on resistentsust
oksatsilliini, tsefasoliini, trimetroprimi, tsiprofloksatsiini ja norfloksatsiini vastu, mis kattub ka
selle t66 tulemustega (Purty et al., 2013; Varela et al., 2021).

Pseudomonadaceae sugukonna tiivedest (n=9) tuvastati resistentsus kahel tiivel
tsiprofloksatsiini vastu. Resistentsuse mehhanisme on uuritud kasutades mudelina liiki P.
aeruginosa. Uheks resistentsuse mehhanismiks on mutatsioonid DNA griiaasi ja topoisomeraas
IV alaiihikuid kodeerivates geenides, mis pohjustab sihtmérkmolekulide struktuuri muutust ja
vihendab nende afiinsust tsiprofloksatsiini suhtes. Tulemusena védheneb tsiprofloksatsiini
efektiivsus DNA replikatsiooni ja transkriptsiooni inhibeerimisel, mis viib bakterite
resistentsusele selle antibiootikumi suhtes. Teine mehhanism on seotud effluks-pumpade
ekspressiooni tdusuga, mille abil véhendatakse antibiootikumi kontsentratsiooni rakus

(Rehman et al., 2019).

Listeriaceae sugukonda (n=4) kuulus kaks B. thermosphacta tiive, mis kuulub lihatoodete SSO

bakterite gruppi. Uuritud tiivedel esines resistentsus tetratsiikliinile ja klindamiitsiinile.

Varasemad uuringud on tuvastanud B. thermosphacta tiivedel plasmiidist tetratsiikliini
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resistentsusgeene. Genoomi uuringud on néidanud, et B. thermosphacta omab mitmeid effluks
pumpasid, mis sarnanevad L. monocytogenes-e omadega See viitab iihele voimalikule

antibiootikumi- ja biotsiidiresistentsus mehhanismidele (Stanborough et al., 2017).

Enterobacteriaceae sugukonnas (n=16) tuvastati 8 tiivel resistentsus ampitsilliini ja iihel tiivel
(E. bugandensis) resistentsus trimetroprimi ja klooramfenikooli vastu. Ampitsilliini resistentsus
on mikroobidel seotud ensiilim beeta-laktamaasi tootmisega, mis tagab resistentsuse beeta-
laktaamantibiootikumide suhtes. E. bugandensis on laia loodusliku reservuaariga, korgelt
patogeenne mikroob, mida on seostatud neonataalse sepsise, nosokominaalsete infektsioonide
ning baktereemiaga immuunpuudulikkusega patsientidel. Liigil E. bugandensis on tuvastatud
multiresistentsust nii keskkonnast kui ka haiglast isoleeritud tiivedel (Matteoli et al., 2020; Pati
etal., 2018).

Tabel 8. Antibiootikumiresistentsuse sagedustabel erinevate sugukondade 15ikes. Paksus kirjas
on vilja toodud koige korgemad resistentsuse ja tinglikult tundlikkuse osakaalud (%).

Sugukond Tiivede R osakaal I osakaal S osakaal
arv

Staphylococcaceae 25 10 0 90
Bacillaceae 24 9 19 72
Moraxellaceae 20 6 0 94
Enterobacteriaceae 16 11 0 89
Micrococcaceae 16 17 0 83
Lactobacillaceae 11 3 1 96
Pseudomonadaceae 9 15 0 85
Yersiniaceae 6 10 0 90
Erwiniaceae 4 0 0 100
Listeriaceae 4 11 0 89

R — resistentne (resistant); 1 — tinglikult tundlik (intermediate); S — tundlik (susceptible)

Staphylococcaceae sugukonnas (n=25) isoleeriti multiresistentne tiivi S. saprophyticus
(resistentsus 10 antibiootikumi suhtes). Lisaks multiresistentsusele moodustas tiivi tugevat
biokilet, mis allus ainult osaliselt biotsiidi to6tlusele. Ainult happe ja alusega to6tlus oli
voimeline biokile bakterite metaboolset aktiivsust vahendama. S. saprophyticus on looduses ja
elusolendite mikrobiootas leiduv bakter, mis pohjustab 10-20% uroinfektsioonidest noortel
naistel. Hashemzadeh et al., (2021) uurisid uroinfektsiooni pdhjustanud S. saprophyticus
isolaate ning tuvastasid, et multiresistentsed tiived olid tugevamad biokile tekitajad, mis langeb
kokku kéesoleva magistritoo tulemusega. Lisaks Kliinilistele isolaatidele leidub liiki S.
saprophyticus piimatoodetes, puu- ja koogivilja toodetes, lihatoodetes ning on leitud, et

toidumaatriksist parinevad tiived on voimelised kanduma iile inimesele ning lisaks on tiived
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voimelised kanduma inimeselt-inimesele. Tugev biokile tekitamine tagab hea koloniseerimise
voimekuse nii toiduainetdoostustes kui ka inimese limaskestadel. Biokile loob ka vdimaluse
tiivede levikuks erinevate ,,One Health “sektorite ehk inimtervise, loomatervise, toidutootmise

ja keskkonna vahel (Lawal et al., 2021).

Staphylococcaceae sugukonnas kuuel tiivel esines eriitromiitsiini suhtes resistentsus ning viiel
tivel penitsilliini vastu resistentsus. Viiel tiivel esines resistentsust vdhemalt kahe

antibiootikumi vastu ning kahel tiivel rohkem kui kahe antibiootikumi vastu.

Yersiniaceae sugukonnas (n=6) esines resistentsust kolmel tiivel: kahel R. aquatilis tiivel
ampitsiliini suhtes ja iihel E. americana tiivel esines resistentsus tsiprofloksatsiini vastu. R.
aquatilis on veest ja mullast sagedasti isoleeritud bakter ning tiks domineerivatest bakteritest
puu- ja koogiviljade pinnal, mida on seostatud toodete riknemisega. Norgenenud
immuunsiisteemiga inimestel ning enneaegsetelt vastsiindinutel on kirjeldatud R. aquatilis
poolt pdhjustatud infektsioone. Bakteri genoomist on tuvastatud 291 eeldatavat
resistentsusgeeni, sealhulgas ka beeta-laktamaasi geenid ning selle tulenevalt esineb paljudel
selle liigi tiivedel resistentsust ampitsilliini jt., antibiootikumide suhtes (Kuzdan et al., 2015;
Ragaert et al., 2007; Roeder et al., 2021; Wang et al., 2023).

Bacillaceae sugukonnas (n=24) esines resistentsust tiheksal uuritud tiivel ning tinglikult
resistentsust esines 23 tiivel tsiprofloksatsiini suhtes. Kolm tlive olid resistentsed
eriitromiitsiinile, kolm tiive klindamiitsiinile, kaks tiive klindamiitsiinile ja eriitromiitsiinile ning

tiks tiivi oli resistentne tsiprofloksatsiini suhtes.

Ule kdigi analiiiisitud tiivede (n=152) esines resistentsust kdige enam rifampitsiini,
trimetroprimi, tsiprofloksatsiini, penitsilliini, eriitomiitsiini, tsiprofloksatsiini, ampitsiliini ja
klindamiitsiini suhtes (Tabel 9). WHO (2024) juhendmaterjalis on vélja toodud, et rifampitsiin,
tsiprofloksatsiin ja eriitromiitsiin on kriitilise olulisusega antibiootikumid ning trimetroprim,
penitsilliin, ampitsilliin ja klindamiitsiin on korge tdhtsusega antibiootikumid inimravis ja

veterinaarmeditsiinis.

Rifampitsiin on kliiniliselt oluline antibiootikum Mycobacterium tuberculosis raviks ning
kindlatel ndidustustel kasutusel veterinaarmeditsiinis mastiidi raviks. Resistentsetest tiivedest
(n=18) 15-¢l esines resistentsus rohkem kui iihe antibiootikumi vastu. Resistentsus esines 11
Lactobacillaceae sugukonda kuuluval tiivel. Varasemalt on tuvastatud, et Lactobacillaceae
tiived on rifampitsiini vastu tundlikud ning resistentseid tiivesid on leitud vdhem. Tiivede

resistentsusmehhanisme tuleks pdhjalikumalt edasi uurida, et teha kindlaks, mis teel on tiivede
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resistentsus kujunenud ning kas esinevad voimalikud AMR iilekandeteed (Campedelli et al.,

2019; World Health Organization, 2024).

Tabel 9. Uuritud tiivede (n=152) antibiootikumiresistentsuse osakaalud (%), kdige suuremad
resistentsuse osakaalud on toodud paksus kirjas.

Antibiootikum Tiivede arv | R osakaal I osakaal S osakaal
Gentamiitsiin 84 0 0 100
Kanamiitsiin 38 3 0 97
Streptomiitsiin 10 0 0 100
Neomiitsiin 6 0 0 100
Tetratsiikliin 78 13 0 87
Ertitromiitsiin 64 19 0 81
Klindamiitsiin 87 18 0 82
Klooramfenikool 41 2 0 98
Ampitsilliin 80 18 0 83
Penitsilliin 51 20 0 80
Vankomiitsiin 81 9 0 91
Kinupristiin-dalfopristiin 28 4 0 96
Linesoliid 91 3 0 97
Trimetoprim 90 23 0 77
Tsiprofloksatsiin 149 19 17 63
Rifampitsiin 63 29 0 71

R — resistentne (resistant); 1 — tinglikult tundlik (intermediate); S — tundlik (susceptible)

Tiivede antibiootikumiresistentsuse sagedused grupeeriti toiduainetdodstuste kaupa, et
tuvastada, kas toorainest sdltuvalt oli erinevusi resistentsuse sagedustes (Tabel 10). Kdige enam
esines AMR-1 puu- ja koogiviljatoodetest isoleeritud tiivedel. Selles to0stuses esines ka
multiresistentne S. saprophyticus, mis grupi R sagedust mérgatavalt tdstis. Piimatoodete grupis
esines kaks multiresistentset tiive Microbacterium paraoxydans (resistentsus 7 antibiootikumi
suhtes) ja Brachybacterium nesterenkovii (resistentsus 5 antibiootikumi suhtes).

Tabel 10. Uuritud tiivede (n=152) antibiootikumiresistentsuse osakaalud (%) toiduainetddstuste
kaupa, kdige suuremad resistentsuse osakaalud on toodud paksus kirjas.

Toiduainetoostused Tiivede arv | R osakaal I osakaal S osakaal
Piimatooted 55 14 2 84
Lihatooted 32 11 1 83
Pagaritooted 42 11 3 82
Puu- ja koogiviljatooted 23 20 4 81

R — resistentne (resistant); 1 — tinglikult tundlik (intermediate); S — tundlik (susceptible)

Antibiootikumiresistentsuse olemasolu toiduainetdostuses leiduvatel SSO ja oportunistlikel
patogeenidel (E.bugandensis, S. saprophyticus, R. aquatilis, E. americana, Kocuria spp.) on

oluline leid, kuna mikroobide poolt tekitatud segakultuuri biokiledes vdib esineda
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resistentsusgeenide lilekanne. Resistentsuse levik on probleemiks toiduseoseliste patogeenide
puhul. Resistentsete bakterite poolt pohjustatud toiduseoseliste infektsioonide haigusperiood on
pikem, majanduslikult kulukam ning kaasuvate haiguste korral raskema kuluga. Teine
probleemkoht on resistentsusgeenide iilekanne oportunistlikele patogeenidele, mis ohustavad
norgenenud immuunsiisteemiga populatsiooni. AMR oportunistlike patogeenide poolt

pohjustatud infektsioonide korral on haiguse kulg raskem ning suremuse risk kdrgem (Larsson
& Flach, 2022).

Antud t60 puuduseks on, et tehnilistel pdhjustel uuritavatel tiivedel ei méiératud
tsefalosporiinide tundlikkust. Tsefalosporiinid kuuluvad samuti kriitiliste antibiootikumide
hulka ning edasistes uuringutes tasuks lisada tsefalosporiinid valitud sugukondade bakterite

resistentuse mairamiseks.

2.3.7 Tivede biokile tekitamise ja antibiootikumiresistentsuse vahelised seosed

Uuritud tiived grupeeriti kolme klassi MAR indeksist ldhtuvalt. Joonisel 8 on toodud biokile
massi jaotus 48 h méddudes (OD 595 nm) erinevate MAR indeksi védrtuste pdhjal iile koigi
uuritud tiivede (n=152). Joonis 8 niitab biokile massi mediaani, kvartiilidevahemikku ja
voimalikke erindeid kolmes erinevas MAR indeksi rithmas. Tulemused viitavad sellele, et
biokile mass on suurim ja varieeruvam tugeva resistentsuse klassis vorreldes méoduka ja
puuduva resistentsuse klassiga.

Sugukondadel Staphylococcacae, Bacillaceae, Moraxellacace tiivede 48 h biokile massi ja
biokile metaboolse aktiivsuse vahel ei leitud statistiliselt olulisi seoseid. Toiduainetdostuste
kaupa ei leitud olulist seost 48 h kasvanud biokile bakterite metaboolse aktiivsuse ja MAR
indeksite klasside vahel (p=0,158). Toiduainetddstuse kaupa esinesid statistiliselt olulised
erinevused 48 h biokile massi ja resistentsuse puudmise (p=0,029) vahel ning 48 h biokile massi

ja tugeva resistentsuse (p=0,035) vahel (Joonis 9).
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Joonis 8. Biokile massi (OD 595) jaotus 48 h moodudes erinevate MAR (Multiple Antibiotic
Resistance) indeksi vaartuste klassides.

Tugevama resistentsuse korral on puu- ja kodgiviljatodstuse ning piimatddstuse bakterite
biokile mass suurem kui liha- ja pagaritdostuste tiivedel. See viitab sellele, et nende toiduainete
bakterite antibiootikumiresistentsus soodustab tugevama biokile teket. Eriti selgelt oli seda
seost ndha puu-ja kdogivilja toostuses, kus tugeva resistentsuse klassis vorreldes teiste MAR-i
klassidega, tekitasid bakterid mérgatavalt suuremat kogust biokile massi. Sellest tulenevalt oli
48 h kasvanud biokile massi ja MAR-i vaheline seos puu-ja koogiviljatodstuses statistiliselt
oluline (p=0,017). Kdik MAR indeksite klassid olid puu-ja kodgiviljatoostustes tliksteisest
oluliselt erinevad.

See viitab, et biokile massi tekkis rohkem tlivedel, kellel esines tugev
antibiootikumiresistentsus ja tiivedel kellel puudus antibiootikumiresistentsus. Koigist
toostustest oli kdige kdrgem biokile mass ning biokile bakterite metaboolne aktiivsus 48 h puu-
ja koogiviljatoostuses (Joonis 4). See vOib olla mojutatud tdodstuses domineerivatest
sugukondadest Bacillaceae ja Staphylococcacae (Tabel 7).

Tulemused viitavad sellele, et antibiootikumiresistentsus voib mdjutada bakterite voimet
moodustada biokilesid toiduainetdostuses. Toiduainetdostustest isoleeritud bakterite erinev
biokile massi ja bakterite metaboolne aktiivsuse tuleneb todstuste spetsiifiliselt keskkonnast,
mida mojutavad fiilisikalised temperatuur, to0stuse pinnad) ja keemilised (toitainete

kattesaadavus, niiskus, veeaktiivsus, pH tase) tegurid.
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Joonis 9. Toiduainetetodstuste 48 h kasvanud biokile massi (OD 595) vordlus antibiootikumi
resistentsuste klassisiseselt.
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3 KOKKUVOTE

Bakterite voime moodustada biokilet annab neile eelise jidda ellu toitainete vaeses keskkonnas
ning suurendab tdendosust jddda ellu parast biotsiididega t66tlust. Varasemate uuringute fookus
on olnud toiduseoseliste patogeenide uurimisel, kuid sageli on toiduainetodstuste peamisteks
probleemkohtadeks hoopis tooOstuste spetsiifilised saastumist pdhjustavad bakterid. Lisaks
mingib biokile mangib olulist rolli antibiootikumiresistentsuse levikus, luues sobiva keskkonna

resistentsusgeenide iilekandeks biokiles olevate bakterite vahel.

Lahtuvalt uuringu eesmaérgist selgitati vilja erinevates Eesti toiduainetddstustes enam levinud
ning toote kvaliteeti mojutanud bakterid. Selgus, et lisaks toote kvaliteeti mdjutavatele
bakteritele leidub todstustes oportunistlike patogeene E. bugandensis, S. saprophyticus, R.
aquatilis, E. americana, Kocuria spp). Erinevate toiduainetdostuste vordlemisel selgus, et
toOstuse tooraine erinevusest sdltub mikroobikooslused. Puu- ja kdogviljatodstustest isoleeritud
tiived olid vOimelised tootma kdige tugevamat metaboolselt aktiivsetest rakkudest koosnevat
biokilet. Ettevdtete ja sugukondade kaupa erinesid tiivede biokile tootmise ning biokile
moodustanud bakterirakkude metaboolse aktiivsuse tulemused. See annab alust arvata bakteri

algne isoleerimise keskkond mojutab tema biokile tootmise vdimekust.

Erinevate biotsiidide vordluses osutus koige efektiivsemaks biokile eemaldamises ja
metaboolse aktiivsuse vdhendamises aluse ja happe tootlus. 73,5 % etanool ja P30Oxysan ZS
olid efektiivsed kiill bakterite metaboolse aktiivsuse vastu, kuid biokile massi eemaldasid
osaliselt. Magistritdos selgus, et 73,5% etanooli ja P30xysanZS biokile eemaldamise toimet
mojutab enim biokile massi hulka. See viitab, et need biotsiidid on tShusad vdiksema massiga
biokile vastu. Alust ja hapet ning P3Oxysan ZS kasutatakse suurtddstustes CIP
pesuprogrammides, kuid selgus, et tugevama biokile puhul P30Oxysan XS toime on ainult
osaline. 73,5% etanooli kasutatakse enamasti pindade desinfitseerimiseks, kuid tugeva biokile

eemaldamiseks pindadelt ei ole see biotsiid piisav.

Antibiootikumiresistentsust ~ tuvastati  toiduainetdostustest  isoleeritud  oportunistlikel
patogeenidel, mis ohustavad ndrgenenud immuunsiisteemiga tarbijate populatsiooni. Lisaks
leiti multiresistentseid oportunistlikke patogeene ning toidu kvaliteeti mojutavaid baktereid.
Toiduainetoostuste biokiled loovad keskkonna resistentsusgeenide levikuks ning toetavad
multiresistentsete mikroobide viljakujunemist toidukiitlemise keskkonnas. Magistritéos

selgus, et biokile massi teket soodustab konkreetse tlive resistentsus kolme voi rohkema

43



antibiootikumi  suhtes ja/véi  resistentsuse puudumine. See vOib  viidata, et
antibiootikumiresistentsuse mehhanismid ja biokile tekke mehhanismid vdivad olla omavahel

seotud ning vajavad tdpsemat uurimist.
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The biofilm-forming ability of bacteria circulating in the food industries, their antibiotic
sensitivity, and the sensitivity of biofilms to biocides

Liina Kuus

SUMMARY

In the food industries, biofilms pose significant challenges in maintaining cleanliness and
ensuring product safety. Biofilms are complex microbial communities that adhere to surfaces,
forming a protective matrix of extracellular polymeric substances. These structures can develop
on various surfaces within food processing facilities, including equipment, pipelines, and
storage containers. Biofilms significantly contribute to the spread of antibiotic resistance by

creating an environment conducive to the transfer of resistance genes among bacteria.

Bacteria strains were isolated rom the production environment of 8 representatives of the dairy,
meat, bakery fruit and vegetable industries. Bacterial strains were selected based on their
frequency and ability to cause product quality problems. The purpose of this study was to
evaluate the biofilm-forming ability of the bacteria isolated from food industries and the
effectiveness of possible biofilm elimination strategies. Another objective was to determine
antibiotic resistance and explore the connection between antibiotic resistance and biofilm-

forming ability.

In addition to bacteria that affect product quality, opportunistic pathogens such as E.
bugandensis, S. saprophyticus, R. aquatilis, E. americana, and Kocuria spp. were identified. A
comparison across different food industries revealed that microbial communities are influenced
by the type of raw material used. Strains isolated from fruit and vegetable industries were found
to produce the most robust biofilms composed of metabolically active cells. The results
indicated that both biofilm production and the metabolic activity of biofilm-forming bacterial
cells varied by company and genus, suggesting that the bacteria's original isolation environment

influences their biofilm-forming capabilities.

In this study three different biocides (73,5% ethanol, 0,3% P30Ozysan ZS, 1,5% NaOH and 1,5
% HNO3) treatments were tested against 24 h and 48 h matured biofilms. Alkaline and acidic
treatments were the most effective in removing biofilms and reducing metabolic activity. While
73.5% ethanol and P30Oxysan ZS were effective against bacterial metabolic activity, they only
partially removed the biofilm mass. The thesis revealed that the effectiveness of 73.5% ethanol
and P3Oxysan ZS in biofilm removal is most influenced by the amount of biofilm mass. This
indicates that these biocides are effective against biofilms with a smaller mass. Alkaline and

acidic treatments, as well as P30xysan ZS, are used in CIP (clean-in-place) washing programs
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in large industries, but it was found that for stronger biofilms, P30xysan ZS's effect is only
partial. In this thesis is was found that 73.5% ethanol is not sufficient for removing strong

biofilms from surfaces.

Antibiotic resistance was identified in opportunistic pathogens isolated from food industries,
posing a risk to consumers with weakened immune systems. Additionally, multi-resistant
opportunistic pathogens and bacteria affecting food quality were found. Biofilms in food
industries create an environment conducive to the spread of resistance genes and support the
development of multi-resistant microbes in food handling environments. The study revealed
that biofilm mass formation is facilitated by specific strains' resistance to three or more
antibiotics and/or the absence of resistance. This suggests a potential relationship between the

mechanisms of antibiotic resistance and biofilm formation, warranting further investigation.
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