Powstawanie biofilmu w warunkach przemy.

Cz. 1. Mechanizm formowania biofilmu i jego struktura.
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Co to jest biofilm?

Biofilmy to ztozone struktury biologiczne tworzgce sie w postaci hydrozelu na prawie
kazdej powierzchni i na réznego typu materiatach, pod warunkiem, ze sg one w ciagtym
kontakcie z wode. Najczesciej jest to dynamiczny kompleks zagregowanych drobnoustrojéw,
oblepionych pewnego rodzaju szlamem (Rys.1). Biofilm skiada sie z wielu gatunkéw bakterii i
pierwotnych organizméw (archea), zyjacych w granicach matrycy, powstatej z wydzielanych

poza komorke polimerycznych substanciji (extracellular polymeric substances, EPS).

Rys. 1. Bakterie Legionella pneumophila (a) uwiezione w wytworzonym szlamie (15 —
85%) (b) i (c) [Courtesy of Flemming].

Zasadniczo biofilm moze uksztattowaé sie na dowolnej powierzchni, wystawionej na
dziatanie bakterii i dostatecznej ilosci wody. Raz ,zakotwiczone” na podtozu statym
drobnoustroje formujg biofilm i wywotujg rozliczne szkodliwe reakcje w otaczajacym srodowisku
[Rogers i in.,1994b; Little & lee, 2007]. Biofilm tworzy sie réwniez, gdy bakterie przylegajg do

powierzchni pozostajgcych na state pod woda. | w tym przypadku drobnoustroje zaczynajg



wydziela¢ lepka, jak klej substancje, ktora przytwierdza je do réznych materiatéw takich, jak
metale, plastik, czastki ziemi, drewno, czy tkaniny.

Biofilm mogg ksztattowa¢ pojedyncze gatunki drobnoustrojow (np. monokultury
Legionella sp.), jednak najczesciej w sktad hydrozelu wchodzi wiele rodzajow mikroorganizmow,
a ponadto fragmenty organiczne, pochodzace z zywych komérek oraz produkty korozji.
Elementy te stanowig swoisty, ztozony ekosystem [MacDonald & Brf3zel, 2000; Little & Lee,
2007].

Struktura biofilmu

Biofilm charakteryzuje sie heterogeniczng strukturg, genetyczng roéznorodnoscia,

ztozonymi interakcjami w populacji drobnoustrojow i pozakomdrkowg matryca polimerycznych
substancji (EPS).

Rys. 2. Bakterie Legionella pneumophila (A), egzystujgce w biofilmie, powigzane
zewnatrzkomdrkowg substancjg polimeryczng, EPS (B).

EPS jest wiec mieszanine réznych polimerow, zawierajgca, m.in. polisacharydy, biatka,
fosfolipidy i kwasy nukleinowe, wzajemnie powigzane. Niezaleznie od zmiennych elementow
organicznych, pochodzacych z mikroorganizméw, EPS stanowi wazng frakcje biofilmu (Rys. 2),
bardzo zréznicowang pod wzgledem genezy i wlasciwosci fizyko-chemicznych,

identyfikowanych u réznych mikroorganizmow specyficznymi lektynami.



Niektore z wielocukrowcow biofilmu majg charakter obojetny, inne zas, jak w przypadku
Gram-ujemnych bakterii Legionella pneumophila czy Pseudomonas aeruginosa, sa
polianionami, wykazujacymi niezwykig tatwosé¢ w taczeniu sie z kationami wapnia (Ca™) i
magnezu (Mg*?), tworzac zreby matrycy biofilmu (np. egzopolisacharyd alginianu, produkowany
przez Pseudomonas aeruginosa). W przypadku bakterii Gram-dodatnich, np. Staphylococcus
sp., sktad chemiczny EPS jest wyraznie inny, anizeli u bakterii Gram-ujemnych i powduje, ze te
polisacharydy majg przewaznie charakter kationowy [Geesey i in., 2000; Little & Lee, 2007].

Generalnie, EPS sg wysoce uwodnione, poniewaz w ich strukture wbudowana jest duza
liczba czasteczek wody, dzieki wigzaniom wodorowym. Wiekszos¢ typdw EPS ma charakter
zaréwno hydrofilny, jak i hydrofobowy. Produkcja EPS uzalezniona jest od sktadnikow
odzywczych w $rodowisku ,kolonizowanym”. Spowolniony wzrost bakterii oraz nadmiar
substratu z dostepnym zrédiem wegla, limitowanie azotu, potasu i fosforanéw sprzyja syntezie
EPS [Little & Lee, 2007].

W érodowisku o tzw. duzej sile $cinajagcej (turbulentne przeptywy) biofilm przybiera
postaé rozciggnietych paskéw, roziozonych w cienkiej warstwie, wzdtuz powierzchni
przylegania. Natomiast w $srodowiskach wodnych o niskim przeptywie, biofilm tworzy swojg

mase w postaci ,grzyba” (,mushroom-like”) (Rys. 3).

Aglomerat komorek

Rys. 3. Diagram przedstawia zréznicowang strukture biofilmu: z pilami, porami i formami
w postaci grzyba oraz sposob komunikacji miedzy komdrkami w strukturze

matrycy EPS.



Wydzielane przez bakterie pewne zwigzki chemiczne o niskim ciezarze czasteczkowym
(podobne do cytokin), sygnalizujg osiggniecie krytycznego progu gestosci biofilmu. Ponadto
stwierdzono, ze wiekszos¢ typow biofilmu ma rézne pory i wodne kanaty, rozprowadzajace
substancje odzywcze, tlen oraz wyzej wymienione czasteczki sygnalne (jako rodzaj informaciji
komérkowych). Dystrybucja tych substancji odbywa sie w sposéb kontrolwany przez komorki
bakterii i niekiedy limitowany.

Obecnie do przyzyciowego (in situ) oszacowania struktury biofilmu, stosuje sie
nowoczesng technike mikroskopowa z uzyciem laserowego mikroskopu skanningowego
(confocal laser scanning microscopy), tzw. technike widma Raman. Proces optycznych
obserwacji poprzedzony jest skomplikowanym barwieniem komponentéw biofilmu, poniewaz
biofilm tworzy mieszanina réznych polimeréw, tj. wspomnianych wyzej polisacharydéw, biatek i
kwasow nukleinowych [Jgrgensen i in., 2003]. Autorzy techniki przekonujga, ze ,Raman
Mikroskopia” to obiecujgce narzedzie w analizie biofilméw.

Mechanizm powstawania biofilmu jako ekosystemu

Formowanie biofilmu na dogodnych powierzchniach inicjujg tylko niektére bakterie,
wigzgc sie wstepnie stabymi (odwracalnymi) wigzaniami van der Waalsa z powierzchnig

materiatu, pozostajaca w permanentnym kontakcie z woda (Rys. 4).

Rys. 4. A. — Formowanie mikrokolonii z Acinetobacter w biofilmie. B. — Dwa rodzaje
biofilmu: z Acinetobacter (DNA, kolor czerwony) i z Pseudomonas putida (kolor
zielony) [Jargensen i in., 2003].

Jesli przylegajgce bakterie nie zostang natychmiast usuniete, mogg ,zakotwiczy¢” sie na

state przy pomocy elementéw komérkowych umozliwiajgcych adhezje, znanych jako pile. Ci



pierwsi .kolonisci” utatwiajg aglomeracje innym bakteriom dzieki rozmaitym mozliwosciom
wzajemnego wigzania sie oraz stwarzajg zreby matrycy EPS, nadajacej biofimom okreslong
strukture. Zasadniczo matryca jest do§¢ mocna, a w kilku przypadkach stwierdzono, ze dzieki
niej i pewnym zwigazkom mineralnym (np. Ca*?, Mg*?) caty biofilm moze przybieraé postaé nieco
skamieniatg. Pozostate bakterie tgczg sie z ,protoplastami” biofilmu, badz bezposrednio z
matryca [Geesey i in., 2000].

Caly proces formowania ,dojrzetego” biofilmu zawiera sie w czterech stadiach [Little &
Lee, 2007] (Rys. 5):

1. wstepna, odwracalna adhezja do powierzchni statej (initial attachment),

2. sekrecja EPS i nieodwracalna adhezja na powierzchni materiatu (attachment),

3. kolonizacja bakterii i ich wzrost oraz powiekszania objeto$ci biofilmu
(colonization),

4. proces dojrzewania biofilmu i powstawanie mikrokolonii.

Cykl tworzenia biofilmu zamyka piate stadium, tj. $mieré komoérek i dyspersja

pojedynczych komérek do planktonu, a nastepnie rozpoczecie nowego cyklu zyciowego.

Rys. 5. Formowanie biofilmu na powierzchniach statych, zanurzonych w wodzie. Biofilm
w ksztafcie ,grzyba” (,mashroom-like”) [Lewandowski i in., Montana State

University — Bozeman, 1996, internet].



U wiekszosci bakterii, w wyniku rozpoczetej kolonizacji, objetos¢ biofilmu rosnie za
sprawg intensywnych podziatbw komorkowych, a jego grubos¢ (np. 30 pm tylko dla
Pseudomonas aeruginosa jako monokultury lub 40 pm w koegzystencji z Klebsiella
pneumoniae) jest efektem wieku biofilmu i iloSci gatunkéw wystepujacych mikroorganizmow.

Z reguty komorki bakterii na powierzchni biofilmu sa inne, anizeli komérki z gtebi matrycy
[Anderl i in., 2000; Danese i in., 2000; Elasril i in., 2000; van der Kooij i in., 2005]. Interesujace
byto stwierdzenie pewnej cechy fenotypowej, objawiajacej sie podwyzszong wirulentnoscig
bakterii lezgcych wewnatrz biofilmu. Zachowanie osadzonych wewnatrz matrycy komoérek
zmienia sie wraz z gruboscig biofilmu. Zewnetrzne komorki, niezaleznie od wieku biofilmu,
upodabniajg sie do miodych form i sg metabolicznie aktywne oraz duze, a ponadto dzielg sie,
powiekszajgac grubos¢ struktury hydrozelu. Komoérki wewnatrz biofilmu z powodu ograniczonego
dostepu do tlenu i substratéw, sa mniejsze, rosng wolniej (lub wcale), pozostajgc w stanie
uspienia, a aktywaciji ulegajg wowczas, gdy komoérki z zewnetrznych warstwach sg zabite.

W $rodowisku o tzw. duzej sile $cinajacej, wynikajacej z turbulentnego przeptywu, biofilm
przybiera posta¢ rozciggnietych paskéw, roztozonych w cienkiej warstwie wzdtuz powierzchni
przylegania. Natomiast w srodowiskach wodnych o niskim przeptywie, biofilm tworzy swojg

mase w postaci ,grzyba” (,mushroom-like”) (Rys. 5i 6).

Aglomerat komorek

Rys. 6. Diagram przedstawia zréznicowang strukture biofilmu: z pilami, porami i formami
w postaci grzyba oraz sposob komunikacji miedzy komdrkami w strukturze

matrycy EPS.



Wydzielane przez bakterie pewne zwigzki chemiczne o niskim ciezarze czasteczkowym
(podobne do cytokin), sygnalizujg osiggniecie krytycznego progu gestosci biofilmu. Ponadto
stwierdzono, ze wiekszos¢ typow biofilmu ma rézne pory i wodne kanaty, rozprowadzajace
substancje odzywcze, tlen oraz wyzej wymienione czasteczki sygnalne (jako rodzaj informaciji
komérkowych). Dystrybucja tych substancji odbywa sie w sposéb kontrolwany przez komorki
bakterii i niekiedy limitowany.

Pewng korzyscig dla bakterii jest ochronne dziatanie biofilmu i zwiekszona tym samym
odpornos¢ mikroorganizmow na detergenty i antybiotyki. Biofilm to wazna forma i sposob na
przezycie dla wielu komoérek bakteryjnych, ostania je bowiem przed zabdjczymi dla bakterii
toksynami, fagocytami, bakteriocydami i czynnikami fizyko-chemicznymi. Generalnie biofilm jest
znacznie oporniejszy na srodki odkazajace, anizeli plankton. Chlorowanie biofilmu zwykle nie
przynosi zamierzonego efektu, poniewaz $rodek bakteriobdjczy zabija jedynie bakterie lezace w
zewnetrznyej warstwie biofilmu. Bakterie schowane w wewnetrznych granicach biofilmu
pozostajg zywe i mogg dalej rozmnazac sie. Powtérne uzycie czynnikow bakteriobdjczych moze
tylko spowodowac opornosc¢ tych bakterii na biocydy [Song & Kinney, 2000].

Sadzi sie, ze ok. 90% populacji mikroorganizméw wchodzi w skfad biofilmu, a ich
réznorodnos¢ i zmiennos¢ determinujg warunki fizyko-chemiczne s$rodowiska wodnego, fj.
temperatura, pH, ilos¢ i rodzaj substratéw, dostep do tlenu, parametry fizyczne powierzchni
adhezyjnych oraz ich wyeksponowanie na turblencje przeptywu.

Z punktu widzenia przemystu, ochrony srodowiska i zdrowia ludzkiego, do najbardziej
niebezpiecznych gatunkéw bakterii biofilmu, nalezy =zaliczy¢ Legionella pneumophila,
Escherichia coli (pateczki okreznicy, w tym EHEC), Campylobacter sp., Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp., Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium sp. i
Salmonella sp. Bakterie te moga skolonizowa¢ powierzchnie materialowe, prowadzac do
formowania gestego $luzu jako biofilmu, chronigcego formy patogenne przed zewnetrznym

fizycznym stresem, chemicznymi inhibitorami i Srodkami dezynfekujacymi.



Powstawanie biofilmu w warunkach przemystowych.

Cz. 2. Zagrozenia bakteriami Legionella pneumophila.
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Metody likwidacji biofilmu

Konwencjonalne metody zabijania bakterii zasiedlajagcych biofilm, uzycie antybiotykow,
czy typowa dezynfekcja chlorem, sg czesto nieefektywne. Ogromne dawki srodkéw
przeciwbakteryjnych, stosowane celem zinaktywowania biofiimu sg dla $rodowiska wysoce
niepozadane (i by¢é moze niedozwolone przez obowigzujace regulacje), a w przemysle oraz w
medycynie - niepraktyczne i szkodliwe dla zdrowia ludzkiego.

Jednym ze skutecznych sposobow likwidacji bofilmu jest metoda kombinowana, fj.
wstepne mechaniczne rozbicie hydrozelu (co przedstawia ponizszy rysunek, Rys. 1), a
nastepnie chemiczna, badz termiczna inaktywacja (powyzej 70°C, przez co najmniej 2 minuty)
odstonietych pojedynczych komérek bakterii w planktonie.

I:-.'lll
N

Rys. 1. Mechaniczne rozbicie biofilmu w nastepstwie czego nastepuje dyspersja biofilmu i

powr6t bakterii do planktonu [Lewandowski i in., Montana State University —
Bozeman, internet].



Opracowanie nowych strategii likwidacji biofilmu, opartych na lepszym zrozumieniu
procesu tworzenia sie biofilmu jest pilng potrzebg dla wielu przemystéw w celu ograniczenia
strat. Stad niezbedne jest monitorowanie srodowisk o szczegdélnym potencjale zagrozenia, np.

przemystowe wody w wiezach chiodniczych [Turetgen & Cotuk, 2007].

Lokalizacja biofilmu

Wystepowanie biofilméw w przyrodzie jest bardzo popularne z uwagi na zasiedlajace
bakterie i ich zdolnosci do aglomeraciji.

W sSrodowisku przemystowym biofilmy moga rozwinaé sie na wewnetrznych stronach rur
(Rys. 2, 3) i prowadzi¢ do zatoréw oraz korozji, a bakterie beztlenowe, ktére redukujg siarczany
do siarkowodoru przyczyniajg sie do perforacji materiatu sieci wodnej. Z kolei bakterie tlenowe

sg odpowiedzialne za korozje oksydacyjng metali.

Rys. 2. Tworzenie sie biofilmu po wewnetrznej stronie rur w instalacji wodnej. A. Schemat

wnetrza rury. B. Przekrdj poprzeczny rury z formujgcym sie biofilmem.



Rys. 3. Obraz wewnetrzny rury z cyrkulujgcq cieptq wodg. Zdjecia wnetrza skorodowanej
i obtozonej biofilmem rury z systemu doprowadzajgcego cieptq wode (Photo: A.
Salek).

Biofilmy moga utrudni¢ réwniez utrzymanie higieny w obiektach uzytku publicznego, jak
w hotelach, szpitalach, w placéwkach fizykoterapeutycznych, w zaktadach zywienia zbiorowego,
w przemysle spozywczym oraz w warunkach domowych. Pojawianie sie biofiiméw w sposob
niekontrolowany, o przypadkowym, patogennym sktadzie, powoduje ogromne negatywne skutki,
godzace w ochrone srodowiska, w bezpieczenstwo pacjentéw (infekcje w szpitalach) i zdrowie
ludzkie. Ponadto mikrobiologiczne biofilmy, tworzace sie na powierzchniach réznych materiatéw
i urzadzen, powodujg szkody w wyposazeniach, aparaturze, niszczg wytwarzane produkty,

wywotujg straty energii, co w konsekwencji kosztuje miliardy Euro rocznie.

Problematyka biofilmu w browarnictwie

Skazenia mikroorganizmami sg przedmiotem statego zainteresowania w przemysle
spozywczym. Wiekszosc¢ zaktadow produkcyjnych boryka sig z problemem biofilmu w
urzadzeniach przemystowych, jak w systemach chtodniczych i wymiany ciepta, w sieci
dostarczajacej wode technologiczng oraz w ciggu kanalizacyjnym.

W browarach réwniez istnieje ryzyko infekcji drobnoustrojami w koncowym produkcie,
jakim jest piwo, chociaz skazenia mikrobiologiczne dotyczg tylko pewnej grupy bakterii, odporne;j
na niskie pH (3.8 - 4.7), na obecnos¢ gorzkich lupulin pochodzacych z chmielu (w przyblizeniu
17-55 mg iso-a-kwasow/l) i na pewng zawarto$¢ etanolu (0 - 8% wi/v). Dlatego tez ilosé

mikroorganizmow psujacych piwo i wytwarzajacych biofilm - jest ograniczona do kilku rodzajéw,



jak Lactobacillus brevis, L. Lindnerii, Pediococcus damnosus, czy beztlenowiec Pectintus sp.
[Timke in., 2004a; Timke, 2004b; Timke i in., 2005].

Interrelacje tych mikroorganizméw z pozostatymi drobnoustrojami w biofilmie wspierajg
warunki acidofilne i beztlenowe, wytworzone przez proces technologiczny produkcji piwa.
Bakterie pochodzace z zepsutego piwa sg bardzo wrazliwe na ciepto, srodki dezynfekujgce i
wilgotnosc¢ srodowiska wzrostu, stad przy zyciu utrzymuja sie tylko dzieki aglomeracji w biofilmie
z formami oporniejszymi na ww. czynniki [Timke i in., 2004a; Timke, 2004b; Timke i in., 2005].

Panujgca w browarze wilgotnos¢ i ciggty kontakt sprzetu z woda, sprzyja osadzaniu sie
szlamu i biofilmu. Za kolonizacje wilgotnych powierzchni w browarnictwie odpowiedzialne sg
przede wszystkim bakterie z gatunku Acetobacter pasteurianus i Gluconobacter frateurii.
Ponadto wszechobecny jest szlam, zalegajay szczegdlnie pewnego rodzaju nisze w instalacjach
produkcyjnych, w ktéorym rowijajg sie bakterie jelitowe, jak Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae i inne.

Nastepnie, osadzajg sie rozne drozdze, m.in. Rhodotorula oraz pateczki bakterii
mlelowych. Uprzednio zakwaszone przez bakterie octowe $rodowisko kolonizacji sprzyja
acidofilnym bakteriom mlekowym. Bakterie octowe i drozdze wyczerpujg tlen i stwarzajg warunki
beztlenowe w szlamie. Obecnos¢ mleczanu, ktory powstaje w wyniku rozwoju bakterii kwasu
mlekowego, umozliwia kolonizacje mikroorganizmoéw beztlenowych, psujacych piwo, jak
Pectinatus spp. i Megasphaera sp. Piwo i jego piana sg same w sobie doskonatg pozywkg dla
drobnoustrojéw, stad biofilmy w browarnictwie sg siedliskiem mikroorganizmoéw psujacych
gotowy produkt.

Infekcja piwa podczas procesu produkcyjnego jest zdefiniowana jako podstawowe
zanieczyszczenie [Timke i in., 2004a; Timke i in., 2005]. Zakazenie catego =zaktadu
drobnoustrojami z uformowanego, dojrzatego biofilmu jest szybkie, a ich przedostanie sie do
butelek powoduje tzw. drugorzedne zanieczyszczenie, ktére ma miejsce podczas butelkowania
w rozlewni piwa. Sa dwie zasadnicze strategie, by unikngé mikrobiologicznego
zanieczyszczenia: jest to pasteryzacja piwa oraz konserwacja i odkazanie aparatury.

W rozlewni piwa na wielu urzgdzeniach tworzy sie brunatny skamieniaty osad, lub
potptynny szlam, zawierajgcy najczesciej bakterie Pediococcus i Acetobacter.

Niezmiernie waznym w przemysle, rowniez w browarnictwie, jest problem osadzania sie
biofilmu, znacznie inkrustowanego kamieniem, na urzadzeniach chtodniczych i wymiennikach

ciepfa, szczegodlnie z cyrkulacjg wody (Rys. 4).



Rys. 4. Twardy, skamieniaty biofilm w systemie chtodniczym (A) oraz na wymieniaczach
ciepta (B).

Rys. 5. Biofilm w rurach przemystowych, inkrustowany zwigzkami minaralnymi, jak wapn,

mangan lub magnez.



Rys. 6. Rodzaje biofilmu na kratkach przeptywowych w instalacji wodno-kanalizacyjnej.

W biofilmie, utworzonym w warunkach, zaréwno przemystowych, jak i domowych, obok
niechorobotwérczych gatunkow bakterii, np. Pseudomonas sp., moga pojawi¢ sie bakterie
Legionella pneumophila (réznych grup serologicznych) odpowiedzialne za chorobe zwang

legionelloza [Murga i in., 2001].

Stymulatory i inhibitory procesu tworzenia biofilmu

Problematyka wspomnianych wyzej bakterii Pseudomonas aeruginosa i Legionella
pneumophila (Rys. 7), szczegolnych patogendw, pojawia sie nie tylko w osrodkach uzytecznosci
publicznej (baseny, hotele, szpitale, sanatoria) lecz réwniez w zakladach przemystu

Spozywczego.




Serogrupa 1 Serogrupa 1 Serogrupa 2-18

Rys. 7. Legionella pneumophila serogrupa 1 na podtozu slektywnym GVPC (a), na
czarnym filtrze celulozowo-octanowym i pozywce GVPC (b) i L. pneumophila
serogrupy 2-15 réwniez na czarnym filrze celulozowo-octanowym umieszczonym
na pozywce GVPC [Photo: A. Salek].

W browarnictwie, z zagadnieniem bakterii Legionella spotka¢ sie mozna wowczas, gdy
klasyczny proces technologiczny poddany jest modernizacji wg nowych trendéw, np. podczas
suplementacji brzeczek zwigzkami mineralnymi. Ponadto jakosé¢ i sktad chemiczny wadd
technologicznych (stezenie elektrolitéw, jondw nieorganicznych, TOC i pH) w duzej mierze
warunkuje potencjat zagrozenia bakteriami Legionella i pateczkami jelitowymi. Wynika to z faktu
specyficznych zapotrzebowan i wtasciwosci fizjologicznych w.w. bakterii na zwigzki mineralne,
szczegolnie na te, ktére sg interesujace z punktu widzenia technologii piwowarstwa (Cu*?, Zn*?,
Fe®).

Wiadomo, ze bakterie Legionella pneumophila i inne bakterie Gram-ujemne sa wrazliwe
na zwigzki chelatujgace (np. EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid czy cytrynian), powszechnie
stosowane przy sanizacji objektow zakazonych tymi mikroorganizmami. Na tej podstawie
stwierdzono, ze szczegdlnie Legionella pneumophila do aktywnego wzrostu i metabolizmu
potrzebuje wiasnie tych metali, ktére sg wigzane przez EDTA. Wyjatkowo wazne dla
prawidtowego metabolizmu bakterii Legionella jest zelazo, cynk, mangan i miedz. Metale te
wchodzg w sktad trzech klas metalo-enzyméw, dysmutazy nadtlenkowej (SOD, superoxide
dismutase, FeSOD, MnSOD, CuZnSOD), ostaniajgcych komoérke przed ujemnymi efektami
nadtlenku wodoru, katalazy, peroksydazy i innych oksydantéw ze srodowiska [John & Steiman,
1996; Reeves i in., 1981; Sadosky i in., 1994;Yaradou i in., 2007].

Istnieje wiec ryzyko, ze zbyt duza zawartos¢ zelaza w wodzie technologicznej moze
sprzyja¢ rozwojowi bakterii Legionella pneumophila i tworzeniu sie biofilmu w instalacjach
systemu wodnego browaru. Ponadto suplementacja brzeczek jonami Zn*?, czy Cu* réwniez
wspiera system enzymatyczny dysmutaz, ochraniajgc bakterie Legionella pneumophila, poprzez
aktywnos¢ SOD, przed wolnymi rodnikami.

Jony Zn*? niezaleznie od bioaktywnosci w dysmutazach, odgrywajg wazng role w
mechanizmie adsorbcji bakterii Legionella do powierzchni innych mikroorganizméw,
rozwijajacych sie w biofilmie, co jest zwigzane z systemem receptorowym Legionella
pneumophila i wzmozona, w wyniku podwyzszonej koncentracji jondw cynku, zdolnoscig

adhezyjng do innych komorek.



W przeciwienstwie do jonéw cynku miedz sama w sobie, jako metal, jest doskonatym
inhibitorem wzrostu bakterii Legionella pneumophila i innych patogendéw, co jest waznym
aspektem w browarach, gdyz do dzi$ wiele z nich jest wyposazone w urzadzenia, m.in. kadzie,

ktérych gtéwnym materiatem jest miedz.

Regulacje prawne

Od szeregu lat, w Niemczech, gdzie analityka wody jest priorytetem, obecnos¢ bakterii
Legionella pneumophila, zasiedlajacych istalacje wdd technologicznych w przemysle
spozywczym, systemy doprowadzajgce wode do picia (miejskie i prywatne), oraz objekty
uzytecznosci publicznej (np. baseny, termy, urzadzenia do fizykoterapii w sanatoriach, itp.),
powierzchnie urzadzen chtodniczych (gtdwnie w przemysle) sg Scisle kontrolowane, tj. objete
obligatoryjnymi badaniami (wg okreslonych metod, podanych w ISO normach), w specjalnie
akredytowanych laboratoriach, a dozwolona ilos¢ bakterii regulujg ustawamy i wewenetrzne oraz
europejskie zarzadzenia (VDI, DVGW, TrinkwVO 2001).

Wykrycie ponadnormatywnej liczby bakterii Legionella pneumophila (szczegblnie z grupy
serologicznej 1, najbardziej agresywnej w swojej patogennosci) pocigga za sobg obowigzek
informowania odpowiednich urzedéw, odpowiedzialnych za bezpieczenstwo zdrowia obywateli
(m.in. landowe ministerstwa ds. konsumentéw) przez zarzadcéw objektéw uzytku publicznego.
Konsekwencjg skazen jest nakaz dezynfekcji sieci wodnej przez specjalne, certyfikowane stuzby
techniczne. Tok postepowania ujety jest w regulacjach ogolno-federalnych oraz w systemie
HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) i nalezy do tzw. Hygiene Monitoring srodowiska

miejskiego (przemystowego, publicznego) oraz naturalnego [TUretgen & Cotuk, 2007].

Perspektywy badan nad biofilmem i materiatami do instalacji

Pewnym praktycznym sposobem likwidacji biofilmu jest opracowanie specjalnych
materiatdw do budowy instalacji wodnych (lub do innych ptynéw technologicznych), np. powtok
nano-polimerowych, ktére uniemozliwiajg osadzanie sie biofiimu na powierzchniach rur i

urzadzen, pozostajacych w ciggtym kontakcie z woda (Rys. 8).



Rys. 8. Diagram przedstawia model formowania sie biofilmu na materiatach do budowy
instalacji: a). Instalacja z materiatu naturalnego, tradycyjnego, na ktérym osadza
sie biofilm trudny do usuniecia, b. instalacjia z materiatu bioaktywnego (np.z
nano-polimeréw), na ktérym osadzanie sie biofilmu jest praktycznie niemozliwe, a
bakterie sq zawracane do planktonu, gdzie podlegaja inhibicji, np. przez
powszechnie stosowane Srodki odkazajgce, czy antybiotyki [Lewandowski i in.,

Montana State University — Bozeman, 1996, internet].

Dotychczas stosowang metodg ograniczania rozwoju bakterii, a w zwigzku z tym,
formowanie sie biofilmu na przemystowych powierzchniach, byto stosowanie materiatéw o
dziataniu inhibitujgcym rozwdoj mikroorganizmow (instalacje ze stali kwasoodpronej lub z duzg
domieszkg miedzi [Rogers in., 1994a i 1994b]).
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Streszczenie

Biofilm to kompleks zaglomerowanych mikroorgnizmoéw, rosngcych na statych podtozach,
pozostajgcych w permanentnym kontakcie ze srodowiskiem wodnym. Biofilm sktada sie z wielu gatunkéw
bakterii (w tym Legionella pneumophila) oraz pierwotnych organizméw (archea), zyjacych w granicach
matrycy wydzielanych pozakomodrkowych substancji polimerycznych (EPS, extracellular polymeric
substances), jak wielocukry, biatka i kwasy nukleinowe. Matryca polimerowa chroni drobnoustroje i utatwia
komunikacje pomiedzy nimi dzieki kanatom wodnym, ktére usprawniajg dystrybucje substancji
odzywczych i czasteczek sygnalnych.

Biofilm charakteryzuje sie heterogeniczng strukturalng, genetyczng réznorodnoscig, ztozonymi
interakcjami w populacji i pozakomérkowg matryca polimerycznych substanciji. Ksztalttowanie sie biofilmu
jest przyktadem dynamicznego rozwoju wielokomérkowego systemu mikroorganizméw, takich, jak
Legionella pneumophila, Eschrichia coli, Pseudomonas sp., Lactobacillus sp., Gluconobacter sp.,
Pectinatus sp., Pediococcus sp.i Mycobacterium sp.




