Powstawanie biofilmu w warunkach przemystowych.

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 uksztattowal sie na dowolnej powierzchni, wystawionej na
dziatanie bakterii i dostatecznej ilosci wody. Raz ,zakotwiczone” na podiozu statym
drobnoustroje formujg biofilm i wywotujg rozliczne szkodliwe reakcje w otaczajacym srodowisku
[Rogers i in.,1994; 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 $rodowisku 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 mikroskopowg 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 pigte stadium, tj. $mieré komoérek i dyspersja

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

Typowy biofilm produkowez

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 komérki bakterii na powierzchni biofilmu sg 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.
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Streszczenie

Biofilm to kompleks zaglomerowanych mikroorgnizméw, rosnacych na statych poditozach,
pozostajgacych w permanentnym kontakcie ze srodowiskiem wodnym. Biofilm sktada sie z wielu gatunkow
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, ktdére usprawniajg dystrybucje substanciji
odzywczych i czasteczek sygnalnych.

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




