Powstawanie biofilmu w warunkach przemystowych.

Cz. 3. Zagrozenia bakteriami Legionella pneumophila.
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Bakterie Legionella pneumophila

Problematyka wspomnianych wyzej bakterii Legionella pneumophila, szczegdlinych
patogenéw, pojawia sie nie tylko w osrodkach uzytecznosci publicznej (baseny, hotele, szpitale,
sanatoria) lecz rowniez w zaktadach przemystu spozywczego.

Legionella to bakterie tlenowe, gram-ujemne, niesporulujace, ruchliwe, o dtugosci 2-5 ym
(Rys. 1), wystepujace pod postacig kilkudziesieciu (ponad 40 ) gatunkéw, przy czym najbardziej
patogenng jest Legionella pneumophila grupy serologicznej 1 (sposrod 15 grup sorologicznych).

Rys. 1. Bakterie Legionella sp.: A. — Zdjecie spod mikroskopu elektronowego, B. —
Ekosystem z bakteriami Legionella.

Mofologicznie kolonie bakterii Legionella pneumophila sa bardzo zréznicowane, zaleznie

od grupy serologicznej (Rys. 2). Wszystkie gatunki Legionella wymagajag do wzrostu



mikroaerofilnych warunkéw, wilgoci oraz specyficznych podtéz, wzbogaconych m. in. w jony

zelaza i aminokwasy, jak cysteine i glicyna.

Serogrupa 1 Serogrupa 1 Serogrupa 2-15

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

Bakterie Legionella wystepuja w wodach powierzchniowych i w ziemi, w naturalnych
zbiornikach stodkowodnych, jak réwniez w wodach zasolonych (morskich). Etiologia choroby
legionelloza wywodzi sie od zmasowanego zachorowania zotnierzy z Legionéw wojsk
amerykanskich, stacjonujacych w Filadelfii (182 sposrod 4000) i Smierci 29 legionistow,
wywotanej w 1976 roku przez nieznane mikroorganizmy, od ktérych pochodzi nazwa
wyizolowane] bakterii — Legionella. Bakterie te atakowaly goérne drogi oddechowe (objawy
podobne, jak przy zapaleniu ptuc) i tak, jak przy grypie, powodowaty wysokg temperature,
odwodnienie organizmu, a w przypadkach ostabionego systemu immunologicznego (15-20%) —

Smierc.



Czas inkubacji bakterii Legionella pneumophila (grupy serologicznej 1) wynosi 2 — 10 dni.
W Niemczech rocznie notuje sie 6.000 — 10.000 zachorowan i ok. 1000 — 2000 przypadkow
Smiertelnych.

Jedynym sposréd antybiotykéw, ktéry jest w stanie zapobiec rozwojowi choroby i
Smiertelnym zejSciom to erythromycyna Ilub z nowszych wersji: azythromycyna oraz
fluorchinoliny.

Zrédtem infekcji bakteriami Legionella pneumophila jest rozpylona ciepta woda w postaci
aerozolu, gdyz optimum temperatury dla tych mikroorganizméw wynosi 35 — 45°C. Stad
wszelkiego rodzaju cyrkujujace wilgotne powietrze w urzadzeniach klimatyzacyjnych oraz ciepte
opary z aparatow do inhalacyji, czy z réznego rodzaju natryskow, ociekaczy, systemow
chtodniczych - stanowi zagrozenie i mozliwos¢ transportu bakterii do organizmu ludzkiego w
czasie oddychania.

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 wdd
technologicznych (stezenie elektrolitéw, jonédw 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, ktdre sg interesujace z punktu widzenia technologii piwowarstwa (Cu*?, Zn*?,
Fe®).

Wiadomo, ze bakterie Legionella pneumophila i inne bakterie Gram-ujemne sa wrazliwe
na zwigzki chelatujgce (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 skiad trzech klas metalo-enzymoéw, 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 zawarto$¢ 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, odgrywaja wazng role w
mechanizmie adsorbcji bakterii Legionella do powierzchni innych mikroorganizméw,
rozwijajacych sie w biofilmie, co jest zwigzane z systemem receptorowym Legionella
pneumophila i wzmozong, w wyniku podwyZzszonej koncentracji jondw cynku, zdolno$cig
adhezyjng do innych komoérek.

W przeciwienstwie do jondw cynku miedZz 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.

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 cigglym kontakcie z woda (Rys. 3).
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Rys. 3. 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. instalacja 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 $rodki odkazajgce, czy antybiotyki [Lewandowski i in.,

Montana State University — Bozeman, 1996, internet].

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

Regulacje prawne

Od szeregu lat, w Niemczech, gdzie analityka wody jest priorytetem, obecnos¢ bakterii
Legionella pneumophila, zasiedlajgcych instalacje wod 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 (gtdownie w przemysle) sg scisle kontrolowane, tj. objete
obligatoryjnymi badaniami (wg okreslonych metod, podanych w ISO normach), w
akredytowanych laboratoriach (wg ISO 17025). Dozwolona ilo$¢ bakterii regulujg ustawamy oraz
europejskie i wewenetrzne zarzgdzenia (np. 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. konsumentow). Konsekwencjg skazen jest nakaz dezynfekcji
sieci wodnej przez specjalne, certyfikowane stuzby techniczne. Tok postepowania ujety jest w
regulacjach ogdlno-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].
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