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Biofilmy to ztozone, wielokomorkowe
struktury drobnoustrojow,
otoczone warstwg sluzu,

wykazujace adhezje
do powierzchni biologicznych i abiotycznych.

Shi i Zhu, 2009; Czaczyk i Wojciechowska, 2003



Cechy biofilmu:
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* Wysoce heterogenne sSrodowisko

Rysunek 1. Zr6znicowanie aktywnosci metabolicznej w obrebie biofilmu
[http.//bioinfo.mol.uj.edu.pl/articles/Buchala05]



Etapy powstawania biofilmu:

1. Adhezja odwracalna pojedynczych komorek do powierzchni;
Adhezja nieodwracalna komorek;

Tworzenie mikrokolonii;
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Roznicowanie sie osiadte] populacji bakterii 1 utworzenie
dojrzatej formy biofilmu;

5. Migracja komorek.

Libudzisz, 2008; Berthold, 2007, Czaczyk, 2004



1. Adhezja odwracalna

v' Odlegtos¢ miedzy komoérka, a podtozem 150 nm

v’ Fizyczne oddziatywania, tj. sity hydrodynamiczne, sity
termodynamiczne (ruchy Browna), dyfuzja, grawitacja,
sity Van der Waalsa, elektrostatyczny tadunek
powierzchni, ruchliwos¢ samych komorek

Rys. 2. Formowanie biofilmu na
powierzchniach statych
w warunkach statycznych
[http.//biology.binghamton.
edu/davies/research.htm|




2. Adhezja nieodwracalna

v Odlegtos¢ miedzy komoérka, a podtozem — 3 nm

v' Chemiczne intereakcje, tj. wigzania wodorowe oraz
tworzenie par | kompleksow jonowych (wigzania
kowalencyjne typu wegiel-wegiel)

v Wzmozona synteza i wydzielanie zewnatrzkomorkowych
biopolimerow (EPS — extracellular polymeric substances)

Rys. 2. Formowanie biofilmu na
powierzchniach statych
w warunkach statycznych
[http://biology.binghamton.
edu/davies/research.htm]




3. Tworzenie mikrokolonii

v Indukcja i supresja poszczegolnych gendw
v Ekspresja odpowiednich cech genotypowych

v' Wzmozona synteza i wydzielanie zewnatrzkomorkowych
biopolimerow (EPS — extracellular polymeric substances)

Rys. 2. Formowanie biofilmu na
powierzchniach statych
w warunkach statycznych
[http://biology.binghamton.
edu/davies/research.htm]




4. Dojrzewanie biofilmu

v Intensywne namnazanie sie komorek

v' Wytwarzanie glikokaliksu, tj. otoczki sktadajgcej sie
z reszt polisacharydowych glikolipidow i glikoproteidow
wchodzacych w sktad bton komorkowych

v Adsorbcja substancji mineralnych, ZWigzkow
organicznych oraz komorek innych drobnoustrojow do
struktury glikokaliksu

Rys. 2. Formowanie biofilmu na
powierzchniach statych
w warunkach statycznych
[http://biology.binghamton.
edu/davies/research.htm]




5. Migracja komorek

v' Osiggniecie przez btone biologiczng, tzw. krytycznej
grubosci

v Migracja komoérek z peryferycznych czesci dojrzatego
biofilmu do otaczajgcego srodowiska

v Proces kolonizacji nowych miejsc/ptaszczyzn

Rys. 2. Formowanie biofilmu na
powierzchniach statych
w warunkach statycznych
[http://biology.binghamton.
edu/davies/research.htm]
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Czynniki warunkujace tworzenie biofilmow:

. Wydzielanie przez drobnoustroje zewnatrzkomorkowych
biopolimerow (EPS — extracellular polymeric substances);

Hydrofobowos¢/hydrofilowosc¢ ptaszczyzn i komorek;
Rodzaj i charakter powierzchni;
Czynniki srodowiskowe;

Obecnos¢ innych mikroorganizméw.

Mohammed i wsp., 2006; Czaczyk, 2005; Midelet i Carpentier, 2004
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ZEWNATRZKOMORKOWE BIOPOLIMERY
biatka, polisacharydy, kwasy nukleinowe, fosfolipidy

e e 8

Polisacharydy Biatka

niska koncentracja sktadnikow odzywczych w srodowisku wzrostu

akumulacja na powierzchni komorki v uwolnienie do roztworu — utworzenie warstwy
w postaci sluzu lub wydzielanie do podtoza kondycjonujacej

wypetnianie pustych przestrzeni miedzy v" wzrost koncentracji biatek — | etap adhezji

komoérkami mikroorganizmow ok L o ;
J v’ sekrecja biatek in situ — nasilenie adhezji

zabezpieczanie komorek stabilne ,zakotwiczenie” komorek
przed destrukcyjnym dziataniem do powierzchni docelowe;
osmotycznych | oksydatywnych
czynnikow, w tym Srodkow
dezynfekcyjnych

v adsorbcja na powierzchni zwigzkdw
toksycznych i zapobieganie ich dyfuz,i
do cytoplazmy



Hydrofobowosc¢/hydrofilowos¢

1. Pfaszczyzny docelowe

Ptaszczyzny wysoce hydrofobowe lub wykazujgce dodatni tadunek
powierzchniowy sg z reguty lepie] zasiedlane przez mikroorganizmy niz
ptaszczyzny o hydrofilowym charakterze | natadowane ujemnie.

Zaleznos$c¢ ta determinowana jest obecnoscig wolnych grup funkcyjnych
(gtownie COO-, OH, NH? oraz O¢") w strukturze zewnetrznych membran
drobnoustrojow.

Hydrofobowe powierzchnie abiotyczne:

v" Polichlorek winylu (PCV)
v Polietylen tetraftalenu (PET)
v Hydrofobowe regiony powierzchni stali nierdzewnej



v' korzystne warunki srodowiska - hydrofilowos$c

v' niekorzystne warunki Srodowiska - hydrofobowos¢

Hydrofobowosc¢/hydrofilowos¢

2. Sciana komorkowa drobnoustrojéw

Powierzchnia wiekszosci bakterii natadowana jest ujemnie, a wiele
struktur powierzchniowych, biatek czy lipidow, podnosi |ej
hydrofobowosc¢. Silne wtasciwosci hydrofobowe powierzchni wptywajg
na autoagregacje komorek bakteryjnych i oznaczajg wyzszy stopien
przywieralnosci do hydrofilnych powierzchni.

Wtasciwosci powierzchniowe bakterii sg procesem
dynamicznym, zaleznym od warunkow hodowli

Rys. 3. Listeria monocytogenes



Rodzaj i charakter powierzchni

Hipoteza 1

Wraz ze wzrostem chropowatosci powierzchni zwieksza sie adhezja
drobnoustrojow

Hipoteza 2

Brak korelacji pomiedzy nieregularnosciami powierzchni, a zdolnoscig
bakterii do adhezji — wielkos¢ komdrek mikroorganizmow

Hipoteza 3

Tworzenie Dbiofilmow determinowane jest hydrodynamikg catego
uktadu, tj. w srodowiskach nienarazonych na stresy hydrodynamiczne
nie ma roznic w adhezji w zaleznosci od porowatosci



Rodzaj i charakter powierzchni

W wiekszosci badan wykazano jednak, ze porowatosc¢, obecnosc¢ na
powierzchni zarysowan i skaz sprzyja tworzeniu sie biofilmow, {j.

adhezji komorek o szczegolnie matych rozmiarach.

Materialy, na ktorych najczesciej stwierdza sie obecnosc biofilmow:
v Drewno

v’ Szkia

v’ Stal nierdzewna i inne metale

v Tworzywa sztuczne: polipropylen, polistyren, teflon, silikon, guma



Czynniki srodowiskowe

1. Sktadniki odzywcze

v Zrodia cukru

Determinacja powstawania mikrokolonii komorek na powierzchniach
| nadanie biofilmom trojwymiarowej struktury.

v Zrédta wegla

Determinacja syntezy pozakomorkowych substancji, scalajgcych
mikrokolonie biofilmu | stabilizujgcych mechaniczng strukture bton
biologicznych.

v Zrodia azotu

Synteza zewnatrzkomorkowych biatek ksztattujgcych hydrofobowy
charakter powierzchni komorek i powierzchni abiotycznej.



Czynniki srodowiskowe

Sktadniki odzywcze

Jony metali

Wptyw na funkcje odzywcze, transportowe 1 enzymatyczne
w komorkach mikroorganizmow, co moze w sposob posredni
wptywac na tworzenie biofilmu lub ksztattowaC jego strukture
| wtasciwoscl.

Sktadniki mineralne

Udziat w procesie biosyntezy egzopolisacharyddow, jak rowniez
wzmocnienie struktury glikokaliksu.



Czynniki srodowiskowe

2. Odczyn podtoza hodowlanego

Wysokie pH (>10) lub niskie pH (<2-3) — skuteczne inhibitory
wzrostu komorek i syntezy substancji EPS u wiekszosci bakterii
saprofitycznych | patogennych.

3. Temperatura

W niskich temperaturach powierzchnia mikroorganizmow wykazuje
wysoce hydrofobowy charakter, co zwigzane jest z syntezg przez
komorki specyficznych biatek szoku termicznego (ang. cold shock
protein), co sprzyja procesom adhezji.



Obecnos¢ innych mikroorganizmow

Niektére mikroorganizmy nie przyczepiajg sie do powierzchni jezeli
wystepujg w monokulturach, ale w hodowlach mieszanych obserwuje

sie znaczacg ich adhezje.

Obecnos¢ w srodowisku populacji mieszanych moze przyspieszac
proces adhezji, jak rowniez powodowac przyczepianie sie komorek

patogennych, ktére same nie posiadajg takich uzdolnien



Biofilmy — zagrozenie w wielu gateziach gospodarki
1. Praktyka medyczna

v’ Zakazenia u pacjentéw

przyrzady, wykonane z materiatow syntetycznych, tj. cewniki, dreny,
protezy stawowe, soczewki kontaktowe, zespolenia naczyniowe

v"  Rozprzestrzenianie sie chorob zakaznych
adhezja bakterii chorobotworczych do powierzchni statych

v Powstawanie ptytki nazebnej, prochnicy i paradontozy

adhezja drobnoustrojéw do powierzchni zebdéw



2. Przemyst spozywczy

/

Produkt

v Zmiany organoleptyczne
v Przyczyna psucia

v Rezerwuar bakterii
chorobotwoérczych

e &

Ekonomia

v Ograniczenie przeptywu medidéw
v" Utrudniona wymiana ciepta

v Wozrost tarcia na elementach
ruchomych

v Awaria urzadzen



2. Przemyst spozywczy

W skali przemystowe] tematyka dotyczgca tworzenia i skutkow
obecnosci biofilmu zostata szczegotowo opisana w przemysle
mleczarskim, miesnym i rybnym.

Biofilm realnym zagrozeniem dla jakosci, w tym bezpieczenstwa
produktow finalnych

v Gunduz G.T., Tuncel G.: Biofilm formation in an ice cream plant.
Antonie Van Leeuwenhoek 2006, 89, 329-336

Badania prowadzone w skali przemystowe] podczas produkcji lodow
wykazaty, ze w sktad biofiimu mogg wchodzi¢ zarowno bakterie
gramdodatnie z rodzaju Staphylococcus sp., Bacillus sp., Listeria sp.,
Streptococcus  sp., Leuconostoc sp. i  Pediococcus sp.,
jak | gramujemne z rodziny Enterobacteriaceae, tj.. Proteus,
Enterobacter, Citrobacter, Shigella, Escherichia.



2. Przemyst spozywczy

v"  Sharma M. and Anand S.K.: Biofiims evaluation as an essential
component of HAACP for food/dairy processing industry — a case.
Food Control 2002, 13, 469-477

Biofilm obecny w aparaturze stosowanej w przemysle mleczarskim
moze by¢ zroznicowany gatunkowo i zawieraé Bacillus cereus,
Escherichia coli, Shigella sp. i Staphylococcus aureus.

v’ Giffel M.C., Beumer R.R., Granum P.E., Rombouts F.M.: Isolation
and characterization of Bacillus cereus from pasteurized milk in
household refrigerators in the Netherlands. International Journal of
Food Microbiology 1997, 34, 307-318

Adhezja spor Bacillus cereus do powierzchni stali nierdzewnej
wymiennika ciepta stosowanego w przemysle mleczarskim,
namnazanie | tworzenie biofilmu.



Opornosc¢ biofilmow na czynniki antymikrobiologiczne:

1. Wytwarzanie ochronnej warstwy sluzu;
Zmniejszenie aktywnosci metabolicznej;
Zmiany zachodzace na poziomie molekularnym;

Procesy chemicznego komunikowania;
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Zespoty zwigzkow biatkowych.

Czaczyk i Myszka, 2007; Szczotko, 2007, Latasa i wsp., 2006



1. Wytwarzanie ochronnej warstwy sluzu

v’ obnizenie tempa dyfuzji biocydow

v’ utrudnienie dotarcia sktadnikow toksycznych
do gtebszych warstw btony biologicznej
v ochrona przed:
promieniowaniem UV
zmianami wartosci pH srodowiska
fagocytozg

szokiem osmotycznym



2. Zmniejszenie aktywnosci metabolicznej

W gtebszych warstwach biofilmu komorki majg mniejszy
dostep do sktadnikow odzywczych 1 tlenu, wiec aby
przetrwac w tych warunkach muszg sie dostosowac,
poprzez zmiane swojej fizjologii I zmniejszenie tempa
wzrostu, przechodzac w stan zblizony do anabiozy.
Wykazujg wowczas zmniejszong wrazliwos¢ na dziatanie

substancji toksycznych



3. Zmiany zachodzace na poziomie molekularnym

v Mechanizm konstytutywny — ekspresja odpowiednich
genow

v' Mechanizm indukcyjny — inicjowany obecnoscig
czynnika antymikrobiologicznego

v Aktywacja gendw, ktérych produkty ekspresji (np.
enzymy) neutralizujg dziatanie Dbojcze czastek
antybiotykow oraz substancji dezynfekujacych



Biofilmy w przemysle cukowniczym:

v W literaturze swiatowe] brak jest informacji na temat

biofilmow w przemysle cukrowniczym

v Dane literaturowe dotyczg  gtownie oceny
mikrobiologiczne] koncowego produktu oraz oceny

higieny srodowiska produkciji I pracownikow



Biofilmy w przemysle cukowniczym — aspekt naukowy

. Zdefiniowanie miejsc tworzenia sie biofiimu w instalacjach
przemystu cukrowniczego;

2. Zdefiniowanie sktadu mikrobiologicznego biofilmu

3. Zdefiniowanie sktadu chemicznego matrycy biofilmu, tj. m.in.
biatka pozakomorkowe, a aspekty fizykochemiczne cukru
(np. podatnosc cukru na tworzenie floka)

4. Badanie @ opornosci  temperaturowej  drobnoustrojow
wchodzacych w sktad biofilmu;

5. Badanie wrazliwosci biofilmow na stosowane dezynfektanty.



