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Biofilm - systemowe zycie zbiorowe mikroorganizméw

Spoteczne zycie bakterii

URSZULA ZIELENKIEWICZ

Instytut Biochemii i Biofizyki, Warszawa

Polska Akademia Nauk

ulazet@ibb.waw.pl

Dr Urszula Zielenkiewicz kieruje zespotem zajmujacym
sie identyfikacjq i charakterystykq mikroorganizmow
tworzacych biofilmy

Biofilm jest ztozong dynamiczng
strukturg, w ktorej pojedyncze komorki
mikroorganizméw funkcjonujq jak
wielokomdrkowy Zyjacy spotecznie
organizm

Whbrew utartym opiniom w naturalnym
srodowisku mikroorganizmy rzadko spo-
tykane sgq jako wolno zyjace pojedyncze
komorki. Najczesciej tworzg réznego rodza-
ju skupiska przytwierdzone do podtoza, po-
wleczone cienka warstwa $luzu. Skupiska
te nie s bynajmniej luznym zbiorem ko-
morek, lecz uporzadkowanym wysoko zor-
ganizowanym ,systemem” powigzanych
wzajemnie i wspdlnie dziatajacych osob-
nikow, okreslanym mianem biofilmu lub
btony biologicznej. Sasiadujace ze sobg
w skupiskach mikroorganizmy wytwarzajg
wokot siebie wspoélng otoczke, tzw. ma-
cierz, do ktorej wydzielaja rézne substancje.
Glownymi sktadnikami macierzy sa zwiaz-
ki polimeryczne zwane EPS (najczesciej
polisacharydy) i woda. Procentowy udziat
wody w macierzy biofilméw dochodzi nawet
do 97%. Zdolno$¢ polimeréw macierzy do
cyklicznego gromadzenia i oddawania wody
nadaje jej cechy hydrozelu o wyjatkowych
wiasciwosciach wiskoelastycznych. Dzieki
temu biofilmy niezwykle trudno jest ode-
rwac¢ od podioza. Dodatkowo hydrozelowa
macierz skutecznie chroni mikroorganizmy
biofilmu przed wysuszeniem.

Macierz jest nie tylko spoiwem biofilmu,
jest réwniez, a moze nawet przede wszystkim
systemem komunikacji wzajemnej tworza-
cych go komorek i osrodkiem zapewniajacym
state warunki. Poprzez swojq obfito$¢ i wias-

tukasz Drewniak

ciwosci fizyczne zapewnia komdrkom ochro-
ne przed zmiennymi warunkami fizycznymi
otoczenia, promieniowaniem UV, wahaniami
temperatury i pH oraz wysoka koncentracja
szkodliwych substancji.

Na granicy faz

Biofilmy tworza sie na kazdej powierzch-
ni, ktéra stanowi granice faz, niezaleznie od
jej rodzaju: na powierzchniach statych oto-
czonych powietrzem lub zanurzonych w wo-
dzie, na wierzchniej warstwie ptynéw lub na
styku dwdch réznych ptynéw. Przy czym nie
ma znaczenia, z jakich substancji zbudowana
jest ta powierzchnia. Dlatego biofilmy spoty-
kane sgq wszedzie, zaréwno w Srodowiskach
naturalnych, jak i tych przeksztatconych
przez cztowieka. Mozna je zaobserwowac na

Nieczynna kopalnia

zlota i arsenu w Ziotym
Stoku na Dolnym Slasku
jest dzi$ obiektem
turystycznym. Zyjace tam
mikroorganizmy tworza
nietypowy biofilm.

Na zdjeciu skata pokryta
biofilmem




powierzchni skat, w osadach dennych zbior-
nikéw wodnych, na kamieniach strumieni,
na $cianach budowli, na powierzchni roslin
i w glebach. W zlewie i na kafelkach tazienki,
a takze na powierzchni produktéw spozyw-
czych w lodéwce. Rozwijaja sie na kazdej
glebokosci oceanow i w kazdej temperaturze.
Rownie czesto na arktycznych skatach, co
w goracych Zrodtach. Zasiedlaja takze ciata
zwierzat i cztowieka.

Chociaz wystepuja w bardzo réznorodnych
srodowiskach, zazwyczaj przybierajg podob-
ne formy: w o$rodkach dynamicznych (szyb-
ko ptynacych) tworza ptaskie powierzchnie
zbudowane z dtugich filamentéw (tzw. maty),
w osrodkach spokojnych za$ galaretowate,
nieregularne ksztatty przypominajace $luzo-
wate grzyby.

llo$¢ w jakos¢

Rozwdj biofilmu jest procesem ztozonym,
zaleznym zaréwno od wtasciwosci organi-
zmow, jak i od czynnikow $rodowiska, w
ktérym powstaje. Zawsze jednak zapoczat-
kowany jest przez przytwierdzanie sie poje-
dynczych komorek do podtoza i zmiane ich
wiasciwosci. Unieruchomione komorki traca
wici, zmniejszajg tempo wzrostu, wydzielaja
substancje polimeryczne i zmieniaja regu-
lacje niektérych genéw. Przy odpowiednio
duzej liczbie komoérek nastepuje zjawisko
wyczuwania liczebnosci, znane jako quorum
sensing. Zgromadzone bakterie wydzielaja
specyficzne substancje sygnatowe (m.in. acy-
lowe pochodne laktonéw lub krotkie pepty-
dy), ktore wedrujq w macierzy i oddziatuja na
dalej potozone komorki.

W strukturze biofilmu mozna wyr6znic
wolne przestrzenie, kanaty, rusztowania
i miejsca o wiekszej gestosci macierzy.
Komorki organizméw moga by¢ w niej roz-
proszone lub skupione w mikrokoloniach.
Zréznicowaniu przestrzennemu towarzy-
szy zréznicowanie fizjologiczne. Stezenie
roznych zwigzkéw chemicznych w biofil-
mie zmienia sie w zalezno$ci od oddalenia
od powierzchni oraz od rodzaju mikro-
populacji organizméw w danym miejscu.
Pomiedzy komoérkami wspoétistniejacymi
w jednym biofilmie zachodza zaréwno zja-
wiska konkurencji o sktadniki pokarmo-
we czy korzystniejsze umiejscowienie, jak
i kooperacji w przetwarzaniu sktadnikéw
Srodowiska.

Karolina Tomczyk-Zak

Biofilm jest skomplikowana, dynamiczng
struktura, ktéra mozna uznaé za wysub-
limowana strategie przetrwania, w Kktorej
pojedyncze komorki funkcjonujg jak wieloko-
morkowy, zyjacy spotecznie makroorganizm.
Jest to uktad bardzo zmienny, a jednocze$nie
trwaty. W niesprzyjajacych warunkach orga-
nizmy w biofilmie, chronione macierza, pozo-
stajg nieaktywne i tym samym niewrazliwe
na wiekszo$¢ srodkéw chemicznych.

Biofilmy moga by¢ jedno-, dwu- lub wie-
logatunkowe. Najcze$ciej tworzone sg przez
bakterie i archeony, ale spotyka sie rowniez
biofilmy grzybéw i glonéw (stynne letnie
zakwity wad).

Biofilmy, zwlaszcza jednogatunkowe,
mozna hodowac sztucznie, zapewniajac mi-
kroorganizmom powierzchnie, wilgotnoscé
oraz odpowiednie, niezbyt bogate podtoze.

Nie lada wyzwanie

Wyjatkowa forma biofilmu jest tzw. osad
granularny, czyli granule (inaczej klaczki;
ang. flocks), mikroskopijne ziarenka bardzo
ciasno upakowane w obte struktury, w kté-
rych Scisle przylegajace do siebie komorki
drobnoustrojow powleczone sa cienkg war-
stwa macierzy. W odrdéznieniu od innych
biofilméw granule nie sg przytwierdzone
do podloza, lecz utrzymujq sie w wiekszych

Biofilm to zorganizowana
trojwymiarowa struktura

tworzona przez

mikroorganizmy zanurzone
we wspélnie budowanej

macierzy
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Komérki mikroorganizmow
moga byé w macierzy

rozproszone

lub skupione

w mikrokoloniach. Zdjecie
pochodzi z mikroskopu
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skupieniach sitami wzajemnego przylegania.
Blisko$¢ fizyczna komorek roznych gatunkéw
bakterii i archeonéw w granulach (odpowied-
nio dawcéw i biorcow elektronéw) umozliwia
najwyzsza znang w przyrodzie wydajnos¢
proceséw energetycznych. Granule powstaja
w Srodowiskach ptynnych, lecz spokojnych,
najczesciej beztlenowych. Sa szeroko wyko-
rzystywane w procesach oczyszczania bio-
logicznego.

W sprzyjajacych warunkach wzrost bio-
filmu moze by¢ niezwykle obfity. Czesto
grozny. Tak dzieje sie chociazby wtedy, gdy
biofilm rozrasta si¢ wewnatrz rur, powodujac
ich zapychanie, czy na zewnatrz kKonstruk-
cji metalowych, doprowadzajac do korozji.
Naprawde grozne stajg sie, zasiedlajac ciato
cztowieka. Spotykane na powierzchni zebow
jako ptytka nazebna, zasiedlajace rany, cew-
niki, implanty stanowiag trudne wyzwanie
dla wspétczesnej medycyny. Wiasciwosci
fizyczne macierzy i niska aktywno$¢ meta-
boliczna komoérek w biofilmach powoduja,
7e sa one odporne na stosowane antybiotyKki,
mimo ze pojedyncze komorki patogena sa
na nie wrazliwe.

W $rodowisku naturalnym jednogatunko-
we biofilmy spotyka sie rzadko, zazwyczaj
w warunkach ekstremalnych, np. na po-
wierzchniach kwasnych wdd kopalnianych

Matgorzata Gorecka

(czesto o pH ponizej 2) Acidithiobacillus tworzy
grube maty. Réwniez drobnoustroje patogen-
ne czesto rozwijaja sie w postaci biofilméw
monogatunkowych. Znanym przyktadem sa
infekcje Candida albicans, Pseudomonas aeru-
ginosa i Burkholderia cepacia.

W jednosci sita

Badanie wielogatunkowych biofilméw
stanowi ogromne wyzwanie. Wzajemne za-
leznosci pomiedzy osobnikami wytworzone
w dlugim czasie nie pozwalaja na proste
przeniesienie ich relacji do warunkéw labo-
ratoryjnych. Przyjmuje sie, ze z bogatych
srodowisk daje sie hodowa¢ nie wiecej niz
1% gatunkow. Bardzo czesto przyczyna tego
sq wilasdnie Sciste powiazania metaboliczne
pomiedzy réznymi gatunkami bytujacymi we
wspdlnej strukturze biofilmu.

W nieczynnej kopalni ztota i arsenu Ztoty
Stok panuja state warunki $rodowiska: tem-
peratura ok. 10°C, prawie 100-procentowa
wilgotno$¢ i ciemnosc. Istotng cecha kopalni
jest niska zawarto$¢ zwigzkow organicznych
oraz obecno$¢ wielu toksycznych zwiazkow
(kadm, otéw, radon, siarkowoddr, arsenowo-
dor), a szczegolnie bardzo wysokiego ste-
Zenia jonow arsenu (6,99 mg/l). W takich
warunkach zycie pojedynczych organizméw
jest bardzo utrudnione.

W najdalszej czesci korytarza ,Gertruda”,
zalanej woda i niedostepnej dla turystéw,
rozwija sie na $cianach kopalni nietypowy
biofilm. W gabczastej, §luzowatej strukturze
rozlokowane sg skupiska réznych morfolo-
gicznie bakterii. Macierz tego biofilmu za-
wiera duzg ilos¢ krzemionki i Sladowe ilosci
zwigzkéw organicznych. Taki sktad macierzy
sugeruje obecno$¢ w biofilmie mikroorga-
nizméw chemolitotroficznych zdolnych do
przeprowadzania reakcji metabolicznych,
w ktorych energia potrzebna do zycia zdoby-
wana jest ze zwiazkow nieorganicznych.

Mikroby w jaskini

Prowadzimy poglebiong analize rdézno-
rodnosci mikroorganizméw tworzacych ten
biofilm, stosujac zaréwno metody hodowlane
jak i metagenomiczne. Metagenomika, sta-
nowigca czes¢ biologii systeméw, dostarcza
informacji o organizmach poprzez analize
wszystkich genoméw danego srodowiska.

Wyhodowali$my z biofilmu ponad 70 réz-
nych gatunkéw bakterii. Az 45 sposréd nich



to promieniowce (Actinobacteria), bakterie
znane z duzego potencjatu metabolicznego,
liczne w Srodowiskach ubogich i glebach.
Réwnolegle przeprowadziliSmy analize
sekwencji gendow 16S rRNA (marker tak-
sonomiczny) otrzymanych z catkowitego
DNA biofilmu poprzez pyrosekwencjonowa-
nie za pomocq nowoczesnej technologii 454
Roche’a. Dzieki temu podejsciu mogliSmy
wykazac, ze w biofilmie bytuje co najmniej
500 roznych gatunkéw Bacteria i ok. 20
gatunkéw Archea. Dominujaca grupa mikro-
organizmow biofilmu stanowia Rhizobiales
z Kklasy a-Proteobacteria, typowe bakterie
Srodowisk ziemnych. Wydaje sig wiec, ze bio-

film na Scianach kopalni powstat pierwotnie
w wyniku przytwierdzenia do powierzchni
skal bakterii przyniesionych z okolicznej
ziemi przez przesaczajacy sie wode. Do tych
organizmow, zdolnych do odzywiania che-
molitoautotroficznego, dotaczyty nastepnie
pozostate gatunki, w tym przyniesione przez
ludzi pracujacych w kopalni.

SprawdziliSmy, rowniez metagenomicznie,
ze w biofilmie sg bakterie posiadajace funk-
cjonalne geny metabolizmu arsenu: reduktazy
arsenianowej i oksydazy arseninowej.

We wspotpracy z Pracownia Analizy
Skazen Uniwersytetu Warszawskiego poka-
zaliSmy, ze bakterie biofilmu wydzielaja duzo
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sideroforow (zwigzkéw chelatujacych), co
moze $wiadczy¢ o ich udziale w procesach
uwalniania jonéw Zelaza i arsenu z nieroz-
puszczalnych zwiazkow w skale.
Wytworzenie biofilmu umozliwito wspdl-
ny wzrost wielu réznym organizmom na
skale kopalni Ztoty Stok, a ich wspoétdziatanie
zapewne przyczynia sie do zwiekszenia uwal-
niania jonow arsenu do $rodowiska. o4

Chcesz wiedzie¢ wiecej?
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W strukturze biofilmu
moina wyrdznic wolne
przestrzenie, rusztowania
i miejsca o wigkszej
gestosci macierzy.
macierzy sq zwigzki
polimeryczne zwane EPS
(najczesciej
polisacharydy) i woda.
Zdjecia biofilmu

w mikroskopie
skaningowym
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