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How to gain and use knowledge about multi-species biofilms?

Abstract: Multi-species biofilms form in many natural settings: water, soil or even on dust particles in the air. These biofilms can be also
found in the industrial water distribution systems, on surfaces of the metalworking fluids tanks, in food production plants, etc. Many
chronic infections involve multi-species biofilms; moreover, commensal vaginal flora or dental plaque bacteria may create such complex
microbial consortia. In order to study the composition of microbial community several molecular methods have to be employed;
among them metagenomics and proteomics are the most promising. Confocal microscopy in conjunction with fluorescence in situ
hybridization as well as the atomic force microscopy are both very useful techniques to study the three-dimensional structure of the
mixed-species biofilms. However, many technical obstacles may occur with these consortia during experimentation, e.g., how to grow
multi-species biofilms with high reproducibility regarding the quantitative composition of these communities, and whether it is possible
to quantitative by assess the metabolic activity and virulence of particular species when grown together in multi-species biofilm. The
knowledge of specific traits of multi-species biofilms may contribute to better understanding of the etiology of infectious diseases,
increase the efficiency of energy production in microbial fuel cells and lower the cost of biofouling prevention.
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1. Wprowadzenie

Szeroko zakrojone badania biofilméw bakteryjnych
i grzybiczych trwaja juz ponad 30 lat. Inicjatorem tych
badan byt profesor William Costerton, ktéry wraz
ze swoim zespolem wykazal istotng role biofilméw
bakteryjnych w zakazeniach cztowieka i w $rodowisku
[8]. Badania osiadlych populacji bakterii stosunkowo
szybko zostaly podjete przez innych uczonych, zwlaszcza
w mikrobiologii srodowiska, a nastepnie w mikrobiolo-
gii klinicznej. W ich wyniku poznano tréjwymiarowa
strukture, mechanizmy powstawania, sposoby wzajem-
nej komunikacji drobnoustrojow, a takze szczegdlne
cechy fenotypowe biofilmoéw, takie jak ich zwigkszona
tolerancja na $rodki przeciwdrobnoustrojowe i wytwa-
rzanie pozakomorkowej macierzy — EPS (extracellular
polymeric substances). Badania biofilméw prowadzono
na wielu modelach doswiadczalnych, zaréwno w warun-
kach laboratoryjnych in vitro, jak i z wykorzystaniem
zwierzat doswiadczalnych [33]. W przewazajacej liczbie
dotyczyly one biofilméw jednogatunkowych. Przeglad
pismiennictwa dokonany w maju 2012 r. w elektroniczne;j
bazie ISI Web of Knowledge, (https://apps.webofknow-
ledge.com) pokazal, ze na ogdlng liczbe 13 718 publikacji
poswieconych badaniu wlasnosci biofilméw (w ktérych
tytule wystepuje stowo biofilm), jedynie 192, tj. 1,4%
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stanowig doniesienia na temat biofilméw wielogatunko-
wych. Natomiast to wlasnie te wielogatunkowe konsorcja
stanowig najczesciej wystepujaca w srodowisku natural-
nym i w organizmach wyzszych posta¢ biofilméw [19].
Stad w obecnie prowadzonych pracach doswiadczalnych
coraz czgsciej obiektem badan sg biofilmy, w sktad kto-
rych wchodzi wiecej niz jeden gatunek drobnoustrojow.
Przykltadami takich biofilméw sg konsorcja drobno-
ustrojow wystepujace w zbiornikach wodnych, w glebie,
na lisciach roélin, w instalacjach przemystowych, a takze
w organizmie czlowieka w postaci mikroflory pochwy,
jelita grubego lub ptytki nazgbnej. Wykorzystanie dostep-
nych narzedzi biologii molekularnej, w tym zwlaszcza
metagenomiki, pozwala juz na poznanie przyblizonego
skladu gatunkowego tych biofilméw. Szacunkowe wyli-
czenia wskazuja, ze jedynie 0,1-1% tych drobnoustrojéw
jest zdolnych do wzrostu w warunkach laboratoryjnych
na rutynowo stosowanych w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej podlozach hodowlanych.

2. Metody badan wielogatunkowych biofilméw
Metody badania struktur biofilméw jedno- i wielo-

gatunkowych nie réznig si¢ istotnie pomiedzy soba.
Zaréwno techniki mikroskopowe, takie jak skaningowa
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mikroskopia elektronowa, mikroskopia konfokalna
i mikroskopia sil atomowych oraz techniki fizyczne,
jak przykladowo mikrospektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera beda réwnie przydatne dla
oceny wielkosci mikrokolonii i stopnia adhezji drob-
noustrojow do powierzchni w obu typach biofilméow
[6]. Natomiast bardzo popularne i wykorzystywane
na znaczng skale metody badania biofilméw w forma-
cie mikroplytki z uzyciem fioletu krystalicznego lub
barwnikéw fluorescencyjnych nie znajdg zastosowania
w badaniach wielogatunkowych biofilméw ze wzgledu
na brak swoistosci znacznikéw do poszczegdlnych
gatunkow drobnoustrojéw. Woéwczas jednym z rozwia-
zan moze by¢ mikroskopia konfokalna wykorzystana do
obserwacji wielogatunkowych konglomeratéw z wyko-
rzystaniem techniki FISH (fluorescent in situ hybridi-
zation), w ktorej oligonukleotydowe sondy znakowane
réznymi barwnikami fluorescencyjnymi hybrydyzuja
z wybranymi fragmentami rybosomalnego RNA drob-
noustrojow w sposob specyficzny. Techniki te umozli-
wiajg analize przestrzennych interakeji réznogatunko-
wych komorek bakterii lub grzybow [2, 15, 25].

Do analizy wielogatunkowych konsorcjéw zapropo-
nowano ostatnio modyfikacje techniki FISH poprzez
wprowadzenie sond PNA (peptide nucleic acid probes).
Sondy PNA s3 to syntetyczne analogi DNA, ktore wigza
sie z wybranymi sekwencjami RNA/DNA z wyzszym
powinowactwem, poniewaz ich wypadkowy tadunek
elektryczny jest obojetny. Technika ta zostata z powo-
dzeniem wykorzystana do obserwacji procesu tworzenia
wielogatunkowego biofilmu przez Salmonella enterica,
Escherichia coli i Listeria monocytogenes, w ktéorym po
48 godzinach wzrostu komorki E. coli liczbowo domi-
nowaly (2,1x10% komoérek/cm?) nad L. monocytogenes
(6,8x10” komorek/cm?) i S. enterica (1,4x10°komorek/
cm?). Obserwacje prowadzone za pomocg PNA FISH
i mikroskopii konfokalnej wykazaly przestrzenne zréz-
nicowanie umiejscowienia bakterii z poszczegdlnych
gatunkow w obrebie biofilmu: pateczki E. coli w postaci
jednogatunkowej warstwy rosty w gérnych warstwach
biofilmu, natomiast biomase przylegajaca do substratu
adhezji stanowil mieszany biofilm dwdch gatunkow:
L. monocytogenes i S. enterica [1].

W badaniach wielogatunkowych biofilméw od-
twarzanie wzajemnych relacji iloSciowych pomigdzy
poszczegdlnymi gatunkami drobnoustrojéow podczas
niezaleznych powtérzen eksperymentoéw moze by¢ zwia-
zane z pewnymi metodycznymi trudnosciami, zwlasz-
cza w warunkach in vivo. Badania wielogatunkowych
biofilméw na mysim modelu zakazonej rany wykazaly
ostatnio, ze w prosta inokulacja rany za pomocg zawie-
siny bakterii czterech gatunkow, takich jak Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus
i Finegoldia magna nie prowadzita do zréwnowazonego
wzrostu tych gatunkéw w obrebie biofilmu. Pafeczki
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P. aeruginosa calkowicie dominowaly liczbowo (100%
populacji) w biofilmie hodowanym w ciaggu dwéch dni,
nawet wowczas gdy w wyjsciowym inokulum komorki
tego gatunku stanowily jedynie 1% liczby bakterii
w zawiesinie. Obserwacje te wskazaly na konieczno$¢
przeszczepu biofilmu czterech gatunkow bakterii, ktory
hodowano w probdwkach laboratoryjnych na frag-
mentach polipropylenu na powierzchnie rany. Dopiero
w takich warunkach mozliwe bylo uzyskanie zréwno-
wazonego rozwoju populacji czterech gatunkow bakterii
w ranie, chociaz wzajemne proporcje liczbowe komoérek
tych bakterii ulegaly zmianom, a liczebnos¢ E. faecalis
zmniejszyla sie wyraznie (z 23,4 do 6,0%) po 12 dniach
wzrostu biofilmu w zakazonej ranie [10].

Utrzymanie statych proporcji gestosci komorek drob-
noustrojow okreslonego gatunku w obrebie konsorcjum
w zadanych warunkach przez diuzszy okres czasu moze
by¢ tez utrudnione ze wzgledu na brak wiedzy na temat
wzajemnych relacji pomigdzy gatunkami drobnoustro-
jow. Dotychczas nie wykonano badan majacych na celu
charakterystyke wielogatunkowych biofilmdéw, w sktad
ktérych wchodzityby drobnoustroje o zdefiniowanych
typach wzajemnych oddziatywan, takich jak np. kon-
kurencja lub komensalizm. Inng trudnoscia w hodowli
wielogatunkowych biofilméw moze by¢ sposéb pozy-
skiwania izolatéw z probek srodowiskowych lub klinicz-
nych. Juz w trakcie izolacji bakterii z hodowli ptynnych
w namnazajacych pozywkach dokonywana jest wstepna
selekcja klondw bakterii danego gatunku, prowadzac do
wystapienia zjawiska dryftu genetycznego. Namnazane
sg gtownie te klony, ktére w probdwce laboratoryjne;j
wystepuja w postaci planktonowej, faworyzowana jest
ponadto ekspresja gendéw kodujacych produkty pod-
stawowego metabolizmu bakterii przy jednoczesnej
eliminacji klonéw zjadliwych oraz tych, ktére przeja-
wiajg cechy pozadane dla tworzenia wielogatunkowych
biofilmoéw [9]. Stad trudnym zadaniem moze by¢ pozy-
skanie powtarzalnych hodowli wielogatunkowych bio-
filmoéw z wykorzystaniem laboratoryjnych wzorcowych
szczepOw bakterii.

Hodowla wielogatunkowych biofilméw, w ktérych
bakterie réznych gatunkéw przylegaly do siebie nawza-
jem powiodla si¢ ostatnio w eksperymentach, w ktorych
zasiedlano siatke polipropylenowa, stosowang w lecze-
niu przepuklin, za pomoca trzech gatunkéw bakterii:
S.aureus, E.faecalis i Enterobacter cloaceae. Szczepy
te pozyskano bezposrednio z fragmentow siatki poli-
propylenowej usunietej pacjentowi z powodu ropnia.
Po siedmiu dniach hodowli biofilmu na siatce in vitro
stwierdzono, ze S.aureus byl dominujacym liczbowo
gatunkiem w biofilmach. Tréjwymiarowa struktura
biofilmu przypominata strukture charakterystyczna
dla jednogatunkowych biofilméw, z kanatami wod-
nymi faczagcymi mikrokolonie. Mikrokolonie w obrebie
badanego biofilmu utworzone byly przez przylegajace
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do siebie gronkowce, enterokoki i komdrki Enterobacter,
co potwierdzono stosujac technike FISH i mikroskopie
konfokalng. Natomiast wzajemne liczbowe proporcje
komorek poszczegdlnych gatunkéw zmienialy sie w cza-
sie, pomimo, ze polipropylenowa siatke inokulowano
zawiesing trzech gatunkow bakterii o tej samej gestosci
6 x 10°CFU/ml [36].

Na innym modelu, ktéry mial odzwierciedla¢ in
vitro warunki wystepujace w ranie, tzw. ,,colony-drip-
-flow reactor model”, w ktérym biofilmy hodowano na
membranie, nie obserwowano wzajemnego przylegania
do siebie bakterii z nastepujacych gatunkoéw: S. aureus
(szczep MRSA), P. aeruginosa i Clostridium perfringens
pomimo, ze w mikroskopie obserwowano typowa trdj-
wymiarowg strukture biofilmu. Liczba komérek MRSA
i C.perfringens wynosita okoto 107 CFU/membrang,
natomiast liczba palteczek P aeruginosa przewyzszala
liczbe pozostatych dwoch gatunkéw bakterii o trzy
rzedy wielkosci. Poszczegdlne gatunki bakterii tworzyly
odrebne warstwy w przekroju biofilméow [41].

Metody hodowlane sg obecnie jeszcze niezastagpione
przy ocenie ilosciowej liczby bakterii réznorodnych ga-
tunkow w obrebie biofilméw. Metody molekularne, poza
jedna - reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR)
nie pozwalaja na rzetelng ocene wzajemnych stosunkow
ilosciowych poszczegolnych jednostek taksonomicznych
w obrebie biofilméw. Natomiast wykonanie ilosciowej
analizy sktadu gatunkowego ztozonej populacji z uzy-
ciem RT-PCR jest zadaniem praktycznie niewykonal-
nym ze wzgledu na wymagany znaczny naklad pracy.
Zatem ilosciowe badania skladu gatunkowego biofil-
mow ograniczaja si¢ praktycznie do badania bakterii
i grzybow dajacych sie hodowa¢ na pozywkach labo-
ratoryjnych [34]. Nalezy tez uwzglednic¢ fakt, ze bada-
nia jakosciowe z uzyciem technik molekularnych sa
obarczone pewnym bledem wynikajacym z stosowania
w metodzie PCR i wszelkich jej odmianach starterow
o sekwencjach zaczerpnigtych z baz danych, w ktérych
gromadzone s3 najczgsciej sekwencje DNA i RNA tych
gatunkéw drobnoustrojow, ktore mozliwe s3 do namna-
zania w laboratorium.

3. Wielogatunkowy biofilm plytki naz¢bnej

Sktad wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej jest
charakterystyczny dla kazdego czltowieka. Jednostki
taksonomiczne drobnoustrojow wchodzace w skfad
biofilmdéw jamy ustnej zostaly juz stosunkowo dobrze
poznane. Wiedza ta zostala pozyskana z wykorzysta-
niem technik biologii molekularnej, ktérych zastosowa-
nie wydaje si¢ by¢ kluczowe dla badan tych konsorcjow.
Techniki te pozwalaja na wykrycie drobnoustrojow
zywych lecz nie dajacych si¢ hodowaé na bogatych
w skladniki odzywcze podlozach, stosowanych w labo-
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ratoriach mikrobiologicznych. Ponadto wprowadzenie
oligonukleotydowych fragmentéw DNA do genomu
bakterii w okreslonych pozycjach umozliwito uzyska-
nie fluorescencyjnego sygnatu — GFP (green fluorescent
protein), wowczas gdy badany gen ulega ekspresji. Tech-
nika ta wraz z transkryptomika i proteomika przyczynita
sie do uzyskania wstepnych danych na temat interakeji
i proceséw metabolicznych zachodzacych w ztozonych
konsorcjach drobnoustrojow [29, 40].

W sktad biofilméw jamy ustnej wchodzi okoto po-
nad 600 réznych jednostek taksonomicznych bakterii,
z ktorych okolo 65,5% stanowig gatunki, ktére moga by¢
hodowane w laboratorium (Dewhirst [11], http://www.
homd.org). Pozostale jednostki taksonomiczne poznano
dzigki analizie sekwencji ich DNA. Wiele z tych drobno-
ustrojow wystepuje jedynie w jamie ustnej, np. zaliczane
do rodzaju TM7 [3]. Sklad gatunkowy biofilmdéw nawet
u jednego czlowieka rozni si¢ w zaleznosci od miejsca
ich wystepowania w jamie ustnej. W jednym biofilmie
moze wspolistnie¢ okoto 100 gatunkéw bakterii wias-
ciwych dla danego osobnika. Jedng z istotnych technik
biologii molekularnej, ktéra umozliwita poznanie réz-
norodnosci genetycznej bakterii w biofilmach jamy ust-
nej byla technika RCCH (reverse-capture checkerboard
hybridization), polegajaca na amplifikacji fragmentéw
genow kodujacych 16S rRNA, znakowanych digoksy-
gening z calej populacji drobnoustrojéw badanego bio-
filmu i nastepnie poddanie ich hybrydyzacji z oligonu-
kleotydami komplementarnymi do wszystkich znanych
sekwencji rDNA w formacie mikromacierzy [28, 31].
W wyniku analizy sekwencji genéw 16S rRNA ampli-
tikowanych z uzyciem uniwersalnych starterow F24/
Y36 stwierdzono, ze podstawowymi typami (phylum)
bakterii w biofilmach sg Firmicutes, Bacteroidetes, Pro-
teobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes i Fusobacteria,
do ktérych nalezy 96% gatunkéw bakterii. Pozostate 4%
jednostek taksonomicznych nalezy do typdw Euryarcha-
eota, Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Teneri-
cutes i TM7 [11].

Bakterie roéznych gatunkéw w obrebie tych biofilméow
wchodzg ze sobg w zlozone interakcje, przykltadowo
moga to by¢ oddziatywania synergistyczne lub wspot-
zawodnictwo, bez ktdrych gesto$¢ bakterii poszczegdl-
nych gatunkéw w dojrzalym biofilmie bylaby jedynie
wypadkowg szybkosci podzialéw komdrkowych bakterii
poszczegdlnych gatunkow [37]. Wérdd bakterii wchodza-
cych w sktad biofilméw jamy ustnej wyrédznia si¢ gatunki
tzw. wezesnych i poznych kolonizatoréw. Do gatunkow
wezesnych kolonizatoréw zalicza si¢ paciorkowce, oraz
bakterie z rodzajow Eikenella, Haemophilus, Prevo-
tella, Capnocytophaga, Propionibacterium i Veillonella.
Péznymi kolonizatorami sg bakterie z nastepujgcych
rodzajow Eubacterium, Treponema oraz Actinomyces
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyro-
monas gingivalis i Fusobacterium nucleatum [5].
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Gatunki wczesnych kolonizatoréw, wystepujace na
powierzchni szkliwa w niewielkiej liczbie, tworzg juz wie-
logatunkowy biofilm [26]. Préchnica z¢bdw jest wyni-
kiem metabolicznych proceséw biofilmu ptytki nazeb-
nej, ktore zaburzyly rownowage mineralng powierzchni
zeba, na ktorej rosng drobnoustroje. Natomiast choroby
przyzebia powstajg na skutek wielorakich interakeji zto-
zonego wielogatunkowego biofilmu z tkankami gospo-
darza, co prowadzi do utrwalenia stanu przewleklej
infekcji. Dla poznania patomechanizmdw tkanek przy-
zebia zakazenia istotne bedzie poznanie przestrzenno-
-czasowego wystepowania poszczegdlnych gatunkow
zaréwno hodowalnych, jak i niehodowanych bakterii
wielogatunkowego biofilmu plytki nazebnej. Juz jest
wiadomym, ze komunikacja pomig¢dzy gatunkami bak-
terii zachodzaca w obrebie tych biofilméw za pomoca
czasteczek autoinduktora-2 (AI-2), ktory jest wykry-
wany i/lub syntetyzowany przez bakterie Gram-ujemne
i Gram-dodatnie, jest niezbedna dla prawidlowego
rozwoju biofilméw jamy ustnej [35]. Niemniej istotna
w rozwoju choroby jest odpowiedz gospodarza na obec-
no$¢ biofilméw w jamie ustnej, w postaci aktywowania
mechanizmoéw odpornosci wrodzonej i nabytej. Pozna-
nie tych zlozonych interakcji przyblizy mozliwos¢ zwal-
czenia przewleklych infekeji w jamie ustnej [30].

4. Wielogatunkowe biofilmy w wodzie

Innym przyktadem stosunkowo dobrze poznanych
wielogatunkowych biofilméw sa konsorcja wystepu-
jace w wodzie, w warunkach niskich stezen sktadnikow
odzywczych. Dla monitorowania skladu gatunkowego
tych biofilméw przydatne s3 metody okredlania roz-
norodnosci mikrobiologicznej ekosystemow, takie jak
DGGE, czyli elektroforeza w zelu z uzyciem czynnika
denaturujacego (denaturing gradient gel electrophore-
sis) 1 TRFLP, czyli polimorfizm dtugosci terminalnych
fragmentow restrykcyjnych (terminal restriction frag-
ment lenght polymorphism). Metoda DGGE polega
na amplifikacji fragmentéw DNA z uzyciem starteréw
bogatych w pary GC oraz ich analizie za pomocg elek-
troforezy w zelu o zwigkszajacym sig¢ stezeniu czynnika
denaturujgcego. Liczba pozyskanych prazkow $wiad-
czy o stopniu réznorodnosci badanego srodowiska.
Podobnie w metodzie TRFLP przedmiotem badan sg
amplikony pozyskane z wykorzystaniem specyficznych
starterow znakowanych barwnikami fluorescencyj-
nymi. Analizie poddaje si¢ pozycje miejsca restryk-
cyjnego najblizszego w stosunku do konca amplifi-
kowanego fragmentu genu. Wynikiem takiej analizy jest
charakterystyczny ,,odcisk palca” (fingerprint) badanej
populacji drobnoustrojéow. Techniki te z powodze-
niem sg tez stosowane dla oceny réznorodnosci mikro-
biologicznej srodowiska gleby [14]. Wyniki przeprowa-
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dzonych ostatnio badan z wykorzystaniem tych metod
wykazaly wysoka zmienno$¢ sezonowa i dynamike
wymiany gatunkéw w obrebie biofilméw wystepujacych
w rzekach [39].

Inne badania przeprowadzone z wykorzystaniem
metody DGGE pozwolily na ocene szybkosci i wydaj-
nosci powstawania wielogatunkowego biofilmu na roz-
nych materiatach wykorzystywanych do dystrybucji
wody pitnej w systemach miejskich i pokazaly, ze naj-
wigksza réznorodno$¢ gatunkowa wystepuje w obrebie
biofilméw powstalych na powierzchni rur stalowych
w tych instalacjach. Ogétem pozyskano 176 kolonii
bakterii, rosnacych na podlozu R2A, sposrod ktoérych
66% zaliczono do Proteobacteria, 20% nie zaklasyfiko-
wano do zadnej jednostki taksonomicznej, 6% stanowity
Actinobacteria, 2% laseczki z rodzaju Bacillus, natomiast
6% drobnoustrojow nie oznaczono. Wsréd Proteobac-
teria dominujacym gatunkiem byly paleczki z rodzaju
Sphingomonas [21]. Z perspektywy zdrowia publicznego
istotnym zagadnieniem jest wzrost paleczek Legionella
w wielogatunkowych biofilmach w systemach dystrybu-
cji wody. Paleczka ta przejawia zdolnos¢ do bytowania
w biofilmach, wykorzystujac produkty rozpadu bakte-
rii innych gatunkoéw jako skfadniki odzywcze. Jednakze
wiele badan wskazuje na to, Ze w obrebie wielogatun-
kowych biofilméw drobnoustrdj ten nie namnaza si¢
ze wzgledu na brak dostgpnosci L-cysteiny w odpo-
wiednich stezeniach. Wydajne namnazanie paleczek
Legionella zachodzi wewnatrz komérek ameb z rodza-
jow Naegleria, Acanthamoeba i Hartmanella, ktore tez
bytuja w obrebie biofilméw w §rodowisku wodnym [38].
Ostatnio wykazano, ze w biofilmach wystepujacych
w systemach wody pitnej, oczyszczanej metoda filtracji
membranowej, dochodzi do zwigkszenia udziatu pato-
gennych pateczek z rodzaju Legionella i Chromobacte-
rium w wielogatunkowych biofilmach [27].

5. Wielogatunkowe biofilmy w srodowisku
przemyslowym

Wielogatunkowe biofilmy wystepuja tez w wielu
instalacjach przemystowych. W procesach przemysto-
wych, ktdre sg lub w najblizszej przysztosci beda wyko-
rzystywane w praktyce w browarnictwie, bioremediacji
i energetyce, podczas wytwarzania energii w mikrobio-
logicznych ogniwach paliwowych, wzrost drobnoustro-
jow w postaci wielogatunkowych biofilméw przyspiesza
badz zwieksza wydajnos¢ pozadanych proceséw techno-
logicznych i moze przynie$¢ wyrazne korzysci ekono-
miczne. Jednakze w innych galeziach przemystu, takich
jak przemyst spozywczy, farmaceutyczny i maszynowy
wystepowanie biofilméw przynosi wyrazne straty eko-
nomiczne i powoduje trudnosci w utrzymaniu odpo-
wiedniej higieny §rodowiska pracy a takze wydajnego
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przebiegu procesow technologicznych, ktérych istot-
nymi elementami sg systemy dystrybucji wody [24].
W przemysle maszynowym biofilmy wystepujace na
$ciankach zbiornikéw, na opitkach metali, w wanien-
kach tokarek i szlifierek przyczyniajg si¢ do skazenia
plynéw chlodzaco-smarujacych wykorzystywanych pod-
czas obrobki metali i w znacznym stopniu wplywaja na
pogorszenie jako$ci wytwarzanych wyrobéw metalo-
wych. Stwarzajg tez poprzez swoja tolerancje na bio-
cydy wyrazne zagrozenie dla zdrowia pracownikow tej
galezi przemystu, poniewaz umozliwiaja przetrwanie
osiadlych populacji bakterii podczas zabiegéw mycia
i konserwacji maszyn, a nastepnie ponowne namnoze-
nie si¢ drobnoustrojow, w tym wielu gatunkéw chorobo-
tworczych bakterii do wysokiej gestosci (107-10° CFU/
ml) w plynnych chlodziwach. Chlodziwa te w procesie
obrobki metali rozpraszane s3 w postaci mgly olejowej,
bioaerozolu, ktéry umozliwia wnikanie drobnoustrojow
lub produktéw ich rozpadu (LPS, kwasy tejchojowe) do
drég oddechowych, stanowigc przez to bezposrednie
zagrozenie dla zdrowia pracownikéw. W biofilmach
rosngcych w ukladach chlodziw zaobserwowano ciekawe
zjawisko ograniczonej réznorodnosci gatunkowej, nawet
wowczas gdy badania prowadzono za pomoca technik
metagenomiki. Dominujacymi gatunkami w tych kon-
sorcjach sg pateczki z rodziny Pseudomonaceae, wraz
z innymi pateczkami Gram-ujemnymi, takimi jak She-
wanella putrefaciens, Stenotrophomonas maltophilia,
Comamonas testosteroni, Morganella morganii i Citrobac-
ter freundii [17]. Niepokojgcym zjawiskiem jest wyste-
powanie w obrebie tych wielogatunkowych konsorcjow
w zbiornikach chlodziw niektérych gatunkéw pratkow
szybkorosnacych, takich jak: M. immunogenum, M. che-
lonae/M. abscessus i M. diernhoferi. Pratki te nawet
w hodowli planktonowej przejawiaja opornos¢ na bio-
cydy, ktora wyraznie zwieksza si¢ podczas wzrostu tych
drobnoustrojow w postaci biofilmu [23]. Wéwczas, ich
wysoka tolerancja na $rodki bojcze prowadzi do liczbo-
wej dominacji tych bakterii w wielogatunkowych bio-
filmach zbiornikéw i instalacji dystrybucji chlodziw,
w ktorych stosowano biocydy uwalniajace formaldehyd
jako $rodek przeciwbakteryjny. Dotychczas opisano juz
27 wybuchéw epidemicznych alergicznego zapalenia
pecherzykéw plucnych (hypersensitivity pneumonitis)
w zakladach przemystowych, w ktorych z chlodziw pozy-
skano metodami hodowlanymi lub wykryto w nich za po-
mocg technik molekularnych obecnos$¢ tych pratkow [4].
Natomiast nie zawsze wielogatunkowe biofilmy
bytujace w Srodowisku przemystowym wigza si¢ ze
zjawiskami niekorzystnymi dla cztowieka ze wzgledow
ekonomicznych lub zdrowotnych. Ogromne nadzieje
na pozyskanie alternatywnych zrédet energii wzbudzaja
ostatnio badania naukowe podjete w celu pozyskania
mikrobiologicznych ogniw paliwowych, w ktérych
zaréwno anode jak i katode stanowi¢ beda konsorcja
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bakterii, wielogatunkowe biofilmy, $cisle zdefiniowane
gatunkowo [20]. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe
dzialajg na zasadzie przeksztalcania energii chemicz-
nej zawartej w zwigzkach organicznych (np. odpadach
przemystowych, morskich osadach dennych) w energie
elektryczna przy udziale ztozonych konsorcjow bakterii
[13]. Na powierzchni anod, ktére instalowano w mor-
skich osadach dennych wystepowaly w przewazajacej
liczbie przedstawiciele nast¢pujacych grup bakterii:
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Rhizobiales
i Clostridia. Wigkszo$¢ z tych drobnoustrojow identyfi-
kowano za pomocg technik molekularnych. Podjeto sze-
reg badan zmierzajacych do izolacji gatunkéw bakterii,
ktére w jednogatunkowym biofilmie, po odpowiednich
modyfikacjach genetycznych, w sposob o wiele wydaj-
niejszy niz wielogatunkowe konsorcja uczestniczylyby
w wytwarzaniu energii na powierzchni. Wyniki badan
poréwnawczych wydajnosci obu rodzajow biofilméw;
jedno- i wielogatunkowych nie sg jednoznaczne, cho¢
juz teraz wielu autoréow podkresla, ze znajomos¢ wza-
jemnych interakcji pomiedzy drobnoustrojami jest
konieczna dla efektywnego wykorzystania potencjatu
wielogatunkowych biofilméw w procesie wytwarza-
nia energii. Wtasnie dla aplikacji wiedzy o biofilmach
w energetyce przyszlosci” bardzo istotne jest pozyska-
nie wiedzy o powtarzalnym procesie rozwoju wieloga-
tunkowych biofilméw o odpowiednich proporcjach licz-
bowych komoérek drobnoustrojow, wchodzacych w sktad
tych biofilméw [18]. Poréwnano wydajno$¢ wytwarza-
nia pradu przez pie¢ gatunkéw bakterii, takich jak Geo-
bacter sulfurreducens, P. aeruginosa, Shewanella oneiden-
sis, Clostridium acetobutilicum i E. faecium rosnacych
w jednogatunkowych biofilmach lub w wielogatunko-
wym biofilmie paleczek Gram-ujemnych i E. faecium
rosngcych na powierzchni anody w mikrobiologicz-
nym ogniwie paliwowym i stwierdzono, ze najwyzsza
wydajnos¢ mial biofilm wielogatunkowy. Moze by¢ to
uwarunkowane zdolno$cig bakterii Gram-dodatnich do
wykorzystywania mediatoréw (no$nikéw elektronow)
wytwarzanych przez P aeruginosa lub tez aktywnym
udzialem systemu quorum sensing w tym procesie [32].

6. Wielogatunkowe biofilmy a rozwoj zakazen

Badania wystepujacych w jamach ciata i tkankach
czlowieka wielogatunkowych biofilméw, aczkolwiek
jeszcze nieliczne, juz weryfikuja akceptowane szeroko
poglady na patogeneze niektérych zakazen. Opisano
ostatnio dos$wiadczenia, w ktérych hodowano bio-
tilmy Candida albicans, Streptococcus oralis, S. gordonii
i S. sanguinis in vitro na modelu nablonka jamy ustne;.
Modelowa tkanka nablonkowa zlozona byta z dwéch
typow komorek: keratynocytéw linii OKF6/TERT-2
hodowanych wraz z rosnagcymi na kolagenie typu I
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fibroblastach linii 3T3, ktére hodowano w ciagu 2-3 ty-
godni. Na powierzchni tak przygotowanej tkanki, przy-
pominajgcej nablonek wielowarstwowy plaski (stratified
squamous epithelia) inokulowano zawieszone w pobra-
nej od ochotnikéw slinie komérki C. albicans o gestosci
10° CFU/ml i S. oralis o gestosci 107 CFU/ml, w ciggu
30 min. przy przeplywie o sredniej predkosci 100 ul/
min. Czas hodowli biofilméw wynosil maksymalnie
24 godziny. Wyniki tych eksperymentéw pokazaly, ze
w obecnosci C. albicans paciorkowce tworza wydajniej
biofilm niz podczas wzrostu w postaci jednogatunko-
wego biofilmu. Jednocze$nie ich obecno$¢ indukuje
proces inwazji tkanki nablonkowej przez strzepki
grzyba. Zgodnie z opinig autoréw obserwacje te prze-
cza akceptowanemu dotychczas pogladowi, ze obecnosé
komensalnych bakterii zapobiega rozwojowi kandydozy
w jamie ustnej [12].

Inne badania dwugatunkowych biofilméw bezotocz-
kowego szczepu Haemophilus influenzae (NTHi)
i szczepu Streptococcus pneumoniae, pozyskanych od
chorego z przewleklym zapaleniem nosogardfa podwa-
zyly poglad o wzajemnej konkurencji pomiedzy tymi
dwoma gatunkami bakterii w drogach oddechowych
czlowieka. Wyniki tych badan sugeruja, ze wzajemne
oddzialywania obu tych gatunkéw obrebie biofilmu
wzmagaja ekspresje genu pilA, kodujgcego piling, biatko
fimbrii typu IV, odpowiedzialne u szczepéw NTHi za
przyleganie do nablonka. W dwugatunkowym biofilmie
dochodzi tez do wzmozenia syntezy oksydazy pirogro-
nianu, ktéra u pneumokokéw warunkuje wytwarzanie
nadtlenku wodoru. W tych warunkach wzrostu docho-
dzi takze do zahamowania ekspresji gendw ply i pavA,
kodujacych u pneumokokéw odpowiednio pneumo-
lysing i adhezyn¢ A (pneumococcal adherence fac-
tor A). Obserwacje te moga stanowi¢ wsparcie hipo-
tezy o wystepowaniu zjawiska populacyjnej wirulencji
w ztozonych konsorcjach drobnoustrojow w trakcie
przebiegu przewleklych zakazen [7]. Po raz pierwszy
hipoteze o mozliwosci indukcji lub supresji wirulencji
w wielogatunkowych biofilmach wysnuli Jenkinson
i Lamont [22], omawiajac role zlozonych konsor-
cjow drobnoustrojow w zdrowiu i podczas zakazen jamy
ustnej. Hipoteza ta jest obecnie weryfikowana zaréwno
w odniesieniu do patogendéw zwierzecych i czlowieka,
jak i patogendéw roélin [16].

8. Podsumowanie

Techniki molekularne, takie jak sekwencjonowanie
oraz analiza wielkosci fragmentéw restrykcyjnych lub
amplikonéw DNA pozyskanych technikag PCR umoz-
liwiajg obecnie poznanie podstawowych jednostek tak-
sonomicznych drobnoustrojow wchodzacych w sktad
wielogatunkowych biofilméw. Jednakze metody te
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pozwalaja jedynie na ocene jakosciows, a nie ilo§ciowa
tych zlozonych konsorcjow drobnoustrojéow. Metody
mikroskopowe, a zwlaszcza mikroskopia konfokalna
w polaczeniu z technikg FISH umozliwia poznanie
trojwymiarowych struktur wielogatunkowych biofil-
mow, a takze umiejscowienia poszczegélnych gatun-
kéw w obrebie mikrokolonii lub biofilméw typu ,,colony
blot”. Obecnie w stosunkowo najmniejszym stopniu
poznane s3 wzajemne oddzialywania drobnoustrojow
w wielogatunkowych biofilmach. Zwiazane jest to ze
zlozonoscig analiz chemicznych, biochemicznych lub
immunochemicznych, koniecznych do monitorowania
catkowitej aktywno$ci metabolicznej tych zlozonych
konsorcjow. Z tego tez wzgledu, cho¢ fakt wystepo-
wania licznych wzajemnych oddzialywan pomiedzy
komorkami bakterii w wielogatunkowych biofilmach
uwaza si¢ za dobrze udokumentowany, to nadal ocena
udziatu poszczegdlnych gatunkow bakterii, a zwlaszcza
sposobow regulacji okreslonych szlakéw metabolicz-
nych, ktére moga prowadzi¢ do wiekszej zjadliwosci
drobnoustrojéw w wielogatunkowych biofilmach sta-
nowi wyzwanie dla uczonych prowadzacych badania
tych ztozonych konsorcjow. Badania te sg kluczowe dla
wyjasnienia wielu zjawisk zachodzacych w $rodowi-
sku, przemysle a takze podczas rozwoju przewleklych
i nawracajacych zakazen, ktére w znacznym odsetku
przebiegaja z udzialem wielogatunkowych biofilmow.

PiSmiennictwo

1. Almeida C., Azevedo N.E, Santos S., Keevil C.W,, Vieira M.].:
Discriminating multi-species populations in biofilms with pep-
tide nucleic acid fluorescence in situ hybridization (PNA FISH).
PLoS One, 6, €14786 (2011)

2. Amann R., Fuchs B.M.: Single-cell identification in microbial
communities by improved fluorescence in situ hybridization
techniques. Nat. Rev. Microbiol. 6, 339-348 (2008)

3. Brinig M.M., Lepp PW.,, Ouverney C.C., Armitage G.C., Rel-
man D.A.: Prevalence of bacteria of division TM7 in human
subgingival plaque and their association with disease. Appl.
Environ. Microbiol. 69, 1687—1694 (2003)

4. Burton C.M., Crook B,, Scaife H., Evans G.S., Barber C.M.: Sys-
tematic review of respiratory outbreaks associated with expo-
sure to water-based metalworking fluids. Ann. Occup. Hyg. 56,
374-388 (2012)

5. ten Cate J.M.: Biofilms, a new approach to the microbiology of
dental plaque. Odontology, 94, 1-9 (2006)

6. Coenye T., Nelis H.J.: In vitro and in vivo model systems to
study microbial biofilm formation. J. Microbiol. Methods, 83,
89-105 (2010)

7. Cope E.K,, Leid ].G. i wsp.: Regulation of virulence gene expres-
sion resulting from Streptococcus pneumoniae and nontypeable
Haemophilus influenzae interactions in chronic disease. PLoS
One, 6, €28523 (2011)

8. Costerton J.W., Cheng K.J., Geesey G.G., Ladd T.L, Nickel ].C,,
Dasgupta M., Marrie T.J.: Bacterial biofilms in nature and
disease. Annu. Rev. Microbiol. 41, 435-64 (1987)

9. Costerton J.W.: The biofilm primer. Springer Verlag, Berlin,
Heilderberg, 2007



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

JAK ZDOBYC I WYKORZYSTAC WIEDZE O WIELOGATUNKOWYCH BIOFILMACH?

Dalton T., Dowd S.E., Wolcott R.D., Sun Y., Watters C., Gri-
swold J.A., Rumbaugh K.P.: An in vivo polymicrobial biofilm
wound infection model to study interspecies interactions. PLoS
One, 6, 27317 (2011)

Dewhirst EE., Chen T., Izard J., Paster B.J., Tanner A.C.,
Yu W.H., Lakshmanan A., Wade W.G.: The human oral micro-
biome. J. Bacteriol. 192, 5002-5017 (2010)

Diaz PI,, Xie Z., Sobue T., Thompson A., Biyikoglu B., Ricker A.,
Ikonomou L., Dongari-Bagtzoglou A.: Synergistic interaction
between Candida albicans and commensal oral streptococci in a
novel in vitro mucosal model. Infect. Immun. 80, 620—-632 (2012)
Franks A.E., Malvankar N., Nevin K.P.: Bacterial biofilms: the
powerhouse of a microbial fuel cel. Biofuels, 1, 589-604 (2010)
Frac M., Jezierska-Tys S.: Roznorodnos¢ mikroorganizméw
$rodowiska glebowego. Post. Mikrobiol. 40, 47-58 (2010)
Frojd V., Chavez de Paz L., Andersson M., Wennerberg A.,
Davies J.R., Svensidter G.: In situ analysis of multispecies biofilm
formation on customized titanium surfaces. Mol. Oral Micro-
biol. 26, 241-252 (2011)

Galiana E., Marais A., Mura C., Industri B., Arbiol G., Pon-
chet M.: Ecosystem screening approach for pathogen-asso-
ciated microorganisms affecting host disease. Appl. Environ.
Microbiol. 77, 6069—-6075 (2011)

Gilbert Y, Veillette M., Duchaine C.: Metalworking fluids biodi-
versity characterization. J. Appl. Microbiol. 108, 437-449 (2010)
Greenman J., Ieropoulos J., Melhuish C.: Microbial fuel cells
— scalability and their use in robotics. Applications of Elec-
trochemistry and Nanotechnology in Biology and Medicine I.
Modern Aspects Electrochem. 52, 239-290 (2011)
Hall-Stoodley L., Costerton J.W., Stoodley P:: Bacterial biofilms:
From the natural environment to infectious diseases. Nat. Rev.
Microbiol. 2, 95-108 (2004)

He Z., Angenent L.T.: Application of bacterial biocathodes in
microbial fuel cells. Electroanalysis, 18, 2009-2015 (2006)
Jang H.J., Choi Y.J.,, Ka J.O.: Effects of diverse water pipe mate-
rials on bacterial communities and water quality in the annular
reactor. J. Microbiol. Biotechnol. 21, 115-123 (2011)
Jenkinson H.E, Lamont R.J.: Oral microbial communities in
sickness and in health. Trends Microbiol. 13, 589-595 (2005)
Kapoor R., Yadav ].S.: Expanding the mycobacterial diversity of
metalworking fluids (MWFs): evidence showing MWEF coloni-
zation by Mycobacterium abscessus. FEMS Microbiol. Ecol. 79,
392-399 (2012)

Karunakaran E., Mukherjee J., Ramalingam B., Biggs C.A.: ,,Bio-
filmology”: a multidisciplinary review of the study of microbial
biofilms. Appl. Microbiol. Biotechnol. 90, 1869—-1881 (2011)
Klug B., Rodler C., Koller M., Wimmer G., Kessler H.H.,
Grube M., Santigli E.: Oral biofilm analysis of palatal expan-
ders by fluorescence in-situ hybridization and confocal laser
scanning microscopy. J. Vis. Exp. 20, pii: 2967 (2011)
Kolenbrander PE.: Multispecies communities: interspecies inte-
ractions influence growth on saliva as sole nutritional source.
Int. J. Oral Sci. 3, 49-54 (2011)

Kwon S., Moon E,, Kim T.S., Hong S., Park H.D.: Pyrosequen-
cing demonstrated complex microbial communities in a mem-

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

211

brane filtration system for a drinking water treatment plant.
Microbes Environ. 26, 149-155 (2011)

Lima K.C., Coelho L.T., Pinheiro I.V,, R¢as IN., Siqueira J.F.
Jr.: Microbiota of dentinal caries as assessed by reverse-capture
checkerboard analysis. Caries Res. 45, 21-30 (2011)

Nicolle O., Rouillon A., Guyodo H., Tamanai-Shacoori Z.,
Chandad F, Meuric V., Bonnaure-Mallet M.: Development of
SNAP-tag-mediated live cell labeling as an alternative to GFP
in Porphyromonas gingivalis. FEMS Immunol. Med. Microbiol.
59, 357-363 (2010)

Palmer R.J., Darveau R., Lamont R.J,, Nyvad B., Teles R.P.: Human
oral bacterial biofilms: composition, dynamics, and patho-
genesis. (w) Biofilm infections, red. T. Bjarnsholt, C. Moser,
P.Q. Jensen, N. Hoiby, Springer, New York 2010, str. 35-68
Paster B.]., Olsen 1., Aas J.A., Dewhirst FE.: The breadth of
bacterial diversity in the human periodontal pocket and other
oral sites. Periodontol. 2000, 42, 80—87 (2006)

Read S.T., Dutta P,, Bond P.L,, Keller J., Rabaey K.: Initial deve-
lopment and structure of biofilms on microbial fuel cell anodes.
BMC Microbiol. 1, 98 (2010)

Rumbaugh K.P, Carty N.L.: In vivo models of biofilm infection.
(w) Biofilm infections, red. T. Bjarnsholt, C. Moser, P.Q. Jensen,
N. Hoiby, Springer, New York 2010, str. 267-290

Qian PY, Lau S.C., Dahms H.U.,, Dobretsov S., Harder T.:
Marine biofilms as mediators of colonization by marine macro-
organisms: implications for antifouling and aquaculture. Mar.
Biotechnol. (NY), 9, 399-410 (2007)

Saenz G.C., Rao D., Underwood A., Belapure S.A., Cam-
pagna S.R., Sun Z., Tammariello S., Rickard A.H.: Autoindu-
cer-2 influences interactions amongst pioneer colonizing
streptococci in oral biofilms. Microbiology, mic.0.057182-0,
d0i:10.1099/mic.0.057182-0 (2012)

Stoodley P, Sidhu S., Nistico L., Mather M., Boucek A., Hall-
-Stoodley L., Kathju S.: Kinetics and morphology of polymicro-
bial biofilm formation on polypropylene mesh. FEMS Immunol.
Med. Microbiol. w druku (2012)

Trafny E.A.: Wzajemne interakcje drobnoustrojow w wieloga-
tunkowych biofilmach. Forum Zakaze#, 3, 13—17 (2012).
Taylor M., Ross K., Bentham R.: Legionella, protozoa, and bio-
films: interactions within complex microbial systems. Microb.
Ecol. 58, 538547 (2009)

Wey J.K., Jirgens K., Weitere M.: Seasonal and successional
influences on bacterial community composition exceed that of
protozoan grazing in river biofilms. Appl. Environ. Microbiol.
78,2013-2024 (2012)

Williamson K.S., Richards L.A., Perez-Osorio A.C., Pitts B.,
McInnerney K., Stewart P.S., Franklin M.].: Heterogeneity in
Pseudomonas aeruginosa biofilms includes expression of ribo-
some hibernation factors in the antibiotic-tolerant subpopula-
tion and hypoxia-induced stress response in the metabolically
active population. J. Bacteriol. 194, 2062-2073 (2012)

Woods J., Boegli L., Kirker K.R., Agostinho A.M., Durch A.M.,
de Lancey Pulcini E., Stewart PS., James G.A.: Development
and application of a polymicrobial, in vitro, wound biofilm
model. J. Appl. Microbiol. 112, 998-1006 (2012)



