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BIOFILM - OBROST BIOLOGICZNY v |ETU

Dynamiczny kompleks zagregowanych
drobnoustrojow zyjgcych w granicach matrycy,
powstatej z  wydzielanych  komorkowo

polimerycznych substancji (EPS).

EHT = 20.00 kV WD =155 mm Signal A = SE1 Mag = 5.00 KX

Btona biologiczna na powierzchni  wycinka rury
z polietylenu.SEM, pow. 3000X
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" Heterogeniczna struktura

Substraty metabolizmu
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” Genetyczna roznorodnoscé

“. Bakterie Zelazowe: Gallionella ferruginea,

Thiobacillus ferrooxidans.
”_ Bakterie siarkowe: Thiobacillus, Clostridium.

~ Patogeny oportunistyczne: Aeromonas,
Pseudomonas, Legionella, Salomonella,

Escherichia.

“> Grzyby: Cladosporium, Penicillum, Fusarium.

. Bakterie nitryfikacyjne i denitryfikacyjne.

PLANKTONIC  BIOFILM
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Ztozone interakcje miedzy drobnoustrojami
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" Biokorozja sieci i urzgdzen wodociggowych.
” Pogorszenie jako$ci wody (smak, zapach).

" Rezerwuar antybiotykoopornych

| oportunistycznych patogenow.

Bacteria

Bacteria
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~ Jako$¢ wody wodociggowej zalezy od:
“> Rodzaju materiatu i wieku rurociggu;
> Parametréw fizyko- chemicznych;
“, Parametrow organoleptycznych;

> Parametréw mikrobiologicznych.
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O charakterze fizyczno-chemicznych

* Wptyw materiatu instalacji na jakos¢ wody

* Wptyw sktadu wody na materiat instalac;ji

* Powstawanie w instalacji stref podcisnienia

* Wptyw czynnikow zewnetrznych

» Podigczenia instalacji do réznych zrédet wody
» Zbyt mata predkosc¢ przeptywu wody

» Zta konserwacja lub eksploatacja instalaciji

O charakterze bakteriologicznym

» Zbyt wysoka temperatura wody zimnej
» Zbyt niska temperatura wody ciepte;j

» Podigczenie instalacji z dodatkowym zrodtem wody, gdzie wystepujg
zanieczyszczenia bakteriologiczne
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. Bakterie:

. Bakterie zelazowe: Gallionella ferruginea, Thiobacillus

ferrooxidans;

Bakterie siarkowe: Thiobacillus, Clostridium;

“, Patogeny oportunistyczne

. Bakterie nitryfikacyjne i denitryfikacyjne;
I EFE69 1. 5a0 ‘W-xxs.‘éi,(' 'a’,.‘lbb"i;;“."'
~ Wirusy; B e
E. coli
~ Grzyby:

> Cladosporium, Penicillum, Fusarium;

> Formy przetrwalne pasozytow;
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domena Bacteria (Eubacteria)

« Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio sp., patogenne szczepy Escherichia coli,
Campylobacter sp., Helicobacter sp., Yersinia sp., Listeria sp., Legionella sp.,
Aeromonas sp.,

* inne bakterie heterotroficzne w tym pigmentowe: Pseudomonas sp., Mycobacterium sp.,
Corynebacterium sp., Xanthomonas sp., Flavobacterium sp., Serratia sp., Enterobacter
Sp., Micrococcus sp., Nocardia sp.,

domena Archaea

« Cyanobacteria-cyjanobakterie (sinice),

| grzyby mikroskopowe

» Sporocybe sp., Penicillium sp., Acremonium sp., Paecilomyces sp., Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Alternaria sp., Cladosporium sp.,

L wirusy

 RNA wirusy — Picornaviride,, Reoviridae, Astroviridae, Caliciviridae,
* DNA wirusy- Adenoviridae, enterowirusy,

[ pierwotniaki (Protista)

« Acanthamoeba spp., Balantidium coli, Cryptosporidium spp., Cyclospora spp.,
Entamoeba histolytica, Gardia intenstinalis, Isospora belli, Naegleria fowleri, Toxoplasma
gonidii
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Rodzaju
podioza

Srednicy
przewodu Zawartosci tlenu
wodociagowego rozpuszczonego

Intensywnosc¢

Temperatury rozwoju Zawartosci

wody bakterii zalezy substancji
pokarmowych

Predkosci Rodzaju i
przeptywu stezenia
wody metabolitow
Rodzaju i
stezenia
dezynfektanta
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44,1

Bsprzed 19001 Hlata 1901-1945 Olata 1946-2004 Mzeliwoszare MPEHD BPVC MBazbestocement Ostal

Struktura wiekowa Struktura materiatowa
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"> Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia w sprawie jako$ci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi:

~ liczba mikroorganizmow planktonicznych psychro- i mezofilnych;
~mikroorganizmy wskaznikowe: mikroorganizmy z grupy coli i E.coli, paciorkowce katowe (enterokoki)
| Clostridium.

P

. w przypadku podtoza R2A uzyskiwano wyniki od 1,55 do 5,2 razy wyzsze niz w przypadku podtoza
zalecanego w Rozporzadzeniu;

) ) ) ) i 16 m Mikroorganizmy psychrofilne  m Mikroorganizmy mezofilne
10 B Mikroorganizmy psychrofilne B Mikroorganizmy mezofilne
14
9
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s 392 4.3 5,125 a0
= 4 6
3 4
5 1,43 2 24 1,875 1,36
| 2
0 0
Psie Pole Srodmiescie Stare Miasto Fabryczna Krzyki Psie Pole Srodmiescie Sare Miasto Fabryczna Krzyki
Dzielnica Dzielnica

Podtoze zgodne z normg Podtoze R2A



s, |ETU

Instytut Ekologii
Terenéw Uprzemystowionych

Q)

2020 szczep6éwEEE) morfologia kolonii 178 szczepdw.
Podtoza r6znicujgce

Barwienie Grama.

Ocena zdolnosci do adhezji.

Opornosc¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki.

O O O O O

Testy enzymatyczne.

S
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@ Mikroorganizmy psychrofilne

@ Mikroorganizmy mezofilne
E Grzyby i plesnie
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Liczba kolonii
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Wyizolowane
szczepy

r

identyfikacja Charakterystyka Charakterystyka ' Analiza Inneanalizy
enzymatyczna molekularna mikroskopowa
'\\I i
165 rONA I Testy AP1Zym ] Ocena adhezji Ocena adhezji ]
s oraniem !
akrydyny i DAPI
i
FAME System BIOLOG ] J Pomiar
\ "\1 . zawartosci ATP
- Barwienia:
System Fugycie substratow Grama,
BIOLOG | weglowych (PM1-2) otoczek, ' _ )
. przetrwalnikow, Ana IE‘;:: .
Fuiycie subsTatow wtretdwzelaza, rewnatrzkomo
azotowych (FM3) _J rkowych
polimerdw
-
Zugycie subsatow
Zawierajgoych siarke |
ifosfor [PM4) Hodowla
statycznana
e - wybranych
: EMIE.S? materiatach
nzjpopularnigjszych l\_
substratow >
weglowych

\ [EcoPlate)
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DAPI Oranz akrydyny
* Wigze sie z DNA i RNA;

» Absorpcja 498 nm;
* Emisja 520nm,;

*4' 6-diamidyno-2-fenyloindol,
* Wigze sie z DNA;

» Absorpcja 358 nm

* Emisja 461 nm;

10 od 0 do 5 komorek w polu widzenia;
9
8 2 od 5 do 50 komoérek w polu widzenia;
T 7
%’ 6 3 tylko pojedyncze komorki, brak mikroskupisk;
(o]
'S i 4 pojedyncze komoérki + mate mikroskupiska;
=
U)B 3 5 duze skupiska, ale nie fgczce sie +
2 pojedyncze komorki;
| 6 taczce sie mikroskupiska + pojedyncze
0 komorki;
- 405 8 9 10 Tl 7 Ya pola widzenia pokryta biofilmem;
Szczepy
8 2 pola widzenia pokryta biofilmem:;
Bao ™ dapi

cate pole widzenia pokryte biofilmem
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= Penicyliny;
i :
Cefalosporyny, 100.00%
= Chinolony; 90,00% - Bminne
[ Amlnogllkozydy; 80,00% - Drifampicyny
= Tetracykliny; 70,00% i [ S A sulfonamidy
" Sulfonamidy; c0.00% 8 [T % = @ tertacykliny
: : 50,00% | = = =
= Ryfampicyny; = = = g = o
. e 2000% = = = = Eaminoglikozydy
. 30,006 H = = = @ chinony
= chloramfenikol, =~ B
_ _ 20,00% - m cefalosporyny
= nirofurantoina, o
_ bi 10,00% - @D penicyliny
nowobiocyna. 0.00% |

1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11
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==_\ Bakterie blony biologicznej 00000000 Polisacharydy
A4+ Bialka
w000 Kwasy nukleinowe

s Kwasy tluszezowe

!

Masa (mg/g.s.m]

= N w B a1 D ~ [} (e}
o o o o o o o o o
1 1

o

1 2 3 4 5 6 7

= Weglowodany

m Biatka

Numer szczepu

8 9 10 11
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Szczepy
Enzymy 1 (2|3 |4 |5|6 |7 8|9 |10|11
Kontrola - - - = - - - - - - ;
Fosfataza zasadowa - - - = - - - - - - -

Esteraza C-4

Lipaza esterazowa C-8
Lipaza C-10
Arylamidaza leucynowa

Wykres rozktadu rozproszenia aktywnosci enzymatycznej
w temperaturze 22°C.

Arylamidaza walinowa

Arylamidaza cysteinowa o 45
Trypsyna ﬁ 4
alfa- chymotrypsyna % 35
Kwasna fosfataza g 3

osfohydrolaza naftolowa AS- &
Josfohydrolaza nof o= 41| - | 41| 41| -] +1- o
alfa-galaktozydaza - - - - - - - - - - - :§ s
beta- ga;aktozydaza -l - -l - - - - - - - ; |
beta- glukuronidaza -] - E‘ 0
alfa- glukozydaza - - < .

beta- glukozydaza - -
N-acetylo- beta-
glukozominidaza
alfa- mannozydaza - -

Szczepy

alfa- fukozydaza - -
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16S rDNA

M 1

2 3 45 6 78 K

mokez K+ 9 10 11 K-

a) M — marker wielkosci DNA B (750 pz, 1000 pz, 1500 pz, 2500
pz, 3500 pz). Szczepy: 1-2.1; 2-301a; 3-301b; 4-5.1; 5-107; 6-
739; 7-201a; 8-804;K- - kontrola negatywna reakcji PCR

b) M — marker wielkosci DNA M10Kpz (200 pz, 400 pz, 600 pz,
800 pz, 1000 pz, 1500 pz, 2000 pz, 2500pz, 3000 pz, 4000,
5000 pz, 6000 pz, 8000pz, 10000 pz). Szczepy: 9- 7311; 10-871;
11-820;

TGCAAGTCGACGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGTGGCG
AACGGGTGAGTAATGTATCGGAACGTGCCCAGTAGCGGGGGATAACTACGCGA
AAGCGTGGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGGGGGGATCTTAGGA
CCTCTCACTATTGGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC
CTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACA
ATGGGGGAAACCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGTGCGATGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGCACTTTTGTCAGGGAAGAAAAGGTTTCGGATAATACCCGGAACTGATG
ACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGG
TTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGACTGCA

FAME

BIOLOG

201a
' Pos/Neg Graphic |~ Numeical ' Live Picture
60,00
50,00 A
40,00
30,00 A
20,00 I \
10,00
0,00 et
N LD Q00,7 DR L 0% D &)
QQ?' &z“_’g{’\"f_g\‘?@\"("g @Q'@oi\%\ e.\\ *’&‘5’ ,&@
S o8 N '@Qé\ N2 NERERET &
& a3 R & A AS N bQ
N N N NONYON 2 &
) Q& Q &
S NS
NG
&werage Masimum Positive [Graphic with 5548 Cuteft)
Sim Index| Identification SEEEE .
0,664332Microbacterium-lacticum-GC subgroup B ololololo [«
. . N OEIEOE ®
0,563795Curtobacterium-flaccumfaciens-betae/oortii aloleolo >
0,543828Clavibacter-michiganensis-insidiosum olo/elo)e ®
0,47074Clavibacter-michiganensis-michiganensis/C. sepedonicum g 2 8 : 2 :
0,45824]JNesterenkonia-halobia oo eee [«




s, |ETU

Instytut Ekologii
Terenéw Uprzemystowionych

Szczepy
l. 2. 3. 4. 5. 6. ;e 8. 9. 10. .
12h 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm I mm 0 mm 0 mm 0 mm 20 mm 20 mm 10 mm
m  Zdolnosc¢ ruchu
24h 3 mm I mm 6 mm 0 mm I mm 0 mm I mm 0 mm 30 mm 40 mm 40 mm
l. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. .
. . Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Imm Omm | mm
" Ant)’bIOZa 2. 4 mm 2mm Imm Imm 2mm Omm Omm 2mm 3mm 2mm
3. 3mm 3 mm 4mm S5mm Imm 2mm 4mm 2mm 5mm 2mm
4, 2mm I mm | mm 2mm Omm Omm Imm Imm |mm
5. Omm Omm Omm Omm Omm Omm 2mm Omm Omm Omm
6. Omm 2mm Omm Omm | mm Omm Omm Imm |Imm Imm
7. 2mm 3mm 2mm |Imm 2mm 2mm Imm 2mm 5mm | mm
8. Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm
9. 3mm 3mm 2mm 3mm 2mm 2mm 2mm 2mm 3mm 2mm
| 4mm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm 0 mm
|

- ©

4mm 2mm Omm Imm Imm 4mm 2mm 4mm 4mm 7 mm
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=  Materialy:

Polietylen

Stal nierdzewna
Polipropylen
Polichlorek winylu
Miedz

Zeliwo

BIOSURFACE

Zhiomnik z syntetyczng wods
5|
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Multikultura

Analiza
mikroskopowa

Analiza molekularna Profil metaboliczny

Zuzycie substratow
weglowych (PM1-2)

Zuzycie substratéw
azotowych (PM3)

Zuzycie substratow
zawierajacych siarke
i fosfor (PM4)

-

Zuzycie 32
najpopularniejszych
substratéow
weglowych
(EcoPlate)
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iciy SEM (SCANNING ELECTRON MICROSCOPE)
Terendw Uprzemysiowionych CLSM (CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPE)

Stal nierdzewna Miedz Zeliwo Polipropylen Polichlorek winylu Polietylen
.. i | _

Wysokos¢ 15 um Wysokos¢ 30 um Wysokos¢ 25 um Wysokos¢ 25 um Wysokos¢ 30 um Wysokos¢ 4 um
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Aminy i amidy

Fenyloetyloamina

Putrescyna

Aminokwasy

L-arginina

L-asparagina

L-fenyloalanina

L-seryna

L-treonina

Kwas glicylo L-glutaminowy

Weglowodany

Pirogronian metylu

D-celobioza

a-D-laktoza

b-metylo-D-glukozyd

D-ksyloza

Eritritol

D-mannitol

N-acetylo-D-glukozoamina

fosforan 1-glukozy

Fosforan D,L-a-glicerolu

Kwasy
karboksylowe i
ketonowe

Kwas D-glukozaminowy

y-lakton kwasu D-galaktonowego

Kwas D-galakturonowy

Kwas 2-hydroksybenzoesowy

Kwas 4-hydroksybenzoesowy

Kwas y-hydroksymastowy

Kwas itakonowy

Kwas a-oksomastowy

Kwas D-jabtkowy

Polimery

Tween 40

Tween 80

a-cyklodekstryna

Glikogen

7 7

Aktywnos$¢ kataboliczna

~
o
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= Srednia absorbancja (AWCD - Average Well Colour Development) dla kazdego obiektu doswiadczalnego zostata
wyliczona na podstawie absorbancji dla 31 substratow, pomniejszonych o wartos¢ absorbancji dla czystej wody
AWCD = >0ODi/31, wartos¢ AWCD jest miara aktywnosci mikroorganizmow biofilmu.

Wartosé

-
0 — —

304 Cu DI PVC UHMW PP
Materiaty

® AWCD
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Wskaznik roznorodnosci funkcjonalnej R- zostat
obliczony na podstawie liczby zuzytych substratow
weglowych, przyjmujac jako pozytywna odpowiedz
mikroorganizméw dla poszczegolnych substratow WCD
(well  colour development) > 0,25. Roznorodnosc
funkcjonalna uznana jest za jeden z najbardziej
odpowiednich wskaznikow réznorodnosci, poniewaz
funkcja ekosystemu zalezy od cech funkcjonalnych
gatunkow, a zmniejszenie roznorodnosci funkcjonalnej
ma niekorzystny wptyw na stabilnos¢ i funkcjonowanie
ekosytemu.

WARTOSC

35
30
25
20
15
10

un

304

Cu

EmWsaink R

Di PVC
MATERIALY

UHMW

PP
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* Poréwnanie aktywnosci metabolicznej mikroorganizméw
tworzgcych biofilm na badanych materiatach.

* Analiza 190 substratow weglowych, 95 zrodet azotu,
94 zrodet fosforu i siarki.

100,00% : o
mwegiel wmazot mfosforisiarka

90.00% Tree Diagram for 6 Variables
’ Single Linkage
Euclidean distances

— 80,00%
LC‘:
2 70,00%
o] cu
'E 60,00%
§ 50,00% I
7
_g 40,00% 304
& 30,00%
3 PVC
N 20,00%

10,00% I I PP

0,00% [ [ | [ | — | [ |
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= W/yizolowane oraz oznaczone szczepy moga stuzy¢ jako wskazniki obecnosci btony biologicznej w
danej sieci wodociagowe;j.

= Metody identyfikacji oparte na analizie sekwencji kwasow nukleinowych okazaty sie najskuteczniejsze
w przypadku okreslenia przynaleznosci do rodzaju mikroorganizmow zmienionych pod wptywem stresu
srodowiskowego (selekcja, procesy technologiczne: koagulacja, chlorowanie, ozonowanie).

= Mieszana kultura drobnoustrojow charakteryzuje sie wieksza réoznorodnoscia enzymatyczna, co znacznie ufatwia
wykorzystywanie komponentdw rurociagow przez bakterie, jako zrodto wegla i energii;

= Rutynowe analizy wody w zaden sposob nie dostarczaja informacji o rzeczywistych warunkach
mikrobiologicznych panujacych w sieci wodociagowej;
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= Mechanizm powstania obrostow biologicznych, bioréznorodnosé na réznych materiatach powoduje, ze zaden zabieg

technologiczny ani materiat wykorzystywany do budowy sieci nie jest w stanie zapobiec tworzeniu sie
biofilmu;

= Analiza mikrobiologiczna wody w wybranych punktach z zastosowaniem podtoza R2A wskazywata od |,5- 5,2 x
wieksza liczbe mikroorganizmow psychro- i mezofilnych niz na agarze odzywczym, co sugeruje na koniecznosc
wykorzystania podtoza R2A w celu otrzymania bardziej wiarygodnych wynikow jakosci mikrobiologicznej wody.

= Analizy wykonane za pomocga systemu BIOLOG OmniLog moga stuzy¢ do oceny dostepnosci substratow

pokarmowych dla drobnoustrojow z materiatow wykorzystywanych do budowy instalacji np. wodociaggowych, a wiec
rowniez do testowania ich przydatnosci.
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