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STRESZCZENIE

Wstep: Patogeny uktadu oddechowego sg w stanie przezy¢ przez dtugi czas nawet w bardzo niesprzyjajacych warunkach Srodowiskowych,
rowniez w solankach wykorzystywanych w balneologii. Jednoczednie niesprzyjajace warunki Srodowiskowe mogq stymulowa¢ tworzenie
przez drobnoustroje biofilméw na réznych powierzchniach.

Materiaty i metody: Sprawdzono mozliwos¢ tworzenia biofilmu przez potencjalne patogeny ukfadu oddechoweqo (Staphylococcus aureus
i Pseudomonas aeruginosa) na powierzchni plytek titracyjnych oraz na powierzchni gatgzek taminy, stanowigcych element konstrukcyjny tezni.
Badanie przeprowadzono w obecnosci solanek tezniowych czystych (5-27% NaCl) oraz wzbogaconych substancjami organicznymi (glukoza
0,25%, wyciag drozdzowy 0,25%).

Wyniki: Zaréwno S. aureus jak i P aeruginosa tworzyty biofilm w solankach tezniowych na powierzchni ptytek titracyjnych. W tych samych
warunkach Srodowiskowych P aruginosa tworzyt biofilm intensywniej niz S. aureus. llos¢ wytworzonego biofilmu zmniejszata sie wraz ze
wzrostem zasolenia, natomiast obserwowano wzrost ilosci wytworzonego biofilmu w solankach wzbogaconych w substancje odzywcze. W ba-
danym czasie (24 godziny) S. aureus nie wytwarzat biofilmu na gatazkach taminy. 2. aeruginosa tworzyt biofilm na gatazkach inkubowanych
w solankach, ale tylko w warunkach zanieczyszczenia solanki substancjami organicznymi i w ograniczonym zakresie zasolenia.

Whioski: Przeprowadzone badania wykluczyty mozliwos¢ tworzenia biofilmu bakteryjnego przez badane patogeny uktadu oddechowego
(S. aureusi P aeruginosa) na gatazkach tarniny w solankach tezniowych. Prawdopodobnie obecnos¢ garbnikow wyklucza mozliwo$¢ formo-
wania sie biofilmu w warunkach otwarteqo inhalatorium.

Stowa kluczowe: tworzenie biofilmu, solanki, otwarte inhalatoria, patogeny, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY

Introduktion: The present study was aimed at determining whether Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, pathogens of the
respiratory tract, can form a biofilm in mineral brines distributed in open inhalatoria in spa towns.

Material and Methods: The objective was to investigate biofilm formation on microtiter plates and on blackthorn twigs, construction elements
of graduation towers. The research involved investigating pure brines (5-27% Na(l) and the brines supplemented with organic compounds
(glucose 0.5% and yeast extract 0.5%). The general hydrolytic activity of biofilm was determined using fluorescein diacetate (FDA).
Results: Both S. aureus and P, aeruginosa formed a biofilm on the surface of microtiter plates in the brines collected from graduation towers.
Under the same conditions P. aruginosa formed a substantially higher amount of biofilm than S. aureus. The biofilm formation decreased with
increasing salinity but increased in the environment supplemented with nutrients. Only P, aeruginosa formed a biofilm on blackthorn twigs
incubated in the brines, and only when the brine was contaminated with organic compounds and had limited salinity (<9 %).
Conclusions: The results of this research almost entirely excluded the possibility of biofilm formation by pathogenic S. aureus and P aeruginosa
on blackthorn twigs in the brines collected in spa towns Ciechocinek.
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WSTEP

Drobnoustroje w $rodowisku naturalnym rzadko wy-
stepujg w postaci pojedynczych rozproszonych komorek.
Najczesciej obserwowanym zjawiskiem jest tworzenie skupisk
zwanych biofilmem lub tez blong biologiczna. Struktura ta
przylega do powierzchni statych lub powierzchni komérek
innych organizméw. Taka forma bytowania drobnoustrojéw
stwarza im mozliwo$¢ tatwiejszego dostepu do sktadnikéw
odzywczych, a takze chroni komérki przed niekorzystnym
wplywem szkodliwych czynnikéw $rodowiskowych [1, 2].
Dlatego tez biofilm moze funkcjonowa¢ w warunkach, w kté-
rych przetrwanie pojedynczych komérek bytoby trudne,
a w wielu przypadkach nawet niemozliwe [3]. Zdolno$¢ do
tworzenia biofilmu posiadajg zaréwno organizmy autotro-
ficzne, jak i heterotroficzne, wéréd ktérych znajduja si¢ takze
drobnoustroje chorobotwércze [4].

W dostepnej literaturze wiele publikacji opisuje powstawanie
biofilméw mikrobiologicznych w medycynie, ekosystemach
wodnych czy sieciach wodociggowych i wynikajacych z tego
potencjalnych zagrozen. Brakuje jednak badan majgcych na
celu analize zagrozenia biofilmem mikrobiologicznym w ob-
rebie szeroko rozumianej balneologii. Jest to samodzielna
dziedzina wiedzy medycznej wykorzystujaca do leczenia,
profilaktyki, rehabilitacji i cze$ciowo diagnostyki naturalne
surowce lecznicze m.in. wody mineralne [5].

Na terenie Polski najpopularniejszym uzdrowiskiem opie-
rajgcym sie na leczeniu balneologicznym jest Ciechocinek,
w ktérym jednymi z najlepiej rozpoznawalnych obiektéw sg
teznie solankowe. Sg to unikatowe konstrukcje drewniane
stuzace do odparowywania wody z solanki. Wokét tezni tworzy
si¢ bogaty wjod mikroklimat tworzacy naturalne, lecznicze
inhalatorium. Leczy si¢ tutaj choroby narzgdéw ruchui reu-
matyczne, choroby uktadu krgzenia, uktadu oddechowego
i obwodowego ukladu nerwowego oraz choroby kobiece.
Dla kuracjuszy przebywajacych kazdego roku na terenie
uzdrowiska mikrobiologiczna czysto$¢ emitowanego przez
teznie aerozolu jest bardzo istotna. Solanki rozprowadzane
na tezniach, jak wszystkie wody glebinowe nie sg wolne od
zanieczyszczen mikrobiologicznych. W wodach glebinowych
notuje si¢ 10>-107bakterii/ml. Réwniez w §rodowiskach sil-
nie zasolonych, gdzie stezenie jonéw NaCl przekracza 30%

Tabela 1. Charakterystyka obiektow

notuje si¢ obecno$¢ halofilnych archeonéw oraz bakterii
[6, 7, 8]. Dodatkowo podczas procesu transportu solanki
ze Zrédha do tezni, rozprowadzania solanki po konstrukeji
tezni, a takze podczas splywu po galgzkach tarniny solanka
ma nieustanny kontakt z mikroorganizmami znajdujacymi
sie w $rodowisku, w tym réwniez patogennymi.

Patogeny uktadu oddechowego sg w stanie przezy¢ przez
dtugi czas nawet w bardzo niesprzyjajgcych warunkach $ro-
dowiskowych, w tym przy duzym zasoleniu $rodowiska.
Jednocze$nie niesprzyjajace warunki srodowiskowe mogg
stymulowa¢ tworzenie przez drobnoustroje biofilméw na
réznych powierzchniach. Przedstawione w niniejszej pracy
badania sg pierwsza préba oceny, czy patogeny uktadu odde-
chowego - Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa
- sg zdolne do tworzenia biofilmu w $rodowisku leczniczych
solanek stosowanych w otwartych inhalatoriach - tezniach
ciechocinskich.

MATERIALY | METODY

Materiat do badan stanowily wody lecznicze uzywane
w otwartych inhalatoriach Ciechocinka. Bezposrednio ze
zrédta nr 11 solanka pompowana jest do fontanny ,,Grzybek”
Teznie stanowig drugi etap w procesie zat¢zania solanki
i produkgji soli. Wszystkie obiekty - fontanna i teznie
stanowig otwarte inhalatoria odwiedzane przez ponad
70 tys. kuracjuszy rocznie. Charakterystyke obiektéw,
z ktérych pobierano solanki oraz solanek przedstawiono
w tabeli 1.

Ideg eksperymentu byta ocena wptywu stopnia zasolenia
na powstawanie i rozw¢j struktury biofilmu tworzonej przez
potencjalne patogeny uktadu oddechowego. W badaniach
uzyto dwa szczepy, potencjalne patogeny uktadu oddecho-
wego: Staphylococcus aureus ATCC 6538 (gronkowiec zto-
cisty) 1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (pateczka
ropy blekitnej).

Ocenie poddano takze wplyw substancji odzywczych
oraz rodzaj kolonizowanej powierzchni na proces powsta-
wania biofilmu.

W tym celu przygotowano 3 warianty analizowanej so-
lanki:

-czysta solanka (pozbawiona dodatkowej puli substancji
odzywczych),

L L i . a3 Koncentracja
. Dtugos¢ Wysokos¢ Szerokos¢ Pojemnos¢ .
Obiekt [m] [m] [m] [m’] Nadl Vl\:l ‘;c])lance Ruch kuracjuszy
Fontanna, Grzyh” 5 (Srednica) 3 38 5 bardzo intensywny
Teznia numer 1(T1) 648 14 9 5800 do9 bardzo intensywny
Teznia numer 2 (T2) 719 16 9 6300 22-27 umiarkowany
Teznia numer 3 (T3) 333 12 9 2900 do16 intensywny
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-solanka z dodatkiem wyciagu drozdzowego (Zrédto wegla
iazotu) - konicowe stezenie 0,25%,

-solanka z dodatkiem glukozy (Zrédto wegla) - konicowe
stezenie 0,25%.

[lo$¢ powstatego biofilmu badano na typowej do tego
celu powierzchni (ptytki titracyjne) oraz na powierzchni
galgzek tarniny, czyli na materiale, ktéry stanowi wypet-
nienie tezni.

Tworzenie biofilmu na powierzchni plytek titracyjnych
oznaczano ilo§ciowo stosujac metode opisang przez Fleminga
iwsp. (2009) oraz Kim i wsp. (2009) [9, 10]. Ilo§¢ wytworzo-
nego biofilmu oznaczano z uzyciem 1% fioletu krystalicznego
imierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 570 nm.
Wynik podano jako wielko$¢ absorbancji.

Klasyfikacje obfito$ci biofilmu wykonano zgodnie z pro-
pozycja Stepanovic (2007) [11].

Gatazki uzyte do oceny tworzenia biofilmu bakteryjnego
pochodzily z krzewu tarniny (Prunus spinosa). Fragmenty
gatgzek o dtugosci 2 cm i $rednicy 3 mm umieszczano w stu-
dzienkach 24-dotkowej plytki titracyjnej, napetniano odpo-
wiednig zawiesing bakteryjng w solance w objetosci réwnej
2ml. W celu zapobiegania wnikaniu solanki do wewnetrznych
tkanek badanego materiatu korice kazdej z gatazek zaglepiono
parafing. Ptytki nastepnie inkubowano statycznie w temperaturze
20°C przez 24h. Po inkubacji gatazki przenoszono do nowej
sterylnej ptytki i przeprowadzono analiz¢ tworzenia biofilmu
na powierzchni gatgzki stosujgc metode opisang powyzej.

Dla wszystkich uktadéw doswiadczalnych, w ktérych no-
towano tworzenie biofillmu oznaczano takze ogélng aktywno$¢
hydrolityczng biofilmu metodg z wykorzystaniem dwuoctanu
fluoresceiny (FDA) [12]. [lo$¢ uwolnionej fluoresceiny, ktéra
jest miarg aktywnosci hydrolitycznej biofilmu, mierzono
uzywajgc spektrofotometru Hitachi F - 2500, przy dtugosci
fali emisji 505 nm i fali wzbudzenia 480 nm.

WYNIKI

Analiza powstawania biofilmu na powierzchni ply-
tek titracyjnych potwierdzita zdolno$¢ do formowania tej
struktury zaréwno przez szczep Stapchylococcus aureus, jak
i Pseudomonas aeruginosa. W srodowisku czystym wytwarzanie
biofilmu przez S. aureus zaobserwowano jedynie w solance
pochodzacej z fontanny ,,Grzyb”, czyli w prébie o najnizszej
zawarto$ci NaCl (5%). W érodowisku wzbogaconym gluko-
73 1 ekstraktem drozdzowym obserwowano we wszystkich
rodzajach solanki stabg produkeje biofilmu (ryc. 1).

Bakterie P, aeruginosa byty zdolne do wytwarzania biofilmu
we wszystkich badanych solankach - zaréwno wzbogaco-
nych w substancje organiczne, jak i czystych. W solankach
pochodzacych z fontanny ,,Grzyb” oraz z T'1 wzbogaconych
w glukoze notowano biofilm na $rednim poziomie. Natomiast
w solance z fontanny ,,Grzyb” wzbogaconej o ekstrakt droz-
dzowy stwierdzono silne wytwarzanie biofilmu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze na ilo§¢ wytwarzanego
biofilmu wplywa stezenie solanki oraz obecno$¢ substancji
organicznych w §rodowisku. [loé¢ powstatego biofilmu zmniej-
sza si¢ wraz ze wzrostem zasolenia, natomiast znaczny wzrost
ilodci wytwarzanego biofilmu obserwowany jest w srodowisku

wodnym wzbogaconym w substancje odzywcze. Dodatkowo
wykazano, ze w tych samych warunkach $rodowiskowych
iloé¢ biofilmu utworzonego przez P. aeruginosa jest wieksza
niz ilo$¢ biofilmu zbudowanego przez S. aureus.

Réwniez rodzaj podloza odgrywa istotng role podczas
tworzenia biofilmu [13]. Wzrost porowato$ci powierzchni
materiatu wigze si¢ bezposrednio ze zwickszong adhezjg
komoérek mikroorganizméw [14]. Jednak analiza wynikéw
tworzenia biofilmu na powierzchni gatgzek tarniny nie po-
twierdzita wyzej opisanych zalozen. Mimo, iz analizowana
powierzchnia cechowata si¢ duzg porowatoécig ilo§¢ po-
wstalego biofilmu byla §ladowa. W przypadku S. aureus
minimalng ilo$¢ biofilmu utworzyt si¢ jedynie na gatgzkach
tarniny w obecnoéci solanki z tezni T1 wzbogaconej o glu-
koze. Bakterie P. aeruginosa wykazywaty zdolnoé¢ tworzenia
biofilmu na powierzchni tarniny takze tylko w $rodowisku
wzbogaconym o sktadniki odzywcze. W czystej solance
tezniowej nie obserwowano powstawania biofilmu P, aeru-
ginosa na tarninie. Prawdopodobnie jest to konsekwencjg
wlasciwodci tej roéliny.

Sliwa tarnina (Prunus spinosa) od dawna stosowana jest
jako ro$lina lecznicza [15]. Jej dziatanie lecznicze jest wynikiem
obecnosci w lisciach, korze oraz owocach niskoczgsteczkowych
zwigzkéw o charakterze fenolowym, tzw. garbnikéw roélinnych.
Fizjologiczna rola garbnikéw nie jest do konica poznana, ale
wiadomo, ze pelnig one role antyseptykéw chronigeych rodling
przed grzybami i owadami [16, 17]. W tkankach P, spinosa
stwierdzono obecno$¢ m.in. kumaryny, flawonoidéw, izopre-
noidowych glikozydéw, proantocyjanidyn, dtugotancuchowych
estrow kwaséw tluszczowych i terpenoidéw. Jednoczednie
stwierdzono, ze ekstrakty z tkanek tarniny wykazujg aktyw-
noé¢ bakteriobdjczg przeciwko bakteriom Gram dodatnim
(Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus) oraz Gram
wjemnym (Citrobacter freundii, Salmonella spp.) [18, 19].

Podczas naszych badan pewne zwigzki byly uwalniane
z kory gatazek do analizowanej solanki, o czym $wiadczy-
to czerwone zabarwienie widoczne w studzienkach ptytki
titracyjnej. W konsekwencji spowodowato to ograniczony
rozwdj szczepOw S. aureus i P aeruginosa oraz hamowanie
procesu tworzenia biofilmu.

Aktywno$¢ hydrolityczng biofilmu wytworzonego przez
S. aureus zaobserwowano jedynie w solance pochodzgcej
z fontanny ,,Grzyb” wzbogaconej o ekstrakt drozdzowy.
W pozostatych badanych solankach - zaréwno wzboga-
conych w substancje organiczne, jak i czystych aktywnosci
hydrolitycznej biofilmu nie odnotowano.

Aktywno$¢ hydrolityczng biofilmu wytworzonego przez
P aeruginosa na powierzchni plytek titracyjnych stwierdzono
w obecnoéci solanki z fontanny ,,Grzyb” oraz tezni nr 1 (stezenie
NaCl < 9%), wzbogaconych ekstraktem drozdzowym. W po-
zostatych rodzajach solanki nie zaobserwowano aktywnosci
hydrolitycznej biofilmu. Jednoczednie biofilm wytworzony
przez P aeruginosa wykazywal zdecydowanie wi¢kszg ak-
tywno$¢ hydrolityczng niz biofilm S. aureus (tab. 2).

Nie notowano natomiast aktywnosci hydrolitycznej
biofilmu utworzonego przez S. aureus i P aeruginosa na
gatazkach tarniny (tab. 2).
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Fontanna"Grzyb" Teznianumer 1.
16 16
14 — 1,4
1,2 — 12
1 — 1
08 M Staphylococcusaureus 08 M Staphylococcusaureus
06 [ Pseudomonas aeruginosa 06 Pseudomonas aeruginosa
04 — 04
02 — 0.2
o L mmm - - o || -
solanka solanka +glukoza solanka +ekstrakt solanka solanka +glukoza solanka +ekstrakt
drozdzowy drozdzowy
Teznia numer 3. Teznianumer 2.
16 16
14 14
1,2 12
1 1
08 M Staphylococcusaureus 08 M Staphylococcusaureus
08 Pseudomonas aeruginosa 06 Pseudomonas aeruginosa
04 04
0,2 0,2
o L mmmiSN = EENESS 00 BN o L mmmiUN 2 EESONN 00 sesoon
solanka solanka +glukoza  solanka +ekstrakt solanka solanka +glukoza  solanka +ekstrakt -2x0Dc
drozdzowy drozdzowy -4 x ODc
Rycina 1. llos¢ biofilmu wytworzonego na powierzchni ptytki titracyjnej przez Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa
Tabela 2. Aktywnos¢ hydrolityczna biofilmu utworzonego w solankach
Szczep Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
solanka solanka solanka solanka
czysta solanka + glukoza + ekstrakt czysta solanka + ekstrakt + ekstrakt
drozdzowy drozdzowy drozdzowy
Fontanna,Grzyb”  brak aktywnosci  brak aktywnosci 0.016% brak aktywnosci brak aktywnosci 1.106
Teznia numer 1 brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci brak aktywnosci 0,808
Teznia numer 2 brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci brak aktywnosci brak aktywnosci
Teznia numer 3 brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci  brak aktywnosci brak aktywnosci brak aktywnosci
W naszych badaniach ocena aktywnosci hydrolitycznej WNIOSKI

z zastosowaniem FDA wykazata obecno$¢ biofilmu aktywnego
metabolicznie jedynie w prébach o najnizszym stezeniu soli
(< 9%) i zawierajacych dodatkows pule sktadnikéw odzyw-
czych (wyciag drozdzowy). Oznacza to, ze w pozostatych
uktadach doswiadczalnych biofilm powstaje, ale warunki
$rodowiskowe sg na tyle niekorzystne (szczegélnie stezenie
NaCl), ze uniemozliwiajg aktywne funkcjonowanie komérek
bakteryjnych nawet w postaci biofilmu. Moze to takze ozna-
czaé, ze powstajgcy biofilm sktada si¢ gtéwnie z martwych
lub nieaktywnych komérek.
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Przeprowadzone badania w zasadzie wykluczyty mozli-
wo$¢ tworzenia biofilmu bakteryjnego przez badane patogeny
uktadu oddechowego (S. aureus i P aeruginosa) na gatazkach
tarniny w solankach tezniowych w Ciechocinku. Proces po-
wstawania biofilmu, zaobserwowano gléwnie na powierzchni
plytek titracyjnych. W warunkach takich, jakie wystepujg
w naturalnych otwartych inhalatoriach, czyli w solankach
czystych na gatgzkach tarniny, biofilm nie powstawal. Ma
to istotne znaczenie dla funkcjonowania inhalatoriéw naj-
wigkszego uzdrowiska nizinnego na terenie Polski. Wybér
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tarniny jako materialu wypelniajacego teznie jest stuszny, nie
tylko ze wzgleddw techniczno-konstrukeyjnych. Obecnoéé
garbnikéw wyklucza mozliwosé formowania si¢ biofilmu co
sprawia, Ze otoczenie tezni jest bezpieczne dla kuracjuszy
ilicznych turystéw. Nalezy jednak zauwazy¢, ze potencjalne
zanieczyszczenie solanek stosowanych na tezni moze uta-
twié formowanie si¢ biofilmu bakteryjnego. Z tego wzgledu
konieczna jest stata kontrola solanek tezniowych na terenie
uzdrowiska w celu wykluczenia mozliwoéci powstawania
biofilmu.
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