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S t r e s z c z e n i e 
 
Celem bada� było okre�lenie roli zewn�trzkomórkowych białek w procesie adhezji Proteus vulgaris 

do powierzchni stali nierdzewnej. Zbadano równie� zale�no�ci pomi�dzy zawarto�ci� ATP w komórkach 
bakteryjnych, zmianami w profilu zewn�trzkomórkowych białek a adhezj� Proteus vulgaris do 
powierzchni abiotycznych. Hodowle mikroorganizmów prowadzono na po�ywce o optymalnej oraz 
zredukowanej zawarto�ci składników pokarmowych. W przeprowadzonych eksperymentach warunki 
głodowe �rodowiska wzrostu indukowały zjawisko adhezji komórek do płaszczyzn stałych. Trwała 
kolonizacja powierzchni stali nierdzewnej wyst�powała ju� w pocz�tkowych etapach badania adhezji. 
Bakterie Proteus vulgaris nara�one na oddziaływanie stresu głodowego charakteryzowały si� wy�szym 
stanem energetycznym, co skutkowało wyra�nym ograniczeniem lub nawet brakiem syntezy cz��ci 
egzogennych białek o wzgl�dnej masie cz�steczkowej mieszcz�cej si� w zakresie 14,2×103 Da - 36×103 
Da. 
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Wprowadzenie 

Bakterie Proteus vulgaris s� szeroko rozpowszechnione w �rodowisku wodnym. 
Mog� tak�e powodowa� psucie si� �ywno�ci. Dotyczy to zwłaszcza produktów o 
wysokiej zawarto�ci białka (głównie mi�sa, ryb i jaj). Komórki Proteus spp. poddane 
oddziaływaniu stresu głodowego uruchamiaj� szereg mechanizmów umo�liwiaj�cych 
efektywn� kolonizacj� powierzchni stałych. Biofilm bakteryjny utworzony na 
płaszczyznach abiotycznych stanowi potencjalne zagro�enie mikrobiologicznego 
ska�enia �ywo�ci.  
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Tworzenie błon biologicznych rozpoczyna si� w momencie osadzania si� 
pojedynczych komórek na powierzchni stałej. Fizykochemiczne interakcje, zachodz�ce 
w trakcie przył�czania si� komórki bakteryjnej do płaszczyzny abiotycznej, s� 
odpowiedzi� swoist� danego gatunku na warunki �rodowiskowe [13]. Zmniejszona 
zawarto�� składników pokarmowych w �rodowisku wzrostu determinuje zarówno 
sposób, jak i szybko�� przyczepiania si� komórek bakteryjnych do powierzchni 
nieo�ywionych [18]. W warunkach głodowych na skutek ograniczenia syntezy cz��ci 
zewn�trzkomórkowych białek, zmieniaj� si� wła�ciwo�ci błony zewn�trznej bakterii G 
(-) [1, 8]. Zmodyfikowana struktura błony zewn�trznej skutecznie chroni komórki 
bakteryjne przed działaniem antybiotyków oraz detergentów [1]. Takich wła�ciwo�ci 
nie wykazuj� komórki Proteus vulgaris inkubowane na po�ywkach o optymalnej 
zawarto�ci substancji pokarmowych. Poznanie mechanizmu syntezy 
zewn�trzkomórkowych cz�steczek w warunkach głodowych i okre�lenie ich roli w 
procesie tworzenia si� biofilmu bakteryjnego na powierzchniach abiotycznych ma wi�c 
istotne, aplikacyjne znaczenie.  

Celem bada� było okre�lenie roli zewn�trzkomórkowych białek w procesie 
adhezji Proteus vulgaris do powierzchni stali nierdzewnej typu 316L. Zbadano 
równie� zale�no�ci pomi�dzy zawarto�ci� ATP w komórkach bakteryjnych, zmianami 
w profilu zewn�trzkomórkowych białek a adhezj� Proteus vulgaris do powierzchni 
abiotycznych. 

Materiał i metody bada� 

Drobnoustroje i warunki hodowli 

W badaniach wykorzystano gatunek Proteus vulgaris ATCC 6380. W czasie 
prowadzenia hodowli drobnoustroje trzykrotnie pasa�owano na podło�e płynne 
zaproponowane przez Mossela [15]. Hodowle mikroorganizmów prowadzono w temp. 
35ºC w warunkach dynamicznych na podło�u o optymalnej oraz zredukowanej (o 
90%) dost�pno�ci składników od�ywczych, przy pH = 7 po�ywki. Czas prowadzenia 
hodowli wynosił 151 h.  

Przygotowanie powierzchni stali nierdzewnej do bada� 

Płytki ze stali nierdzewnej (typ 316L) o wymiarach 1 cm x 6,5 cm x 1 mm, 
traktowano 50% roztworem HNO3 w temp. 70ºC przez 10 min. Po dokładnym 
wypłukaniu w wodzie destylowanej płytki umieszczano w szklanych naczyniach i 
autoklawowano w temp. 121ºC przez 15 min [16]. 
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Badanie adhezji 

Badanie adhezji rozpoczynano w 143. h ka�dego do�wiadczenia. W płynnych 
hodowlach Proteus vulgaris umieszczano płytki ze stali nierdzewnej. W 144., 145., 
147.  oraz 151. h płytki usuwano i przemywano roztworem PBS (pH = 7,2) celem 
usuni�cia komórek nietrwale zwi�zanych z badanymi powierzchniami. Płytki 
zabarwiano nast�pnie 0,01% roztworem oran�u akrydyny i prowadzono obserwacj� 
pod mikroskopem fluorescencyjnym (CARL-ZAISS, Axiovert 200, Niemcy). 
Okre�lenia stopni adhezji komórek Proteus vulgaris do powierzchni stali nierdzewnej 
dokonano metod� opisan� przez Le Thi i wsp. [12]. Technika ta polega na 
oszacowaniu 50 pól widzenia wg 9-stopniowej skali: 

1 stopie� - od 0 do 5 komórek w polu widzenia; 

2 stopie� - od 5 do 50 komórek w polu widzenia; 

3 stopie� - tylko pojedyncze komórki (powy�ej 50 w polu widzenia), brak 

mikroskupisk; 

4 stopie� - pojedyncze komórki + małe mikroskupiska; 

5 stopie� - du�e, nieł�cz�ce si� mikroskupiska + pojedyncze komórki; 

6 stopie� - ł�cz�ce si� mikroskupiska + pojedyncze komórki; 

7 stopie� - ¼ pola widzenia pokryta biofilmem; 

8 stopie� - ½ pola widzenia pokryta biofilmem; 

9 stopie� - całe pole widzenia pokryte biofilmem. 

Ka�dy wariant eksperymentu składał si� z dwóch do�wiadcze�, które 
przeprowadzono w dwóch powtórzeniach. 

Bioluminescencyjny pomiar ATP 

Pomiaru st��enia ATP w komórkach Proteus vulgaris dokonywano w 4., 24., 72., 
120. oraz 144. h ka�dego eksperymentu. Płynne hodowle wirowano w temp. 20ºC 
przez 20 min (3000 g). Uzyskany osad zawieszano w sterylnej dejonizowanej wodzie 
i ustalano g�sto�� optyczn� (OD540nm) odpowiadaj�c� 1×108 jtk/ml. Celem ekstrakcji 
komórkowego ATP do 100 �l próby wprowadzano 200 �l buforu litycznego 
(Lumitech, Holandia). Po dokładnym wymieszaniu, do prób wprowadzano nast�pnie 
100 �l kompleksu lucyferyna-lucyferaza (Lumitech, Holandia). Zawarto�� ATP w 
komórkach bakteryjnych oznaczano lumenometrem Cesis-Lumac Lumenometr 
Biocounter M1500 (Lumitech, Holandia). Uzyskane wyniki przekształcono wg 
zale�no�ci: 7200 RLU (ang. Relative Light Unit) odpowiada 200 pg ATP 
komórkowego.  
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Ekstrakcja zewn�trzkomórkowych białek 

W badaniach zastosowano metod� ekstrakcji zewn�trzkomórkowych białek 
zaproponowan� przez Tavares i Sellstedt [19]. Płynne hodowle wirowano w temp. 
20ºC przez 20 min (3000 g). Uzyskany osad zawieszano w dejonizowanej wodzie i 
ustalano g�sto�� optyczn� (OD540nm) odpowiadaj�c� 1×108 jtk/ml. Celem usuni�cia 
niezwi�zanych z powierzchni� komórki zewn�trzkomórkowych białek, komórki 
przemywano 62,5 mM roztworem Tris- HCl (pH 6,8). Osad komórkowy nast�pnie 
zawieszano w 1 ml 62,5 mM roztworu Tris- HCl (pH 6,8), zawieraj�cym 0,1% (v/v) 
Triton- X 100 (Serva) i 1% (v/v) Pmsf (Sigma, USA). Próby ostro�nie mieszano i 
wirowano w temp. 4oC przez 20 min (15000 g). Zawarto�� wyekstrahowanych białek 
zewn�trzkomórkowych w próbie oznaczano spektrofotometrycznie metod� Bradforda 
[3]. Jako wzorzec zastosowano roztwory BSA (Sigma  USA) o st��eniu 0,1 - 1 mg/ml.  

SDS - PAGE 

Roztwór zewn�trzkomórkowych białek wprowadzano do buforu denaturuj�cego, 
zawieraj�cego: 62,5 mM Tris- HCl (pH 6,8), 2% (w/v) SDS, 5% (v/v)  
	-merkaptoetanol, 0,025% (m/v) bromofenol blue oraz 10% (v/v) glicerol. Przed 
nało�eniem na �el, próby ogrzewano we wrz�cej ła�ni wodnej (100oC) przez 3 min 
[19]. 

Rozdziału wyekstrahowanych zewn�trzkomórkowych molekuł dokonywano 
technik� jednokierunkowej elektroforezy w obecno�ci 0,1% roztworu SDS przy 
napi�ciu 100 V [11]. W do�wiadczeniu zastosowano 12% �el poliakrylamidowy. Czas 
trwania eksperymentu wnosił 5 h. Jako wzorzec zastosowano mieszanin� białek o 
znanym ci��arze cz�steczkowym (Sigma, USA). 

Wizualizacja rozdzielonych zewn�trzkomórkowych białek w �elach SDS-PAGE 

Wizualizacji rozdzielonych biopolimerów na �elach poliakrylamidowych 
dokonywano technik� wybarwiania pasm zwi�zkami srebra [4]. 
el przetrzymywano 
w mieszaninie 40% roztworu etanolu i 10% roztworu kwasu octowego przez 12 h. 
el 
nast�pnie przetrzymywano w 30% roztworze etanolu (20 min), w wodzie (20 min) oraz 
1,6 mmol/l roztworze Na2S2O3 (1 min). 
el 3-krotnie przepłukiwano w wodzie (20 s) 
i zanurzano na 20 min w mieszaninie: 0,2% roztworu azotanu srebra i 0,007% 
roztworu formaldehydu. 
el przepłukiwano 3-krotnie w wodzie (20 s), a nast�pnie 
zanurzano na 5 min w mieszaninie: 280 mmol/l w�glanu sodu, 0,018% roztworze 
formaldehydu, 40 �mol/l tiosiarczanu sodu. Zanurzenie �elu w 133 mmol/l glicyny 
(5 min) zatrzymywało proces wybarwiania rozdzielonych pasm.  
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Wyniki i dyskusja 

Wyniki badania wpływu dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce 
hodowlanej na kinetyk� tworzenia si� biofilmu przez komórki Proteus vulgaris na 
powierzchni stali nierdzewnej, typ 316L, przedstawiono w tab. 1. Jako dominuj�ce 
stopnie adhezji uznano te, których udział wynosił minimum 20%. Badano równie� 
pojawianie si� wy�szych stopni adhezji (6-9 stopie�). We wszystkich wariantach 
przeprowadzonych do�wiadcze� liczba komórek Proteus vulgaris w płynie 
hodowlanym kształtowała si� na poziomie �rednio 105-106 jtk/ml.  
 

T a b e l a  1 
 
Stopie� adhezji komórek Proteus vulgaris do powierzchni stali nierdzewnej 316L w zale�no�ci od 
dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce hodowlanej 
Proteus vulgaris adhesion degree to the surface of stainless steel 316L in dependence on nutrients 
availability in the culture medium 
 

Dost�pno�� składników pokarmowych w po�ywce 
Nutrients availability in the culture medium 

Optymalna 
Optimal 

Zredukowana 
Reduced Czas 

hodowli 
[h] 

Time of 
incubation 

[hours] 

Liczba 
komórek w 

płynie  
hodowlanym 

[jtk/ml] 
Cell number 

in the  
medium 

[CFU/ml] 

Dominuj�ce 
stopnie 
adhezji 

Dominant 
adhesion 
degrees 

Pojawienie 
si� wy�szych 
stopni adhezji 

(6,7,8,9) 
Appearance 

of higher 
adhesion 
degrees 
(6,7,8,9) 

Liczba 
komórek w 

płynie  
hodowlanym 

[jtk/ml] 
Cell number 

in the  
medium 

[CFU/ml] 

Dominuj�ce 
stopnie 
adhezji 

Dominant 
adhesion 
degrees 

Pojawienie si� 
wy�szych 

stopni adhezji 
(6,7,8,9) 

Appearance 
of higher 
adhesion 
degrees 
(6,7,8,9) 

144 1,4×106 1, 2 - 4,6×105 3 6 

145 1,5×106 2, 1 - 8,2×105 3 6 

147 1,6×106 2, 1 - 4,7×105 3 6 

151 2,0×106 3, 1 - 4,7×105 3 6 

 
Powierzchnie ze stali nierdzewnej typu 316L efektywnie zasiedlane były przez 

komórki Proteus vulgaris w warunkach głodowych �rodowiska wzrostu (tab.1). We 
wszystkich wariantach przeprowadzonych do�wiadcze� zaobserwowano wyra�n� 
dominacj� 3. stopnia adhezji oraz pojawienie si� 6. stopnia adhezji. W hodowlach 
Proteus vulgaris prowadzonych na po�ywkach o optymalnej dost�pno�ci substancji 
pokarmowych odnotowano dominacj� głównie 1. oraz 2. stopnia adhezji i nie 
stwierdzono obecno�ci wy�szych stopni adhezji (6-9 stopie�). 
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Rodzaj powierzchni, do której przyczepiaj� si� drobnoustroje, jest czynnikiem 
warunkuj�cym tworzenie si� błon biologicznych [5]. W adhezji mikroorganizmów do 
powierzchni stali nierdzewnej istotn� rol� odgrywa porowato�� płaszczyzny. Han 
i wsp. [7] odnotowali, �e obecno�� zarysowa�, szczelin oraz p�kni�� na powierzchni 
ma wpływ przede wszystkim na pocz�tkowe etapy rozwoju biofilmu bakteryjnego 
w warunkach głodowych.  Analogiczne zale�no�ci zaobserwowali Julien i wsp. [10], 
którzy wykazali, �e porowato�� stali nierdzewnej decyduje tak�e o trudno�ci usuwania 
mikroorganizmów z danej powierzchni. Jest to zwi�zane z redukcj� pierwotnych 
wymiarów i zmian� kształtu komórek bakteryjnych, inkubowanych w warunkach 
głodowych [20]. Valcarce i wsp. [21] wykazali, �e zabieg mechanicznego polerowania 
płaszczyzn abiotycznych nie ograniczył wyst�powania w �ywno�ci bakterii 
patogennych. Powierzchnie kontaktuj�ce si� z �ywno�ci� musz� zatem mie� 
odpowiedni stopie� wyko�czenia, a ich porowato�� nie mo�e przekracza� poziomu 
0,8 �m [22]. 
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Rys 1. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce hodowlanej na zawarto�� ATP 
w komórkach Proteus vulgaris. 

Fig. 1. The influence of nutrients availability in the culture medium on the ATP content in Proteus 
vulgaris cells. 

 
Istotn� rol� w procesie tworzenia si� biofilmów na powierzchniach abiotycznych 

odgrywa synteza przez drobnoustroje zewn�trzkomórkowych białek. Wst�pnej oceny 
efektywno�ci biosyntezy zewn�trzkomórkowych cz�steczek dokonano na podstawie 
bioluminescencyjnego pomiaru zawarto�ci ATP w komórkach Proteus vugaris. 
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Wyniki badania wpływu dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce 
hodowlanej na stan energetyczny komórek Proteus vulgaris przedstawiono na rys.1. 
Bakterie Proteus vulgaris nara�one na oddziaływanie stresu głodowego 
charakteryzowały si� wy�sz� zawarto�ci� ATP. We wszystkich wariantach 
przeprowadzonych do�wiadcze� najwy�sze st��enie ATP w komórkach Proteus 
vulgaris odnotowano w pierwszych 24 h hodowli. W 120. h trwania procesu poziom 
ATP w komórkach badanych drobnoustrojów wyra�nie obni�ył si� do poziomu �rednio 
8 �g/108 jtk. Było to widoczne w hodowlach Proteus vulgaris prowadzonych zarówno 
na po�ywce o optymalnej, jak i zredukowanej dost�pno�ci składników pokarmowych.  

Wysoka zawarto�� ATP w komórkach bakteryjnych jest odpowiedzi� 
mikroorganizmów na warunki hodowli [2, 17]. W �rodowisku ograniczonej poda�y 
substancji od�ywczych nast�puje zmiana w budowie przestrzennej membran 
powierzchniowych drobnoustrojów [20]. Energia potrzebna do przeprowadzenia tych 
zmian zawarta jest w pozakomórkowych biopolimerach. Wyra�ne ograniczenie lub 
brak syntezy cz��ci pozakomórkowych cz�steczek uruchamia przemiany, w rezultacie 
których nast�puje wytworzenie na powierzchniach stałych stabilnych kolonii 
bakteryjnych. Bioluminescencyjny pomiar ATP wskazuje na fakt, �e zmiany 
metaboliczne, sprzyjaj�ce tworzeniu si� biofilmu bakteryjnego w warunkach 
głodowych, s� reakcj� wyst�puj�c� głównie w pocz�tkowych etapach hodowli. 
Analogiczne zale�no�ci wykazali Blackburn i wsp. [2], badaj�c wpływ dost�pno�ci 
składników pokarmowych w po�ywce na adhezj� Pseudomonas fragi do powierzchni 
polistyrenu. Dojrzał� matryc� biofilmu Pseudomonas fragi na badanej powierzchni 
stałej zaobserwowano przy najmniejszej zawarto�ci składników pokarmowych w 
po�ywce. Na tym etapie prowadzenia hodowli badane drobnoustroje odznaczały si� 
wysok� zawarto�ci� komórkowego ATP [2].  

W niniejszej pracy technik� SDS-PAGE dokonano wst�pnej identyfikacji zmian 
w profilach zewn�trzkomórkowych biopolimerów syntetyzowanych przez komórki 
Proteus vulgaris. Ekstrakcje pozakomórkowych białek przeprowadzono w 144. h 
trwania hodowli. Wówczas bakterie Proteus vulgaris odznaczały si� najni�szym 
stanem energetycznym, co dowodziło przeprowadzeniu przez komórki zmian w 
strukturze pozakomórkowej membrany. Ponadto we wszystkich wariantach 
eksperymentu w 144. h efektywno�� kolonizacji powierzchni stali nierdzewnej przez 
badane drobnoustroje była analogiczna jak w 145., 147. oraz w 151. h procesu.  

Wyniki badania wpływu dost�pno�ci składników od�ywczych �rodowiska 
wzrostu mikroorganizmów na syntez� zewn�trzkomórkowych białek przedstawiono na 
rys. 2. W komórkach Proteus vulgaris inkubowanych w warunkach głodowych 
stwierdzono wyra�ne ograniczenie syntezy zewn�trzkomórkowych białek o wzgl�dnej 
masie cz�steczkowej, mieszcz�cej si� w zakresie 14,2·103 Da – 36 ·103 Da. W tym 
wariancie eksperymentu wyst�pił brak syntezy białka o ci��arze cz�steczkowym 
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wynosz�cym około 36·103 Da. W hodowli Proteus vulgaris, prowadzonej na po�ywce 
o optymalnej dost�pno�ci substancji od�ywczych, efektywno�� biosyntezy białka o 
masie cz�steczkowej 36·103 Da, była du�a (o czym �wiadczy intensywno�� barwy 
rozdzielonego pasma).  

 
Rys. 2. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce na profil zewn�trzkomórkowych 

białek komórek Proteus vulgaris (B - inkubowanych w warunkach głodowych, C - 
inkubowanych w warunkach optymalnych, A - marker białkowy). 

Fig. 2. The influence of the nutrients availability in the medium on extracellular protein profile of 
Proteus vulgaris cells (B - incubated under starvation conditions, C - incubated under optimal 
conditions, A - molecular weight marker). 

 

Zewn�trzkomórkowe biopolimery s� cz�steczkami, których biosynteza 
sygnalizuje bardzo nisk� koncentracj� lub brak zwi�zków pokarmowych w �rodowisku 
wzrostu drobnoustrojów. W warunkach głodowych substancje te stanowi� rezerwuar 
energii i monomerów, wykorzystywanych przez komórk� do podtrzymywania szeroko 
rozumianej aktywno�ci fizjologicznej [14]. Redukcj� syntezy pozakomórkowych 
białek w warunkach głodowych wykazywały patogenne szczepy Vibrio ssp. oraz 
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Pseudomonas ssp. [9, 20]. Po 7 dniach prowadzenia hodowli w warunkach głodowych 
produkcja egzogennych białek przez te drobnoustroje zmalała o 50%, a po 30 dniach – 
o 80%, w porównaniu z wytwarzaniem tych zwi�zków w �rodowisku o optymalnej 
poda�y substancji od�ywczych. Liu i Tay [13] wykazali, �e syntetyzowane przez 
Bacillus stearothermophilus w warunkach głodowych pozakomórkowe białka s� 
równie� inicjatorami procesu adhezji. Usuni�cie zewn�trznej warstwy białkowej za 
pomoc� trypsyny lub SDS powodowało znacz� (nawet 100-krotn�) redukcj� adhezji 
Enterococcus spp. i Bacillus spp. do powierzchni stali nierdzewnej [6, 16]. 

Wnioski 

1. Wykazano bezpo�redni wpływ ograniczonej zawarto�ci składników pokarmowych 
w �rodowisku wzrostu na efektywno�� tworzenia si� biofilmu Proteus vulgaris na 
powierzchni stali nierdzewnej. 

2. Trwała kolonizacja powierzchni stali nierdzewnej przez drobnoustroje 
wyst�powała ju� w pocz�tkowych etapach badania adhezji. 

3. Komórki Proteus vulgaris inkubowane w warunkach głodowych odznaczały si� 
wy�szym stanem energetycznym, co zwi�zane było z wyra�n� redukcj� lub 
brakiem syntezy cz��ci zewn�trzkomórkowych białek. 

4. Zmiany w profilach zewn�trzkomórkowych białek drobnoustrojów poddanych 
oddziaływaniu stresu głodowego indukowały proces adhezji komórek do 
powierzchni stali nierdzewnej. 
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THE ROLE OF EXTRACELLULAR PROTEINS IN PROTEUS VULGARIS ADHESION  
TO THE SURFACE OF STAINLESS STEEL  

 
S u m m a r y 

 
The aim of the study was to define the role of extracellular proteins in the Proteus vulgaris adhesion 

process to the stainless steel. The dependences between the ATP level in the cells, changes in the profiles 
of extracellular proteins and the Proteus vulgaris adhesion to the abiotic surfaces were also defined. 
Cultures of bacteria were led on the optimal and reduced nutrients content.  In all experimental variants 
the starvation conditions induced the bacterial cells adhesion to the surfaces of stainless steel. Stable 
colonization of the stainless steel surface occurred at the beginning of adhesion analysis. Upon nutrient - 
limited conditions Proteus vulgaris cells were at the higher energetic level which influenced on the visible 
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reduction or even lack of extracellular proteins synthesis with molecular weights between 14,2×103 Da 

and 36×103  Da. 

Key words: biofilm, adhesion, Proteus vulgaris, stainless steel, SDS-PAGE � 


