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KAMILA MYSZKA, WOJCIECH BIALAS, KATARZYNA CZACZYK

KINETYKA TWORZENIA BIOFILMOW BAKTERYJNYCH NA
MATERIALACH TECHNICZNYCH W ZALEZNOSCI OD
DOSTEPNOSCI SKEADNIKOW ODZYWCZYCH

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu dostgpnosci sktadnikéw odzywcezych w $rodowisku wzrostu na
adhezj¢ mikroorganizméw do powierzchni uzytkowanych w przemys$le spozywczym. W badaniach
wykorzystano drobnoustroje, ktérych naturalnym miejscem wystgpowania jest woda (Srodowisko o
ograniczonym dostgpie sktadnikow odzywczych). Hodowle Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae i Enterococcus faecalis prowadzono na pozywkach o optymalnej
oraz zredukowanej dostgpnosci sktadnikéw odzywczych. Stopien adhezji komoérek bakteryjnych do
powierzchni teflonu, szkta oraz stali nierdzewnej (typ 304L i 316L) oceniano technika mikroskopii
fluorescencyjnej wg 9-stopniowe;j skali.

Przeprowadzone badania wskazuja na bezposredni wptyw dostgpnosci sktadnikow odzywczych oraz
rodzaju badanego drobnoustroju na efektywno$¢ tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego. W wigkszosci
wariantow do$wiadczen redukcja zawartosci substratow metabolicznych w pozywce indukowata proces
adhezji testowanych szczepéw drobnoustrojéw do powierzchni abiotycznych. Sposrdd przebadanych
powierzchni uzytkowych, najbardziej efektywna kolonizacjg obserwowano w przypadku stali nierdzewnej
304L.

Stowa kluczowe: biofilm, adhezja, teflon, szklo, stal nierdzewna

Wprowadzenie

Mikroorganizmy, osiedlajac si¢ na powierzchniach statych, tworza zréznicowane
gatunkowo zespoly komdrek — biofilmy. Proces powstawania bton biologicznych
rozpoczyna si¢ w momencie, gdy pojedyncze komoérki osiadaja na plaszczyznie.
Zdarzenia fizykochemiczne, zachodzace w trakcie przylaczania si¢ komorki
bakteryjnej do powierzchni statej, sa odpowiedzia swoista danego gatunku na warunki
srodowiskowe  [5]. Interakcja pomigdzy komplementarnymi czasteczkami
powierzchniowymi komoérki (adhezynami) a reaktywnymi grupami plaszczyzny
kontaktu nadaje kazdej btonie biologicznej stabilnag struktur¢ [4]. Rozwdj technik
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inzynierii genetycznej umozliwit zarysowanie problemu tworzenia si¢ biofilméw i
przyblizenie jego biologii molekularnej. Komérki, ktére ulegaja adhezji zmieniaja swoj
metabolizm 1 ekspresj¢ materialu genetycznego. Transformacje komoérek moga by¢
powiazane z warunkami hodowli i moga odgrywac istotna rol¢ w przekazywaniu
informacji genetycznej w biofilmie [6].

Dostepnos¢ sktadnikow odzywczych w $rodowisku wzrostu jest bezposrednim
induktorem zjawiska tworzenia si¢ biofilméw mikrobiologicznych na powierzchniach
uzytkowych [2]. Zyjac w skupiskach, drobnoustroje wytworzyly wieloptaszczyznowe
mechanizmy obrony przed degradacyjnym wptywem antybiotykéw, S$rodkéw
dezynfekujacych czy podwyzszonej temperatury [3]. Biofilmy bakteryjne powoduja
trudne do oszacowania straty w zaktadach przemystu spozywczego. Powstajac na
powierzchniach produkcyjnych, blony biologiczne stanowia potencjalne zagrozenie
mikrobiologicznego skazenia zywno$ci przeznaczonej do spozycia. Problem
powszechnosci i tatwosci kolonizacji przez bakterie wszelkich nieostonigtych
powierzchni zainicjowal wigc poszukiwania skutecznych metod zapobiegajacych
wystepowaniu tego zjawiska.

Celem badan byto okres$lenie wpltywu dostepnosci sktadnikéw odzywczych w
srodowisku wzrostu na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych na
powierzchniach uzytkowanych w przemysle spozywczym (teflon, szklo oraz stal
nierdzewna 304L i 316L).

Material i metody badan

Drobnoustroje

W badaniach wykorzystano nastepujace drobnoustroje:

—  Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
—  Escherichia coli ATCC 4157,

—  Proteus vulgaris ATCC 6380,

—  Enterobacter cloacae ATCC 13047,

—  Enterococcus faecalis ATCC 7080.

Przed przystapieniem do badan drobnoustroje trzykrotnie pasazowano na
odpowiednie podioza ptynne (bulion do namnazania Enterobacteriaceae wg Mossela
[12], pozywka ABPG do namnazania P. aeruginosa wg Schuberta [17] oraz podioze z
azydkiem sodu i glukoza do namnazania Enterococcus spp. zaproponowane przez
Burbianke i wsp. [1].

Warunki hodowli

Hodowle mikroorganizméw prowadzono w temp. 35°C w warunkach
dynamicznych na podiozach o optymalnej oraz zredukowanej (o 90%) dostgpnosci
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sktadnikéw odzywczych, przy pH = 7 pozywki. Czas prowadzenia hodowli wynosit
144 h.

Przygotowanie powierzchni ptytek do badan

Przed przystapieniem do badan ptytki o wymiarach 10 x 65 x 1 [mm]
przygotowywano nastgpu;jaco:
— plytki ze stali nierdzewnej (typ 304L oraz 316L) traktowano 50% roztworem
HNO; w temp. 70°C przez 10 min [13];
— powierzchnie ptytek teflonowych czyszczono migkka gabka;
— plytki szklane gotowano w platkach szarego mydta (1 h), a nast¢gpnie moczono w
0,1 N roztworze NaOH (24 h) oraz 0,2% roztworze NasPO, (24 h) [11].
Po doktadnym wyptukaniu w wodzie destylowanej, wszystkie badane ptytki
umieszczano w szklanych naczyniach i autoklawowano w temp. 121°C przez 15 min.

Badanie adhezji

Badanie adhezji prowadzono przez pierwsze 8 h kazdego eksperymentu. W
ptynnych hodowlach P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae oraz E. faecalis
umieszczano badane ptytki. Po 2 i 8 h plytki ze stali nierdzewnej, ptytki teflonowe i
szklane wyjmowano i przemywano roztworem PBS (o pH 7,2) celem usunigcia
komoérek nietrwale zwigzanych z dana powierzchnia. Powierzchnie zabarwiano
nastgpnie oranzem akrydyny (0,01%) i prowadzono obserwacje¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym (CARL - ZEISS, Axiovert 200, Niemcy). Adhezj¢ badanych
drobnoustrojéw do powierzchni szkta, teflonu oraz stali nierdzewnej okreslano na
podstawie obserwacji preparatéw w 50 polach widzenia. W do$wiadczeniach
zastosowano metod¢ polegajaca na przyporzadkowaniu obrazéw poszczegdélnych podl
widzenia 9 stopniom adhezji, odpowiadajacym nastgpujacym stadiom rozwojowym
bakterii [10]:

1 stopien — od 0 do 5 komoérek w polu widzenia;

2 stopien — od 5 do 50 komérek w polu widzenia;

3 stopien — tylko pojedyncze komorki, brak mikroskupisk;

4 stopien — pojedyncze komérki + mate mikroskupiska;

5 stopien — duze skupiska, ale nie taczace si¢ + pojedyncze komorki;
6 stopien — taczace si¢ mikroskupiska + pojedyncze komorki;

7 stopien — ¥ pola widzenia pokryta biofilmem:;

8 stopien — %2 pola widzenia pokryta biofilmem;

9 stopien — cate pole widzenia pokryte biofilmem.

Do okreslenia efektywnosci kolonizacji danej ptaszczyzny wybrano 4. 1 7. stopien
adhezji.

Kazdy wariant eksperymentu powtérzono dwukrotnie.

Celem przyblizenia rozktadu badanych zmiennych do rozkiadu normalnego,
uzyskane wyniki przeksztatcono za pomoca funkcji y = arc sin(x) + 0,000001 (gdzie x
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oznacza procentowy udziat danego stopnia adhezji). Dane te nast¢pnie poddano
wieloczynnikowej oraz wielowymiarowej analizie wariancji (MANOVA) w programie
Statistica  wersja 6.0 (PL). Oceniano wplyw nastgpujacych  czynnikéw
do$wiadczalnych:

— dostepnos¢ sktadnikéw pokarmowych w pozywce,

— badany gatunek mikroorganizmu,

— rodzaj badanej powierzchni uzytkowej,

— czas prowadzenia eksperymentu.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki badania wptywu dostepnosci sktadnikéw pokarmowych w srodowisku na
kinetyke tworzenia si¢ biofilmow: P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae i E.
Jaecalis, przedstawiono na rys. 1 - 4.

W obrebie analizowanego ukladu najwigkszy wptyw miat uzyty w badaniach
gatunek mikroorganizmu, nastgpnie interakcje pomigdzy warunkami prowadzenia
hodowli a zastosowanymi w do$wiadczeniach powierzchniami uzytkowymi oraz
interakcja pomig¢dzy wykorzystanym w badaniach szczepem bakterii a zastosowanym
rodzajem powierzchni uzytkowej (p<0,0001).

Na powierzchni szkta, w warunkach stresowych srodowiska, jakim byl deficyt
substratow metabolicznych w pozywce, zaobserwowano wyrazng dominacj¢ 4. stopnia
adhezji (rys 1 A i B). W wigkszo$ci wariantow tego eksperymentu, byto to widoczne
zarbwno w 2., jak i w 8. h prowadzenia do$wiadczenia. Siédmego stopnia adhezji
komoérek P. vulgaris, E. coli oraz E. faecalis nie zaobserwowano i byto to skorelowane
z rodzajem analizowanej powierzchni uzytkowej. Udziat tej zaawansowanej formy
kolonizacji powierzchni szkta przez badane drobnoustroje odnotowano jedynie u
szczepOw odznaczajacych si¢ szybkim wzrostem (gatunki: P. aeruginosa i E. cloacae).

Analogiczne zaleznosci zaobserwowano badajac zjawisko tworzenia sig
biofilméw na powierzchni teflonu (rys. 2 A i B). Dominacjg 4. stopnia adhezji
odnotowano w hodowlach: P. vulgaris, E. faecalis oraz P. aeruginosa, prowadzonych
na pozywkach o silnie zredukowanej dostgpnosci zwiazkéw wegla i azotu. Dojrzata
matrycg biofilmu (7. stopien adhezji) utworzyly komoérki E. cloacae narazone na
oddziatywanie stresu gtodowego juz w 2. h doswiadczenia.

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest
procesem, ktéry zalezy czesciowo od wiasciwosci podtoza, a czg§ciowo od wilasciwosci
komoérek, ktére go tworza. Kolonizacja tych ptaszczyzn uzytkowych zalezy od cech
powierzchniowych komoérek. Wystgpujaca w  warunkach glodowych synteza
egzogennych biatek oraz polisacharydéw inicjuje zjawisko autoagregacji komérek na
powierzchniach

A



KINETYKA TWORZENIA BIOFILMOW BAKTERYJNYCH NA MATERIAEACH TECHNICZNYCH... 131

2,5
2,0
1,5
1.0 /% H
0,5 {’ ) ]
-~
0,0 H -8 o M : %;»\-%:
-0,5 ] ]
-1,0
o c o c o c o c o c
SE 5 5g & 5E & E5g s 5E ¢
T = [o T = [o T = [o T = [o T = [o
O o > o > o > o > o >
ES § ES § ES § ES § ES §
L & o2 b 22 b 22 b 22 b
2 ® ) 2 a ) 2 a ) 2« ) 2 a )
SE 5 35 & S5 & 3E & 3% &
=8 8 28 8 =8 38 =8 8 =% 3
§ o § > E, > § > § > == 4 stopien adhez;j
8 o o 9 9 adhesion de.gr’ee )
§ § é § § oo ?stoplen adhezji
= = = = = adhesion degree
E E E E 2
P. wulgaris E. faecalis P. aeruginosa  E. cloacae E. coli
B
2,5
2,0
1,5 1
10 L1 I
ob a1 H
0,5 T /é T T
Ko N
00 =01 ro-—a4 I b4 0= 1
-0,5
-1,0
ol c ol c ol c o c o e
SE & S5f & 5g & 5g s§ 58 s
T = @ T = @ T = © T = © T = ©
O o > o Q > o Q > o Q@ > o Q@ >
ES § ES § ES § ES § ES §
L » 2 & 22 » 22 B 22 b
2 ® o 2 c ) 2 © ) 2« ) 2 © )
St § S5 § S5 § S5 & 3% i
-8 8 -8 8 =8 8 =8 3 =% 38
= ° B =° B =° B =° B =S° 5
3 3 S 3 3 . y
2 2 2 S S == 4 stopien adhezji
= = = = = adhesion degree
5 5 E 5 5 -7 ien adhezii
5 5 5 = = . stoplen aanezjl
s = = s s adhesion degree
P. wulgaris E. faecalis P. aeruginosa E. cloacae E. coli

Rys. 1.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni szkta (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 1.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm
on the glass surface (A — after the 2 h incubation; B — after the 8 h incubation).
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Rys. 2. Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni teflonu (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 2.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the teflon surface (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).

hydrofobowych [5]. Gilbert i wsp. [8] oraz Doyle i wsp. [7] wskazali na korelacje
pomigdzy hydrofobowoscia powierzchni komérek Staphylococcus epidermidis oraz
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szczepow  Streptococcus spp. a adhezja tych drobnoustrojow do powierzchni
abiotycznych. Badania wskazuja, ze adsorpcja Pseudomonas fluorescens do
powierzchni szkta jest blisko 5 razy wolniejsza niz komérek Pseudomonas aeruginosa,
odznaczajacych si¢ wysoka produkcja hydrofobowych egzopolisacharydéw w
warunkach gtodowych $rodowiska wzrostu [15].

Wyniki badania wptywu dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych na kinetyke
tworzenia si¢ biofilméw przez badane szczepy drobnoustrojéw na powierzchni stali
nierdzewnej, typ 304L oraz 316L, przedstawiono na rys. 3. i 4.

Powierzchnie ze stali nierdzewnej (typ 304L) efektywnie zasiedlane byly przez
komoérki E. coli oraz E. cloacae w warunkach optymalnej podazy substancji
odzywczych, a przez komérki P. vulgaris, E. faecalis 1 P. aeruginosa — w warunkach
gtodowych S$rodowiska wzrostu (rys 3 A i B). W wigkszosci wariantéow tego
doswiadczenia zaobserwowano dominacj¢ 4. stopnia adhezji. W 2. h trwania procesu
zaawansowany etap kolonizacji stali nierdzewnej (typ 304L) odnotowany zostal w
hodowlach: P. vulgaris, P. aeruginosa oraz E. cloacae, prowadzonych na pozywkach o
ograniczonej dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych.

Warunki glodowe w §rodowisku wzrostu mikroorganizméw indukowaty zjawisko
adhezji pojedynczych komorek oraz tworzenie si¢ matych mikrokolonii na
powierzchniach wykonanych ze stali nierdzewnej typu 316L (rys. 4 A i B). Wyjatek
stanowity komorki E. coli, ktére trwale wiazaly si¢ z analizowanym modelem
powierzchni uzytkowej w warunkach optymalnej podazy substancji odzywczych. W
tym wariancie doswiadczenia zaobserwowano przewage 4. stopnia adhezji w 2. h oraz
7. stopnia adhezji w 8. h trwania eksperymentu.

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchni stali nierdzewnej zalezy
m.in. od jej porowatosci i zdolno$ci adsorpcji wody. Chropowato$¢ oraz ulozenie
ziaren stali kwasoodpornej determinuje ilo$¢ zatrzymywanej cieczy, stwarzajac tym
samym korzystniejsze warunki dla rozwoju drobnoustrojéow [5]. Badania prowadzone
przez Jullien i wsp. [9] wykazaly, ze nawet minimalna porowato$¢ powierzchni
wplywa na zjawisko adhezji komérek. Analogiczne zalezno$ci zaobserwowali Peng i
wsp. [14], badajac kinetyke tworzenia si¢ biofilmu Bacillus cereus w warunkach
gtodowych na powierzchni stali nierdzewnej. Niska koncentracja sktadnikéw
pokarmowych w $rodowisku wzrostu zwigkszata przezywalno$¢ drobnoustrojéw
tworzacych biofilm na powierzchniach produkcyjnych [16]. Wykazano, Zze zabieg
mechanicznego polerowania tych plaszczyzn nie ograniczyl wystgpowania w
produktach spozywczych drobnoustrojéw chorobotwérczych [18].
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Rys. 3.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni stali nierdzewnej 304L (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 3.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the stainless steel 304L surface (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).
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Rys. 4.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni stal nierdzewnej 316L (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 4.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the stainless steel 316L (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).
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Whioski

1. Przeprowadzone badania wskazuja na bezposredni wplyw rodzaju badanego
drobnoustroju oraz dostgpnosci sktadnikow odzywczych §rodowiska na efektywnos¢
tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego.

2. Redukcja zawartosci substratéw metabolicznych w pozywce indukowata proces
powstawania bton biologicznych P. vulgaris, E. faecalis i P. aeruginosa.

3. Trwala kolonizacja badanych powierzchni uzytkowych wystepowata juz w
poczatkowych etapach hodowli (2. h).

4. Sposréd przebadanych powierzchni uzytkowych stal nierdzewna (typ 304L) byta
najefektywniej kolonizowana przez drobnoustroje.
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THE KINETICS OF BACTERIAL BIOFILM FORMATION ON SOME TECHNICAL
MATERIALS DEPENDING ON THE AVAILABILITY OF NUTRIENTS

Summary

The objective of the research was to determine the effect of availability of nutritious components in a
growth environment on the microorganisms adhesion level to surfaces applied in food industry. There
were investigated microorganisms whose natural habitat was water (i.e. an environment with a limited
availability of nutrients). The following bacterial cultures were grown in special media showing an
optimal and a reduced availability of nutrients: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Enterobacter cloacae, and Enterococcus faecalis. The levels of bacterial cells adhering to
surfaces of teflon, glass, and stainless steel (type 304L and 316L) were assessed according to a 9-degree
scale under the application of fluorescent microscopy technique.

The experiments performed indicate the direct influence of both the availability of nutrients and the
type of a particular species of microorganisms investigated on the efficiency of the bacterial biofilm
formation. In the majority of experiments, the reduction in the content of metabolic substrates in the
culture medium induced the species examined to adhere to abiotic surfaces. Among the functional
surfaces investigated, the stainless steel (type 304L) appeared to be the most efficiently colonized by the
microorganisms examined.

Key words: biofilm, adhesion, teflon, glass, stainless steel



