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Oceniono zwigzek pomiedzy adhezjg do polistyrenu paleczek E. coli izolo-
wanych z krwi i Z moczu, a ich zdolnos$cia wytwarzania §luzu pozakomor-
kowego. Szczepy nieadherujace do polistyrenu wytwarzaly wiecej materialu
pozakomérkowego niz szczepy adherujace.

Pateczki E. coli stanowia sktadnik fizjologicznej mikroflory uktadu pokarmowego ludzi
i zwierzat. Niektore z nich wyksztalcity szereg czynnikow wirulencji, umozliwiajacych im
zasiedlanie r6znych nisz ekologicznych i wywotywanie zakazen o réznej lokalizacji. Te
patogenne szczepy maja istotne znaczenie zarowno w zakazeniach pozaszpitalnych, jak
i szpitalnych, w tym w zakazeniach zwigzanych ze stosowaniem biomateriatow.

Adhezja bakterii do powierzchni sztucznych jest procesem ztozonym, zaleznym od wielu
czynnikow fizycznych i chemicznych, m.in. od substancji wytwarzanych pozakomorkowo
integralnie zwigzanych z komorka bakteryjna, takich jak polisacharyd $luzu (2, 4, 5). Stad,
postanowiono ocenié, czy istnieje zwigzek pomiedzy adhezja pateczek E. coli do polistyrenu,
polimeru uzywanego w badaniach nad adhezja drobnoustrojoéw, a zdolnosciag wytwarzania
$luzu pozakomoérkowego.

MATERIAL I METODY

M ateriatl Material do badan stanowito 169 szczepoéw E. coli izolowanych w la-
tach 2003-2006 w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego im. dr.
A. Jurasza Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu (SU CM UMK). Wybrano szczepy izolowane z moczu oraz z krwi,
ktore pochodzity od chorych leczonych w klinikach i poradniach przyklinicznych SU CM
UMK. Kazdy izolat pochodzit od innego chorego.

M e t o dy. W identyfikacji szczepow uwzgledniano nastgpujace cechy: morfologie
kolonii na podtozu MacConkey Agar (Becton Dickinson), zdolno$¢ fermentacji laktozy,
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wytracanie dezoksycholanu sodu. Ponadto, wykorzystano podtoze z mocznikiem i L-trypto-

fanem (L-tryptofan 3 g/l, mocznik 2 g/I, KH, PO, 2 g/1, czerwien krezolowa 0,2% r-r w 50%

alkoholu etylowym, NaCl 5 g/1, pepton Difco 10 g/1, agar 20 g/, H O destylowana) w celu

potwierdzenia zdolnosci wytwarzania tryptofanazy (rozktad tryptofanu do indolu i alaniny)
przy jednoczesnym wykluczeniu zdolno$ci wytwarzania ureazy (hydroliza mocznika do

amoniaku i CO,). Badane szczepy wkiuwano w wyzej wymienione podtoze, hodowano 24

godziny w temperaturze 37°C. Wynik odczytywano po dodaniu odczynnika Jamesa. Szczep

identyfikowano jako E. coli, jesli na powierzchni podtoza pojawiat si¢ czerwony pierscien,
co $wiadczyto o wytworzeniu indolu, a podioze nie zmieniato zabarwienia na czerwone,
co wskazywalo na brak wytwarzania ureazy.

Dla szczepow laktozo-ujemnych przynaleznos$¢ gatunkowa okreslano z uzyciem kart
do identyfikacji drobnoustrojow Gram-ujemnych (GNI+) (bioMérieux), ktére odczytywano
przy uzyciu automatycznego systemu VITEK (bioMérieux).

Ocena zdolnos$ci adhezjiszczepdé6w idysocjatdw E.coli
do polistyrenu. Oceny adhezji pateczek E. coli do polistyrenu dokonywano stosujac
metode¢ opisang przez Christensena i wsp. (3) w modyfikacji wlasnej. Rozszerzono kry-
terium oceny adhezji, wprowadzajac czterostopniowe (brak, staba, $rednia, silna) zamiast
trzystopniowego kryterium (brak, staba, silna).

Szczepy pateczek E. coli inkubowano w bulionie mézgowo-sercowym (Brain Heart
Infusion Broth, BHI, Becton Dickinson) oraz w bulionie tryptozowo-sojowym (Tryptic Soy
Broth, TSB, Becton Dickinson), w temperaturze 37°C przez 20 godzin. Uzyskane hodowle
odwirowywano przy 4500 RPM przez 10 minut, nast¢pnie przemywano dwukrotnie jalowym
0,01 M buforowanym roztworem fizjologicznym NaCl (Phosphate Buffered Saline, PBS,
pH 7.2). Uzyskany osad rozcienczano jalowym podlozem BHI lub TSB tak, aby uzyskaé
zawiesing komorek bakteryjnych o gestosci 0,5 wedtug skali MacFarlanda. Nastgpnie do
trzech kolejnych studzienek okraglodennych, sterylnych, polistyrenowych ptytek 96-dotko-
wych (Medlab) wprowadzano po 150 pl otrzymanej zawiesiny bakteryjnej. Hodowle bak-
teryjne inkubowano 20 godzin w temperaturze 37°C. Nastepnie je odpipetowywano, ptytki
przemywano trzykrotnie jatowym roztworem PBS o pH 7,2. Przylegte bakterie utrwalano
96% alkoholem etylowym (Polskie Odczynniki Chemiczne) przez minut¢ w temperaturze
pokojowej, a nastepnie barwiono przez 5 minut roztworem fioletu krystalicznego. Nadmiar
barwnika usuwano przez ptukanie ptytek woda wodociggowa, do uzyskania bezbarwnych
poptuczyn. Plytki suszono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie odczytywano gestosé
optyczng (Optical Density, OD) w wielodetekcyjnym czytniku mikroptytek Synergy HT
(BIO-TEK) przy dlugosci fali A = 570 nm. Prob¢ zerowg stanowito podtoze BHI i TSB.
Wyniki pomiaréw z trzech studzienek usredniano.

W stosunku do badanych szczepow E. coli zastosowano nastepujace kryteria adhezji:
— dlaszczepdéw inkubowanych w podtozu BHI: brak adhezji — OD < 0,087 (wartos¢ 0,087

uzyskano powigkszajac warto$¢ srednig dla proby kontrolnej, jaka stanowito podtoze BHI,
o trzykrotne odchylenie standardowe tej proby), staba adhezja — OD > 0,087 1< 0,130,
$rednia adhezja — OD > 0,130 1 < 0,173, silna adhezja — OD > 0,173,

— dla szczepow inkubowanych w podtozu TSB: brak adhezji — OD < 0,089 (warto$¢ 0,089
uzyskano powigkszajac warto§¢ srednig dla proby kontrolnej, jaka stanowito podtoze
TSB, o trzykrotne odchylenie standardowe tej proby), staba adhezja — OD > 0,089
1<0,133, $rednia adhezja — OD > 0,133 1< 0,177, silna adhezja — OD > 0,177.
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Ocena wytwarzania pozakomoérkowego $§1uzu. Do oceny wytwa-
rzania pozakomorkowego §luzu przez badane szczepy E. coli postuzono si¢ metoda Ishiguro
iwsp. (7) w modyfikacji wlasnej. Z 20-godzinnej hodowli badanych szczepéw prowadzonej
w temperaturze 37°C w podlozu BHI i TSB uzyskiwano osad zgodnie z opisem umieszczo-
nym powyzej i przygotowywano zawiesiny o gestosci 2 wedtug skali MacFarlanda w PBS
o pH 7,2. W jatowych probéwkach typu Eppendorf umieszczano 500 pl uzyskanej zawiesiny
i dodawano taka sama objetos¢ roztworu czerwieni Congo (Congo Red, Sigma) o stezeniu
15 pg/ml. Mieszaning wytrzasano przez 5 minut (1400 RPM), a nastgpnie wirowano przy
13500 RPM przez 10 minut. Uzyskany supernatant umieszczano w studzienkach okraglo-
dennych, jatowych plytek 96-dotkowych i mierzono jego OD w wielodetekcyjnym czytniku
mikroptytek Synergy HT, przy dlugosci fali A = 480 nm. Odczytu dokonywano wzgledem
proby zerowej, ktérg stanowita mieszanina 500 pl PBS z takg samg obj¢toscia roztworu
czerwieni Congo. Doswiadczenie powtarzano trzykrotnie dla kazdej z prob, a otrzymane
wyniki usredniano.

W celu obiektywizacji uzyskanych wynikéw réwnolegle prowadzono pomiar OD za-
wiesin bakteryjnych stosowanych w doswiadczeniu. Otrzymane wyniki wigzania czerwieni
Congo przeliczono na jedng jednostke OD tych zawiesin.

Celem stwierdzenia istnienia réznic miedzy dwiema zmiennymi wykorzystano testy:
Manna-Whitneya (dla zmiennych ilosciowych niezaleznych), kolejnosci par Wilcoxona (dla
zmiennych ilo$ciowych zaleznych) oraz test dwoch wskaznikdéw struktury (dla zmiennych
jakosciowych) (8, 10). Wszystkie testy przeprowadzono przy ustalonym poziomie istotno$ci
a=0,05.

WYNIKI

Ocena adhezjiszczepow E.coli do polistyrenu. Wyniki oceny
adhezji 169 badanych szczepow E. coli hodowanych w podtozu BHI i TSB przedstawiono
na rycinie 1.

W warunkach hodowli BHI i TSB adhezj¢ do polistyrenu wykazywato odpowiednio,
28 (16,6%) 120 (11,8%) badanych szczepow. Mimo, iz odsetek szczepow adherujacych do
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Ryc. 1. Adhezja do polistyrenu szczepdéw E. coli (n=169) hodowanych w podtozu BHI i TSB
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polistyrenu po hodowli w podtozu BHI byt wyzszy niz po hodowli w TSB, to nie stwierdzono
roéznic o znamienno$ci statystycznej.

Szczegdtowe wyniki adhezji badanych szczepdéw E. coli z uwzglgdnieniem stopnia
adhezji yymuje rycina 2. Po hodowli w podtozu BHI stabg adhezj¢ stwierdzono u 11 (6,5%),
Srednig u 7 (4,2%), a silng u 10 (5,9%) szczepoéw. W warunkach hodowli TSB stabo adhe-
rowaty 3, $rednio 5 (2,9%), a silnie 12 (7,1%) szczepow.
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Ryc.2.  Adhezja do polistyrenu szczepow E. coli (n=169) hodowanych w podtozu BHI i TSB
z uwzglednieniem stopnia adhezji

Sposrod 7 laktozo-ujemnych szczepow zaden nie wykazywat zdolnosci adhezyjnych,
zaréwno po hodowli w podtozu BHI, jak i TSB.

Na rycinach 3-5 przedstawiono wyniki oceny wytwarzania pozakomoérkowego sluzu
wyrazone jako warto$¢ bezwzgledna ubytku OD roztworu czerwieni Congo po inkubacji
z zawiesing bakteryjna.

Szczepy hodowane w podtozu TSB cechowaty si¢ istotnie wyzsza absorpcja czer-
wieni Congo z roztworu w stosunku do szczepéw hodowanych w podlozu BHI (p=0,000)
(Ryc. 3).
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Ryc. 3. Zdolnos¢ wytwarzania pozakomorkowego Sluzu szczepow E. coli (n=169) hodowanych
w podtozu BHI i TSB
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Szczepy nieadherujace do polistyrenu po hodowli w podtozu BHI wykazywaty zna-
miennie statystycznie wyzsza absorpcj¢ czerwieni Congo z roztworu niz szczepy zdolne do
adhezji do polistyrenu w tych samych warunkach hodowlanych (p=0,008) (Ryc. 4).
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Ryc. 4.  Zdolnos¢ wytwarzania pozakomérkowego Sluzu przez adherujace (n=28) i nicadherujace
(n=141) do polistyrenu szczepy E. coli hodowane w podtozu BHI

Nieadherujace do polistyrenu szczepy hodowane w podtozu TSB charakteryzowaty
si¢ wyzszg absorpcja czerwieni Congo z roztworu niz szczepy wykazujace adhezje do tego
polimeru hodowane w tym samym podtozu. Jednak réznice te nie byly istotne statystycznie
(Ryc. 5).
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Ryc. 5.  Zdolnos¢ wytwarzania pozakomérkowego $luzu przez adherujace (n=20) i nieadherujace
(n=149) do polistyrenu szczepy E. coli hodowane w podlozu TSB
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DYSKUSJA

Stosujac do oceny wytwarzania $luzu pozakomdrkowego przez pateczki E. coli metode
wigzania czerwieni Congo opracowang przez Ishiguro i wsp. (7) w modyfikacji wlasnej,
stwierdzono wystepowanie réznic pomiedzy szczepami adherujacymi i nieadherujacymi do
polistyrenu. Wykazano, ze szczepy, w przypadku ktérych nie stwierdzono zdolnos$ci adhezji
do polistyrenu, wykazywatly wyzsza absorpcj¢ czerwieni Congo z roztworu, zar6wno po
hodowli w podtozu BHI, jak i TSB, co nasuwa wniosek o braku korelacji pomiedzy wytwa-
rzaniem §luzu pozakomoérkowego, a adhezja do polistyrenu. Podobne wyniki uzyskal Deptuta
(4), ktory stwierdzit brak zwigzku pomiedzy wynikami uzyskanymi w ocenie wigzania czer-
wieni Congo, a adhezja do polistyrenu w grupie wielolekoopornych i wielolekowrazliwych
szczepdw Pseudomonas aeruginosa. Zgodne z powyzszymi wynikami sg réwniez wnioski
sformutowane przez Mathura i wsp. (9). Autorzy oceniali wytwarzanie pozakomorkowe-
go $luzu przez gronkowce metodg opartg na absorpcji czerwieni Congo z podtoza statego
i poréwnywali otrzymane wyniki z uzyskanymi w tescie adhezji do polistyrenu. Stwierdzili
brak zwigzku pomiedzy wynikami otrzymanymi w tych dwoch testach.

Freeman iwsp. (5), ktorzy opracowali metod¢ wykrywania wytwarzania $luzu na pod-
fozu z czerwienia Congo, stwierdzili ponad 86%. korelacje pomiedzy wynikami uzyskanymi
w metodzie Christensena i wsp. (3) (metoda ptytkowa, z uzyciem safraniny, badz biekitu
trypanu jako znacznika barwnego) a wlasna.

Bartoszewicz 1 wsp. (2) badali zdolno$¢ wytwarzania $luzu przez koagulazo-ujemne
gronkowce (CNS) dwiema powyzszymi metodami i poréwnywali z wynikami adhezji
badanych szczepéw do cewnikdéw zylnych z politetrafluoroetylenu. Stwierdzili, ze spo-
$rod 22 badanych szczepéw CNS, 70,0% adherowato do cewnikéw, ale nie wytwarzalo
$luzu. Inne wyniki uzyskaty Hostackd i Siposova (6) stosujac metode wigzania czerwieni
Congo wobec 82. szczepow K. pneumoniae. Autorki te obserwowaty korelacj¢ pomigdzy
wigzaniem barwnika z wynikami uzyskanymi w tescie adhezji do para-ksylenu i tescie
agregacji w soli. Jednak nie ocenialy one zdolnosci adhezji powyzszych bakterii do innych
polimerow. Waldon i Szewczyk (11) podjety probe oceny zdolnosci wytwarzania pozako-
moérkowego §luzu z uzyciem metody kolorymetrycznej dla trzech grup szczepow: dwoch
podgatunkow Staphylococcus cohnii: S. cohnii sp. cohnii 1 S. cohnii sp. urealyticus oraz
Staphylococcus saprohyticus izolowanych ze $rodowiska szpitalnego i pozaszpitalnego
oraz z materiatu pochodzacego od chorych i personelu szpitalnego. Autorki porownywaty
zdolnos$¢ wytwarzania $luzu pozakomoérkowego ze zdolnos$ciag adhezji badanych szczepow
do komorek nabtonka policzkowego oraz nabtonka drég moczowych i nie stwierdzity ko-
relacji, tzn. zdolno$¢ wytwarzania sluzu pozakomorkowego nie sprzyjata adhezji badanych
szczepéw do komorek nabtonka. Szczepy gronkowcow wytwarzajace $luz stabo ulegaty
adhezji. W powyzszej pracy probowano rowniez odpowiedzie¢ na pytanie, czy istnieje
zwigzek pomigdzy wytwarzaniem pozakomorkowego §luzu, a zdolno$cig adhezji szczepow
S. cohnii do powierzchni tworzyw sztucznych powszechnie stosowanych w medycynie,
w tym do cewnikdéw urologicznych. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze zdolno$¢ wytwarzania §luzu wydaje si¢ nie mie¢ wptywu na adhezj¢ do stosowanych
w badaniu powierzchni tworzyw sztucznych.

Baldassarri i wsp. (1) wysungeli hipoteze, ze warstwa §luzu pozakomoérkowego moze
utrudnia¢ dostep do elementow komorki gronkowcow, ktore odpowiadaja za wigzanie bakterii
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z komoérkami gospodarza. Zdolno$¢ adhezji do powierzchni komorek i tkanek czesto, cho¢
nie zawsze, koreluje ze zdolnoscig adhezji do powierzchni tworzyw sztucznych, z jakich
wykonane sa biomateriaty. Mozliwe, ze warstwa §luzu pozakomorkowego powstatego u ba-
danych szczepow E. coli ,,zakrywa” struktury powierzchniowe komorki odpowiedzialne za
wigzanie z powierzchnig polistyrenu.

P. Zalas-Wigcek, E. Gospodarek, K. Piecyk

EXTRACELLULAR SLIME PRODUCTION AND ADHESION OF ESCHERICHIA COLI
STRAINS TO POLYSTYRENE

SUMMARY

The aim of this study was evaluation of relationship between the ability of extracellular slime
production and adhesive properties of E. coli strains. This study included 169 of E. coli strains isolated
from urine and blood samples. All of these strains were isolated in the Clinical Microbiology Depart-
ment of dr. A. Jurasz University Hospital in 2003-2006. After incubation in BHI and TSB medium
adherence to polystyrene demonstrated 28 (16,6%) and 20 (11,8%) of E. coli strains, respectively.
Strains incubated in TSB medium demonstrated higher production of extracellular slime than strains
incubated in BHI medium. Non-adhering strains were producing more extracellular slime than adher-
ing strains both after incubation in BHI as well as TSB medium.

PISMIENNICTWO

1. Baldassarri L, Donnelli G, Gelosia A i inni. Expression of slime interferes in vitro detection of
host protein receptors of Staphylococcus epidermidis. Infect Immun 1997; 65: 1522-6.

2. Bartoszewicz M, Nowicka J, Rygiel A, Karon J. Fenotypowa charakterystyka gronkowcow koa-
gulazo-ujemnych izolowanych z ran od pacjentow hospitalizowanych na oddziale oparzeniowym
i chirurgii urazowej. Med Do$w Mikrobiol 2005; 57: 247-52.

3. Christensen GD, Simpson WA, Younger JJ11inni. Adherence of coagulase-negative staphylococci
to plastic tissue culture plates a quantitative model for adherence of staphylococci to medical
devices. J Clin Microbiol 1985; 22: 996-1006.

4. Deptuta A. Wielolekowrazliwe i wielolekooporne szczepy Pseudomonas aeruginosa — porow-
nanie wybranych czynnikoéw wirulencji. Collegium Medicum im L. Rydygiera Bydgoszcz 2006;
rozprawa doktorska

5. Freeman DJ, Falkiner FR, Keane CT. New method for detecting slime production by coagulase
negative staphylococci. J Clin Pathol 1989; 42: 872-4.

6. Hostackd A, Siposova E. Klebsiella pneumoniae clinical isolates: susceptibility to some antibiotics
and surface hydrophobicity. Microbios 1998; 95: 101-7.

7. Ishiguro E, Ainsworth T, Trust TJ, Kay WW. Congo red agar, a differential medium for Aeromo-
nas salmonicida, detects the presence of the cell surface protein array involved in virulence. J
Bacteriol 1985; 164: 1233-7.

8. Krysicki W, Bartos J, Dyczka W, Krolikowska K, Wasilewska M. Rachunek prawdopodobienstwa i
statystyka matematyczna w zadaniach cz. II. Statystyka matematyczna. Warszawa: PWN 2002

9. Mathur T, Singhal S, Khan S'1 inni. Detection of biofilm formation among the clinical isolates of
staphylococci: an evaluation of three different screening methods. Indian J Med Microbiol 2006;
24:25-9.



40 P. Zalas-Wiecek i inni Nr 1

10. Stanisz A. Przystepny kurs statystyki w oparciu o program STATISTICA PL na przyktadach
z medycyny. Krakow: StatSoft Polska 2001

11. Waldon E, Szewczyk EM. Zdolno$¢ adhezji do komérek nabtonkowych i powierzchni tworzyw
sztucznych szczepdw Staphylococcus cohnii zasiedlajacych srodowisko szpitalne. Med Dosw
Mikrobiol 2002; 54: 109-18.

Otrzymano: 26 12009 r.

Adres Autora: 85-094 Bydgoszcz, ul. M. Sktodowskiej-Curie 9, Katedra i Zaktad Mikrobiologii,
Collegium Medicum w Bydgoszczy, UMK w Toruniu



