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Oceniano wpływ glukozy na tworzenie biofilmu przez szczepy Staphylococcus 
aureus i Escherichia coli na powierzchni siatki polipropylenowej. Badanie wy-
konano metodą jakościową - redukcji chlorku 2,3,5-trójfenylotetrazoliowego 
oraz metodą ilościową – seryjnych 10-krotnych rozcieńczeń. Stwierdzono, że 
glukoza w stężeniu 0,1% i 0,2% zwiększa tworzenie biofilmu przez S. aureus, 
natomiast w stężeniu 0,2% ogranicza ten proces u E. coli.
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ABSTRACT

Introduction: One of the most serious complications associated with the use of implants in 
hernia surgery is deep surgical site infection involving an implanted biomaterial. Among the 
major etiological factors of this complication are Staphylococcus aureus and Escherichia 
coli strains, which have the ability to form a biofilm on the surface of the mesh implant. This 
process is influenced by many factors, of which, according to current medical knowledge, 
the concentration of glucose may have a clinical significance. The aim of the presented 
study was to evaluate the effect of glucose on the formation of biofilm on the surface of 
monofilament polypropylene mesh.
Methods: The study included 140 bacterial strains (70 S. aureus and 70 E. coli) from the 
collection of Department of Microbiology Collegium Medicum im. L. Rydygier in Byd-
goszcz, Nicolaus Copernicus University in Torun. Evaluation of the effect of two glucose 
concentrations (0,1% and 0,2%) on biofilm formation was performed using a qualitative 
(2,3,5-triphenyltetrazolium chloride reduction) and a quantitative ( serial 10-fold dilutions) 
methods.
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Results: A qualitative analysis, performed after a period of incubation on substrates con-
taining various concentrations of glucose, has revealed a statistically significant increase in 
the percentage of  S. aureus strains with a very high potential for biofilm formation, while 
for E. coli an increase was observed in the percentage of strains with a low potential for 
biofilm formation. In a quantitative analysis of the biofilm of S. aureus forming after incu-
bation on a substrate containing 0.1% and 0.2% glucose, significantly more colony forming 
units (CFUs) were isolated per one milliliter of the suspension (CFU/ml) than in the control 
group biofilm samples. On the other hand, the biofilm created by E. coli after a period of 
incubation on a substrate containing 0.2% glucose yielded significantly fewer CFUs per one 
milliliter than from the biofilm resulting from incubation on substrate with 0.1% glucose 
or the control group. No statistically significant difference was found between the numbers 
of CFUs per one milliliter isolated from E. coli strains after incubation on a substrate with 
0.1% glucose and the control group.
Conclusions: At concentrations of  0.1% and 0.2%, glucose increases biofilm formation 
by S. aureus strains on the surface of monofilament polypropylene mesh; at 0.2% glucose 
limits biofilm formation in E. coli.

Key words: biofilm, glucose, polypropylene mesh

WSTĘP

Głębokie zakażenie miejsca operowanego (GZMO) obejmujące wszczepiony biomate-
riał stanowi jedno z najpoważniejszych powikłań związanych ze stosowaniem materiałów 
syntetycznych w chirurgii przepuklin (22). Wykazano, że bakterie Staphylococcus aureus 
i Escherichia coli, wymieniane wśród etiologicznych czynników GZMO (22), mogą two-
rzyć biofilm na powierzchni implantu (6). Obecność biofilmu jest przyczyną niepowodzeń 
w leczeniu tego powikłania i jego przewlekłego przebiegu (22).

Na tworzenie biofilmu przez drobnoustroje wpływa wiele czynników obecnych w ota-
czającym je środowisku, m.in.: temperatura, pH oraz dostępność substancji odżywczych 
(14). W świetle prowadzonych badań istotne znaczenie kliniczne może mieć stężenie 
glukozy (8,25), które zdaniem Zuroff i wsp. (25) wpływa na wrażliwość biofilmu na an-
tybiotyki. Natomiast Faccio i wsp. (8) nie zaobserwowali istotnej statystycznie różnicy 
w powstawaniu biofilmu na protezach dentystycznych u pacjentów zdrowych i chorych na 
cukrzycę z prawidłowo kontrolowaną glikemią. Dotychczas nie badano wpływu glukozy 
w stężeniach występujących we krwi na tworzenie biofilmu na biomateriałach używanych 
w chirurgii przepuklin.

Celem pracy była ocena wpływu glukozy na tworzenie biofilmu na powierzchni mo-
nofilamentowej siatki polipropylenowej.

MATERIAŁ I METODY

Szczepy bakterii.  Badanie przeprowadzono z użyciem 70 szczepów Staphylococ-
cus aureus oraz 70 szczepów Escherichia coli z kolekcji Katedry i Zakładu Mikrobiologii 
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Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikołaja Kopernika 
w Toruniu, izolowanych w latach 2008–2009 z wymazów z rany oraz próbek ropy od 
chorych hospitalizowanych w Klinice Chirurgii Ogólnej i Endokrynologicznej, Klinice 
Chirurgii Ogólnej i Naczyń oraz Klinice Transplantologii i Chirurgii Ogólnej Szpitala Uni-
wersyteckiego nr 1 im. dr A. Jurasza w Bydgoszczy. W identyfikacji szczepów S. aureus 
brano pod uwagę morfologię kolonii na podłożu Columbia Agar z dodatkiem 5% krwi 
baraniej (Becton Dickinson), obecność koagulazy związanej (ang. clumping factor) i/lub 
wolnej, a w przypadkach wymagających weryfikacji wyniki reakcji biochemicznych zawar-
tych w testach ID32 Staph (bioMérieux). Pałeczki E. coli identyfikowano uwzględniając 
morfologię kolonii na podłożu MacConkey Agar (Becton Dickinson) oraz wyniki reakcji 
biochemicznych z testów ID32 E (bioMérieux). Do badania wykorzystano izolaty pocho-
dzące od różnych pacjentów oraz różniące się wzorem DNA chromosomalnego w obrębie 
gatunku, co sprawdzono w badaniach wstępnych za pomocą elektroforezy w zmiennym 
polu elektrycznym (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE).

Ocena wpływu glukozy na tworzenie biofilmu. Badanie wykonano zmody-
fikowaną metodą jakościową, opartą na redukcji bezbarwnego chlorku 2,3,5-trójfenylote-
trazoliowego (TTC) (POCH) do czerwonego formazanu prowadzoną przez metabolicznie 
aktywne bakterie (17). Sporządzano zawiesinę bakteryjną o gęstości 0,5 według skali 
MacFarlanda w probówkach zawierających 4 ml podłoża MHB (Mueller-Hinton Broth, 
Becton-Dickonson) z glukozą (BTL) o stężeniach 0,1% i 0,2% oraz podłoże MHB bez 
glukozy (kontrola). Do uzyskanych mieszanin wprowadzano sterylne fragmenty monofila-
mentowej siatki polipropylenowej (Tricomed) o wymiarach 2 x 1 cm i inkubowano przez 
72 godziny w temperaturze 37ºC w atmosferze tlenowej, wymieniając płyn hodowlany na 
nowe jałowe podłoże (odpowiednio z lub bez glukozy) co 24 godziny. Następnie fragmenty 
implantów przemywano buforowanym roztworem 0,9% chlorku sodu (Phosphate Bufferd 
Saline, PBS) o pH 7,2 i umieszczano w 4 ml jałowego podłoża MHB z dodatkiem 20 ml 1% 
roztworu chlorku 2,3,5-trójfenylotetrazoliowego. Po 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 
37ºC w atmosferze tlenowej oceniano powstawanie biofilmu według umownie przyjętej 
skali: 0 – brak tworzenia biofilmu, 1 – słabe tworzenie biofilmu, 2 – silne tworzenie biofil-
mu, 3 – bardzo silne tworzenie biofilmu. Badanie dla każdego szczepu wykonano w trzech 
powtórzeniach.

Wpływ glukozy na tworzenie biofilmu oceniano również zmodyfikowaną metodą 
ilościową zastosowaną przez Saygun i wsp. (19), w której fragmenty monofilamentowej 
siatki polipropylenowej z biofilmem powstałym w wyniku przeprowadzenia takiej samej 
procedury jak w w/w metodzie jakościowej przemywano PBS o pH 7,2 i wytrząsano (1100 
rpm) w 1 ml 0,5% roztworu saponiny przez 2 minuty (15). Następnie wykonywano seryjne 
10-krotne rozcieńczenia uzyskanej zawiesiny i wysiewano po 100 ml na trzy szalki Petrie-
go z agarem tryptozowo-sojowym (Trypticase Soy Agar, TSA) dla każdego rozcieńczenia 
w każdych warunkach, tj. z glukozą w stężeniu 0,1% i 0,2% oraz bez glukozy (kontrola). Po 
24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37ºC w atmosferze tlenowej wynik (średnia z trzech 
pomiarów dla danego rozcieńczenia) przedstawiano w postaci liczby jednostek tworzących 
kolonie na mililitr zawiesiny (j.t.k. x ml-1).

Statystyczna analiza wyników. Analizę statystyczną przeprowadzono z użyciem 
programu statystycznego Statistica 10.0 (StatSoft Polska). Współzależność zmiennych 
o charakterze jakościowym badano testem nieparametrycznym chi kwadrat. Analizę staty-
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styczną dla zmiennych ilościowych o rozkładzie różnym od normalnego wykonano testem 
nieparametrycznym ANOVA Friedmana dla prób zależnych. Analizę statystyczną różnic 
między poszczególnymi grupami wykonano testem post hoc. Za statystycznie istotne przyjęto 
prawdopodobieństwo testowe p≤0,05.

WYNIKI

Wyniki badania wpływu glukozy na tworzenie biofilmu przez S. aureus i E. coli metodą 
jakościową przedstawiono w tabeli I. Po inkubacji w podłożu MHB wszystkie badane izo-
laty tworzyły biofilm na powierzchni monofilamentowej siatki polipropylenowej. Efektem 
inkubacji szczepów S. aureus w podłożach zawierających różne stężenia glukozy był istotny 
statystycznie (p<0,005) wzrost odsetka szczepów tworzących biofilm bardzo silnie z 5,7% 
(kontrola) do 14,3% (podłoże z glukozą o stężeniu 0,1%) i 25,7% (podłoże z glukozą o stę-
żeniu 0,2%). Natomiast w wyniku inkubacji pałeczek E. coli w podłożach zawierających 
glukozę odnotowano znamienny statystycznie (p<0,05) spadek odsetka szczepów bardzo 
silnie tworzących biofilm z 5,7% (kontrola) do 4,3% (podłoże z glukozą o stężeniu 0,1%) 
i 1,4% (podłoże z glukozą o stężeniu 0,2%). Stwierdzono wzrost odsetka szczepów słabo 
tworzących biofilm z 27,1% (kontrola) do 35,7% (podłoże z glukozą o stężeniu 0,1%) 
i 51,4% (podłoże z glukozą o stężeniu 0,2%).

Tabela I. Wpływ glukozy na tworzenie biofilmu przez szczepy S. aureus i E. coli – ocena metodą 
redukcji TTC

Tworzenie 
biofilmu

S. aureus (n=70) E. coli (n=70)
Kontrola 0,1% Glu 0,2% Glu Kontrola 0,1% Glu 0,2% Glu
N % N % N % N % N % N %

Słabe 0 0,0 0 0,0 0 0,0 19 27,1 25 35,7 36 51,4
Silne 66 94,3 60 85,7 52 74,3 47 67,2 42 60,0 33 47,2

Bardzo silne 4 5,7 10 14,3 18 25,7 4 5,7 3 4,3 1 1,4

(Glu – glukoza, N – liczba szczepów, % - odsetek szczepów)

W badaniu metodą ilościową wartości mediany j.t.k x ml-1 izolowanych z biofilmu 
utworzonego przez szczepy S. aureus w grupie kontrolnej oraz po inkubacji bakterii w pod-
łożach z glukozą o stężeniu 0,1% i 0,2% wynosiły odpowiednio: 5,9 x 106, 6,9 x 106 i 8,0 
x 106 (Ryc. 1). Różnice w uzyskanych wartościach były istotne statystycznie (p<0,001). 
Z biofilmu S. aureus powstałego na powierzchni monofilamentowej siatki po inkubacji 
w podłożu z dodatkiem 0,1% glukozy oraz po inkubacji w podłożu zawierającym glukozę 
o stężeniu 0,2% izolowano znamiennie więcej j.t.k. x ml-1 niż z biofilmu z grupy kontrolnej 
(p<0,05). Nie odnotowano  istotnych statystycznie różnic w liczbie j.t.k. x ml-1 uzyskiwa-
nych z biofilmu utworzonego przez szczepy S. aureus po inkubacji w podłożu z glukozą 
o stężeniu 0,1% oraz 0,2%. 

Wartość mediany j.t.k. x ml-1 izolowanych z biofilmu utworzonego przez pałeczki E. coli 
na powierzchni badanego biomateriału wynosiła 2,9 x 106 w grupie kontrolnej, a dla izolatów 
inkubowanych w podłożach zawierających glukozę w stężeniu 0,1% i 0,2% odpowiednio 1,2 
x 106 oraz 6,8 x 105 (Ryc. 2). Różnice w uzyskanych wartościach były istotne statystycznie 
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(p<0,0001). Z biofilmu utworzonego przez pałeczki E. coli po inkubacji w podłożu z do-
datkiem 0,2% glukozy uzyskiwano znamiennie mniej j.t.k. x ml-1 niż z biofilmu powstałego 
po inkubacji bakterii w podłożu zawierającym glukozę w stężeniu 0,1% oraz z biofilmu 
z grupy kontrolnej (p<0,01). Nie stwierdzono istotnej statystycznie różnicy w liczbie j.t.k. 
x ml-1 uzyskiwanych z biofilmu utworzonego przez badane szczepy po inkubacji w podłożu 
z glukozą o stężeniu 0,1% oraz z biofilmu z grupy kontrolnej.

Ryc. 1. Wpływ glukozy na tworzenie biofilmu przez szczepy S. aureus (n=70) – ocena metodą 
ilościową
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Ryc. 2. Wpływ glukozy na tworzenie biofilmu przez szczepy E. coli (n=70) – ocena metodą iloś-
ciową
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DYSKUSJA

W pracy oceniano wpływ glukozy w stężeniu 0,1% oraz 0,2% na tworzenie biofilmu 
przez szczepy S. aureus i E. coli na powierzchni monofilamentowej siatki wykonanej 
z polipropylenu, biomateriału najczęściej stosowanego w chirurgii przepuklin (7). Badanie 
zarówno metodą jakościową jaki i ilościową wykazało, że glukoza zwiększa tworzenie bio-
filmu przez S. aureus, natomiast ogranicza ten proces u pałeczek E. coli, przy czym różnice 
istotne statystycznie w metodzie ilościowej obserwowano przy stężeniu 0,2%.

Silniejsze tworzenie biofilmu przez bakterie S. aureus pod wpływem glukozy obserwo-
wali także inni badacze (3,20). Prawdopodobnie jest to efekt represji systemu quorum sensing 
agr na skutek fermentacji glukozy obecnej w podłożu powodującej obniżenie wartości pH, 
co z kolei przyczynia się do zmniejszenia ekspresji locus agr (16). Locus agr pozytywnie 
reguluje transkrypcję takich genów, jak: hld, kodujący δ-toksynę o właściwości podobnych 
do surfaktantu czy  splABCDEF i aur, kodujące odpowiednio proteazy serynowe i metalo-
proteazę aureolizynę, biorące udział w dyspersji (1,5,23). Natomiast genami regulowanymi 
negatywnie przez locus agr są, m.in.: spa, kodujący białko A, odpowiedzialne za agregację 
bakteryjną oraz fnbA i fnbB, kodujące białka wiążące fibronektynę, biorące udział w adhezji 
międzykomórkowej (5,10,18). Można zatem przypuszczać, że silniejsze tworzenie biofilmu 
przez szczepy S. aureus pod wpływem glukozy na powierzchni monofilamentowej siatki 
polipropylenowej było efektem represji systemu agr, która spowodowała zmniejszone 
wytwarzanie δ-toksyny i proteaz oraz zwiększoną syntezę białek: A, FnBA i FnBB. Być 
może zwiększone tworzenie biofilmu przez szczepy S. aureus w obecności glukozy było 
wynikiem aktywacji genu ccpa, kodującego białko kontroli metabolicznej Ccpa (catabolite 
control protein A). Według Seidl i wsp. (20) białko to zwiększa transkrypcję operonu ica 
i wytwarzanie adhezyny PIA.

W przypadku pałeczek E. coli badania własne wykazały, odmienny niż u szczepów S. 
aureus, wpływ glukozy na tworzenie biofilmu. Na podstawie oceny metodą jakościową 
i ilościową stwierdzono, że glukoza o stężeniu 0,2% znamiennie hamuje ten proces. Podobny 
wpływ tego węglowodanu obserwowali także inni badacze (4,13,24). Odmienne wyniki 
uzyskali Cerca i Jefferson (2), którzy odnotowali zwiększone tworzenie biofilmu przez E. 
coli w wyniku inkubacji w podłożu zawierającym glukozę. Mogło to być spowodowane 
właściwościami badanych szczepów bakterii, większym stężeniem glukozy zastosowanym 
przez wymienionych autorów czy metodą badania.

Zdaniem Jackson i wsp. (13) hamujący wpływ glukozy na tworzenie biofilmu przez E. 
coli jest efektem represji katabolicznej. Glukoza powoduje obniżenie wewnątrzkomórkowego 
poziomu cAMP oraz zmniejszenie ilości receptorów dla cAMP (cAMP Receptor Protein, 
CRP), czego efektem jest obniżenie poziomu kompleksu cAMP-CRP w komórce (11). 
Kompleks ten aktywuje, m.in. ekspresję genów operonu fhlDC, kodujących białka rzęsek 
i fimbrii (13,21). Ponadto, może również regulować ekspresję genu ycfR, kodującego białko 
YcfR, które poprzez zwiększenie syntezy indolu, zmniejszenie hydrofobowości powierzchni 
komórki oraz agregacji komórkowej, hamuje tworzenie biofilmu (24).

Obserwowane w badaniach własnych zmniejszone tworzenie biofilmu przez E. coli 
na powierzchni monofilamentowej siatki polipropylenowej pod wpływem glukozy mogło 
być również efektem represji katabolicznej niezależnej od cAMP (4), w której uczestniczą 
białka CreC, RpoS (9) i CsrA (12). Glukoza zmniejsza ekspresję genu creC, kodującego 
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białko indukujące tworzenie biofilmu, zwiększa natomiast ekspresję genu crsA odpowie-
dzialnego za białko hamujące ten proces (4) oraz genu rpoS, kodującego czynnik sigma 
RpoS negatywnie regulujący ekspresję genów operonu lsr (4).

WNIOSKI

Glukoza w stężeniu 0,1% i 0,2% zwiększa tworzenie biofilmu przez szczepy S. aureus 
na powierzchni monofilamentowej siatki polipropylenowej, natomiast w stężeniu 0,2% 
ogranicza ten proces u pałeczek E. coli.
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