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Analiza przydatnoœci metod oznaczania adenozynotrifosforanu (ATP)
oraz mikroskopii fluorescencyjnej do oceny ¿ywotnoœci i adhezji
bakterii na powierzchni bioaktywnych polimerów

Streszczenie — Analizowano przydatnoœæ metod mikroskopii fluorescencyjnej oraz oznaczania
ATP do oceny aktywnoœci przeciwdrobnoustrojowej bioaktywnych polimerów. Stwierdzono i¿
stosowanie jednoczeœnie obu metod daje pe³n¹ informacjê na temat adhezji do powierzchni poli-
merów i ¿ywotnoœci komórek bakterii. Porównanie mniej czaso- i pracoch³onnej metody oznacza-
nia ATP z metod¹ hodowlan¹ wskazuje, i¿ daj¹ one porównywalne wyniki dotycz¹ce ¿ywotnoœci
komórek. Zale¿noœci miêdzy zawartoœci¹ ATP a liczb¹ bakterii na polimerze oznaczon¹ metod¹
hodowlan¹ mo¿na opisaæ, z wysokim stopniem korelacji, funkcj¹ wyk³adnicz¹ lub liniow¹. Odpo-
wiednie przygotowanie powierzchni próbek bioaktywnych polimerów (zawieraj¹cych noœniki
dla biocydów), umo¿liwiaj¹ce uzyskanie g³adkiej ich powierzchni, zmniejsza b³¹d powtarzalnoœci
obu testowanych metod. W przypadku polimeru kontrolnego (bez dodatków) b³¹d powtarzalnoœ-
ci by³ niewielki (rzêdu kilku %), w przypadku zaœ polimerów z noœnikami b³¹d zwiêksza siê do
poziomu kilkudziesiêciu % (47 % i 73 %). Ocena ¿ywotnoœci i adhezji szeœciu gatunków bakterii na
bioaktywnych polimerach wykaza³a statystycznie istotne ró¿nice w dzia³aniu ograniczaj¹cym
adhezjê i ¿ywotnoœæ: na polimerze z miedzi¹ bakterii E. coli oraz na polimerze ze srebrem bakterii
S. aureus. B. cepacia okaza³a siê bakteri¹ silnie przylegaj¹c¹ do polimerów bioaktywnych, ale jej
¿ywotnoœæ skutecznie ogranicza³a obecnoœæ srebra w polimerze.
S³owa kluczowe: oznaczanie ATP, mikroskopia fluorescencyjna, bioaktywne polimery ze srebrem
lub miedzi¹, aktywnoœæ przeciwbakteryjna.

ANALYSIS OF THE USEFULNESS OF ADENOSINE TRIPHOSPHATE (ATP) DETERMINATION
AND FLUORESCENCE MICROSCOPY METHODS FOR THE EVALUATION OF THE VIABILI-
TY AND ADHESION OF BACTERIA ON THE SURFACE OF BIOACTIVE POLYMERS
Summary — The usefulness of fluorescence microscopy and ATP determination methods for the
assessment of the antimicrobial activity of bioactive polymers was analyzed. It was found that the
simultaneous use of both methods gives full information about the adhesion to the polymer sur-
face and cells viability. The comparison of less time-consuming and labor-intensive ATP assay with
culture method shows that these methods give comparable cell viability results. The dependence
of ATP content on the number of bacteria on the polymer determined by the culture method can be
described, with a high degree of correlation, with exponential or linear function. The appropriate
way to prepare the surfaces of bioactive polymer samples (containing biocide carriers), in order to
make them smooth, reduces non-repeatability of both tested methods. For the control polymer
(without additives) the repeatability error was low: 1 % for fluorescence microscopy and 3 % for
ATP assay; the use of polymers with carriers increases this error to the level of 47 % and 73 %, res-
pectively. Evaluation of the viability and adhesion of six bacteria on the bioactive polymers showed
a statistically significant differences in the reduction of E. coli viability and adhesion on the poly-
mer with copper and of S. aureus viability and adhesion on the polymer with silver. The bacterium
B. cepacia proved to be highly adhesive to bioactive polymers, but her viability was effectively inhi-
bited by the presence of silver in the polymer.
Keywords: ATP assay, fluorescence microscopy, bioactive polymers with silver or copper, antimic-
robial activity.
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WPROWADZENIE

Analizy adhezji i ¿ywotnoœci drobnoustrojów two-
rz¹cych biofilmy na powierzchniach abiotycznych mo¿-
na dokonaæ ró¿nymi metodami. Wyró¿nia siê trzy kate-
gorie metod: 1. oceniaj¹ce adhezjê komórek oraz tworze-
nie i strukturê biofilmu na podstawie analizy obrazu
mikroskopowego (SEM, AFM, mikroskop fluorescencyj-
ny); 2. polegaj¹ce na oszacowaniu liczby ¿ywych komó-
rek (w hodowlach na po¿ywkach mikrobiologicznych)
oraz sk³adników komórek drobnoustrojów buduj¹cych
biofilmy (egzopolisacharydów, lipidów, steroli, kwasów
nukleinowych); 3. okreœlaj¹ce aktywnoœæ metaboliczn¹
komórek, które uleg³y adhezji (adenozynotrifosforanu —
ATP, enzymów zewn¹trzkomórkowych) [1, 2].

Zgodnie z istniej¹cymi normami i zaleceniami, w wielu
krajach do oceny ¿ywotnoœci drobnoustrojów na powierz-
chniach bioaktywnych polimerów (tj. zawieraj¹cych w
swoim sk³adzie biocydy), szeroko wykorzystuje siê meto-
dy oparte na analizie hodowlanej (JIS Z 2801:2000; ASTM
E2149-01; ASTM E2180-07, i inne). Zasada pomiaru polega
w tym przypadku na inkubacji drobnoustrojów na po-
wierzchni polimerów w ci¹gu okreœlonego czasu, a nastêp-
nie ocenie liczby drobnoustrojów, które prze¿y³y kontakt
z bioaktywnym polimerem i porównaniu jej z prób¹ kon-
troln¹, w której inkubacjê prowadzono na powierzchni
polimeru niezawieraj¹cego substancji przeciwdrobno-
ustrojowej. Drobnoustroje mo¿na inkubowaæ w hodowli
dynamicznej, w po¿ywce z próbkami polimerów zawiera-
j¹cych biocydy zdolne do dyfuzji i przechodzenia w postaæ
jonow¹, lub w hodowli statycznej — bezpoœrednio na
powierzchni polimerów. Metody hodowlane s¹ jednak
praco- i czasoch³onne (analiza, ze wzglêdu na czas hodo-
wli mikroorganizmów, trwa 24—72 h). Du¿¹ trudnoœci¹
metody hodowlanej w ocenie prze¿ywalnoœci drobno-
ustrojów, które uleg³y adhezji do polimerów jest prawid³o-
we, zapewniaj¹ce w pe³ni iloœciow¹ analizê, pobranie pró-
by biofilmu (wycinka, wymazu). Stosowane sposoby wy-
trz¹sania, sonifikacji b¹dŸ chemiczne nie pozwalaj¹ na
ca³kowite usuniêcie biofilmów z powierzchni polimerów,
przy czym zw³aszcza metody sonifikacji i chemiczne od-
dzia³uj¹ równie¿ niekorzystnie na ¿ywotnoœæ przyleg³ych
komórek [3].

Dlatego te¿ poszukuje siê nowych metod s³u¿¹cych
do okreœlania aktywnoœci biobójczej/biostatycznej poli-
merów zawieraj¹cych biocydy. W celu oceny oddzia³y-
wania bioaktywnych polimerów na ¿ywotnoœæ mikroor-
ganizmów mo¿na wykorzystaæ oznaczanie zawartoœci
ATP na powierzchni polimeru metod¹ bioluminescencyj-
n¹. ATP jest dobrym markerem ¿ywych komórek, gdy¿
jego cz¹steczki s¹ produktem metabolizmu komórkowe-
go. Wraz z obumarciem komórki synteza ATP jest zaha-
mowana, a istniej¹ce cz¹steczki s¹ rozk³adane przez
wewn¹trzkomórkowe enzymy ATP-azê i fosfatazy. Po-
ziom ATP zale¿y od rodzaju drobnoustrojów oraz od sta-
nu fizjologicznego komórek, œrednia zawartoœæ w ko-
mórce bakterii wynosi 10-18 mola ATP [4].

Metodê oznaczania ATP szeroko wykorzystuje siê
w przemyœle spo¿ywczym i farmaceutycznym do okre-
œlenia czystoœci mikrobiologicznej powierzchni produk-
cyjnych, jest ona równie¿ powszechnie stosowana do
oceny skutecznoœci przeprowadzanych zabiegów mycia
i dezynfekcji [5, 6]. Pomiar ATP pos³u¿y³ do wykrycia
biofilmów na powierzchniach kontaktuj¹cych siê z wod¹
[7] oraz do analizy ¿ywotnoœci bakterii z rodzaju Stapylo-
coccus i Pseudomonas na powierzchniach polimerowych
— polietylenu i polistyrenu [8, 9]. Jak dot¹d metody tej
nie u¿ywano do oceny oddzia³ywania przeciwdrobnous-
trojowego bioaktywnych polimerów.

W badaniach przeciwdrobnoustrojowej aktywnoœci po-
limerów jest istotne nie tylko okreœlenie biobójczego/bio-
statycznego efektu, ale równie¿ sprawdzenie czy wprowa-
dzony do polimeru biocyd (czêsto osadzony na noœnikach)
nie zmienia w³aœciwoœci powierzchni polimeru, sprzyjaj¹c
tym samym adhezji mikroorganizmów. Oceny adhezji
komórek do powierzchni polimeru mo¿na dokonaæ przy
u¿yciu technik mikroskopowych, m.in. mikroskopii fluo-
rescencyjnej. Metoda ta by³a wykorzystana do badania bio-
filmów wytwarzanych na powierzchni ró¿nych materia-
³ów, równie¿ polimerów, w œrodowiskach naturalnych [10,
11]. Du¿¹ zalet¹ mikroskopii fluorescencyjnej jest mo¿li-
woœæ bezpoœredniej analizy obrazu komórek ulegaj¹cych
adhezji na powierzchni polimeru oraz ró¿nicowania ko-
mórek ¿ywych i martwych. Metody oznaczania zawartoœci
ATP oraz analiza obrazu uzyskanego za pomoc¹ mikro-
skopu fluorescencyjnego znalaz³y zastosowanie w medy-
cynie do oceny adhezji i prze¿ywalnoœci drobnoustrojów
patogennych, takich jak: Helicobacter pylorii, Candida albi-
cans, gatunków z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus i
Pseudomonas, na powierzchni ró¿nych materia³ów biotycz-
nych — tkanek — oraz abiotycznych, np. polimerów i sto-
pów metali u¿ywanych do wytwarzania sprzêtu medycz-
nego b¹dŸ w transplantologii [12—14].

Celem przedstawionych w niniejszym artykule badañ by-
³a ocena przydatnoœci metod oznaczania zawartoœci ATP
oraz mikroskopii fluorescencyjnej do analizy ¿ywotnoœci
bakterii i adhezji na powierzchni bioaktywnych polimerów.

Praca obejmowa³a dwa etapy: pierwszy dotyczy³ badañ
modelowych, porównawczych, przeprowadzonych meto-
dami: hodowlan¹, oznaczania ATP oraz mikroskopii fluo-
rescencyjnej, na polimerze kontrolnym niezawieraj¹cym
biocydów; na drugim etapie metodami oznaczania ATP i
mikroskopii fluorescencyjnej okreœlano dzia³anie przeciw-
drobnoustrojowe (adhezjê i prze¿ywalnoœæ bakterii) poli-
merów zawieraj¹cych biocydy (miedŸ lub srebro).

CZÊŒÆ DOŒWIADCZALNA

Materia³y

Polimery

Polimery do badañ, uzyskane z Instytutu Chemii
Przemys³owej w Warszawie (tabela 1) pociêto na próbki
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o powierzchni 1 cm2, zdezynfekowano 70-proc. alkoho-
lem etylowym, przep³ukano steryln¹ wod¹ i pozostawio-
no do wysuszenia.

Drobnoustroje

Wykorzystano szeœæ gatunków bakterii — cztery
szczepy pochodzi³y z Amerykañskiej Kolekcji Czys-
tych Kultur (ATCC), dwa pozosta³e wyizolowano z po-
wierzchni materia³ów polimerowych stanowi¹cych
fragmenty obudowy wewnêtrznej lodówki (zatyczka
otworu spustowego lodówki) (tabela 2). Szczepy po-
zyskano z Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojów
Przemys³owych £OCK 105 Instytutu Technologii Fer-
mentacji i Mikrobiologii P£. Kryterium wyboru szcze-
pów do badañ stanowi³a, opisana w literaturze ich
zdolnoœæ do adhezji na powierzchni polimerów, jak
równie¿ chorobotwórczoœæ.

T a b e l a 2. Gatunki bakterii stosowane w badaniach
T a b l e 2. Bacteria examined in the study

Gatunek Pochodzenie

Escherichia coli
American Type Culture Collection ATCC
10536

Staphylococcus aureus
American Type Culture Collection ATCC
6538

Listeria
monocytogenes

American Type Culture Collection ATCC
19115

Salmonella
Typhimurium

American Type Culture Collection ATCC
14028

Pseudomonas
fluorescens

Izolat ze œrodowiska (polimerowa
zatyczka otworu spustowego lodówki)

Burkholderia cepacia
Izolat ze œrodowiska (polimerowa
zatyczka otworu spustowego lodówki)

Drobnoustroje przechowywano na pod³o¿u w postaci
skosów TSA (tryptone-soya-agar) w temp. +4 °C.

Po¿ywki mikrobiologiczne i odczynniki

W badaniach wykorzystywano nastêpuj¹ce po¿ywki
mikrobiologiczne: TSA — agar tryptozowo-sojowy,
Merck, do przechowywania szczepów oraz oznaczania
liczby bakterii po inkubacji na polimerach w metodzie
hodowlanej; TSB — bulion tryptozowo-sojowy, Merck,
do aktywacji bakterii przed eksperymentami; M0 — pod-
³o¿e mineralne zawieraj¹ce minimaln¹ iloœæ substancji
od¿ywczych warunkuj¹cych prawid³owy wzrost bakte-
rii [sk³ad: glukoza 5 g, MgSO4 · 7 H2O 5 g, (NH4)2SO4 3 g,
KH2PO4 1 g, ekstrakt dro¿d¿owy 10 g, woda destylowa-
na 1 dm3, pH: 5,6 ± 0,2] — do hodowli bakterii na polime-
rach w badaniach adhezji i prze¿ywalnoœci. Wszystkie
pod³o¿a sterylizowano w temp. 117 °C, w ci¹gu 20 min.

U¿ywane odczynniki chemiczne: fizjologiczny roz-
twór chlorku sodu (0,85 % NaCl w wodzie destylowanej)
do rozcieñczeñ; woda dejonizowana w aparacie Millipo-
re Simplicity, do rozcieñczania po¿ywki M0 przed pomia-
rem zawartoœci ATP oraz sp³ukiwania z powierzchni po-
limerów komórek bakterii, które nie uleg³y adhezji; bar-
wniki fluorescencyjne: jodek propidyny (500 �g/cm3 w
70-proc. alkoholu etylowym, Sigma) oraz bisbenzydyna
H 33258 (100 �g/cm3 w wodzie dejonizowanej, Sigma) do
barwienia komórek bakterii na powierzchni polimeru.

Hodowla bakterii na polimerach

Przeprowadzono hodowle bakterii na polimerze kon-
trolnym PE-HD (por. tabela 1, polimer 1) oraz na polime-
rach bioaktywnych (z dodatkiem srebra lub miedzi, tabe-
la 1, polimery 2 i 3) i odpowiednim polimerze kontrol-
nym (polimer 4).

Na wstêpie przygotowano inokulum bakterii do za-
szczepienia pod³o¿a z polimerami. W tym celu hodowa-
no bakterie na pod³o¿u TSB w temp. 37 °C przez 24 h
(szczepy ATCC) oraz w temp. 30 °C w ci¹gu 24 h (szczepy
pochodz¹ce ze œrodowiska). Nastêpnie, hodowlê bakterii
odwirowywano w celu usuniêcia p³ynu pohodowlanego
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T a b e l a 1. Charakterystyka polimerów stosowanych w badaniach
T a b l e 1. Characteristics of the polymers used in the study

Symbol próbki Sk³ad próbki*)
Œredni wymiar

cz¹stek
krzemionki, nm

Zawartoœæ Ag/Cu
w krzemionce

ppm
Uwagi

Polimer 1 PE-HD Purell — — polimer bez dodatków, do badañ
modelowych

Polimer 2 bio-
aktywny z Ag

PE-HD Purell + 40 % MD C-120 +
+ 10 % SGS-Ag + 5 % K 30 69 288

zawiera krzemionkê z Ag w cienkich
warstwach polietylenu umieszczonych
z obu stron rdzenia

Polimer 3 bio-
aktywny z Cu

PE-HD Purell + 40 % MD C-120 +
+ 15 % SGS-Cu + 5 % K 54 47 640

zawiera krzemionkê z Cu w cienkich
warstwach polietylenu umieszczonych
z obu stron rdzenia

Polimer 4
kontrola

PE-HD Purell + 40 % MD C-120 +
+ 5 % K — — próba odniesienia — dla polimeru 2 i 3

*) PE-HD Purell — polietylen du¿ej gêstoœci, MD C-120 — m¹czka drzewna, K — kompatybilizator, SGS — krzemionka.



(10000 × g, czas 10 min), a otrzyman¹ biomasê zawiesza-
no w 50 cm3 soli fizjologicznej (inokulum). Metod¹ mi-
kroskopow¹ ustalano gêstoœæ inokulum na poziomie 106

komórki/ml. Po¿ywkê M0 (50 cm3) umieszczano w kol-
bach Erlenmayera (250 cm3), zaszczepiano 0,5 cm3 inoku-
lum bakterii i do po¿ywki wprowadzano próbki polime-
rów. Hodowle prowadzono w warunkach dynamicznych
(wytrz¹saj¹c w ruchu eliptycznym z prêdkoœci¹ 110 cyk-
li/min i amplitud¹ 10) w temp. 30 ± 1 °C przez 5 dób.
Próbki do analizy dynamiki wzrostu i adhezji bakterii na
powierzchni polimerów (przeprowadzanej za pomoc¹
mikroskopii fluorescencyjnej, oznaczania ATP, metod¹
hodowlan¹) pobierano po 0, 4, 8, 24, 48, 96 h i, dodatko-
wo, po 168 h hodowli (na potrzeby metody hodowlanej
i oznaczania ATP). Próbki polimerów do analizy prze¿y-
walnoœci i adhezji komórek drobnoustrojów po kontak-
cie z powierzchni¹ polimerów bioaktywnych i kontrol-
nych pobierano po 5 dobach hodowli.

Metody badañ

Metoda hodowlana

W celu okreœlenia dynamiki wzrostu bakterii i porów-
nania wyników z danymi otrzymanymi metod¹ oznacza-
nia ATP, metod¹ hodowlan¹ oceniano liczbê bakterii na
powierzchni polimeru kontrolnego (polimer 1). Po wyjê-
ciu z po¿ywki polimery przemywano trzykrotnie steryl-
n¹ wod¹ destylowan¹, aby usun¹æ komórki, które nie
uleg³y adhezji do powierzchni (planktoniczne), a mate-
ria³ przenoszono nastêpnie do 50 cm3 sterylnej soli fizjo-
logicznej i ca³oœæ wytrz¹sano na wytrz¹sarce (wytrz¹sa-
nie w ruchu eliptycznym z prêdkoœci¹ 110 cykli/min i
amplitud¹ 10, w ci¹gu 15 min) usuwaj¹c w ten sposób ko-
mórki, które uleg³y adhezji na powierzchni polimeru.
W otrzymanej zawiesinie okreœlano liczbê komórek bak-
terii metod¹ p³ytkow¹ wg³êbn¹, na po¿ywce TSA, roz-
cieñczaj¹c zawiesinê w sterylnej soli fizjologicznej (od
10-6 do 10-10). Inkubacje prowadzono w opisanych wa-
runkach (jak wy¿ej), po czym zliczono iloœæ wyros³ych
kolonii, wyniki podawano w jtk/cm2. Pomiary powtórzo-
no trzykrotnie w odniesieniu do odrêbnych próbek poli-
merów.

Metoda oznaczania zawartoœci ATP

Do pomiaru zawartoœci ATP na powierzchni bada-
nych polimerów wykorzystano system HY-LiTE®
(Merck), oparty na metodzie bioluminescencyjnej. Poli-
mery po wyjêciu z po¿ywki przemywano trzykrotnie de-
jonizowan¹ wod¹ destylowan¹ w celu usuniêcia komó-
rek, które nie uleg³y adhezji, a nastêpnie metod¹ wyma-
zu, wykorzystuj¹c wymazówki HY–LiTE, pobierano
próbki wed³ug procedury producenta. Próby umieszcza-
no w luminometrze (Merck) i odczytywano RLU (Relative
Light Unit — wzglêdne jednostki œwietlne), wyniki poda-
wano w RLU/cm2. Oznaczono równie¿ zawartoœæ ATP na

powierzchni czystych polimerów, zawieszonych uprzed-
nio w po¿ywce (bez hodowli drobnoustrojów). Poziom
ATP w próbkach kontrolnych wynosi³: 20—39 RLU, co
uwzglêdniano w obliczeniach. Pomiary powtarzano
trzykrotnie w odniesieniu do odrêbnych próbek polime-
rów.

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej

Badanie adhezji drobnoustrojów na powierzchni poli-
merów przeprowadzono metod¹ mikroskopii fluores-
cencyjnej, przy u¿yciu zestawu mikroskopu œwietlnego
CX41, wyposa¿onego w obiektyw fluorytowy przezna-
czony specjalnie do badañ w epifluorescencji, oraz w ka-
merê cyfrow¹ DP70 (zestaw Olympus). Do obróbki i ar-
chiwizacji zdjêæ zastosowano program cellB (Olympus),
za pomoc¹ którego zliczano widoczne na fotografiach
wybarwione komórki.

Po hodowli polimery przemywano steryln¹ wod¹
destylowan¹ w celu usuniêcia po¿ywki i komórek, które
nie uleg³y adhezji, na powierzchniê nanoszono nastêpnie
0,5 cm3 roztworu bisbenzydyny i inkubowano w ci¹gu
120 s. Po up³ywie tego czasu próbê przemywano steryln¹
wod¹ destylowan¹ (usuniêcie barwnika) i na jej powierz-
chniê nanoszono 0,3 cm3 roztworu jodku propidyny, in-
kubowano 120 s i ponownie przep³ukiwano wod¹.

Na ostatnim etapie próbkê suszono w delikatnym
strumieniu powietrza i w powiêkszeniu 100-krotnym
obserwowano pod mikroskopem fluorescencjê wybar-
wionych komórek, w zale¿noœci od ¿ywotnoœci komórek
— zielon¹ (bisbenzydyna barwi ¿ywe komórki) lub/oraz
czerwon¹ (jodek propidyny barwi komórki martwe).
Wybarwione komórki bakterii liczono w 10 polach wi-
dzenia mikroskopu. Do obliczeñ przyjêto sumê komórek,
które uleg³y adhezji bez rozró¿niania komórek ¿ywych
i martwych (¿ywotnoœæ zosta³a ustalona metod¹ hodo-
wlan¹ i ATP). Pole powierzchni obrazu s³u¿¹ce do obli-
czenia liczby komórek przypadaj¹cych na 1 mm2 po-
wierzchni polimeru ustalono za pomoc¹ komputera
sprzê¿onego z mikroskopem fluorescencyjnym. Pomiar
adhezji metod¹ mikroskopii fluorescencyjnej powtórzo-
no trzykrotnie w odniesieniu do odrêbnych próbek poli-
merów.

B³¹d powtarzalnoœci metod

W celu wyznaczenia b³êdu powtarzalnoœci metod oz-
naczania ATP i mikroskopii fluorescencyjnej przeprowa-
dzono dziesiêciokrotny pomiar zawartoœci ATP oraz licz-
by komórek na powierzchni polimeru. Polimery do ba-
dañ uzyskano po hodowli bakterii Burkholderia cepacia
w warunkach: polimer 1, po¿ywka M0, inokulum 106

jtk/cm3, inkubacja 30 °C w ci¹gu 24 h, hodowla dyna-
miczna. Oznaczanie b³êdu powtarzalnoœci obu metod
wykonano ponadto w przypadku wszystkich polimerów
bioaktywnych i polimeru kontrolnego, po hodowlach
bakterii.
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Metody matematyczne i statystyczne

Analiza matematyczna obejmowa³a obliczenia œred-
niej arytmetycznej i odchylenia standardowego uzyska-
nych wyników.

Wyznaczono ponadto matematyczne zale¿noœci miê-
dzy zawartoœci¹ ATP wyznaczon¹ metod¹ biolumines-
cencji a liczb¹ komórek bakterii na polimerze ocenian¹
metod¹ hodowlan¹. Zale¿noœci opisano funkcjami wy-
k³adnicz¹ i liniow¹, obliczono wspó³czynnik korelacji R.
Korelacjê uznaje siê za wysok¹, gdy wspó³czynnik
R > 0,7, umiarkowan¹ gdy R = 0,4—0,6, ma³¹, gdy R < 0,4
[15].

Œredni¹ arytmetyczn¹ i odchylenie standardowe wy-
korzystano do obliczenia wskaŸnika Pearsona, który sta-
nowi³ miarê b³êdu powtarzalnoœci metod oznaczania za-
wartoœci ATP (bioluminescencja) i liczby komórek bakte-
rii na polimerze (mikroskopia fluorescencyjna). WskaŸ-
nik Pearsona jest miar¹ rozproszenia wyników wokó³
œredniej [16].

W celu ustalenia czy istniej¹ statystycznie istotne ró¿-
nice miêdzy wynikami adhezji/prze¿ywalnoœci na poli-
merach z dodatkiem biocydów oraz na polimerach kon-
trolnych przeprowadzono analizê statystyczn¹ przy u¿y-
ciu testu t-Studenta, przy poziomie istotnoœci � = 0,05.

Wszystkie obliczenia matematyczne i statystyczne
wykonano stosuj¹c programy komputerowe Excel oraz
Origin 7.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Polietylen PE-HD (por. tabela 1, polimer 1) okaza³ siê
materia³em podatnym na zasiedlanie i wzrost badanych
bakterii (rys. 1—3). Œwiadczy o tym zarówno du¿a liczba
bakterii i zawartoœæ ATP, jak i mierzona metod¹ mikro-

skopii fluorescencyjnej liczba komórek, które uleg³y ad-
hezji na powierzchni polimeru.

Dynamikê wzrostu bakterii na polimerze mierzon¹
metod¹ hodowlan¹ przedstawiono na rys. 1. Stwierdzo-
no intensywny przyrost liczby bakterii na polimerze do
8—24 godziny hodowli, w zale¿noœci od gatunku (faza
logarytmicznego wzrostu), po up³ywie tego czasu bakte-
rie rozpoczê³y fazê wzrostu stacjonarnego, a nastêpnie,
po 48—96 godzinie hodowli wesz³y w fazê zamierania.
W przypadku Listeria monocytogenes nie stwierdzono
fazy zamierania, co dodatkowo œwiadczy o tym, ¿e bak-
teria ta dobrze rozwija siê na powierzchniach polimerów.
W hodowli bakterii Salmonella Typhimurium zaobserwo-
wano natomiast zamieranie ju¿ po oœmiu godzinach in-
kubacji. Najwiêksz¹ liczbê bakterii na powierzchni poli-
meru, utrzymuj¹c¹ siê a¿ do 50 godziny hodowli, odno-
towano w przypadku Burkholderia cepacia. Szczep ten,
wyizolowany z polimerowej zatyczki otworu spustowe-
go lodówki, w warunkach modelowych wykaza³ dobre
przystosowanie do wzrostu na powierzchni PE-HD (po-
limer 1).

Dynamika wytwarzania ATP na powierzchni PE-HD
mia³a przebieg niemal identyczny jak krzywe wzrostu
liczby bakterii mierzonej metod¹ hodowlan¹ (rys. 2).
Wzrost poziomu ATP odnotowano w pierwszych 24 go-
dzinach hodowli, w przypadku E. coli trwa³ on nawet do
96 godziny, po up³ywie tego czasu zawartoœæ ATP spada-
³a, co œwiadczy o zmniejszaj¹cej siê aktywnoœci metabo-
licznej szczepów. W przypadku bakterii Salmonella Typhi-
murium spadek zawartoœci ATP nastêpuje ju¿ po 8 godzi-
nie hodowli, co wskazuje, i¿ patogen ten nie znalaz³ na
powierzchni badanego polimeru PE-HD dobrych warun-
ków do rozwoju.
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Rys. 1. Dynamika wzrostu bakterii na polimerze 1 mierzona
metod¹ hodowlan¹: � — Burkholderia cepacia, � — Salmo-
nella Typhimurium, �— Staphyloccus aureus, �— Listeria
monocytogenes,�— Pseudomonas fluorescens,�— Escheri-
chia coli
Fig. 1. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by culture method: �— Burkholderia cepacia,�—
Salmonella Typhimurium, � — Staphyloccus aureus, � —
Listeria monocytogenes,�— Pseudomonas fluorescens,�—
Escherichia coli
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Rys. 2. Dynamika wzrostu bakterii na polimerze 1 oceniana na
podstawie zawartoœci ATP: � — Burkholderia cepacia, � —
Salmonella Typhimurium, � — Staphyloccus aureus, � —
Listeria monocytogenes,�— Pseudomonas fluorescens,�—
Escherichia coli
Fig. 2. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by ATP content: � — Burkholderia cepacia, � —
Salmonella Typhimurium, � — Staphyloccus aureus, � —
Listeria monocytogenes,�— Pseudomonas fluorescens,�—
Escherichia coli



Wszystkie badane bakterie wykazywa³y zdolnoœæ do
adhezji na powierzchni PE-HD (rys. 3). Metod¹ mikro-
skopii fluorescencyjnej wykazano, i¿ do 24 godziny ho-
dowli liczba ulegaj¹cych adhezji komórek bakterii ros³a,
a po up³ywie tego czasu utrzymywa³a siê ju¿ na sta³ym
poziomie. Jedynie bakteria S. aureus ulega³a intensywnej
adhezji do 96 godziny hodowli. Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e
liczba jednostek tworz¹cych kolonie na powierzchni po-
limeru, mierzona metod¹ hodowlan¹, jest nieco wiêksza
(o jeden—dwa rzêdy wielkoœci) ni¿ liczba komórek, które
uleg³y adhezji mierzona metod¹ fluorescencji. W meto-
dzie mikroskopowej analiza obejmuje bowiem zarówno
komórki ¿ywe, jak i martwe, metoda hodowlana rejestru-
je natomiast tylko komórki aktywne.

Z analizy porównawczej metody oznaczania zawar-
toœci ATP oraz, okreœlaj¹cej licznoœæ bakterii, metody ho-
dowlanej wynika, ¿e s¹ one ze sob¹ skorelowane, obie
metody oceniaj¹ ¿ywotnoœæ komórek. Wspó³czynniki tej
korelacji (R) oraz opis matematyczny zale¿noœci przed-
stawia tabela 3.

Zale¿noœæ miêdzy porównywanymi wynikami opisa-
no w przypadku wszystkich badanych bakterii dwoma
rodzajami funkcji — wyk³adnicz¹ i liniow¹, przy czym
funkcja wyk³adnicza z lepszym przybli¿eniem matema-
tycznym opisuje tê zale¿noœæ, wspó³czynniki korelacji
dla tej funkcji kszta³towa³y siê w przedziale R = 0,78—
0,92. Opis zale¿noœci funkcj¹ liniow¹ wskazywa³ rów-
nie¿ na du¿¹ korelacjê porównywanych metod (R =
0,73—0,81). Ró¿nica miêdzy wspó³czynnikami korelacji
uzyskanymi z opisu dwóch funkcji wynosi³a œrednio 7 %.
Obie funkcje mo¿na zatem stosowaæ do opisu (z du¿ym
przybli¿eniem), dynamiki wzrostu.

Du¿a korelacja wyników uzyskanych przy u¿yciu
metody hodowlanej i oznaczania ATP wskazuje, i¿ mo¿-
na je stosowaæ zamiennie, obie metody bowiem okreœlaj¹
liczbê ¿ywych komórek. Wykorzystuj¹c technikê mikro-
skopii fluorescencyjnej otrzymujemy dodatkow¹ infor-
macjê o mo¿liwoœci adhezji bakterii do powierzchni poli-
meru. Nie analizowano natomiast korelacji miêdzy za-
wartoœci¹ ATP a liczb¹ komórek, które uleg³y adhezji do
powierzchni polimeru, ustalon¹ metod¹ mikroskopii
fluorescencyjnej, ze wzglêdu na to, i¿ s¹ to dwa ró¿ne
parametry (¿ywotnoœæ i adhezja).

W badaniach oceniono równie¿ b³¹d powtarzalnoœci
oznaczania ATP na powierzchni polimeru oraz okreœla-
nia, metod¹ mikroskopii fluorescenycjynej, liczby komó-
rek ulegaj¹cych adhezji (tabela 4). Stwierdzono, i¿ b³¹d
powtarzalnoœci oznaczania ATP metod¹ wykorzystuj¹c¹
system HY-LiTE siêga 3 %, natomiast z zastosowaniem
mikroskopii fluorescencyjnej kszta³tuje siê na poziomie
1 %.

Dobra korelacja z metod¹ hodowlan¹, niewielki b³¹d
powtarzalnoœci, krótki czas analizy i niewielka praco-
ch³onnoœæ sta³y siê podstaw¹ do wyboru metody ozna-
czania ATP oraz mikroskopii fluorescencyjnej jako alter-
natywnych dla tradycyjnej metody hodowlanej.

Wybór mikroskopii fluorescencyjnej do analizy ko-
mórek ulegaj¹cych adhezji jest podyktowany równie¿
tym, i¿ niektóre bakterie silnie przylegaj¹ do powierzch-
ni polimeru, co uniemo¿liwia ich usuniêcie podczas
przygotowania próbek w metodzie hodowlanej i ozna-
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Rys. 3. Dynamika adhezji bakterii na polimerze 1 mierzona za
pomoc¹ mikroskopii fluorescencyjnej: �— Burkholderia cepa-
cia, � — Salmonella Typhimurium, � — Staphyloccus au-
reus, � — Listeria monocytogenes, � — Pseudomonas fluo-
rescens,�— Escherichia coli
Fig. 3. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by fluorescence microscopy: �— Burkholderia cepa-
cia, � — Salmonella Typhimurium, � — Staphyloccus au-
reus, � — Listeria monocytogenes, � — Pseudomonas fluo-
rescens,�— Escherichia coli

T a b e l a 3. Opisane funkcjami matematycznymi zale¿noœci pomiêdzy zawartoœci¹ ATP, a oznaczon¹ metod¹ hodowlan¹ liczb¹ bakte-
rii na polimerze 1
T a b l e 3. Dependence of the ATP content determined by culture method on the number of bacteria on the polymer 1, described with
mathematical functions

Gatunek Funkcja liniowa Wspó³czynnik
korelacji R

Funkcja
wyk³adnicza

Wspó³czynnik
korelacji R

Ró¿nica wspó³-
czynników R

dwóch funkcji, %

Escherichia coli y = 0,5275x + 0,4289 0,8051 y = 0,9459e0,212x 0,8916 9,7

Staphylococcus aureus y = 0,4643x + 0,2724 0,7437 y = 0,8922e0,1811x 0,8111 8,3

Listeria monocytogenes y = 0,4327x + 0,3255 0,7708 y = 0,9091e0,1715x 0,8328 7,4

Salmonella Typhimurium y = 0,4128x + 0,3329 0,7262 y = 0,8649e0,1686x 0,7816 7,1

Pseudomonas fluorescens y = 0,4377x + 0,5591 0,7952 y = 1,0591e0,1656x 0,9257 14,1

Burkholderia cepacia y = 0,3821x + 0,7297 0,7861 y = 0,9677e0,1875x 0,7992 1,6



czania ATP. Ponadto, komórki s¹ po³¹czone strukturami
trójwymiarowymi (sklejone substancj¹ pozakomórkow¹
— EPS spajaj¹c¹ ca³y biofilm), co sprawia, ¿e w bada-
niach metod¹ hodowlan¹/ATP, liczba rzeczywistych ko-
mórek/zawartoœæ ATP mo¿e byæ niedoszacowana [17,
18]. Przy u¿yciu mikroskopu fluorescencyjnego, oprócz
liczby komórek, które uleg³y adhezji mo¿na równie¿ ob-
serwowaæ zewn¹trzkomórkowe substancje polimerowe
EPS. Do bakterii wytwarzaj¹cych w najwiêkszych iloœ-
ciach EPS nale¿¹ szczepy wyizolowane ze œrodowiska
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia oraz szczep
kolekcyjny Listeria monocytogenes (wnioski z obserwacji
mikroskopowych).

W przypadku kontaktu bakterii z powierzchni¹ poli-
meru zawieraj¹cego w swoim sk³adzie biocyd, mo¿e
dojœæ do zahamowania ich wzrostu, mimo i¿ zachowuj¹
aktywnoœæ ¿yciow¹. Na pod³o¿u wzrostowym komórki

ulegaj¹ regeneracji, dziêki temu liczba zdolnych do
wzrostu bakterii jest du¿a. Wybór metody ATP okreœla-
j¹cej rzeczywisty stan aktywnoœci metabolicznej bakterii
wydaje siê zatem bardziej uzasadniony ni¿ metoda anali-
zy hodowlanej.

Do oceny ¿ywotnoœci komórek oraz ich adhezji na po-
wierzchni bioaktywnych polimerów zawieraj¹cych sreb-
ro lub miedŸ zastosowano metody oznaczania ATP oraz
mikroskopii fluorescencyjnej. Porównano liczbê komó-
rek bakterii, które uleg³y adhezji na powierzchni polime-
ru bioaktywnego zawieraj¹cego srebro z liczb¹ komórek
przyleg³ych do powierzchni polimeru kontrolnego i na
tej podstawie stwierdzono, i¿ istotne statystycznie ró¿ni-
ce liczebnoœci takich komórek wystêpuj¹ w przypadku
bakterii S. aureus, Ps. fluorescens oraz B. cepacia (tabela 5).
Bioaktywny polimer zawieraj¹cy srebro w znacznym
stopniu ogranicza³ adhezjê S. aureus, natomiast w przy-
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T a b e l a 4. B³¹d powtarzalnoœci metody oznaczania zawartoœci ATP oraz liczby komórek ulegaj¹cych adhezji na powierzchni poli-
meru 1 (metoda mikroskopii fluorescencyjnej)
T a b l e 4. The repeatability error of the determination of ATP content and number of cells adherent to the surface of polymer 1 (fluo-
rescence microscopy method)

Metoda bioluminescencji Metoda mikroskopii fluorescencyjnej

[zawartoœæ ATP na powierzchni
polimeru, RLU/cm2]

[liczba komórek ulegaj¹cych adhezji
na powierzchni polimeru, kom/mm2]

Œrednia 4 333,333 Œrednia 1,1 · 104

Odchylenie standardowe 136,626 Odchylenie standardowe 1,0 · 102

WskaŸnik Pearsona 3,2 % WskaŸnik Pearsona 0,95 %

T a b e l a 5. Ocena adhezji i prze¿ywalnoœci bakterii na powierzchni polimeru zawieraj¹cego srebro i polimeru kontrolnego po 5 do-
bach inkubacji
T a b l e 5. Evaluation of the adhesion and viability of the bacteria on the surface of polymer with silver and control polymer after
5 days of incubation

Gatunek

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej, liczba komórek
na powierzchni polimeru, komórki/mm2

Metoda bioluminescencji, zawartoœæ ATP
na powierzchni polimeru, RLU/cm2

polimer 2
[z biocydem

(Ag)]

polimer 4
(próbka

kontrolna)

prawdopodobieñ-
stwo ró¿nic (p)
przy poziomie

istotnoœci � = 0,05**)

polimer 2
[z biocydem

(Ag)]

polimer 4
(próbka

kontrolna)

prawdopodobieñ-
stwo ró¿nic (p)
przy poziomie

istotnoœci � = 0,05**)

Escherichia coli
Œr. 2,40 · 104 Œr. 1,65 · 104

0,23850
Œr. 201,33 Œr. 453,33

0,18344
OS: 1,74 · 104 OS: 4,28 · 103 OS: 119,10 OS: 244,19

Staphylococcus
aureus

Œr. 8,67 · 103 Œr. 4,38 · 104

0,00025**)
Œr. 174,00 Œr. 783,33

0,00441**)

OS: 2,86 · 103 OS: 2,18 · 104 OS: 125,49 OS: 132,04

Listeria
monocytogenes

Œr. 7,94 · 103 Œr. 5,30 · 103

0,08573
Œr. 2 700,00 Œr. 176,66

0,14151
OS: 3,93 · 103 OS: 1,22 · 103 OS: 2 389,5 OS: 66,58

Salmonella
Typhimurium

Œr. 9,73 · 103 Œr. 1,78 · 104

0,11232
Œr. 59,33 Œr. 127,66

0,11991
OS: 2,76 · 103 OS: 1,97 · 104 OS: 44,79 OS: 39,95

Pseudomonas
fluorescens

Œr. 3,00 · 104 Œr. 6,12 · 103

0,00013**)
Œr. 356,67 Œr. 465,33

0,64569
OS: 1,65 · 104 OS: 1,73 · 103 OS: 115,04 OS: 361,34

Burkholderia
cepacia

Œr. 7,13 · 104 Œr. 9,42 · 103

0,00029**)
Œr. 2 466,66 Œr. 9 766,67

0,01355**)

OS: 3,69 · 104 OS: 2,96 · 103 OS: 1 985,78 OS: 2 250,18

�) Œr. — œrednia arytmetyczna, OS — odchylenie standardowe.
��) Ró¿nice statystycznie istotne miêdzy polimerem 2 a polimerem 4, je¿eli p < 0,05.



padku B. cepacia i Ps. fluorescens sprzyja³ temu procesowi.
W literaturze potwierdzano wielokrotnie aktywnoœæ
przeciwdrobnoustrojow¹ srebra wobec bakterii S. aureus,
E. coli, Ps. aeruginosa, B. subtilis [19—21]. W odniesieniu
do pozosta³ych szczepów nie stwierdzono istotnych sta-
tystycznie ró¿nic miêdzy liczb¹ komórek ulegaj¹cych
adhezji na polimerze ze srebrem i na polimerze kontrol-
nym, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi,
stwierdzaj¹cymi, i¿ niektóre bakterie charakteryzuj¹ siê
du¿¹ opornoœci¹ na srebro, np. Legionella pneumophila czy
Salmonella Typhimurium. Mo¿e to wynikaæ z mechaniz-
mów opornoœci, m.in. z obecnoœci w komórkach plazmi-
du pMG 101 [20, 22]. Mniejsz¹ adhezjê stwierdzono tak¿e
w odniesieniu do E. coli na powierzchni polimeru zawie-
raj¹cego miedŸ (tabela 6). Silniejsze ni¿ srebra oddzia³y-
wanie miedzi na bakterie E. coli potwierdzono ju¿ w pub-
likacji [19], podobnie natomiast jak w przypadku polime-
ru z dodatkiem srebra, równie¿ na polimerze z udzia³em
miedzi, bakteria B. cepacia w wiêkszym stopniu ulega³a
adhezji ni¿ na powierzchni polimeru kontrolnego. Ros-
n¹ca liczba bakterii na polimerach bioaktywnych mo¿e
byæ efektem dodatku noœników, które zwiêkszaj¹ po-
wierzchniê polimeru dostêpn¹ dla bakterii ulegaj¹cych
silnej adhezji — wytwarzaj¹cych znaczne iloœci EPS, np.
Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens [23].

Analiza metod¹ ATP wykaza³a istotny statystycznie
spadek poziomu ¿ywotnoœci komórek S. aureus na poli-
merze zawieraj¹cym srebro i podobnie, w przypadku E.
coli na polimerze zawieraj¹cym miedŸ, co koreluje ze
stwierdzonym, obni¿onym poziomem adhezji tych bak-

terii na badanych materia³ach. Odmienny wynik otrzy-
mano w odniesieniu do Burkholderia cepacia — mimo
zwiêkszonej adhezji komórek bakterii do polimeru za-
wieraj¹cego srebro znacznemu zmniejszeniu uleg³a ich
¿ywotnoœæ w porównaniu z ¿ywotnoœci¹ bakterii na po-
wierzchni polimeru kontrolnego. W przypadku pozosta-
³ych bakterii nie stwierdzono istotnych statystycznie ró¿-
nic miêdzy zawartoœci¹ ATP na polimerze bioaktywnym
i polimerze kontrolnym.

Analizê metod¹ mikroskopow¹ oraz metod¹ ozna-
czania ATP wykonano po 5 dobach inkubacji, gdy biofilm
by³ „m³ody” i nie w pe³ni jeszcze ukszta³towany. Uzasad-
niony wybór tego czasu potwierdzaj¹ wyniki pracy [17].
Autorzy stwierdzili, i¿ metoda mikroskopii fluorescen-
cyjnej ma ograniczenia dotycz¹ce analizy dojrza³ego bio-
filmu ze wzglêdu na wiele p³aszczyzn jego rozwoju unie-
mo¿liwiaj¹cych uzyskanie obrazu przydatnego do rze-
czywistej oceny iloœciowej.

Zaobserwowano równie¿, i¿ dodatek do masy poli-
meru noœnika z substancj¹ biocydow¹ niekorzystnie
zwiêksza³ b³¹d powtarzalnoœci obu testowanych metod.
Zanotowano znaczne, czêsto zbli¿one do wartoœci œred-
nich, odchylenia standardowe (por. tabele 5 i 6). Obliczo-
ny wskaŸnik Pearsona dla powtarzalnoœci metod mikro-
skopii fluorescencyjnej oraz oznaczania ATP w bada-
niach na powierzchni bioaktywnych polimerów,
kszta³towa³ siê, œrednio na poziomie 47 % dla metody
mikroskopowej oraz 73 % dla oznaczania ATP (tabela 7).
Mo¿e to mieæ istotny wp³yw na interpretacjê wyników,
w badaniach biologicznych przyjmuje siê bowiem, ¿e
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T a b e l a 6. Ocena adhezji i prze¿ywalnoœci bakterii na powierzchni polimeru zawieraj¹cego miedŸ i polimeru kontrolnego, po 5 do-
bach inkubacji
T a b l e 6. Evaluation of the adhesion and viability of the bacteria on the surface of polymer with copper and control polymer after
5 days of incubation

Gatunek

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej, liczba komórek
na powierzchni polimeru, komórki/mm2

Metoda bioluminescencji, zawartoœæ ATP
na powierzchni polimeru, RLU/cm2

polimer 3
[z biocydem

(Cu)]

polimer 4
(próbka

kontrolna)

prawdopodobieñ-
stwo ró¿nic (p)
przy poziomie

istotnoœci � = 0,05**)

polimer 3
[z biocydem

(Cu)]

polimer 4
(próbka

kontrolna)

prawdopodobieñ-
stwo ró¿nic (p)
przy poziomie

istotnoœci � = 0,05**)

Escherichia coli
Œr. 1,57 · 103 Œr. 1,65 · 104

0,00000**)
Œr. 171,00 Œr. 453,33

0,00815**)

OS: 7,46 · 102 OS: 4,28 · 103 OS: 100,16 OS: 244,19

Staphylococcus
aureus

Œr. 4,14 · 104 Œr. 4,38 · 104

0,89593
Œr. 394,00 Œr. 783,33

0,34483
OS: 2,68 · 104 OS: 2,18 · 104 OS: 507,84 OS: 132,04

Listeria
monocytogenes

Œr. 5,22 · 103 Œr. 5,30 · 103

0,74745
Œr. 1 290,00 Œr. 176,66

0,24525
OS: 1,29 · 103 OS: 1,22 · 103 OS: 1 415,00 OS: 66,58

Salmonella
Typhimurium

Œr. 9,73 · 103 Œr. 1,78 · 104

0,23914
Œr. 160,67 Œr. 127,66

0,75486
OS: 2,76 · 103 OS: 1,97 · 104 OS: 166,17 OS: 39,95

Pseudomonas
fluorescens

Œr. 6,37 · 103 Œr. 6,12 · 103

0,90759
Œr. 1 136,00 Œr. 465,33

0,26811
OS: 2,28 · 103 OS: 1,73 · 103 OS: 1 787,84 OS: 361,34

Burkholderia
cepacia

Œr. 7,13 · 104 Œr. 9,42 · 103

0,01460**)
Œr. 521,33 Œr. 9 766,67

0,13755
OS: 3,69 · 104 OS: 2,96 · 103 OS: 594,29 OS: 2 250,18

�) Œr. — œrednia arytmetyczna, OS — odchylenie standardowe.
��) Ró¿nice statystycznie istotne miêdzy prób¹ polimeru kontroln¹ a prób¹ polimeru z dodatkiem biocydu (Ag) je¿eli p < 0,05.



wskaŸnik Pearsona do 20 % spe³nia kryteria okreœlaj¹ce
metodê jako powtarzaln¹ [16]. Du¿y b³¹d powtarzalnoœci
mo¿e byæ konsekwencj¹ struktury powierzchni bada-
nych polimerów zawieraj¹cych m¹czkê drzewn¹ i nano-
krzemionkê z dodatkiem srebra lub miedzi. Na kontrol-
nym polimerze, bez dodatków, b³¹d testowanych metod
nie przekracza³ 3 %. Jest to zatem wskazówka na przysz-
³oœæ, i¿ do analizy adhezji i ¿ywotnoœci komórek bakterii
do bioaktywnego polimeru nale¿y przygotowaæ jego
próbkê o g³adkiej powierzchni. Wczeœniejsze badania
[24] wykaza³y, i¿ dodatek noœników do materia³ów poli-
merowych zmienia w³aœciwoœci fizykochemiczne po-
wierzchni — ich hydrofobowoœæ oraz chropowatoœæ — co
w istotnym stopniu wp³ywa na adhezjê bakterii. W celu
wyeliminowania wp³ywu nierównej powierzchni kom-
pozytów ¿ywicznych zawieraj¹cego srebro, na adhezjê
bakterii Streptococcus mutants, Bürgers [25] zastosowa³
metodê mechanicznego polerowania powierzchni, co
wed³ug autora, jest niezbêdne do w³aœciwej analizy od-
dzia³ywania przeciwdrobnoustrojowego. Autorzy [25]
wykazali równie¿, i¿ dodatek srebra korzystnie zmienia
powierzchniê materia³ów, staje siê ona bardziej hydrofo-
bowa, a dziêki temu zwiêksza siê efekt przeciwdrobno-
ustrojowy.

PODSUMOWANIE

Ocenê aktywnoœci przeciwdrobnoustrojowej polime-
rów bioaktywnych mo¿na przeprowadziæ metodami
mikroskopii fluorescencyjnej oraz oznaczania ATP. Me-
tod¹ mikroskopii fluorescencyjnej mo¿emy oceniæ za-
równo liczbê komórek, które uleg³y adhezji do powierz-
chni polimeru, jak i potwierdziæ mo¿liwoœæ wytwarzania
przez bakterie substancji pozakomórkowej EPS. Metody
oznaczania ATP i hodowlana daj¹ porównywalne wyniki
dotycz¹ce ¿ywotnoœci komórek, opisane z wysokim
stopniem korelacji funkcj¹ wyk³adnicz¹ lub liniow¹. Ze
wzglêdu na mniejsz¹ praco- i czasoch³onnoœæ analizy
ATP, tê metodê wytypowano do badañ ¿ywotnoœci ko-
mórek. Odpowiedni sposób przygotowania powierzchni
próbek bioaktywnych polimerów (zawieraj¹cych noœniki

dla biocydów) ma istotny wp³yw na b³¹d powtarzalnoœci
obu testowanych metod. W przypadku polimeru kon-
trolnego (bez dodatków), b³¹d powtarzalnoœci by³ nie-
wielki i wynosi³ dla metody oznaczania ATP 3 %, dla
mikroskopii fluorescencyjnej 1 %. Istotne znaczenie
w metodzie mikroskopii fluorescencyjnej ma równie¿
czas analizy, który nale¿y tak dobraæ aby analizie podda-
ny by³ tworz¹cy siê biofilm, zbyt dojrza³a struktura z EPS
mo¿e byæ bowiem przyczyn¹ du¿ego b³êdu pomiaru licz-
by przyleg³ych do powierzchni polimeru komórek.

Ocena ¿ywotnoœci i adhezji na powierzchni badanych
polimerów szeœciu gatunków bakterii wykaza³a statys-
tycznie istotne ró¿nice w ograniczaj¹cym adhezjê i ¿y-
wotnoœæ dzia³aniu polimeru z miedzi¹ na bakterie E. coli
oraz polimeru ze srebrem na bakterie S. aureus. B. cepacia
okaza³a siê bakteri¹ ulegaj¹c¹ silnej adhezji do polime-
rów bioaktywnych, ale jej ¿ywotnoœæ skutecznie ograni-
cza³ dodatek srebra w polimerze.

Badania wykonano w ramach Projektu: „Nanokompozyty
polimerowe o zwiêkszonej odpornoœci na dzia³anie mikroorga-
nizmów” Nr UDA-POIG.01.03.01-00-073/09-00 (lata
2010—2012).

Autorzy artyku³u sk³adaj¹ podziêkowania za wspó³pracê
kierownikowi projektu dr hab. in¿. Reginie Jeziórskiej oraz zes-
po³owi badawczemu z Instytutu Chemii Przemys³owej za
przygotowanie materia³ów polimerowych do badañ.
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