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Analiza przydatnosci metod oznaczania adenozynotrifosforanu (ATP)
oraz mikroskopii fluorescencyjnej do oceny zywotnosci i adhezji
bakterii na powierzchni bioaktywnych polimerow

Streszczenie — Analizowano przydatnos¢ metod mikroskopii fluorescencyjnej oraz oznaczania
ATP do oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej bioaktywnych polimerow. Stwierdzono iz
stosowanie jednoczesnie obu metod daje pelng informacje¢ na temat adhezji do powierzchni poli-
merdw i zywotnosci komorek bakterii. Poréwnanie mniej czaso- i pracochtonnej metody oznacza-
nia ATP z metodq hodowlana wskazuje, iz daja one porownywalne wyniki dotyczace zywotnosci
komorek. Zaleznosci miedzy zawartoscig ATP a liczbg bakterii na polimerze oznaczona metoda
hodowlang mozna opisa¢, z wysokim stopniem korelacji, funkcja wyktadnicza lub liniowa. Odpo-
wiednie przygotowanie powierzchni prébek bioaktywnych polimeréw (zawierajacych nosniki
dla biocydéw), umozliwiajace uzyskanie gtadkiej ich powierzchni, zmniejsza btad powtarzalnosci
obu testowanych metod. W przypadku polimeru kontrolnego (bez dodatkdw) btad powtarzalnos-
ci byt niewielki (rzedu kilku %), w przypadku za$ polimeréw z nosnikami btad zwigksza sie do
poziomu kilkudziesigeciu % (47 % 173 %). Ocena zywotnosci i adhezji szesciu gatunkdéw bakterii na
bioaktywnych polimerach wykazala statystycznie istotne réznice w dzialaniu ograniczajacym
adhezje i zywotno$¢: na polimerze z miedzig bakterii E. coli oraz na polimerze ze srebrem bakterii
S. aureus. B. cepacia okazala sie bakteriq silnie przylegajaca do polimeréw bioaktywnych, ale jej
zywotno$¢ skutecznie ograniczata obecnosc srebra w polimerze.

Stowa kluczowe: oznaczanie ATP, mikroskopia fluorescencyjna, bioaktywne polimery ze srebrem
lub miedzia, aktywnosc¢ 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 zywotnosci drobnoustrojow two-
rzacych biofilmy na powierzchniach abiotycznych moz-
na dokonad réznymi metodami. Wyréznia sie trzy kate-
gorie metod: 1. oceniajace adhezje komdrek oraz tworze-
nie i strukture biofilmu na podstawie analizy obrazu
mikroskopowego (SEM, AFM, mikroskop fluorescencyj-
ny); 2. polegajace na oszacowaniu liczby zywych komo-
rek (w hodowlach na pozywkach mikrobiologicznych)
oraz sktadnikéw komorek drobnoustrojéw budujacych
biofilmy (egzopolisacharydow, lipiddéw, steroli, kwaséw
nukleinowych); 3. okreslajace aktywnos¢ metaboliczna
komorek, ktore ulegly adhezji (adenozynotrifosforanu —
ATP, enzymow zewnatrzkomorkowych) [1, 2].

Zgodnie z istniejacymi normami i zaleceniami, w wielu
krajach do oceny zywotnosci drobnoustrojéw na powierz-
chniach bioaktywnych polimeréw (tj. zawierajacych w
swoim sktadzie biocydy), szeroko wykorzystuje si¢ 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 drobnoustrojéow na po-
wierzchni polimeréw w ciggu okreslonego czasu, a nastep-
nie ocenie liczby drobnoustrojow, ktére przezyly kontakt
z bioaktywnym polimerem i poréwnaniu jej z proba kon-
trolna, w ktorej inkubacje prowadzono na powierzchni
polimeru niezawierajacego substancji przeciwdrobno-
ustrojowej. Drobnoustroje mozna inkubowa¢ w hodowli
dynamicznej, w pozywce z probkami polimeréw zawiera-
jacych biocydy zdolne do dyfuzji i przechodzenia w posta¢
jonowa, lub w hodowli statycznej — bezposrednio na
powierzchni polimeréw. Metody hodowlane sa jednak
praco- i czasochtonne (analiza, ze wzgledu na czas hodo-
wli mikroorganizmdw, trwa 24—72 h). Duza trudnoscia
metody hodowlanej w ocenie przezywalnosci drobno-
ustrojow, ktore ulegly adhezji do polimerdw jest prawidto-
we, zapewniajace w pelni ilodciowg analize, pobranie pro-
by biofilmu (wycinka, wymazu). Stosowane sposoby wy-
trzasania, sonifikacji badz chemiczne nie pozwalaja na
catkowite usunigcie biofilméw z powierzchni polimerdw,
przy czym zwlaszcza metody sonifikacji i chemiczne od-
dziatuja rowniez niekorzystnie na zywotnosc¢ przylegtych
komorek [3].

Dlatego tez poszukuje sie¢ nowych metod stuzacych
do okreslania aktywnosci biobdjczej/biostatycznej poli-
merow zawierajacych biocydy. W celu oceny oddziaty-
wania bioaktywnych polimeréw na zywotnos$¢ mikroor-
ganizmow mozna wykorzysta¢ oznaczanie zawartosci
ATP na powierzchni polimeru metoda bioluminescencyj-
na. ATP jest dobrym markerem zywych komorek, gdyz
jego czasteczki sa produktem metabolizmu komdrkowe-
go. Wraz z obumarciem komorki synteza ATP jest zaha-
mowana, a istniejace czasteczki sq rozktadane przez
wewnatrzkomorkowe enzymy ATP-aze i fosfatazy. Po-
ziom ATP zalezy od rodzaju drobnoustrojow oraz od sta-
nu fizjologicznego komorek, srednia zawartos¢ w ko-
morce bakterii wynosi 107 mola ATP [4].

Metode oznaczania ATP szeroko wykorzystuje sie
w przemysle spozywczym i farmaceutycznym do okre-
$lenia czystosci mikrobiologicznej powierzchni produk-
cyjnych, jest ona rowniez powszechnie stosowana do
oceny skutecznosci przeprowadzanych zabiegéw mycia
i dezynfekgji [5, 6]. Pomiar ATP postuzyl do wykrycia
biofilméw na powierzchniach kontaktujacych si¢ z woda
[7] oraz do analizy zywotno$ci bakterii z rodzaju Stapylo-
coccus i Pseudomonas na powierzchniach polimerowych
— polietylenu i polistyrenu [8, 9]. Jak dotad metody tej
nie uzywano do oceny oddziatywania przeciwdrobnous-
trojowego bioaktywnych polimerdw.

W badaniach przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci po-
limerdw jest istotne nie tylko okredlenie biobojczego/bio-
statycznego efektu, ale rowniez sprawdzenie czy wprowa-
dzony do polimeru biocyd (czesto osadzony na nosnikach)
nie zmienia wlasciwosci powierzchni polimeru, sprzyjajac
tym samym adhezji mikroorganizméw. Oceny adhezji
komorek do powierzchni polimeru mozna dokona¢ przy
uzyciu technik mikroskopowych, m.in. mikroskopii fluo-
rescencyjnej. Metoda ta byta wykorzystana do badania bio-
filméw wytwarzanych na powierzchni réznych materia-
16w, rowniez polimerow, w srodowiskach naturalnych [10,
11]. Duza zaleta mikroskopii fluorescencyjnej jest mozli-
wos¢ bezposredniej analizy obrazu komdrek ulegajacych
adhezji na powierzchni polimeru oraz réznicowania ko-
morek zywych i martwych. Metody oznaczania zawartosci
ATP oraz analiza obrazu uzyskanego za pomoca mikro-
skopu fluorescencyjnego znalazty zastosowanie w medy-
cynie do oceny adhezji i przezywalnosci drobnoustrojow
patogennych, takich jak: Helicobacter pylorii, Candida albi-
cans, gatunkow z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus i
Pseudomonas, na powierzchni réznych materiatéw biotycz-
nych — tkanek — oraz abiotycznych, np. polimeréw i sto-
pow metali uzywanych do wytwarzania sprzetu medycz-
nego badz w transplantologii [12—14].

Celem przedstawionych w niniejszym artykule badan by-
fa ocena przydatnosci metod oznaczania zawartosci ATP
oraz mikroskopii fluorescencyjnej do analizy Zywotnosci
bakterii i adhezji na powierzchni bioaktywnych polimeréw.

Praca obejmowata dwa etapy: pierwszy dotyczyt badan
modelowych, poréwnawczych, przeprowadzonych meto-
dami: hodowlang, oznaczania ATP oraz mikroskopii fluo-
rescencyjnej, na polimerze kontrolnym niezawierajacym
biocyddéw; na drugim etapie metodami oznaczania ATP i
mikroskopii fluorescencyjnej okreslano dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe (adhezje i przezywalnosc¢ bakterii) poli-
merow zawierajacych biocydy (miedz lub srebro).

CZESC DOSWIADCZALNA
Materiaty
Polimery

Polimery do badan, uzyskane z Instytutu Chemii
Przemystowej w Warszawie (tabela 1) pocieto na probki
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Tabela 1. Charakterystyka polimeréw stosowanych w badaniach

Table 1. Characteristics of the polymers used in the study

Sredni wymiar | Zawartoéé Ag/Cu
Symbol probki Sktad probki*) czastek w krzemionce Uwagi
krzemionki, nm ppm
Polimer 1 PE-HD Purell . . polimer bez dodatkéw, do badan

Polimer 2 bio- | PE-HD Purell + 40 % MD C-120 +

aktywny z Ag +10 % SGS-Ag +5 % K 30
Polimer 3 bio- | PE-HD Purell + 40 % MD C-120 + 54
aktywny z Cu +15 % SGS-Cu+5 % K
Polimer 4 PE-HD Purell + 40 % MD C-120 + _
kontrola +5%K

modelowych

zawiera krzemionke z Ag w cienkich

69 288 warstwach polietylenu umieszczonych
z obu stron rdzenia
zawiera krzemionke z Cu w cienkich
47 640 warstwach polietylenu umieszczonych

z obu stron rdzenia

— proba odniesienia — dla polimeru 2i 3

*) PE-HD Purell — polietylen duzej gestosci, MD C-120 — maczka drzewna, K — kompatybilizator, SGS — krzemionka.

o powierzchni 1 cm?, zdezynfekowano 70-proc. alkoho-
lem etylowym, przeptukano sterylng woda i pozostawio-
no do wysuszenia.

Drobnoustroje

Wykorzystano szes¢ gatunkow bakterii — cztery
szczepy pochodzity z Amerykanskiej Kolekcji Czys-
tych Kultur (ATCC), dwa pozostale wyizolowano z po-
wierzchni materiatéw polimerowych stanowiacych
fragmenty obudowy wewnetrznej lodowki (zatyczka
otworu spustowego lodowki) (tabela 2). Szczepy po-
zyskano z Kolekcji Czystych Kultur Drobnoustrojow
Przemystowych LOCK 105 Instytutu Technologii Fer-
mentacji i Mikrobiologii PL. Kryterium wyboru szcze-
péw do badan stanowila, opisana w literaturze ich
zdolno$¢ do adhezji na powierzchni polimerdéw, jak
rowniez chorobotwdrczos¢.

Tabela 2. Gatunki bakterii stosowane w badaniach
Table 2. Bacteria examined in the study

Gatunek Pochodzenie
Escherichia coli American Type Culture Collection ATCC
10536
American Type Culture Collection ATCC
Staphylococcus aureus 6538

Listeria American Type Culture Collection ATCC
monocytogenes 19115

Salmonella American Type Culture Collection ATCC
Typhimurium 14028

Pseudomonas Izolat ze Srodowiska (polimerowa
fluorescens zatyczka otworu spustowego lodowki)

Izolat ze Srodowiska (polimerowa

Burkholderia cepacia zatyczka otworu spustowego lodowki)

Drobnoustroje przechowywano na podiozu w postaci
skoséw TSA (tryptone-soya-agar) w temp. +4 °C.

Pozywki mikrobiologiczne i odczynniki

W badaniach wykorzystywano nastepujace pozywki
mikrobiologiczne: TSA — agar tryptozowo-sojowy,
Merck, do przechowywania szczepdw oraz oznaczania
liczby bakterii po inkubacji na polimerach w metodzie
hodowlanej; TSB — bulion tryptozowo-sojowy, Merck,
do aktywacji bakterii przed eksperymentami; M, — pod-
loze mineralne zawierajace minimalng ilos¢ substancji
odzywczych warunkujacych prawidltowy wzrost bakte-
rii [skiad: glukoza 5 g, MgSO, - 7 H,0 5 g, (NH,),50, 3 g,
KH,PO, 1 g, ekstrakt drozdzowy 10 g, woda destylowa-
naldm? pH: 5,6 +0,2] — do hodowli bakterii na polime-
rach w badaniach adhezji i przezywalnosci. Wszystkie
podtoza sterylizowano w temp. 117 °C, w ciagu 20 min.

Uzywane odczynniki chemiczne: fizjologiczny roz-
twor chlorku sodu (0,85 % NaCl w wodzie destylowanej)
do rozcienczen; woda dejonizowana w aparacie Millipo-
re Simplicity, do rozcieniczania pozywki M, przed pomia-
rem zawartosci ATP oraz sptukiwania z powierzchni po-
limeréw komorek bakterii, ktére nie ulegly adhezji; bar-
wniki fluorescencyjne: jodek propidyny (500 pg/cm?® w
70-proc. alkoholu etylowym, Sigma) oraz bisbenzydyna
H 33258 (100 pug/cm® w wodzie dejonizowanej, Sigma) do
barwienia komorek 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 wstepie przygotowano inokulum bakterii do za-
szczepienia podtoza z polimerami. W tym celu hodowa-
no bakterie na podtozu TSB w temp. 37 °C przez 24 h
(szczepy ATCC) oraz w temp. 30 °C w ciggu 24 h (szczepy
pochodzace ze srodowiska). Nastepnie, hodowle bakterii
odwirowywano w celu usunigcia ptynu pohodowlanego
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(10000 x g, czas 10 min), a otrzymana biomase zawiesza-
no w 50 cm® soli fizjologicznej (inokulum). Metoda mi-
kroskopowa ustalano gesto$¢ inokulum na poziomie 10°
komoérki/ml. Pozywke M, (50 cm®) umieszczano w kol-
bach Erlenmayera (250 cm®), zaszczepiano 0,5 cm® inoku-
lum bakterii i do pozywki wprowadzano prébki polime-
row. Hodowle prowadzono w warunkach dynamicznych
(wytrzasajac w ruchu eliptycznym z predkoscia 110 cyk-
li/min i amplitudg 10) w temp. 30 + 1 °C przez 5 dob.
Probki do analizy dynamiki wzrostu i adhezji bakterii na
powierzchni polimeréw (przeprowadzanej za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej, oznaczania ATP, metoda
hodowlang) pobierano po 0, 4, 8, 24, 48, 96 h i, dodatko-
wo, po 168 h hodowli (na potrzeby metody hodowlanej
i oznaczania ATP). Probki polimeréw do analizy przezy-
walnosci i adhezji komdrek drobnoustrojow po kontak-
cie z powierzchnig polimeréw bioaktywnych i kontrol-
nych pobierano po 5 dobach hodowli.

Metody badan
Metoda hodowlana

W celu okreslenia dynamiki wzrostu bakterii i poréw-
nania wynikéw z danymi otrzymanymi metoda oznacza-
nia ATP, metodg hodowlang oceniano liczbe bakterii na
powierzchni polimeru kontrolnego (polimer 1). Po wyje-
ciu z pozywki polimery przemywano trzykrotnie steryl-
na woda destylowana, aby usunaé¢ komorki, ktére nie
ulegty adhezji do powierzchni (planktoniczne), a mate-
riat przenoszono nastepnie do 50 cm?® sterylnej soli fizjo-
logicznej i calo$¢ wytrzasano na wytrzasarce (wytrzasa-
nie w ruchu eliptycznym z predkoscia 110 cykli/min i
amplituda 10, w ciagu 15 min) usuwajac w ten sposob ko-
morki, ktére ulegly adhezji na powierzchni polimeru.
W otrzymanej zawiesinie okreslano liczbe komorek bak-
terii metoda plytkowa wglebna, na pozywce TSA, roz-
cienczajac zawiesing w sterylnej soli fizjologicznej (od
10 do 10™7). Inkubacje prowadzono w opisanych wa-
runkach (jak wyzej), po czym zliczono ilo$¢ wyrostych
kolonii, wyniki podawano w jtk/cm?. Pomiary powtérzo-
no trzykrotnie w odniesieniu do odrebnych probek poli-
merow.

Metoda oznaczania zawartosci ATP

Do pomiaru zawartosci ATP na powierzchni bada-
nych polimerow wykorzystano system HY-LiTE®
(Merck), oparty na metodzie bioluminescencyjnej. Poli-
mery po wyjeciu z pozywki przemywano trzykrotnie de-
jonizowana woda destylowana w celu usunigcia komo-
rek, ktdre nie ulegly adhezji, a nastepnie metoda wyma-
zu, wykorzystujac wymazowki HY-LiTE, pobierano
probki wedtug procedury producenta. Proby umieszcza-
no w luminometrze (Merck) i odczytywano RLU (Relative
Light Unit — wzgledne jednostki $wietlne), wyniki poda-
wano w RLU/cm?. Oznaczono réwniez zawarto$é ATP na

powierzchni czystych polimeréw, zawieszonych uprzed-
nio w pozywece (bez hodowli drobnoustrojow). Poziom
ATP w prébkach kontrolnych wynosit: 20—39 RLU, co
uwzgledniano w obliczeniach. Pomiary powtarzano
trzykrotnie w odniesieniu do odrebnych probek polime-
row.

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej

Badanie adhezji drobnoustrojoéw na powierzchni poli-
merdw przeprowadzono metoda mikroskopii fluores-
cencyjnej, przy uzyciu zestawu mikroskopu $wietlnego
CX41, wyposazonego w obiektyw fluorytowy przezna-
czony specjalnie do badan w epifluorescenciji, oraz w ka-
mere cyfrowg DP70 (zestaw Olympus). Do obrobki i ar-
chiwizacji zdje¢ zastosowano program cellB (Olympus),
za pomoca ktdérego zliczano widoczne na fotografiach
wybarwione komorki.

Po hodowli polimery przemywano sterylng woda
destylowana w celu usuniecia pozywki i komorek, ktore
nie ulegly adhezji, na powierzchnie nanoszono nastepnie
0,5 cm® roztworu bisbenzydyny i inkubowano w ciagu
120 s. Po uptywie tego czasu probe przemywano sterylna
woda destylowang (usuniecie barwnika) i na jej powierz-
chnig nanoszono 0,3 cm® roztworu jodku propidyny, in-
kubowano 120 s i ponownie przeptukiwano woda.

Na ostatnim etapie probke suszono w delikatnym
strumieniu powietrza i w powigkszeniu 100-krotnym
obserwowano pod mikroskopem fluorescencje wybar-
wionych komorek, w zaleznosci od Zywotnosci komorek
— zielong (bisbenzydyna barwi Zywe komorki) lub/oraz
czerwong (jodek propidyny barwi komorki martwe).
Wybarwione komorki bakterii liczono w 10 polach wi-
dzenia mikroskopu. Do obliczen przyjeto sume komorek,
ktore ulegly adhezji bez rozrézniania komoérek zywych
i martwych (zywotno$¢ zostala ustalona metoda hodo-
wlang i ATP). Pole powierzchni obrazu stuzace do obli-
czenia liczby komérek przypadajacych na 1 mm? po-
wierzchni polimeru ustalono za pomoca komputera
sprzezonego z mikroskopem fluorescencyjnym. Pomiar
adhezji metoda mikroskopii fluorescencyjnej powtérzo-
no trzykrotnie w odniesieniu do odrebnych probek poli-
merow.

Btad powtarzalnosci metod

W celu wyznaczenia bledu powtarzalnosci metod oz-
naczania ATP i mikroskopii fluorescencyjnej przeprowa-
dzono dziesieciokrotny pomiar zawartosci ATP oraz licz-
by komérek na powierzchni polimeru. Polimery do ba-
dan uzyskano po hodowli bakterii Burkholderia cepacia
w warunkach: polimer 1, pozywka M, inokulum 10°
jtk/cm®, inkubacja 30 °C w ciagu 24 h, hodowla dyna-
miczna. Oznaczanie btedu powtarzalnosci obu metod
wykonano ponadto w przypadku wszystkich polimeréw
bioaktywnych i polimeru kontrolnego, po hodowlach
bakterii.
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Metody matematyczne i statystyczne

Analiza matematyczna obejmowata obliczenia $red-
niej arytmetycznej i odchylenia standardowego uzyska-
nych wynikéw.

Wyznaczono ponadto matematyczne zaleznosci mie-
dzy zawartoscia ATP wyznaczong metoda biolumines-
cengji a liczba komorek bakterii na polimerze oceniang
metoda hodowlana. Zaleznosci opisano funkcjami wy-
ktadnicza i liniowa, obliczono wspdtczynnik korelacji R.
Korelacje uznaje si¢ za wysoka, gdy wspolczynnik
R>0,7, umiarkowana gdy R =0,4—0,6, mata, gdy R <0,4
[15].

Srednig arytmetyczna i odchylenie standardowe wy-
korzystano do obliczenia wskaznika Pearsona, ktory sta-
nowit miare btedu powtarzalnosci metod oznaczania za-
wartosci ATP (bioluminescencja) i liczby komorek bakte-
rii na polimerze (mikroskopia fluorescencyjna). Wskaz-
nik Pearsona jest miara rozproszenia wynikéw wokot
$redniej [16].

W celu ustalenia czy istnieja statystycznie istotne r6z-
nice miedzy wynikami adhezji/przezywalnosci na poli-
merach z dodatkiem biocyddw oraz na polimerach kon-
trolnych przeprowadzono analize statystyczna przy uzy-
ciu testu t-Studenta, przy poziomie istotnosci a = 0,05.

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

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Polietylen PE-HD (por. tabela 1, polimer 1) okazat sie
materiatem podatnym na zasiedlanie i wzrost badanych
bakterii (rys. 1—3). Swiadczy o tym zaréwno duza liczba
bakterii i zawartos¢ ATP, jak i mierzona metoda mikro-

2

polimeru, jtk/cm
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czas hodowli, h

liczba bakterii na powierzchni

Rys. 1. Dynamika wzrostu bakterii na polimerze 1 mierzona
metodq hodowlang: & — Burkholderia cepacia, A — Salmo-
nella Typhimurium, ) — Staphyloccus aureus, B — Listeria
monocytogenes, X — Pseudomonas fluorescens, @ — Escheri-
chia coli

Fig. 1. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by culture method: 4 — Burkholderia cepacia, A —
Salmonella Typhimurium, %} — Staphyloccus aureus, B —
Listeria monocytogenes, X — Pseudomonas fluorescens, @ —
Escherichia coli

skopii fluorescencyjnej liczba komorek, ktore ulegly ad-
hezji na powierzchni polimeru.

Dynamike wzrostu bakterii na polimerze mierzona
metoda hodowlang przedstawiono na rys. 1. Stwierdzo-
no intensywny przyrost liczby bakterii na polimerze do
8—24 godziny hodowli, w zaleznosci od gatunku (faza
logarytmicznego wzrostu), po uptywie tego czasu bakte-
rie rozpoczely faze wzrostu stacjonarnego, a nastepnie,
po 48—96 godzinie hodowli weszly w faze zamierania.
W przypadku Listeria monocytogenes nie stwierdzono
fazy zamierania, co dodatkowo $wiadczy o tym, ze bak-
teria ta dobrze rozwija sig¢ na powierzchniach polimerdw.
W hodowli bakterii Salmonella Typhimurium zaobserwo-
wano natomiast zamieranie juz po o$miu godzinach in-
kubacji. Najwigksza liczbe bakterii na powierzchni poli-
meru, utrzymujaca si¢ az do 50 godziny hodowli, odno-
towano w przypadku Burkholderia cepacia. Szczep ten,
wyizolowany z polimerowej zatyczki otworu spustowe-
go lodowki, w warunkach modelowych wykazat dobre
przystosowanie do wzrostu na powierzchni PE-HD (po-
limer 1).
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Rys. 2. Dynamika wzrostu bakterii na polimerze 1 oceniana na
podstawie zawartosci ATP:  — Burkholderia cepacia, A —
Salmonella Typhimurium, %} — Staphyloccus aureus, M —
Listeria monocytogenes, X — Pseudomonas fluorescens, @ —
Escherichia coli

Fig. 2. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by ATP content: & — Burkholderia cepacia, A —
Salmonella Typhimurium, *} — Staphyloccus aureus, B —
Listeria monocytogenes, X — Pseudomonas fluorescens, @ —
Escherichia coli

Dynamika wytwarzania ATP na powierzchni PE-HD
miata przebieg niemal identyczny jak krzywe wzrostu
liczby bakterii mierzonej metoda hodowlana (rys. 2).
Wzrost poziomu ATP odnotowano w pierwszych 24 go-
dzinach hodowli, w przypadku E. coli trwal on nawet do
96 godziny, po uptywie tego czasu zawartos¢ ATP spada-
fa, co swiadczy o zmniejszajacej si¢ aktywnosci metabo-
licznej szczepow. W przypadku bakterii Salmonella Typhi-
murium spadek zawartosci ATP nastepuje juz po 8 godzi-
nie hodowli, co wskazuje, iz patogen ten nie znalazt na
powierzchni badanego polimeru PE-HD dobrych warun-
kéw do rozwoju.
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Rys. 3. Dynamika adhezji bakterii na polimerze 1 mierzona za
pomocq mikroskopii fluorescencyjnej: 4 — Burkholderia cepa-
cia, A — Salmonella Typhimurium, X} — Staphyloccus au-
reus, @ — Listeria monocytogenes, X — Pseudomonas fluo-
rescens, @ — Escherichia coli

Fig. 3. The dynamics of bacterial growth on the polymer 1 de-
termined by fluorescence microscopy: 4 — Burkholderia cepa-
cia, A — Salmonella Typhimurium, *} — Staphyloccus au-
reus, @ — Listeria monocytogenes, X — Pseudomonas fluo-
rescens, @ — Escherichia coli

Wszystkie badane bakterie wykazywatly zdolnos¢ do
adhezji na powierzchni PE-HD (rys. 3). Metodg mikro-
skopii fluorescencyjnej wykazano, iz do 24 godziny ho-
dowli liczba ulegajacych adhezji komorek bakterii rosta,
a po uplywie tego czasu utrzymywata si¢ juz na statym
poziomie. Jedynie bakteria S. aureus ulegata intensywnej
adhezji do 96 godziny hodowli. Nalezy zauwazy¢, ze
liczba jednostek tworzacych kolonie na powierzchni po-
limeru, mierzona metodaq hodowlana, jest nieco wieksza
(ojeden—dwa rzedy wielkosci) niz liczba komorek, ktore
ulegty adhezji mierzona metoda fluorescencji. W meto-
dzie mikroskopowej analiza obejmuje bowiem zaréwno
komorki zywe, jak i martwe, metoda hodowlana rejestru-
je natomiast tylko komorki aktywne.

Z analizy poréwnawczej metody oznaczania zawar-
tosci ATP oraz, okreslajacej licznos¢ bakterii, metody ho-
dowlanej wynika, Ze sg one ze soba skorelowane, obie
metody oceniajg zywotnos¢ komodrek. Wspdtczynniki tej
korelacji (R) oraz opis matematyczny zaleznosci przed-
stawia tabela 3.

Zaleznos¢ miedzy poréwnywanymi wynikami opisa-
no w przypadku wszystkich badanych bakterii dwoma
rodzajami funkcji — wyktadnicza i liniowa, przy czym
funkcja wyktadnicza z lepszym przyblizeniem matema-
tycznym opisuje te zaleznos¢, wspolczynniki korelacji
dla tej funkcji ksztaltowaty sie w przedziale R = 0,78 —
0,92. Opis zaleznosci funkcjg liniowa wskazywat row-
niez na duza korelacje poréwnywanych metod (R =
0,73—0,81). Roznica migedzy wspdtczynnikami korelacji
uzyskanymi z opisu dwéch funkcji wynosita srednio 7 %.
Obie funkcje mozna zatem stosowac do opisu (z duzym
przyblizeniem), dynamiki wzrostu.

Duza korelacja wynikow uzyskanych przy uzyciu
metody hodowlanej i oznaczania ATP wskazuje, iz moz-
na je stosowac zamiennie, obie metody bowiem okreslaja
liczbe Zzywych komorek. Wykorzystujac technike mikro-
skopii fluorescencyjnej otrzymujemy dodatkowsq infor-
macje o mozliwosci adhezji bakterii do powierzchni poli-
meru. Nie analizowano natomiast korelacji miedzy za-
wartoscig ATP a liczbg komorek, ktore ulegty adhezji do
powierzchni polimeru, ustalong metoda mikroskopii
fluorescencyjnej, ze wzgledu na to, iz sa to dwa rdézne
parametry (zywotno$¢ i adhezja).

W badaniach oceniono réwniez blad powtarzalnosci
oznaczania ATP na powierzchni polimeru oraz okresla-
nia, metoda mikroskopii fluorescenycjynej, liczby komo-
rek ulegajacych adhezji (tabela 4). Stwierdzono, iz biad
powtarzalnosci oznaczania ATP metodq wykorzystujaca
system HY-LiTE siega 3 %, natomiast z zastosowaniem
mikroskopii fluorescencyjnej ksztattuje si¢ na poziomie
1 %.

Dobra korelacja z metodg hodowlana, niewielki biad
powtarzalnoéci, krétki czas analizy i niewielka praco-
chtonnos¢ staty sie podstawa do wyboru metody ozna-
czania ATP oraz mikroskopii fluorescencyjnej jako alter-
natywnych dla tradycyjnej metody hodowlane;j.

Wybodr mikroskopii fluorescencyjnej do analizy ko-
morek ulegajacych adhezji jest podyktowany réwniez
tym, iz niektore bakterie silnie przylegaja do powierzch-
ni polimeru, co uniemozliwia ich usuniecie podczas
przygotowania probek w metodzie hodowlanej i ozna-

Tabela 3. Opisane funkcjami matematycznymi zaleznosci pomiedzy zawartoscia ATP, a oznaczona metoda hodowlana liczba bakte-

rii na polimerze 1

Table 3. Dependence of the ATP content determined by culture method on the number of bacteria on the polymer 1, described with

mathematical functions

Gaunck | Funkcaliiowa | Vgpdemmk | tukde | Wpllomaie | Copmaie
woch funkgji, %
Escherichia coli y =0,5275x + 0,4289 0,8051 y = 0,9459¢0:212x 0,8916 9,7
Staphylococcus aureus y =0,4643x + 0,2724 0,7437 y = 0,8922¢0/1811x 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 = 0,8649¢0/1686x 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 = 0,9677e01875x 0,7992 1,6
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Tabela 4. Blad powtarzalnosci metody oznaczania zawartosci ATP oraz liczby komdrek ulegajacych adhezji na powierzchni poli-

meru 1 (metoda mikroskopii fluorescencyjnej)

Table 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

[zawarto$¢ ATP na powierzchni
polimeru, RLU/cm?]

[liczba komorek ulegajacych adhezji
na powierzchni polimeru, kom/mm?]

Srednia 4333,333
Odchylenie standardowe 136,626
Wskaznik Pearsona 3,2 %

Srednia 1,1-10
Odchylenie standardowe 1,0 - 102
Wskaznik Pearsona 0,95 %

czania ATP. Ponadto, komorki sa potaczone strukturami
tréjwymiarowymi (sklejone substancja pozakomodrkowa
— EPS spajajaca caly biofilm), co sprawia, ze w bada-
niach metoda hodowlana/ATP, liczba rzeczywistych ko-
morek/zawartos¢ ATP moze by¢ niedoszacowana [17,
18]. Przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, oprocz
liczby komorek, ktore ulegty adhezji mozna rowniez ob-
serwowac¢ zewnatrzkomorkowe substancje polimerowe
EPS. Do bakterii wytwarzajacych w najwigkszych ilos-
ciach EPS naleza szczepy wyizolowane ze Srodowiska
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia oraz szczep
kolekcyjny Listeria monocytogenes (wnioski z obserwacji
mikroskopowych).

W przypadku kontaktu bakterii z powierzchnig poli-
meru zawierajacego w swoim skladzie biocyd, moze
dojs¢ do zahamowania ich wzrostu, mimo iz zachowuja
aktywnos$¢ zyciowa. Na podiozu wzrostowym komorki

ulegaja regeneracji, dzigki temu liczba zdolnych do
wzrostu bakterii jest duza. Wybor metody ATP okresla-
jacej rzeczywisty stan aktywnosci metabolicznej bakterii
wydaje si¢ zatem bardziej uzasadniony niz metoda anali-
zy hodowlane;j.

Do oceny zywotnosci komorek oraz ich adhezji na po-
wierzchni bioaktywnych polimeréw zawierajacych sreb-
ro lub miedz zastosowano metody oznaczania ATP oraz
mikroskopii fluorescencyjnej. Porownano liczbe komo-
rek bakterii, ktore ulegly adhezji na powierzchni polime-
ru bioaktywnego zawierajacego srebro z liczbg komoérek
przylegtych do powierzchni polimeru kontrolnego i na
tej podstawie stwierdzono, iz istotne statystycznie r6zni-
ce liczebnosci takich komdrek wystepuja w przypadku
bakterii S. aureus, Ps. fluorescens oraz B. cepacia (tabela 5).
Bioaktywny polimer zawierajacy srebro w znacznym
stopniu ograniczat adhezje S. aureus, natomiast w przy-

Tabela 5. Ocena adhezji i przezywalnosci bakterii na powierzchni polimeru zawierajacego srebro i polimeru kontrolnego po 5 do-

bach inkubacji

T able 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

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej, liczba komorek Metoda bioluminescencji, zawartos¢ ATP
na powierzchni polimeru, komérki/mm? na powierzchni polimeru, RLU/cm?
Gatunek polimer 2 polimer 4 prawdopodobieri- polimer 2 polimer 4 prawdopodobieri-
. . stwo rdéznic (p) . . stwo rdznic (p)
[z biocydem (probka przy poziomie [z biocydem (probka przy poziomie
(Ag)] kontrolna) istotnosci a = 0,05**) (Ag)] kontrolna) istotnosci a. = 0,05**)
| 5r.2,40-10* Sr. 1,65 - 104 Sr. 201,33 Sr. 453,33
Escherichia coli 0,23850 0,18344
0S: 1,74 - 104 0S: 4,28 - 103 0S:119,10 OS: 244,19
Sr. 8,67 - 103 Sr. 4,38 - 10* Sr. 174 Sr. 7
Staphylococcus Sr. 8,67 - 10 Sr. 4,38 - 10 0,00025*) Sr ,00 Sr. 783,33 0,00441%
aureus 0S:2,86 - 103 0S:2,18 - 104 0S: 125,49 0OS: 132,04
Listeria Sr.7,94 - 103 Sr. 5,30 - 103 Sr. 2 700,00 Sr. 176,66
0,08573 0,14151
monocytogenes | 0S: 3,93 - 103 0S: 1,22 - 103 0S:2389,5 0OS: 66,58
$r.9,73-103 Sr.1,78 - 104 Sr. 59,33 Sr. 127,66
Salmonella 011232 0,11991
Typhimurium | 08:2,76-103 | 0S:1,97 104 0S: 44,79 0S: 39,95
Sr.3,00 - 104 Sr.6,12-103 Sr. 356,67 Sr. 465,33
Pseudomonas 0,00013* 0,64569
fluorescens OS: 1,65 - 104 0S:1,73 - 103 0OS: 115,04 0OS: 361,34
~ Sr.7,13-104 Sr.9,42 103 Sr. 2 466,66 Sr. 9 766,67
Burkholderia 0,00029% 0,01355*)
cepacia 0OS: 3,69 - 104 0S: 2,96 - 103 0S:1985,78 0S:2250,18

" Sr. — érednia arytmetyczna, OS — odchylenie standardowe.

=) Rdznice statystycznie istotne miedzy polimerem 2 a polimerem 4, jezeli p <0,05.
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padku B. cepacia i Ps. fluorescens sprzyjat temu procesowi.
W literaturze potwierdzano wielokrotnie aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa srebra wobec bakterii S. aureus,
E. coli, Ps. aeruginosa, B. subtilis [19—21]. W odniesieniu
do pozostatych szczepdw nie stwierdzono istotnych sta-
tystycznie roznic miedzy liczbg komorek ulegajacych
adhezji na polimerze ze srebrem i na polimerze kontrol-
nym, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi,
stwierdzajacymi, iz niektore bakterie charakteryzuja sie
duza opornoscia na srebro, np. Legionella pneumophila czy
Salmonella Typhimurium. Moze to wynika¢ z mechaniz-
mow opornosci, m.in. z obecnosci w komorkach plazmi-
du pMG 101 [20, 22]. Mniejsza adhezje stwierdzono takze
w odniesieniu do E. coli na powierzchni polimeru zawie-
rajacego miedz (tabela 6). Silniejsze niz srebra oddziaty-
wanie miedzi na bakterie E. coli potwierdzono juz w pub-
likacji [19], podobnie natomiast jak w przypadku polime-
ru z dodatkiem srebra, rowniez na polimerze z udziatem
miedzi, bakteria B. cepacia w wigkszym stopniu ulegata
adhezji niz na powierzchni polimeru kontrolnego. Ros-
naca liczba bakterii na polimerach bioaktywnych moze
by¢ efektem dodatku nos$nikéw, ktore zwigkszaja po-
wierzchnie polimeru dostepng dla bakterii ulegajacych
silnej adhezji — wytwarzajacych znaczne ilosci EPS, np.
Burkholderia cepacia i Pseudomonas fluorescens [23].
Analiza metoda ATP wykazala istotny statystycznie
spadek poziomu zywotnosci komorek S. aureus na poli-
merze zawierajacym srebro i podobnie, w przypadku E.
coli na polimerze zawierajacym miedz, co koreluje ze
stwierdzonym, obnizonym poziomem adhezji tych bak-

terii na badanych materiatach. Odmienny wynik otrzy-
mano w odniesieniu do Burkholderia cepacia — mimo
zwigkszonej adhezji komorek bakterii do polimeru za-
wierajacego srebro znacznemu zmniejszeniu ulegla ich
zywotno$¢ w porownaniu z zywotnoscig bakterii na po-
wierzchni polimeru kontrolnego. W przypadku pozosta-
tych bakterii nie stwierdzono istotnych statystycznie r6z-
nic miedzy zawartoscig ATP na polimerze bioaktywnym
i polimerze kontrolnym.

Analize metoda mikroskopowa oraz metoda ozna-
czania ATP wykonano po 5 dobach inkubagji, gdy biofilm
byt , mlody” i nie w pelni jeszcze uksztattowany. Uzasad-
niony wybor tego czasu potwierdzaja wyniki pracy [17].
Autorzy stwierdzili, iz metoda mikroskopii fluorescen-
cyjnej ma ograniczenia dotyczace analizy dojrzatego bio-
filmu ze wzgledu na wiele ptaszczyzn jego rozwoju unie-
mozliwiajacych uzyskanie obrazu przydatnego do rze-
czywistej oceny ilosciowe;j.

Zaobserwowano rowniez, iz dodatek do masy poli-
meru nosnika z substancja biocydowa niekorzystnie
zwigkszat blad powtarzalnosci obu testowanych metod.
Zanotowano znaczne, czesto zblizone do wartosci sred-
nich, odchylenia standardowe (por. tabele 5 i 6). Obliczo-
ny wskaznik Pearsona dla powtarzalnosci metod mikro-
skopii fluorescencyjnej oraz oznaczania ATP w bada-
niach na powierzchni bioaktywnych polimerow,
ksztattowat sie, Srednio na poziomie 47 % dla metody
mikroskopowej oraz 73 % dla oznaczania ATP (tabela 7).
Moze to mie¢ istotny wptyw na interpretacje wynikow,
w badaniach biologicznych przyjmuje si¢ bowiem, ze

Tabela 6. Ocenaadhezjii przezywalnosci bakterii na powierzchni polimeru zawierajacego miedz i polimeru kontrolnego, po 5 do-

bach inkubacji

Table 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

Metoda mikroskopii fluorescencyjnej, liczba komorek Metoda bioluminescencji, zawarto$¢ ATP
na powierzchni polimeru, komérki/mm? na powierzchni polimeru, RLU/cm?
Gatunek polimer 3 polimer 4 prawdopodobieri- polimer 3 polimer 4 prawdopodobieri-
. . stwo rdéznic (p) . . stwo rdéznic (p)
[z biocydem (probka przy poziomie [z biocydem (probka przy poziomie
(Cw)] kontrolna) istotnosci a. = 0,05**) (Cw)] kontrolna) istotnosci a. = 0,05**)
] %r.1,57-108 Sr.1,65 - 104 Sr. 171,00 Sr. 453,33
Escherichia coli 0,00000%*) 0,00815%*)
0S: 7,46 - 102 0S: 4,28 - 103 0s: 100,16 0OS: 244,19
Staphylococcus | St 414 - 10* Sr. 4,38 - 104 0,89593 Sr. 394,00 Sr. 783,33 034483
aureus 0S: 2,68 - 104 0S:2,18 - 104 0S: 507,84 0S: 132,04
Listeria Sr. 522103 Sr. 5,30 - 103 Sr. 1290,00 Sr. 176,66
0,74745 0,24525
monocytogenes 0S:1,29 - 103 0S:1,22 - 103 0S: 1 415,00 0S: 66,58
$r.9,73-103 Sr.1,78 - 104 Sr. 160,67 Sr. 127,66
Salmonel]a 0,23914 0,75486
Typhimurium | 08:2,76-103 | 0S:1,97 - 10* 0S: 166,17 0S: 39,95
Sr. 6,37 - 103 Sr.6,12-103 Sr. 1136,00 Sr. 465,33
Pseudomonas 0,90759 0,26811
fluorescens 0S: 2,28 - 103 0S:1,73 - 103 0S: 1 787,84 0S: 361,34
Burkholderia Sr. 7,13 - 104 Sr.9,42 - 103 001460 Sr. 521,33 Sr. 9 766,67 013755
cepacia 0S:3,69-104 | 0S:2,96-103 ’ 0S: 594,29 0S: 2 250,18 '

" Sr. — érednia arytmetyczna, OS — odchylenie standardowe.

=) Rdznice statystycznie istotne miedzy proba polimeru kontrolng a proba polimeru z dodatkiem biocydu (Ag) jezeli p < 0,05.
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Tabela 7. Blad powtarzalnosci oznaczania zawartosci ATP oraz liczby komorek, ktore ulegly adhezji do powierzchni polimerow

bioaktywnych i do polimeru kontrolnego (metoda mikroskopii fluorescencyjnej)

Table 7. The repeatability error of the determination of ATP content and number of cells adherent to the surface of bioactive poly-

mers and control polymer (fluorescence microscopy method)

Wskaznik Pearsona, %

Rodzaj polimeru

metoda bioluminescencji [zawartos¢ ATP
na powierzchni polimeru, RLU/cm?]

metoda mikroskopii fluorescencyjnej
[liczba komorek ulegajacych adhezji na
powierzchni polimeru, komoérki/mm?]

Polimer 2 z biocydem (Ag) [PE-HD Purell/MD
C-120/SGS-Ag/K]

Polimer 3 z biocydem (Cu) [PE-HD Purell/MD
C-120/SGS-Cu/K]

Polimer 4 kontrolny [PE-HD Purell/MD C-120/K]

Srednio dla wszystkich polimeréw z noénikami

32—-88 28—72

58 —157 24—65

16—-77 23—49
73 47

wskaznik Pearsona do 20 % spelnia kryteria okreslajace
metode jako powtarzalna [16]. Duzy blad powtarzalnosci
moze by¢ konsekwencja struktury powierzchni bada-
nych polimerow zawierajacych maczke drzewna i nano-
krzemionke z dodatkiem srebra lub miedzi. Na kontrol-
nym polimerze, bez dodatkéw, btad testowanych metod
nie przekraczal 3 %. Jest to zatem wskazowka na przysz-
08¢, iz do analizy adhezji i zywotnosci komorek bakterii
do bioaktywnego polimeru nalezy przygotowaé jego
probke o gladkiej powierzchni. Wczesniejsze badania
[24] wykazaty, iz dodatek nosnikow do materiatow poli-
merowych zmienia wlasciwosci fizykochemiczne po-
wierzchni — ich hydrofobowos¢ oraz chropowato$é — co
w istotnym stopniu wplywa na adhezje bakterii. W celu
wyeliminowania wplywu nieréwnej powierzchni kom-
pozytéw zywicznych zawierajacego srebro, na adhezje
bakterii Streptococcus mutants, Blirgers [25] zastosowat
metode mechanicznego polerowania powierzchni, co
wedlug autora, jest niezbedne do wtasciwej analizy od-
dziatywania przeciwdrobnoustrojowego. Autorzy [25]
wykazali rdwniez, iz dodatek srebra korzystnie zmienia
powierzchnie materiatdéw, staje si¢ ona bardziej hydrofo-
bowa, a dzigki temu zwigksza sie¢ efekt przeciwdrobno-
ustrojowy.

PODSUMOWANIE

Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej polime-
row bioaktywnych mozna przeprowadzi¢ metodami
mikroskopii fluorescencyjnej oraz oznaczania ATP. Me-
toda mikroskopii fluorescencyjnej mozemy oceni¢ za-
rowno liczbe komorek, ktdre ulegly adhezji do powierz-
chni polimeru, jak i potwierdzi¢ mozliwos¢ wytwarzania
przez bakterie substancji pozakomoérkowej EPS. Metody
oznaczania ATP i hodowlana dajgq poréwnywalne wyniki
dotyczace zywotnosci komdrek, opisane z wysokim
stopniem korelacji funkcja wykladnicza lub liniowa. Ze
wzgledu na mniejsza praco- i czasochlonnos¢ analizy
ATP, te metode wytypowano do badan zywotnosci ko-
morek. Odpowiedni sposéb przygotowania powierzchni
probek bioaktywnych polimerow (zawierajacych nosniki

dla biocydéw) ma istotny wptyw na btad powtarzalnosci
obu testowanych metod. W przypadku polimeru kon-
trolnego (bez dodatkéw), btad powtarzalnosci byt nie-
wielki i wynosit dla metody oznaczania ATP 3 %, dla
mikroskopii fluorescencyjnej 1 %. Istotne znaczenie
w metodzie mikroskopii fluorescencyjnej ma rowniez
czas analizy, ktéry nalezy tak dobrac aby analizie podda-
ny byt tworzacy sie biofilm, zbyt dojrzata struktura z EPS
moze by¢ bowiem przyczyna duzego btedu pomiaru licz-
by przylegtych do powierzchni polimeru komorek.

Ocena zywotnosci i adhezji na powierzchni badanych
polimerow szesciu gatunkow bakterii wykazata statys-
tycznie istotne réznice w ograniczajacym adhezje i zy-
wotnoé¢ dziataniu polimeru z miedzig na bakterie E. coli
oraz polimeru ze srebrem na bakterie S. aureus. B. cepacia
okazata si¢ bakterig ulegajaca silnej adhezji do polime-
row bioaktywnych, ale jej zywotno$¢ skutecznie ograni-
czat dodatek srebra w polimerze.

Badania wykonano w ramach Projektu: ,,Nanokompozyty
polimerowe o zwigkszonej odpornoéci na dziatanie mikroorga-
nizméw” Nr UDA-POIG.01.03.01-00-073/09-00 (lata
2010—2012).

Autorzy artykutu sktadajq podziekowania za wspotprace
kierownikowi projektu dr hab. inz. Reginie Jezidrskiej oraz zes-
potowi badawczemu z Instytutu Chemii Przemystowej za
przygotowanie materiatéw polimerowych do badar.
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