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KINETYKA TWORZENIA BIOFILMÓW BAKTERYJNYCH NA 
MATERIAŁACH TECHNICZNYCH W ZALE�NO�CI OD 

DOST�PNO�CI SKŁADNIKÓW OD�YWCZYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem bada� było okre�lenie wpływu dost�pno�ci składników od�ywczych w �rodowisku wzrostu na 

adhezj� mikroorganizmów do powierzchni u�ytkowanych w przemy�le spo�ywczym. W badaniach 
wykorzystano drobnoustroje, których naturalnym miejscem wyst�powania jest woda (�rodowisko o 
ograniczonym dost�pie składników od�ywczych). Hodowle Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae i Enterococcus faecalis prowadzono na po�ywkach o optymalnej 
oraz zredukowanej dost�pno�ci składników od�ywczych. Stopie� adhezji komórek bakteryjnych do 
powierzchni teflonu, szkła oraz stali nierdzewnej (typ 304L i 316L) oceniano technik� mikroskopii 
fluorescencyjnej wg 9-stopniowej skali. 

Przeprowadzone badania wskazuj� na bezpo�redni wpływ dost�pno�ci składników od�ywczych oraz 
rodzaju badanego drobnoustroju na efektywno�� tworzenia si� biofilmu bakteryjnego. W wi�kszo�ci 
wariantów do�wiadcze� redukcja zawarto�ci substratów metabolicznych w po�ywce indukowała proces 
adhezji testowanych szczepów drobnoustrojów do powierzchni abiotycznych. Spo�ród przebadanych 
powierzchni u�ytkowych, najbardziej efektywn� kolonizacj� obserwowano w przypadku stali nierdzewnej 
304L. 
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Wprowadzenie 

Mikroorganizmy, osiedlaj�c si� na powierzchniach stałych, tworz� zró�nicowane 
gatunkowo zespoły komórek – biofilmy. Proces powstawania błon biologicznych 
rozpoczyna si� w momencie, gdy pojedyncze komórki osiadaj� na płaszczy�nie. 
Zdarzenia fizykochemiczne, zachodz�ce w trakcie przył�czania si� komórki 
bakteryjnej do powierzchni stałej, s� odpowiedzi� swoist� danego gatunku na warunki 
�rodowiskowe [5]. Interakcja pomi�dzy komplementarnymi cz�steczkami 
powierzchniowymi komórki (adhezynami) a reaktywnymi grupami płaszczyzny 
kontaktu nadaje ka�dej błonie biologicznej stabiln� struktur� [4]. Rozwój technik 
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in�ynierii genetycznej umo�liwił zarysowanie problemu tworzenia si� biofilmów i 
przybli�enie jego biologii molekularnej. Komórki, które ulegaj� adhezji zmieniaj� swój 
metabolizm i ekspresj� materiału genetycznego. Transformacje komórek mog� by� 
powi�zane z warunkami hodowli i mog� odgrywa� istotn� rol� w przekazywaniu 
informacji genetycznej w biofilmie [6].  

Dost�pno�� składników od�ywczych w �rodowisku wzrostu jest bezpo�rednim 
induktorem zjawiska tworzenia si� biofilmów mikrobiologicznych na powierzchniach 
u�ytkowych [2]. �yj�c w skupiskach, drobnoustroje wytworzyły wielopłaszczyznowe 
mechanizmy obrony przed degradacyjnym wpływem antybiotyków, �rodków 
dezynfekuj�cych czy podwy�szonej temperatury [3]. Biofilmy bakteryjne powoduj� 
trudne do oszacowania straty w zakładach przemysłu spo�ywczego. Powstaj�c na 
powierzchniach produkcyjnych, błony biologiczne stanowi� potencjalne zagro�enie 
mikrobiologicznego ska�enia �ywno�ci przeznaczonej do spo�ycia. Problem 
powszechno�ci i łatwo�ci kolonizacji przez bakterie wszelkich nieosłoni�tych 
powierzchni zainicjował wi�c poszukiwania skutecznych metod zapobiegaj�cych 
wyst�powaniu tego zjawiska. 

Celem bada� było okre�lenie wpływu dost�pno�ci składników od�ywczych w 
�rodowisku wzrostu na kinetyk� tworzenia si� biofilmów bakteryjnych na 
powierzchniach u�ytkowanych w przemy�le spo�ywczym (teflon, szkło oraz stal 
nierdzewna 304L i 316L). 

Materiał i metody bada� 

Drobnoustroje 

W badaniach wykorzystano nast�puj�ce drobnoustroje: 
– Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, 
– Escherichia coli ATCC 4157, 
– Proteus vulgaris ATCC 6380, 
– Enterobacter cloacae ATCC 13047, 
– Enterococcus faecalis ATCC 7080. 

Przed przyst�pieniem do bada� drobnoustroje trzykrotnie pasa�owano na 
odpowiednie podło�a płynne (bulion do namna�ania Enterobacteriaceae wg Mossela 
[12], po�ywka ABPG do namna�ania P. aeruginosa wg Schuberta [17] oraz podło�e z 
azydkiem sodu i glukoz� do namna�ania Enterococcus spp. zaproponowane przez 
Burbiank� i wsp. [1]. 

 

Warunki hodowli 

Hodowle mikroorganizmów prowadzono w temp. 35oC w warunkach 
dynamicznych na podło�ach o optymalnej oraz zredukowanej (o 90%) dost�pno�ci 
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składników od�ywczych, przy pH = 7 po�ywki. Czas prowadzenia hodowli wynosił 
144 h. 

Przygotowanie powierzchni płytek do bada� 

Przed przyst�pieniem do bada� płytki o wymiarach 10 x 65 x 1 [mm] 
przygotowywano nast�puj�co: 
– płytki ze stali nierdzewnej (typ 304L oraz 316L) traktowano 50% roztworem 

HNO3 w temp. 70oC przez 10 min [13]; 
– powierzchnie płytek teflonowych czyszczono mi�kk� g�bk�; 
– płytki szklane gotowano w płatkach szarego mydła (1 h), a nast�pnie moczono w 

0,1 N roztworze NaOH (24 h) oraz 0,2% roztworze Na3PO4 (24 h) [11]. 
Po dokładnym wypłukaniu w wodzie destylowanej, wszystkie badane płytki 

umieszczano w szklanych naczyniach i autoklawowano w temp. 121oC przez 15 min.  

Badanie adhezji 

Badanie adhezji prowadzono przez pierwsze 8 h ka�dego eksperymentu. W 
płynnych hodowlach P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae oraz E. faecalis 
umieszczano badane płytki. Po 2 i 8 h płytki ze stali nierdzewnej, płytki teflonowe i 
szklane wyjmowano i przemywano roztworem PBS (o pH 7,2) celem usuni�cia 
komórek nietrwale zwi�zanych z dan� powierzchni�. Powierzchnie zabarwiano 
nast�pnie oran�em akrydyny (0,01%) i prowadzono obserwacj� pod mikroskopem 
fluorescencyjnym (CARL - ZEISS, Axiovert 200, Niemcy). Adhezj� badanych 
drobnoustrojów do powierzchni szkła, teflonu oraz stali nierdzewnej okre�lano na 
podstawie obserwacji preparatów w 50 polach widzenia. W do�wiadczeniach 
zastosowano metod� polegaj�c� na przyporz�dkowaniu obrazów poszczególnych pól 
widzenia 9 stopniom adhezji, odpowiadaj�cym nast�puj�cym stadiom rozwojowym 
bakterii [10]: 
1 stopie� – od 0 do 5 komórek w polu widzenia; 
2 stopie� – od 5 do 50 komórek w polu widzenia; 
3 stopie� – tylko pojedyncze komórki, brak mikroskupisk; 
4 stopie� – pojedyncze komórki + małe mikroskupiska; 
5 stopie� – du�e skupiska, ale nie ł�cz�ce si� + pojedyncze komórki; 
6 stopie� – ł�cz�ce si� mikroskupiska + pojedyncze komórki; 
7 stopie� – ¼ pola widzenia pokryta biofilmem; 
8 stopie� – ½ pola widzenia pokryta biofilmem; 
9 stopie� – całe pole widzenia pokryte biofilmem. 

Do okre�lenia efektywno�ci kolonizacji danej płaszczyzny wybrano 4. i 7. stopie� 
adhezji. 

Ka�dy wariant eksperymentu powtórzono dwukrotnie. 
Celem przybli�enia rozkładu badanych zmiennych do rozkładu normalnego, 

uzyskane wyniki przekształcono za pomoc� funkcji y = arc sin(x) + 0,000001 (gdzie x 
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oznacza procentowy udział danego stopnia adhezji). Dane te nast�pnie poddano 
wieloczynnikowej oraz wielowymiarowej analizie wariancji (MANOVA) w programie 
Statistica wersja 6.0 (PL). Oceniano wpływ nast�puj�cych czynników 
do�wiadczalnych: 
– dost�pno�� składników pokarmowych w po�ywce, 
– badany gatunek mikroorganizmu,  
– rodzaj badanej powierzchni u�ytkowej, 
– czas prowadzenia eksperymentu. 

Wyniki i dyskusja 

Wyniki badania wpływu dost�pno�ci składników pokarmowych w �rodowisku na 
kinetyk� tworzenia si� biofilmów: P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae i E. 
faecalis, przedstawiono na rys. 1 - 4. 

W obr�bie analizowanego układu najwi�kszy wpływ miał u�yty w badaniach 
gatunek mikroorganizmu, nast�pnie interakcje pomi�dzy warunkami prowadzenia 
hodowli a zastosowanymi w do�wiadczeniach powierzchniami u�ytkowymi oraz 
interakcja pomi�dzy wykorzystanym w badaniach szczepem bakterii a zastosowanym 
rodzajem powierzchni u�ytkowej (p<0,0001). 

Na powierzchni szkła, w warunkach stresowych �rodowiska, jakim był deficyt 
substratów metabolicznych w po�ywce, zaobserwowano wyra�n� dominacj� 4. stopnia 
adhezji (rys 1 A i B). W wi�kszo�ci wariantów tego eksperymentu, było to widoczne 
zarówno w 2., jak i w 8. h prowadzenia do�wiadczenia. Siódmego stopnia adhezji 
komórek P. vulgaris, E. coli oraz E. faecalis nie zaobserwowano i było to skorelowane 
z rodzajem analizowanej powierzchni u�ytkowej. Udział tej zaawansowanej formy 
kolonizacji powierzchni szkła przez badane drobnoustroje odnotowano jedynie u 
szczepów odznaczaj�cych si� szybkim wzrostem (gatunki: P. aeruginosa i E. cloacae). 

Analogiczne zale�no�ci zaobserwowano badaj�c zjawisko tworzenia si� 
biofilmów na powierzchni teflonu (rys. 2 A i B). Dominacj� 4. stopnia adhezji 
odnotowano w hodowlach: P. vulgaris, E. faecalis oraz P. aeruginosa, prowadzonych 
na po�ywkach o silnie zredukowanej dost�pno�ci zwi�zków w�gla i azotu. Dojrzał� 
matryc� biofilmu (7. stopie� adhezji) utworzyły komórki E. cloacae nara�one na 
oddziaływanie stresu głodowego ju� w 2. h do�wiadczenia.  

Tworzenie si� biofilmów bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest 
procesem, który zale�y cz��ciowo od wła�ciwo�ci podło�a, a cz��ciowo od wła�ciwo�ci 
komórek, które go tworz�. Kolonizacja tych płaszczyzn u�ytkowych zale�y od cech 
powierzchniowych komórek. Wyst�puj�ca w warunkach głodowych synteza 
egzogennych białek oraz polisacharydów inicjuje zjawisko autoagregacji komórek na 
powierzchniach 
 

A 
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Rys. 1. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce na kinetyk� tworzenia si� biofilmów 

na powierzchni szkła (A – po 2 h hodowli, B – po 8 h hodowli). 
Fig. 1.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm 

on the glass surface (A – after the 2 h incubation; B – after the 8 h incubation). 
 
 
A  
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Rys. 2. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce na kinetyk� tworzenia si� biofilmów 

na powierzchni teflonu (A – po 2 h hodowli, B – po 8 h hodowli). 
Fig. 2. The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on 

the teflon surface (A – after the 2 h incubation, B – after the 8 h incubation). 
 

hydrofobowych [5]. Gilbert i wsp. [8] oraz Doyle i wsp. [7] wskazali na korelacj� 
pomi�dzy hydrofobowo�ci� powierzchni komórek Staphylococcus epidermidis oraz 
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szczepów Streptococcus spp. a adhezj� tych drobnoustrojów do powierzchni 
abiotycznych. Badania wskazuj�, �e adsorpcja Pseudomonas fluorescens do 
powierzchni szkła jest blisko 5 razy wolniejsza ni� komórek Pseudomonas aeruginosa, 
odznaczaj�cych si� wysok� produkcj� hydrofobowych egzopolisacharydów w 
warunkach głodowych �rodowiska wzrostu [15]. 

Wyniki badania wpływu dost�pno�ci składników pokarmowych na kinetyk� 
tworzenia si� biofilmów przez badane szczepy drobnoustrojów na powierzchni stali 
nierdzewnej, typ 304L oraz 316L, przedstawiono na rys. 3. i 4. 

Powierzchnie ze stali nierdzewnej (typ 304L) efektywnie zasiedlane były przez 
komórki E. coli oraz E. cloacae w warunkach optymalnej poda�y substancji 
od�ywczych, a przez komórki P. vulgaris, E. faecalis i P. aeruginosa – w warunkach 
głodowych �rodowiska wzrostu (rys 3 A i B). W wi�kszo�ci wariantów tego 
do�wiadczenia zaobserwowano dominacj� 4. stopnia adhezji. W 2. h trwania procesu 
zaawansowany etap kolonizacji stali nierdzewnej (typ 304L) odnotowany został w 
hodowlach: P. vulgaris, P. aeruginosa oraz E. cloacae, prowadzonych na po�ywkach o 
ograniczonej dost�pno�ci składników pokarmowych.  

Warunki głodowe w �rodowisku wzrostu mikroorganizmów indukowały zjawisko 
adhezji pojedynczych komórek oraz tworzenie si� małych mikrokolonii na 
powierzchniach wykonanych ze stali nierdzewnej typu 316L (rys. 4 A i B). Wyj�tek 
stanowiły komórki E. coli, które trwale wi�zały si� z analizowanym modelem 
powierzchni u�ytkowej w warunkach optymalnej poda�y substancji od�ywczych. W 
tym wariancie do�wiadczenia zaobserwowano przewag� 4. stopnia adhezji w 2. h  oraz 
7. stopnia adhezji w 8. h trwania eksperymentu.  

Tworzenie si� biofilmów bakteryjnych na powierzchni stali nierdzewnej zale�y 
m.in. od jej porowato�ci i zdolno�ci adsorpcji wody. Chropowato�� oraz uło�enie 
ziaren stali kwasoodpornej determinuje ilo�� zatrzymywanej cieczy, stwarzaj�c tym 
samym korzystniejsze warunki dla rozwoju drobnoustrojów [5]. Badania prowadzone 
przez Jullien i wsp. [9] wykazały, �e nawet minimalna porowato�� powierzchni 
wpływa na zjawisko adhezji komórek. Analogiczne zale�no�ci zaobserwowali Peng i 
wsp. [14], badaj�c kinetyk� tworzenia si� biofilmu Bacillus cereus w warunkach 
głodowych na powierzchni stali nierdzewnej. Niska koncentracja składników 
pokarmowych w �rodowisku wzrostu zwi�kszała prze�ywalno�� drobnoustrojów 
tworz�cych biofilm na powierzchniach produkcyjnych [16]. Wykazano, �e zabieg 
mechanicznego polerowania tych płaszczyzn nie ograniczył wyst�powania w 
produktach spo�ywczych drobnoustrojów chorobotwórczych [18].  
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Rys. 3. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce na kinetyk� tworzenia si� biofilmów 

na powierzchni stali nierdzewnej 304L (A – po 2 h hodowli, B – po 8 h hodowli). 
Fig. 3. The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on 

the stainless steel 304L surface (A – after the 2 h incubation, B – after the 8 h incubation). 
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Rys. 4. Wpływ dost�pno�ci składników pokarmowych w po�ywce na kinetyk� tworzenia si� biofilmów 

na powierzchni stal nierdzewnej 316L (A – po 2 h hodowli, B – po 8 h hodowli). 
Fig. 4.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on 

the stainless steel 316L (A – after the 2 h incubation, B – after the 8 h incubation). 
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Wnioski 

1. Przeprowadzone badania wskazuj� na bezpo�redni wpływ rodzaju badanego 
drobnoustroju oraz dost�pno�ci składników od�ywczych �rodowiska na efektywno�� 
tworzenia si� biofilmu bakteryjnego. 

2. Redukcja zawarto�ci substratów metabolicznych w po�ywce indukowała proces 
powstawania błon biologicznych P. vulgaris, E. faecalis i P. aeruginosa. 

3. Trwała kolonizacja badanych powierzchni u�ytkowych wyst�powała ju� w 
pocz�tkowych etapach hodowli (2. h). 

4. Spo�ród przebadanych powierzchni u�ytkowych stal nierdzewna (typ 304L) była 
najefektywniej kolonizowana przez drobnoustroje. 
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THE KINETICS OF BACTERIAL BIOFILM FORMATION ON SOME TECHNICAL 
MATERIALS DEPENDING ON THE AVAILABILITY OF NUTRIENTS 

 
S u m m a r y 

 
The objective of the research was to determine the effect of availability of  nutritious components in a 

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

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

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


