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Hydrophobic properties of Pseudomonas aeruginosa strains
Summary

The aim of the study was to evaluate the hydrophobicity of 88 Pseudomonas aeruginosa strains isolated
from humans and various animals. The hydrophobicity of the strains was defined by the BATH (Bacterial
Adhesion to Hydrocarbon Test) method of Rosenberg et al. and by the SAT (Salt Aggregation Test) method of
Lindhal et al. Bacteria were grown for 24 h at 37° C in tryptic soy broth (Difco).

Nearly half of the strains demonstrated hydrophobic properties. 46.6% strains of Pseudomonas aeruginosa
adhered to para-xylene and 45.46% strains aggregated at low salt concentration. Most of the strains showed
weak hydrophobicity. A strong hydrophobicity was found amongst strains isolated from minks and fish in

particular.
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Adhezja bakterii do powierzchni komoérek makro-
organizmu jest pierwszym 1 niezb¢dnym etapem za-
kazenia. Za zjawisko adhezji odpowiedzialne sa po-
wierzchnie komorek bakterii oraz odpowiednich ko-
morek eukariotycznych. Oddziatywania pomigdzy tymi
komorkami moga mie¢ charakter nieswoisty i swoisty
(oddziatywanie pomigdzy receptorami a adhezynami).
Adhezja w poczatkowym etapie moze zachodzi¢ wte-
dy, gdy sity elektrostatycznego odpychania zostana
pokonane przez nieswoiste sity van der Waalsa 1 od-
dziatywania hydrofobowe dziatajace w przeciwnym
kierunku. Przy zblizaniu si¢ powierzchni na odlegto$¢
okoto 1,5 nm adhezyny wiaza si¢ z hydrofobowymi
pow1erzchmam1 przylegajacymi oraz nieswoistymi
wigzaniami jonowymi i wodorowymi (19, 23, 24).

Pateczki Pseudomonas aeruginosa zahczane sa do
bakterii oportunistycznych wywolujacych zakazenia
u ludzi 1 zwierzat z obnizona odpornoscia (10). Istot-
na cecha tego drobnoustroju, oprocz wytwarzania wielu
substancji biatkowych i innych o charakterze enzymoéw,
barwnikdéw czy toksyn, jest zdolnos$¢ do adhezji (3, 5,
8, 15, 29). Adhezja pateczek Pseudomonas aerugino-
sa, podobme jak u innych bakterii, zalezy od mecha-
nizmow nieswoistych i swoistych. Do meswmstych
mechanizmow opisanych u Pseudomonas aeruginosa
naleza wlasciwos$ci hydrofobowe powierzchni komorki
bakteryjnej (4, 9, 11, 23, 25). Odgrywaja one rolg
w przyleganiu do komorek uktadu oddechowego (28-
30), moczowego (17), komodrek oparzonej skory (21),
komorek nablonka rogéwkowego (5, 7) oraz do po-
wierzchni szkiet kontaktowych (2, 3, 11), szkielek
nakrywkowych (27) 1 biomateriatow (15, 28).

Celem badan byta ocena hydrofobowych wlasciwos-
ci szczepow Pseudomonas aeruginosa wyizolowanych
z roznych zrdédet przy zastosowaniu metody SAT
i BATH.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Badaniem objgto 88 szczepdw Pseu-
domonas aeruginosa. 14 szczepOw Pseudomonas aerugi-
nosa wyizolowano od pacjentow w Szpitalu Wojewodzkim
w Siedlcach. 71 szczepdéw zwierzecych Pseudomonas aeru-
ginosa wyosobniono od ryb (21 szczepdéw), bydta (17 szcze-
pow), swin (6 szczepdw), norek (7 szczepow), szynszyli
(2 szczepy), lisow (2 szczepy), jelenia (1 szczep), psow
(3 szczepy), kota (1 szczep), kurczakdéw (11 szczepow) oraz
1 szczep z kwiatu cantedeskii etiopskiej (Zantedeschia aetho-
pica) (kalla) i 2 szczepy ze $cieku w Katedrze Epizootiolo-
gii ART w Olsztynie i Zaktadzie Mikrobiologii AP w Siedl-
cach. Dodatkowo badaniem objgto szczepy referencyjne
Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749 1 ATCC 27853. Iden-
tyfikacje gatunkowa przeprowadzono na podstawie cech fe-
notypowych z uzyciem metod klasycznych i testéw komer-
cyjnych NEFERM test 24 (Lachema).

Wiasciwos$ci hydrofobowe szczepow okreslano dwiema
metodami.

Metoda adhezji bakterii do para-ksylenu (Bacterial
Adhesion to Hydrocarbon Test, BATH) wedlug Rosen-
berga i wsp. (19, 20). Do badania przygotowywano zawie-
sing bakterii w PBS (zbuforowany fizjologiczny roztwor soli,
pH 7,2), uprzednio namnozonych w bulionie tryptozowo-
-sojowym (Tryptic Soy Broth, TSB) (Difco) w temperaturze
37°C przez 24 godziny i 3-krotnie przemytych roztworem
PBS. Ggstos¢ zawiesiny okreslano przy pomocy spektro-
fotometru CECIL CE 2501 (BioQuest) przy dlugosci fali
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540 nm (A,,; 0,5) i oznaczano ja A, P (poczatkowa).
Kolejne etapy badania przeprowadzano w temperaturze po-
kojowej. Do okragtodennych proboéwek o $rednicy 10 mm,
zawierajacych zawiesiny bakterii, dodawano 250 pl anali-
tycznie czystego para-ksylenu (Ubichem). Probowke przez
60 sekund energicznie wytrzasano na wytrzasarce, po czym
proby zostawiano na 30 minut w celu rozdzielenia faz. Na-
stepnie dolna fazg aspirowano pipeta, przenoszono 1 ml do
kuwety i ponownie mierzono absorbancjg¢ — A, K (konco-
wa). Kazda probg wykonywano dwukrotnie, a jako wynik
brano $rednig z obu odczytow. Odsetek bakterii, ktore ule-
gaty adhezji do para-ksylenu okreslano wedtug wzoru:

A540 P-A 540 K
A

540

Przyjgto nastgpujace kryteria adhezji: brak — % BATH
< 25%, staba — % BATH = 25% 1 < 49%, S$rednia —
% BATH = 50% i < 74%, silna — % BATH = 75%.

Kontrolg stanowit jalowy PBS, do ktoérego dodawano
250 pl para-ksylenu.

Badania opracowano statystycznie stosujac $rednia aryt-
metyczna i odchylenie standardowe.

%BATH = % 100%

Silna adhezja

Srednia adhezja ﬂ

Staba adhezja

Brak adhezji

Ryc. 1. Hydrofobowo$¢ badana metoda BATH

Tab. 1. Hydrofobowo$¢ szczepoéw Pseudomonas aeruginosa badana metoda

BATH
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Metoda wysalania (Salt Aggregation Test, SAT) we-
dlug Lindahla i wsp. (13). Bakterie inkubowano 24 godzi-
ny w temperaturze 37°C w bulionie tryptozowo-sojowym.
Komoérki bakteryjne odwirowywano przy 4500 rpm przez
10 minut, przemywano 3-krotnie roztworem PBS o pH 7,2
i ponownie zawieszano w PBS tak, aby otrzymac zawiesing
o gestosei 15 x 10® komorek bakteryjnych/ml. Nastgpnie
50 pl przeptukanej zawiesiny bakterii mieszano z 50 pl r6z-
nych st¢zef (od 0,1 M do 3,0 M) (NH,),SO,. Agregacjg ko-
morek w poszczegolnych stezeniach (NH,),SO, oceniano wi-
zualnie. Szczepy podzielono na 4 grupy: szczepy o silnych
wlasciwosciach hydrofobowych (szczepy autoagregujace
w 3% NaCl); szczepy o $rednich wlasciwosciach hydrofo-
bowych (agregujace w 0,1-1 M (NH,),SO,); szczepy o nis-
kich wiasciwosciach hydrofobowych (agregujace w 1,2-1,5 M
(NH,),S0,); szczepy o whasciwosciach hydrofilnych (agre-
gujace w = 2 M (NH,),S0O,). Przyj¢to, ze szczepy autoagre-
gujace w 3% NaCl posiadaja bardziej hydrofobowa po-
wierzchnig (szczepy o silnych wlasciwosciach hydrofobo-
wych) niz pozostale szczepy hydrofobowe, poniewaz chlo-
rek sodu jest sola stabiej agregujaca bakterie niz siarczan
amonu. Wszystkie badania wykonano dwukrotnie.

Wyniki i omdwienie

Zdolno$¢ pateczek Pseudomonas aeruginosa do
adhezji do para-ksylenu (metoda BATH) stwierdzono
u 46,6% szczepow (tab. 1 iryc. 1). Staba adhezj¢ wy-
kryto u 19,32% szczepow, $rednia u 17,05%, a silna
u 10,23% szczepdw. Sposrod badanych grup Pseudo-
monas aeruginosa sktadajacych si¢ nie mniej niz z 6
szczepow, stwierdzono, ze najwigcej szczepoOw pocho-
dzacych od norek ulegato adhezji do para-ksylenu, az
57,2%, wysoka adhezj¢ wykazano u 28,6% tych szcze-
pow, staba u 14,3% szczepow i srednia u 14,3%. Ad-
hezje do para-ksylenu wykazywaly szczepy izolowa-
ne od ryb (47,6%) i bydta (47,1%). Wy-
soka adhezj¢ stwierdzono u 19% szcze-
pow pochodzacych od ryb i 5,9% od

T T ——— bydla, srednigu 14,3% szcz;péw odryb
Pochodzenie | . ook e s e 1 37,3% od bydta, natomiast staba —
SIETORy szczepow = 75% > 50-74% | = 25-49% < 25% 14,3% 1 5,9% szczepdw kolejno od ryb
Szczepy od ludzi | 14-15% 1 9 9 9 i byfﬂel'.’S_zczepy izolowane od czlowie-
Bydto 1719.3% ; 5 ; g ka, Swin i ptakow ulegaty adhezji w na-
o stepujacej kolejnosci: ptaki — 36,4%,
Swinie 6-6.8% 0 0 2 4 czlowiek — 35,7%, $winie — 33,3%.
Ptaki 11-12,5 0 1 3 7 Szczepy izolowane od ptakdéw wykazy-
Psy 3-3.4% 0 1 1 1 waly adhezj¢ staba w 27,3% i $rednia
Kot 119 0 0 0 ] w 9,1%. Szczepy izolowane od cztowie-
e ka charakteryzowaty si¢ adhezja wyso-
Ryby 21-23,9% 4 3 3 1 ka (7,1%), $rednia 1 staba (po 14,3%
Norki 7-7,95% 2 1 1 3 szczepow). Natomiast szczepy izolowa-
Szynszyle 2-2.3% 0 1 1 0 ne od $win wykazywaty jedynie adhe-
Lisy 2-2,3% 1 0 0 1 A% Siaba? (33,3%). .
o Srednia warto$¢ adhezji uzyskana dla
Jeleri 11,1% 0 0 0 1 wszystkich badanych szczepow Pseudo-
Kwiat 1-1,1% 0 0 1 0 monas aeruginosa miescila si¢ w zakre-
$ cieki 2-2.3% 0 0 » 0 sie stabej adhezji 1 wynosita 28,05%
+ 26,07%, natomiast dla poszczegol-
Razem 8-00% | 910.28% | 15-17.05% | 17-1932% | 4T884% | i orun szczepow przedstawiala sie
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wedtug malejacej warto$ci nastgpujaco: szczepy izo-
lowane od szynszyla — 51% + 22,63%, lisow — 44,5%
+45,96%, norek —40% = 33,09%, kwiatu — 34%, $cie-
kéw —32,5% +3,5%, bydta—31,76% £ 27,72%, psow
—31% +29,51%, ryb — 30,76% =+ 29,06%, cztowieka
—20,07% + 25%, ptakow — 19,27% + 18,47%, swin —
13,83% =+ 11,94%, jelenia — 11%, kota — 6%. Szczep
referencyjny Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749
wykazywat staba adhezjg do ksylenu (39%), a szczep
ATCC 27853 wykazywat wlasciwosci hydrofilne (1%
adhezja).

Przy zastosowaniu metody SAT (tab. 2, ryc. 2) uzys-
kano wyniki bardzo zblizone. Stwierdzono 45,46%
szczepow hydrofobowych, w tym szczepdw o niskiej
hydrofobowosci — 18,18%, $redniej — 17,05% 1 wyso-
kiej — 10,23%. Analizujac poszczegdlne grupy szcze-
pow, Wykazano ze wartosci liczbowe byly takie same
dla szczepow izolowanych od ryb, czlowieka, Swin,
bydta i norek. Rdznice zaobserwowano jedynie

Szczepy o wysokiej

hydrofobowosci Szczepy hydrofilowe

Szczepy o Sredniej
hydrofobowosci

Szczepy o niskiej
hydrofobowosci

Ryc. 2. Hydrofobowo$¢ badana metoda SAT
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u szczepow wyizolowanych od ptakow: wiasciwosci
hydrofobowe wykazywato 27,3% szczepow, w tym
srednie — 9,1% 1 stabe — 18,2%.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zaintere-
sowania 1 znaczny postgp w badaniach czynnikow
wirulencji bakterii. Jednym z nich wydaje si¢ hydro-
fobowos¢ komorki bakteryjnej (1, 4, 13, 14, 16, 19).
Do powszechnie stosowanych metod pozwalajacych
oceni¢ wlasciwos$ci powierzchni komorek bakteryjnych
naleza metody SAT i BATH (9, 12, 13, 16, 19, 20).
Pierwsza jest prosta technika, w ktdrej mierzy sig hyd-
rofobowos¢ bakterii na podstawie precypitacji w soli,
np. (NH,),SO,. Komorki bakteryjne o wysokiej hydro-
fobowosci ulegajq agregacji w nizszym st¢zeniu soli.
Druga metoda polega na spektrofotometrycznym ozna-
czeniu odsetka komorek ulegajacych adhezji do para-
-ksylenu.

Przy uzyciu metody SAT opisanej przez Lindhala
1 wsp. (13) i metody BATH wedlug Rosenberga i wsp.
(19, 20) wykazano, ze prawie potowa badanych szcze-
poéw Pseudomonas aeruginosa wykazywala wiasci-
wosci hydrofobowe. Wykryto istotne roznice we wilas-
ciwosciach hydrofobowych pomigdzy szczepami o r6z-
nym pochodzeniu, a takze réznice mi¢dzy szczepami
izolowanymi z tego samego zrodia. Najwigkszy odse-
tek szczepow o wlasciwosciach hydrofobowych stwier-
dzono wsrod szczepdw izolowanych od norek (57,2%).
Najmniej szczepow o wlasciwosciach hydrofobowych
izolowano od §win (33,3%). Dla porownania wtasci-
wosci te wykazywato 35,7% szczepdw wyosobnionych
od ludzi. W badaniach innych autoréw (4) wigkszos¢
wielolekoopornych szczepdw szpitalnych Pseudomo-

Tab. 2. Hydrofobowo$¢ szczepow Pseudomonas aeruginosa badana metoda SAT

Pochodzenie : I(;ilcsz:l:k Liczba szczepow agregujacych w réznych stezeniach (NH,),S0,
szezepu szczepow 0* 0.1 M 05M 1,2 M 1,5M 2M 2,5M 3m >3 M

Szczepy od ludzi 14-15,9% 1 1 2 1 1 1 6
Bydto 17-19,3% 1 6 1 1 8
Swinie 6-6,8% 2 1 3
Ptaki 11-12,5 1 1 1 1 1 0 6
Psy 3-3,4% 1 1 1
Kot 1-1,1% 1
Ryby 21-23,9% 4 2 1 2 1 1 3 1 6
Norki 7-7,95% 2 1 1 2 1
Szynszyle 2-2,3% 1 1
Lisy 2-2,3% 1 1
Jelen 1-1,1% 1
Kwiat 1-1,1% 1
Scieki 2-2,3% 1 1
Razem 88-100% | 9-10,23% | 13-14,77% | 1-1,14% | 1-1,14% 7-95% | 9-10,23% | 6-6,82% | 9-10,23% | 2-2,27% | 31-35,22%
NCTC6749 1 1
ATCC27853 1 1

Objasnienie: *liczba autoagregujacych szczepow w 3% NaCl
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nas aeruginosa wykazywata wlasciwosci hydrofilne.
Jankowski i wsp. (9) wykazali metoda SAT silne wias-
ciwosci hydrofobowe u ponad potowy klinicznych
szczepOw Pseudomonas aeruginosa, natomiast szcze-
py Pseudomonas aeruginosa o $rednich wlasciwos-
ciach hydrofobowych izolowanych od pacjentéw z za-
kazeniami ukladu moczowego wykazali Tylewska
1 wsp. (25). Czynniki takie jak: temperatura, czas in-
kubacji, pH, obecno$¢ jonow, rodzaj i sktad pozywki
moga modyfikowa¢ wlasciwosci hydrofobowe (6, 16,
22, 26). Z wczesniejszych badan wlasnych (26), wy-
nika, iz szczepy Pseudomonas aeruginosa wykazywaty
silne wlasciwosci hydrofobowe po 24 godzinnej inku-
bacji w bulionie wzbogaconym w temperaturze 37°C.
Podobne zalezno$ci obserwowali Mikucka i wsp. (16),
badajac wptyw warunkow na zmiang wlasciwosci hyd-
rofobowych pateczek Serratia sp. oraz Gospodarek (6),
ktéra badala wptyw temperatury na hydrofobowos$¢
Acinetobacter calcoaceticus. Zastosowanie w obecnej
pracy dwoch metod badania wtasciwosci hydrofobo-
wych bakterii pozwolilo na uzyskanie powtarzalnych,
a tym samym wiarygodnych wynikéw oraz dato moz-
liwos¢ identyfikacji wigkszej liczby szczepdw hydro-
fobowych. I tak dzigki metodzie BATH udato si¢ wy-
kry¢ dodatkowo hydrofobowy szczep Pseudomonas
aeruginosa wyizolowany od ptakéw. Rowniez inni
autorzy (1, 12, 14, 22) podkreslaja przydatnos¢ meto-
dy BATH w wykrywaniu wlasciwosci hydrofobowych
u bakterii.

Za wlasciwosci hydrofobowe pateczek Pseudomo-
nas aeruginosa odpowiadaja gtownie fimbrie. Wytwa-
rzane sg one przez bakterie na pozywkach ptynnych
w czasie 48-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C.
Ich obecnos¢ wptywa na wzrost tadunku powierzch-
niowego i hydrofobowosci, a w konsekwencji na two-
rzenie dhugich tancuchow komorek i autoagregacie (8,
23, 29, 30). Stwierdzono, ze szczepy Pseudomonas
aeruginosa wytwarzajace fimbrie, w wigkszym stop-
niu przylegaja do powierzchni szkiet kontaktowych (2,
3, 11) 1 do powierzchni oparzonej skory (21) niz ich
nie posiadajace fimbrii warianty charakteryzujace si¢
mniejsza hydrofobowoscia. Obecno$¢ tych organelli
jest konieczna, aby komorki Pseudomonas aerugino-
sa mogty przylega¢ do powierzchni komoérek nabton-
ka policzkowego (28, 30) 1 komodrek tchawicy (18).
Hydrofobowe wiasciwosci Pseudomonas aeruginosa
zwiazane sa rowniez z lipopolisacharydami (LPS).
Wykazano, ze szczepy Pseudomonas aeruginosa po-
siadajace dlugie tancuchy O-swoiste w czasteczkach
LPS charakteryzuja si¢ wigksza hydrofobowoscia i tat-
wiej przylegaja do szkiet kontaktowych i komorek
nabtonka rogéwkowego niz ich szorstkie mutanty poz-
bawione tancuchow O-swoistych (5).

Uzyte do badan szczepy Pseudomonas aeruginosa
wykazywaty najczgsciej niski stopien hydrofobowos-
ci. Jednak czg$§¢ szczepow Pseudomonas aeruginosa,
gléwnie izolowanych od norek i ryb charakteryzowa-
ta sig silnymi wlasciwosciami hydrofobowymi.
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