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Adhezja bakterii do powierzchni komórek makro-
organizmu jest pierwszym i niezbêdnym etapem za-
ka¿enia. Za zjawisko adhezji odpowiedzialne s¹ po-
wierzchnie komórek bakterii oraz odpowiednich ko-
mórek eukariotycznych. Oddzia³ywania pomiêdzy tymi
komórkami mog¹ mieæ charakter nieswoisty i swoisty
(oddzia³ywanie pomiêdzy receptorami a adhezynami).
Adhezja w pocz¹tkowym etapie mo¿e zachodziæ wte-
dy, gdy si³y elektrostatycznego odpychania zostan¹
pokonane przez nieswoiste si³y van der Waalsa i od-
dzia³ywania hydrofobowe dzia³aj¹ce w przeciwnym
kierunku. Przy zbli¿aniu siê powierzchni na odleg³o�æ
oko³o 1,5 nm adhezyny wi¹¿¹ siê z hydrofobowymi
powierzchniami przylegaj¹cymi oraz nieswoistymi
wi¹zaniami jonowymi i wodorowymi (19, 23, 24).

Pa³eczki Pseudomonas aeruginosa zaliczane s¹ do
bakterii oportunistycznych wywo³uj¹cych zaka¿enia
u ludzi i zwierz¹t z obni¿on¹ odporno�ci¹ (10). Istot-
n¹ cech¹ tego drobnoustroju, oprócz wytwarzania wielu
substancji bia³kowych i innych o charakterze enzymów,
barwników czy toksyn, jest zdolno�æ do adhezji (3, 5,
8, 15, 29). Adhezja pa³eczek Pseudomonas aerugino-
sa, podobnie jak u innych bakterii, zale¿y od mecha-
nizmów nieswoistych i swoistych. Do nieswoistych
mechanizmów opisanych u Pseudomonas aeruginosa
nale¿¹ w³a�ciwo�ci hydrofobowe powierzchni komórki
bakteryjnej (4, 9, 11, 23, 25). Odgrywaj¹ one rolê
w przyleganiu do komórek uk³adu oddechowego (28-
30), moczowego (17), komórek oparzonej skóry (21),
komórek nab³onka rogówkowego (5, 7) oraz do po-
wierzchni szkie³ kontaktowych (2, 3, 11), szkie³ek
nakrywkowych (27) i biomateria³ów (15, 28).

Celem badañ by³a ocena hydrofobowych w³a�ciwo�-
ci szczepów Pseudomonas aeruginosa wyizolowanych
z ró¿nych �róde³ przy zastosowaniu metody SAT
i BATH.

Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Badaniem objêto 88 szczepów Pseu-

domonas aeruginosa. 14 szczepów Pseudomonas aerugi-
nosa wyizolowano od pacjentów w Szpitalu Wojewódzkim
w Siedlcach. 71 szczepów zwierzêcych Pseudomonas aeru-
ginosa wyosobniono od ryb (21 szczepów), byd³a (17 szcze-
pów), �wiñ (6 szczepów), norek (7 szczepów), szynszyli
(2 szczepy), lisów (2 szczepy), jelenia (1 szczep), psów
(3 szczepy), kota (1 szczep), kurczaków (11 szczepów) oraz
1 szczep z kwiatu cantedeskii etiopskiej (Zantedeschia aetho-
pica) (kalla) i 2 szczepy ze �cieku w Katedrze Epizootiolo-
gii ART w Olsztynie i Zak³adzie Mikrobiologii AP w Siedl-
cach. Dodatkowo badaniem objêto szczepy referencyjne
Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749 i ATCC 27853. Iden-
tyfikacjê gatunkow¹ przeprowadzono na podstawie cech fe-
notypowych z u¿yciem metod klasycznych i testów komer-
cyjnych NEFERM test 24 (Lachema).

W³a�ciwo�ci hydrofobowe szczepów okre�lano dwiema
metodami.

Metoda adhezji bakterii do para-ksylenu (Bacterial
Adhesion to Hydrocarbon Test, BATH) wed³ug Rosen-
berga i wsp. (19, 20). Do badania przygotowywano zawie-
sinê bakterii w PBS (zbuforowany fizjologiczny roztwór soli,
pH 7,2), uprzednio namno¿onych w bulionie tryptozowo-
-sojowym (Tryptic Soy Broth, TSB) (Difco) w temperaturze
37°C przez 24 godziny i 3-krotnie przemytych roztworem
PBS. Gêsto�æ zawiesiny okre�lano przy pomocy spektro-
fotometru CECIL CE 2501 (BioQuest) przy d³ugo�ci fali
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Kolejne etapy badania przeprowadzano w temperaturze po-
kojowej. Do okr¹g³odennych probówek o �rednicy 10 mm,
zawieraj¹cych zawiesiny bakterii, dodawano 250 µl anali-
tycznie czystego para-ksylenu (Ubichem). Probówkê przez
60 sekund energicznie wytrz¹sano na wytrz¹sarce, po czym
próby zostawiano na 30 minut w celu rozdzielenia faz. Na-
stêpnie doln¹ fazê aspirowano pipet¹, przenoszono 1 ml do
kuwety i ponownie mierzono absorbancjê � A

540
 K (koñco-

wa). Ka¿d¹ próbê wykonywano dwukrotnie, a jako wynik
brano �redni¹ z obu odczytów. Odsetek bakterii, które ule-
ga³y adhezji do para-ksylenu okre�lano wed³ug wzoru:

A
540

 P � A 
540

 K
%BATH = × 100%

A
540

 P

Przyjêto nastêpuj¹ce kryteria adhezji: brak � % BATH
< 25%, s³aba � % BATH ³ 25% i £ 49%, �rednia �
% BATH ³ 50% i £ 74%, silna � % BATH ³ 75%.

Kontrolê stanowi³ ja³owy PBS, do którego dodawano
250 µl para-ksylenu.

Badania opracowano statystycznie stosuj¹c �redni¹ aryt-
metyczn¹ i odchylenie standardowe.

Metoda wysalania (Salt Aggregation Test, SAT) we-
d³ug Lindahla i wsp. (13). Bakterie inkubowano 24 godzi-
ny w temperaturze 37°C w bulionie tryptozowo-sojowym.
Komórki bakteryjne odwirowywano przy 4500 rpm przez
10 minut, przemywano 3-krotnie roztworem PBS o pH 7,2
i ponownie zawieszano w PBS tak, aby otrzymaæ zawiesinê
o gêsto�ci 15 × 108 komórek bakteryjnych/ml. Nastêpnie
50 µl przep³ukanej zawiesiny bakterii mieszano z 50 µl ró¿-
nych stê¿eñ (od 0,1 M do 3,0 M) (NH

4
)

2
SO

4
. Agregacjê ko-

mórek w poszczególnych stê¿eniach (NH
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4
 oceniano wi-

zualnie. Szczepy podzielono na 4 grupy: szczepy o silnych
w³a�ciwo�ciach hydrofobowych (szczepy autoagreguj¹ce
w 3% NaCl); szczepy o �rednich w³a�ciwo�ciach hydrofo-
bowych (agreguj¹ce w 0,1-1 M (NH

4
)

2
SO

4
); szczepy o nis-

kich w³a�ciwo�ciach hydrofobowych (agreguj¹ce w 1,2-1,5 M
(NH

4
)

2
SO

4
); szczepy o w³a�ciwo�ciach hydrofilnych (agre-

guj¹ce w ³ 2 M (NH
4
)

2
SO

4
). Przyjêto, ¿e szczepy autoagre-

guj¹ce w 3% NaCl posiadaj¹ bardziej hydrofobow¹ po-
wierzchniê (szczepy o silnych w³a�ciwo�ciach hydrofobo-
wych) ni¿ pozosta³e szczepy hydrofobowe, poniewa¿ chlo-
rek sodu jest sol¹ s³abiej agreguj¹c¹ bakterie ni¿ siarczan
amonu. Wszystkie badania wykonano dwukrotnie.

Wyniki i omówienie
Zdolno�æ pa³eczek Pseudomonas aeruginosa do

adhezji do para-ksylenu (metoda BATH) stwierdzono
u 46,6% szczepów (tab. 1 i ryc. 1). S³ab¹ adhezjê wy-
kryto u 19,32% szczepów, �redni¹ u 17,05%, a siln¹
u 10,23% szczepów. Spo�ród badanych grup Pseudo-
monas aeruginosa sk³adaj¹cych siê nie mniej ni¿ z 6
szczepów, stwierdzono, ¿e najwiêcej szczepów pocho-
dz¹cych od norek ulega³o adhezji do para-ksylenu, a¿
57,2%, wysok¹ adhezjê wykazano u 28,6% tych szcze-
pów, s³ab¹ u 14,3% szczepów i �redni¹ u 14,3%. Ad-
hezjê do para-ksylenu wykazywa³y szczepy izolowa-

ne od ryb (47,6%) i byd³a (47,1%). Wy-
sok¹ adhezjê stwierdzono u 19% szcze-
pów pochodz¹cych od ryb i 5,9% od
byd³a, �redni¹ u 14,3% szczepów od ryb
i 37,3% od byd³a, natomiast s³ab¹ �
14,3% i 5,9% szczepów kolejno od ryb
i byd³a. Szczepy izolowane od cz³owie-
ka, �wiñ i ptaków ulega³y adhezji w na-
stêpuj¹cej kolejno�ci: ptaki � 36,4%,
cz³owiek � 35,7%, �winie � 33,3%.
Szczepy izolowane od ptaków wykazy-
wa³y adhezjê s³ab¹ w 27,3% i �redni¹
w 9,1%. Szczepy izolowane od cz³owie-
ka charakteryzowa³y siê adhezj¹ wyso-
k¹ (7,1%), �redni¹ i s³ab¹ (po 14,3%
szczepów). Natomiast szczepy izolowa-
ne od �wiñ wykazywa³y jedynie adhe-
zjê s³ab¹ (33,3%).

�rednia warto�æ adhezji uzyskana dla
wszystkich badanych szczepów Pseudo-
monas aeruginosa mie�ci³a siê w zakre-
sie s³abej adhezji i wynosi³a 28,05%
± 26,07%, natomiast dla poszczegól-
nych grup szczepów przedstawia³a siê

19,32%

53,40%
17,05%

10,23%
Brak adhezji

S³aba adhezja

Œrednia adhezja

Silna adhezja

Ryc. 1. Hydrofobowo�æ badana metod¹ BATH

einezdohcoP
upezczs

abzciL
ketesdoi
wópezczs

unelyskodijzehdahcyc¹jageluwópezczsabzciL

³ %57 ³ %47-05 ³ %94-52 %52<

izduldoypezczS %51-41 1 2 2 9

o³dyB %3,91-71 1 6 1 9

einiw� %8,6-6 0 0 2 4

ikatP 5,21-11 0 1 3 7

ysP %4,3-3 0 1 1 1

toK %1,1-1 0 0 0 1

ybyR %9,32-12 4 3 3 11 1

ikroN %59,7-7 2 1 1 3

elyzsnyzS %3,2-2 0 1 1 0

ysiL %3,2-2 1 0 0 1

ñeleJ %1,1-1 0 0 0 1

taiwK %1,1-1 0 0 1 0

ikeic� %3,2-2 0 0 2 0

mezaR %001-88 %32,01-9 %50,71-51 %23,91-71 %4,35-74

Tab. 1. Hydrofobowo�æ szczepów Pseudomonas aeruginosa badana metod¹
BATH
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wed³ug malej¹cej warto�ci nastêpuj¹co: szczepy izo-
lowane od szynszyla � 51% ± 22,63%, lisów � 44,5%
± 45,96%, norek � 40% ± 33,09%, kwiatu � 34%, �cie-
ków � 32,5% ± 3,5%, byd³a � 31,76% ± 27,72%, psów
� 31% ± 29,51%, ryb � 30,76% ± 29,06%, cz³owieka
� 20,07% ± 25%, ptaków � 19,27% ± 18,47%, �wiñ �
13,83% ± 11,94%, jelenia � 11%, kota � 6%. Szczep
referencyjny Pseudomonas aeruginosa NCTC 6749
wykazywa³ s³ab¹ adhezjê do ksylenu (39%), a szczep
ATCC 27853 wykazywa³ w³a�ciwo�ci hydrofilne (1%
adhezja).

Przy zastosowaniu metody SAT (tab. 2, ryc. 2) uzys-
kano wyniki bardzo zbli¿one. Stwierdzono 45,46%
szczepów hydrofobowych, w tym szczepów o niskiej
hydrofobowo�ci � 18,18%, �redniej � 17,05% i wyso-
kiej � 10,23%. Analizuj¹c poszczególne grupy szcze-
pów, wykazano, ¿e warto�ci liczbowe by³y takie same
dla szczepów izolowanych od ryb, cz³owieka, �wiñ,
byd³a i norek. Ró¿nice zaobserwowano jedynie

u szczepów wyizolowanych od ptaków: w³a�ciwo�ci
hydrofobowe wykazywa³o 27,3% szczepów, w tym
�rednie � 9,1% i s³abe � 18,2%.

W ostatnich latach obserwuje siê wzrost zaintere-
sowania i znaczny postêp w badaniach czynników
wirulencji bakterii. Jednym z nich wydaje siê hydro-
fobowo�æ komórki bakteryjnej (1, 4, 13, 14, 16, 19).
Do powszechnie stosowanych metod pozwalaj¹cych
oceniæ w³a�ciwo�ci powierzchni komórek bakteryjnych
nale¿¹ metody SAT i BATH (9, 12, 13, 16, 19, 20).
Pierwsza jest prost¹ technik¹, w której mierzy siê hyd-
rofobowo�æ bakterii na podstawie precypitacji w soli,
np. (NH

4
)

2
SO

4
. Komórki bakteryjne o wysokiej hydro-

fobowo�ci ulegaj¹ agregacji w ni¿szym stê¿eniu soli.
Druga metoda polega na spektrofotometrycznym ozna-
czeniu odsetka komórek ulegaj¹cych adhezji do para-
-ksylenu.

Przy u¿yciu metody SAT opisanej przez Lindhala
i wsp. (13) i metody BATH wed³ug Rosenberga i wsp.
(19, 20) wykazano, ¿e prawie po³owa badanych szcze-
pów Pseudomonas aeruginosa wykazywa³a w³a�ci-
wo�ci hydrofobowe. Wykryto istotne ró¿nice we w³a�-
ciwo�ciach hydrofobowych pomiêdzy szczepami o ró¿-
nym pochodzeniu, a tak¿e ró¿nice miêdzy szczepami
izolowanymi z tego samego �ród³a. Najwiêkszy odse-
tek szczepów o w³a�ciwo�ciach hydrofobowych stwier-
dzono w�ród szczepów izolowanych od norek (57,2%).
Najmniej szczepów o w³a�ciwo�ciach hydrofobowych
izolowano od �wiñ (33,3%). Dla porównania w³a�ci-
wo�ci te wykazywa³o 35,7% szczepów wyosobnionych
od ludzi. W badaniach innych autorów (4) wiêkszo�æ
wielolekoopornych szczepów szpitalnych Pseudomo-Ryc. 2. Hydrofobowo�æ badana metod¹ SAT

18,18%

54,54%
17,05%

10,23%

Szczepy hydrofilowe

Szczepy o niskiej
hydrofobowoœci

Szczepy o œredniej
hydrofobowoœci

Szczepy o wysokiej
hydrofobowoœci
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izduldoypezczS %9,51-41 1 1 1 2 1 1 1 6

o³dyB %3,91-71 1 6 1 1 8

einiw� %8,6-6 2 1 3

ikatP 5,21-11 1 1 1 1 1 0 6

ysP %4,3-3 1 1 1

toK %1,1-1 1

ybyR %9,32-12 4 2 1 2 1 1 3 1 6

ikroN %59,7-7 2 1 1 2 1

elyzsnyzS %3,2-2 1 1

ysiL %3,2-2 1 1

ñeleJ %1,1-1 1

taiwK %1,1-1 1

ikeic� %3,2-2 1 1

mezaR %001-88 %32,01-9 %77,41-31 %41,1-1 %41,1-1 %59-7 %32,01-9 %28,6-6 %32,01-9 %72,2-2 %22,53-13

9476CTCN 1 1

35872CCTA 1 1

Tab. 2. Hydrofobowo�æ szczepów Pseudomonas aeruginosa badana metod¹ SAT

Obja�nienie: *liczba autoagreguj¹cych szczepów w 3% NaCl
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nas aeruginosa wykazywa³a w³a�ciwo�ci hydrofilne.
Jankowski i wsp. (9) wykazali metod¹ SAT silne w³a�-
ciwo�ci hydrofobowe u ponad po³owy klinicznych
szczepów Pseudomonas aeruginosa, natomiast szcze-
py Pseudomonas aeruginosa o �rednich w³a�ciwo�-
ciach hydrofobowych izolowanych od pacjentów z za-
ka¿eniami uk³adu moczowego wykazali Tylewska
i wsp. (25). Czynniki takie jak: temperatura, czas in-
kubacji, pH, obecno�æ jonów, rodzaj i sk³ad po¿ywki
mog¹ modyfikowaæ w³a�ciwo�ci hydrofobowe (6, 16,
22, 26). Z wcze�niejszych badañ w³asnych (26), wy-
nika, i¿ szczepy Pseudomonas aeruginosa wykazywa³y
silne w³a�ciwo�ci hydrofobowe po 24 godzinnej inku-
bacji w bulionie wzbogaconym w temperaturze 37°C.
Podobne zale¿no�ci obserwowali Mikucka i wsp. (16),
badaj¹c wp³yw warunków na zmianê w³a�ciwo�ci hyd-
rofobowych pa³eczek Serratia sp. oraz Gospodarek (6),
która bada³a wp³yw temperatury na hydrofobowo�æ
Acinetobacter calcoaceticus. Zastosowanie w obecnej
pracy dwóch metod badania w³a�ciwo�ci hydrofobo-
wych bakterii pozwoli³o na uzyskanie powtarzalnych,
a tym samym wiarygodnych wyników oraz da³o mo¿-
liwo�æ identyfikacji wiêkszej liczby szczepów hydro-
fobowych. I tak dziêki metodzie BATH uda³o siê wy-
kryæ dodatkowo hydrofobowy szczep Pseudomonas
aeruginosa wyizolowany od ptaków. Równie¿ inni
autorzy (1, 12, 14, 22) podkre�laj¹ przydatno�æ meto-
dy BATH w wykrywaniu w³a�ciwo�ci hydrofobowych
u bakterii.

Za w³a�ciwo�ci hydrofobowe pa³eczek Pseudomo-
nas aeruginosa odpowiadaj¹ g³ównie fimbrie. Wytwa-
rzane s¹ one przez bakterie na po¿ywkach p³ynnych
w czasie 48-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C.
Ich obecno�æ wp³ywa na wzrost ³adunku powierzch-
niowego i hydrofobowo�ci, a w konsekwencji na two-
rzenie d³ugich ³añcuchów komórek i autoagregacjê (8,
23, 29, 30). Stwierdzono, ¿e szczepy Pseudomonas
aeruginosa wytwarzaj¹ce fimbrie, w wiêkszym stop-
niu przylegaj¹ do powierzchni szkie³ kontaktowych (2,
3, 11) i do powierzchni oparzonej skóry (21) ni¿ ich
nie posiadaj¹ce fimbrii warianty charakteryzuj¹ce siê
mniejsz¹ hydrofobowo�ci¹. Obecno�æ tych organelli
jest konieczna, aby komórki Pseudomonas aerugino-
sa mog³y przylegaæ do powierzchni komórek nab³on-
ka policzkowego (28, 30) i komórek tchawicy (18).
Hydrofobowe w³a�ciwo�ci Pseudomonas aeruginosa
zwi¹zane s¹ równie¿ z lipopolisacharydami (LPS).
Wykazano, ¿e szczepy Pseudomonas aeruginosa po-
siadaj¹ce d³ugie ³añcuchy O-swoiste w cz¹steczkach
LPS charakteryzuj¹ siê wiêksz¹ hydrofobowo�ci¹ i ³at-
wiej przylegaj¹ do szkie³ kontaktowych i komórek
nab³onka rogówkowego ni¿ ich szorstkie mutanty poz-
bawione ³añcuchów O-swoistych (5).

U¿yte do badañ szczepy Pseudomonas aeruginosa
wykazywa³y najczê�ciej niski stopieñ hydrofobowo�-
ci. Jednak czê�æ szczepów Pseudomonas aeruginosa,
g³ównie izolowanych od norek i ryb charakteryzowa-
³a siê silnymi w³a�ciwo�ciami hydrofobowymi.
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