Zastosowanie luminometrii
w badaniach adhezji drobnoustrojéow
do powierzchni abiotycznych

Od czasu, gdy pod koniec XIX
wieku Robert Koch przed-
stawit teorie, ze choroby po-
wodowane s3 przez zarazki,
ludzie wyobrazali sobie bakte-
rie jako pojedyncze komérki,
ktére ptywajg lub unosza sie
w $rodowisku ptynnym, w tym
rowniez w niektérych cze-
$ciach ludzkiego ciata. Poglad
taki wynikat réwniez z faktu,
ze drobnoustroje obserwowa-
no w kropli wiszacej. Rozwoj
mikrobiologii i metod anali-
tycznych pozwolit na skoryg-
owanie tego wyobrazenia. Oka-
zato sie, ze wiele drobnoustro-
jow szybko osiedla sie na r6z-
nych wilgotnych powierzch-
niach, tworzac zréznicowane
gatunkowo zespoty, tzw. bio-
filmy. Bakterie nie sg jedynymi
mikroorganizmami zdolnymi
do tworzenia takich warstw
- czesto w ich tworzeniu maja
udziat drozdze, grzyby strzep-
kowe, a w okreslonych $rodo-
wiskach takze glony i pierwot-
niaki. Réznorodnos¢ drobno-
ustrojow tworzacych takie
zespoty oraz rozmaitos¢ sro-
dowisk, w ktérych wystepuja,
Swiadczg, ze umiejetnos¢ ta
stanowi prastarg ,strategie”
rozwoju  mikroorganizméw.
Biofilmy wystepuja niemal
wszedzie - ptytka nazebna,
$liski nalot na powierzchni
skaty w strumieniu czy osad,

10

pokrywajacy po kilku dniach
wewnetrzne $cianki wazonu
z kwiatami. Powstajg takze
w paszy zjedzonej przez bydto
i inne przezuwacze, na po-
wierzchni soczewek kontakto-
wych, przyczyniajq sie do po-
wstawania choréb przyzebia,
kamicy moczowej, gruZlicy,
choroby legionistéwiin. Z two-
rzenia biofilméw wynikajg tak-
Ze powazne problemy w proce-
sach technologicznych. Gdy
biofilm powstanie w przemy-
stowych wymiennikach ciepta,
przewodach doprowadzaja-
cych ciecze, tankach fermen-
tacyjnych, wzrasta zagrozenie
korozja (biodeterioracja). War-
stwa mikroorganizmow for-
mujaca sie na powierzchni

maszyn i urzadzen technolo-
gicznych moze powodowac
ograniczony przeptyw me-
diéw, utrudniong wymiane
ciepta, wzrost tarcia na ele-
mentach ruchomych, zapy-
chanie sie filtrow i awarie
urzadzen. W przemysle spo-
zywczym  mikrobiologiczne
zanieczyszczenie powierzch-
ni kontaktujacych sie z zyw-
noscia moze by¢ przyczyna
zakazenia srodowisk produk-
cyjnych drobnoustrojami cho-
robotwdérczymi oraz powodu-
jacymi jej zepsucie.

Zjawisko adhezji

Proces tworzenia biofilmu prze-
biega w sposéb wielostopnio-
wy i polega na kilku procesach:

Rys. 1. Etapy powstawania biofilmu A - tworzenie war-
stwy kontaktowej, B - poczatek adhezji komdrek, C - two-
rzenie mikrokolonii, D - dojrzaty biofilm, E — odrywanie sie

komodrek od biofilmu
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- adsorpgji,

+ adhez;ji,

- adherencji.

Adsorpcja jest powszechnie
definiowana jako proces wig-
zania substancji na powierzch-
ni substancji statej. Zjawisko
to jest wywotane tworzeniem
wigzan jonowych, wodoro-
wych, kowalencyjnych lub wy-
stepowaniem sit Van der Wa-
als'a. Procesy te umozliwiaja
adsorpcje warstwy organicz-
nej ze srodowiska wodnego
i wytworzenie tzw. warstwy
kontaktowej. Gromadzenie sie
substancji organicznych two-
rzy swoisty gradient pokar-
mowy skoncentrowany przy
powierzchni ciata statego, co
stwarza dogodne warunki do
rozwoju mikroorganizmoéw
i w konsekwencji sprzyja ad-
hezji komorek (rys. 1).
Adhezja w sensie biologicz-
nym jest trwatym i nieodwra-
calnym potaczeniem sie ko-
morki  drobnoustroju z po-
wierzchnig ciata statego. Klu-
czowg role w adhezji komé-
rek do powierzchni odgrywa-
ja dwa rodzaje oddziatywan:
przyciaggajace sity Van der
Waalsa oraz odpychajace sity
elektrostatyczne zwigzane z po-
dwdjng warstwa elektronowa
wokot komérki. Sity te dziatajg
na dystansie od 1 do 50 nm
i decyduja o zblizeniu ko-



morek do powierzchni ciat
statych na tyle blisko, aby po-
wstaty wigzania chemiczne
trwale taczace oba obiekty.
Catkowita wolna energia inte-
rakcji miedzy komoérka a po-
wierzchnig ciata statego jest
wypadkowa obu sit i decydu-
je ona o mozliwosci zblizenia
komérki bakteryjnej do ciata
statego. Najwieksze przycia-
ganie nastepuje w obszarze
tzw. minimum energetycz-
nego, wystepujacego na bar-
dzo matej odlegtosci, rzedu 1
nm. Pokonanie tego dystansu
zalezy w duzym stopniu od
ksztattu komorek. Im wyka-
Zuja one mniejszy promien
w miejscu styku powierzchni,
tym fatwiej pokona¢ komorce
sity odpychaniai przejs¢ zdru-
giego do pierwszego obszaru
minimum energetycznego.
Zwieksza to szanse na procesy
adhezji komoérek o ksztattach
wydtuzonych lub posiadaja-
cych wydtuzone struktury ko-
morkowe — fimbrie lub rzeski.
Istotne znaczenie na procesy
adhezji w roztworach wod-
nych maja sity zwigzane z ru-
chami Browna oraz interakcje
hydrofobowe. Miarg adhezji
jest praca potrzebna do roz-
dzielenia przylegajacych do
siebie warstw o jednostkowej
powierzchni. Adherencja (ad-
hezja specyficzna) wiaze sie
gtéwnie z oddziatywaniami
mikrobiologicznymi, powodu-
jacymi unieruchamianie ko-
morek, np. produkcja zewna-
trzkomérkowych polimeréw,
zmianami metabolicznymi i ge-
netycznymi oraz warunkami
Srodowiska.

Mikroorganizmytworzace bio-
film zajmuja tylko od 5% do
25% jego catkowitej objetosci,
a pozostatg czes¢ stanowia

pozakomorkowe polimerowe
zwiazki o wiasciwosciach hy-
drofobowych. Substancje te,
produkowane przez cze$é mi-
kroorganizméw  tworzacych
biofilm, nie s3 wydzielane do
podioza, lecz scisle przylega-
ja do powierzchni komorki.
Ponadto wykazuja one spe-
cyficznos¢ gatunkowg, a ich
synteza zalezy od warunkéw
podlega
ztozonej regulacji. Mieszanina
wody i EPS tworzy galareto-
watg substancje, w ktérej jony

Srodowiskowych i

wapnia zastepuja kwasowe
protony polimeréw. Tym sa-
mym typowy biofilm wykazu-
je duzg trwatos¢ w srodowi-
skach wodnych.

Czynnikiem warunkujacym po-
biofilmoéw  jest
réwniez rodzaj i charakter po-
wierzchni. Powierzchnie szorst-

wstawanie

kie, nieregularne sg szybciej
przez
niz materialy o powierzchni

zasiedlane bakterie
gtadkiej. Wielu autoréw wy-
kazato wzrost adhezji drob-
noustrojow wraz ze wzrostem
chropowatosci
inni nie wykazywali korelacji
pomiedzy nieregularnoscia-

powierzchni,

mi powierzchni a zdolnoscia
drobnoustrojéw do przylega-
nia. Zatem zalezno$¢ ta moze
by¢ réwniez determinowana
wielkoscig komérki mikroor-
ganizmu. Jezeli jej wymiary
sq wieksze niz wielkos¢ por
danej powierzchni, adhezja
moze by¢ utrudniona. Doty-
czy to szczegdlnie komorek
grzybéw, ktérych wymiary sa
duzo wieksze niz bakterii.

Warunki odzywcze srodowi-
ska takze wptywaja na rozwdj
drobnoustrojéw. Synteza EPS
jest stymulowana w warun-
kach ubogich w sktadniki od-
zywcze, ale mechanizmy tego

zjawiska nie zostaty wyjasnio-
ne. Mikroorganizmy w warun-
kach gtodowych szybciej ule-
gaja adsorpcji do substratu,
a szybkos¢ desorpdji jest pra-
wie réowna zeru. Czynnikiem,
ktéry znaczaco wptywa na
adhezje jest takze faza wzro-
stu drobnoustrojow. Komorki
w fazie wzrostu logaryt-
micznego znacznie szybciej
i w wiekszym stopniu ulegaja
adhezji niz komorki z fazy sta-
cjonarnej.

Luminomeria

Luminometria wykorzystuje
reakcje hydrolizy ATP do ADP
i ortofosforanu lub do AMP
i pirofosforanu, gdzie uwal-
niana jest pewna ilos¢ ener-

gii swobodnej, ktéra mozna
zmierzy¢ jako emisje kwan-
tow Swiatta. Zjawisko to nosi
nazwe chemoluminescencji,
a w przypadku katalizowania
jej przez enzym — biolumi-
nescencji.
polega na enzymatycznym
utlenianiu specyficznego sub-
stratu - lucyferyny (L) do for-
my utlenionej (E:LO*), ktéra
charakteryzuje podwyzszony
stan energetyczny. Jednak
kompleks E:LO powraca do
nizszego stanu energetyczne-
go emitujac energie w postaci
Swiatta.

Bioluminescencja

L+E—>ELO*—
E:LO + CO, + hv (465 nm)
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Intensywnos¢  wydzielanego
$wiatfa jest proporcjonalna do
ilosci ATP obecnego w komor-
kach organizmow.

Zdolno$¢  bioluminescencji
wykazuja niektore istoty zywe
bytujace w wodach morskich
lub oceanicznych: ryby, pier-
wotniaki, meduzy, katamar-
nice i rodliny. Zdolno$¢ emisji
Swiatfa wykazuja takze niekto-
re zuki (Swietliki), grzyby, bak-
terie i owady. Emisja Swiatta
ma istotne znaczenie w zyciu
tych organizmoéw: stuzy do
maskowania i ukrycia przed
drapieznikami, pomaga w lep-
szym komunikowaniu sig, lep-
szym widzeniu w ciemnosci
lub przycigganiu zdobyczy.
W kazdej zywej komorce oraz
materiatach pochodzenia bio-
logicznego obecny jest ade-
nozynotrifosforan (ATP). Jed-
na komorka bakteryjna za-
wiera przecietnie femtogram
(101> g) ATP. llo$¢ adenozyno-
trifosforanu zalezy od stanu
fizjologicznego i rodzaju mi-
kroorganizmu. Bakterie gram-
dodatnie zawierajg okoto 10
razy wiecej ATP niz bakterie
gramujemne, natomiast spory
bakteryjne nie zawieraja go
wcale. Komérki drozdzowe
wykazuja $rednio okoto 100
razy wiecej ATP niz komorki
bakteryjne (tab.1).

Wielkos¢ emisji Swiatla jest
wprost proporcjonalna do ste-
zenia limitowanego reagenta.
Np. w kompleksie ATP/lucy-

feryna-lucyferaza, gdy cal-
kowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej jest stata, a ATP jest
reagentem limitowanym, emi-
sja Swiatfa jest wprost propor-
cjonalna do stezenia ATP.
Reakcja bioluminescencji wy-
maga dla prawidtowego prze-
biegu odpowiednich parame-
trow fizycznych (pH, tempe-
ratura) oraz obecnosci jonéw
Mg*? lub innych jonéw metali
na +2 stopniu utlenienia:
Mnt*2, Co*?, Fet?, Ni*? lub
Zn*2, Luminescencja zachodzi
w zakresie pH od 6,5 do 8,0,
przy optimum wynoszacym
7,8-7,9. Warto$¢ temperatu-
ry optymalnej zwiagzana jest
z dziataniem enzymu i wynosi
ok. 25°C.

Wielko$¢ emisji swiatta po-
wstajacego w reakgcji lumi-
nescencji mierzona jest za
pomoca luminometru w tzw.
relatywnych jednostkach swietl-
nych (ang. relative light unit,
RLU). Kazdy luminometr za-
wiera komore pomiarowa, de-
tektor, uktad przetwarzajacy
sygnat optyczny na elektrycz-
ny i podajacy wynik. Komora
pomiarowa luminometru za-
wiera kuwete, mikroptytke lub

Tabela 1. Zawartos¢ ATP w komdrkach réznych mikroor-

ganizmow
Mikroorganizmy ATP [fg/komoérke]
Bakterie | Lactobacillus sp. 2,0+2,2
Pseudomonas fluorescens 0,6
Escherichia coli 1,0
Drozdze | Kloeckera apiculata 48,5
Pichia membranaefaciens 90,7
Torulopsis sp. 144,0
Saccharomyces cerevisiae 155,0
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inny typ naczynia reakcyjne-
go. Musi by¢ chroniona przed
Swiattem zewnetrznym, by
zminimalizowa¢ mozliwe za-
ktécenia pomiaru, oraz maksy-
malnie zblizona do detektora
w celu maksymalizacji efektu
optycznego, pozwalajacego
na szybki i precyzyjny pomiar.
Detektor luminometru stano-
wig fotodiody oraz przewody
PMTs (ang. photomultipler
tubes) umozliwiajace ampli-
fikacje — kaskade elektronéw
wzbudzong przez foton emi-
towanego $wiatta.

Zjawisko bioluminescencji od-
kryte w 1947 roku przez McEl-
roy'a wzbudza coraz wieksze
zainteresowanie naukowcow.
W latach 60-tych pomiar ATP
metoda luminometrii zostat
szerzej opisany przez naukow-
cow NASA, ktérzy wykorzysta-
li te metode do poszukiwania
réznych form zycia na innych
planetach. Obecnie biolumi-
nescencja stanowi podstawe
dziatania réznorodnych czuj-
nikéw biologicznych. Czujniki
bioluminescencyjne wykorzy-
stano réwniez jako wskazniki
stezenia azotanéw, potencjal-
nie rakotworczych zwigzkéw
N-nitrozowych, weglowodo-
réw aromatycznych, metali
ciezkich, utleniaczy i antyutle-
niaczy oraz innych toksycz-
nych zwigzkéw chemicznych.
Wykorzystujac bakterie biolu-
minescencyjne Vibrio fischeri
opracowano bakteryjne testy
toksycznosci,
oraz rakotworczosci zwigzkow
chemicznych. Obecnie najcze-
sciej zjawisko bioluminescen-
cji wykorzystuje sie w ba-
daniach  mikrobiologiczne-
go zanieczyszczenia wody,
zywnosci i lekéw, do kontroli
proceséw opartych na ho-

mutagennosci

dowlach
(oznaczanie biomasy, dynami-
ki wzrostu drobnoustrojow)
oraz w diagnostyce klinicznej
(oznaczanie wptywu antybio-
tykéw na wzrost mikroorgani-
zmow, ocena efektu dziatania
lekéw i srodkéw chemicznych
na komorki zwierzece).

mikroorganizmow

Luminometria, w poréwnaniu
do innych technik analitycz-
nych, charakteryzuje sie duza
czutoscig i doktadnoscig po-
miarow, szerokim zakresem
dynamicznym oraz stosunko-
wo niskim kosztem aparatury.
Umozliwia dokfadne pomiary
biomasy i aktywnosci meta-
bolicznej drobnoustrojow. Np.
w poréwnaniu do innej meto-
dy oceny metabolizmu bakte-
rii — pomiaru aktywnosci de-
hydrogenazy,
jest ponad 3-krotnie czulsza
i dostarcza wynikéw w czasie
kilku minut od pobrania préb-
ki, podczas gdy do pomiaru
dehydrogenazy
wymagana jest 6-cio godzin-
na inkubacja. Pomiar lumino-
metryczny jest réwniez odpo-
wiednio 100 000 razy i 1000
czulszy niz spektroskopia ab-
sorpcyjna i fluorymetria. Do-
bry aparat luminometryczny
moze oznaczy¢ nawet 0,6 pg
ATP.

Najwieksze praktyczne za-
stosowanie metoda lumino-
metrii znalazta w kontroli mi-
krobiologicznej  produktéw
zywnosciowych, kontroli sta-

luminometria

aktywnosci

nu higienicznego powierzch-
ni  produkcyjnych,
skutecznosci proceséw mycia
i dezynfekcji oraz monitorin-
gu w ramach systemu HACCP.
Obecnos¢ ATP w prébkach
pobranych do oceny stanu
czystosci w zaktadzie wskazu-
je na istnienie réznych zanie-

ocenie



Rys. 2. Adhezja bakterii Aeromonas sp. do powierzchni
abiotycznej - metoda luminometryczna: A - Préba kon-
trolna; B - Adhezja po 7 dniach; C - Adhezja po 3 tygo-
dniach

czyszczen organicznych (po-
zostatosci roslinne, zwierzece
oraz mikroorganizmy). Meto-
da luminometryczna zostata
wykorzystana do badania czy-
stos$ci samochodoéw transpor-
tujacych zywnos¢, np. cystern
do przewozenia mleka, oraz
do kontroli czystosci opako-
wan szklanych i efektywnosci
ich mycia. Technike te wyko-
rzystano takze do oceny mi-
krobiologicznego zanieczysz-
czenia plastikowych opako-
wan do zywnosci. Istniejace
tradycyjne,
metody wykrywania oraz ilo-
$ciowego oznaczania drob-

znormalizowane

noustrojow sa czasochtonne
i nie daja mozliwosci natych-
miastowej oceny aktualnego
stanu higieny w zakfadzie.
Zaleznie od stosowanej po-
zywki wyniki uzyskuje sie co
najmniej po 48 godzinnej in-
kubacji ptytek/probowek, t;j.
w momencie gdy fragment
instalacji lub urzadzenie ze
wzgledéw technologicznych
jest juz wiaczone do procesu
technologicznego. Okreslenie
obecnosci nie tylko zywych
drobnoustrojéw, ale takze in-
nych substancji organicznych,
bedacych doskonata pozywka
dla mikroorganizméw, stano-

wi 0 wyzszosci metody lumi-
nometrycznej nad metodami
hodowlanymi.

Metoda
réwniez znalez¢ praktyczne
zastosowanie w badaniu zdol-
nosci drobnoustrojéw do ad-
hezji na powierzchniach abio-
tycznych (rys. 2 i 3). Ma to
istotne znaczenie zwtaszcza
dla przemystu spozywczego,
gdyz mikroorganizmy o wia-

luminometrii moze

snosciach adhezyjnych wy-
kazuja zwykle wieksza opor-
nosc¢ na Srodki dezynfekcyjne,
a takze pod wptywem dziata-
nia srodka dezynfekcyjnego
przechodzg w stan tzw. nie-
hodowalnosci (ang. viable but
non-culturable, VBNC), tzn.
nie s3 wykrywane klasyczny-
mi metodami hodowlanymi.
Badania podatnosci materia-
téw na obrost biologiczny me-
toda luminometryczna prowa-
dzone sg w wielu osrodkach
naukowych.

Jako organizmy modelowe
znajduja tu zastosowanie nie
tylko bakterie, ale takze grzy-
by lub komoérki somatyczne.
Biofilm tworzacy sie na po-
wierzchniach gfadkich (PCV,
szkto, PET) pobiera sie zwykle
metoda wymazdw, a nastep-

nie reakcje enzymatyczne

Rys.3. Adhezja Aeromonas sp. do powierzchni abiotycznej
- obserwacje mikroskopowe: A - Proba kontrolna; B - Ad-

hezja po 7 dniach; C - Adhezja po 3 tygodniach
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prowadzi sie z wykorzysta-
niem tzw. piér - gotowych
zestawoéw odczynnikéw do

prowadzenia reakgcji enzyma-
tycznych. Biofilm tworzacy
sie na powierzchniach chro-
powatych, szorstkich trzeba
najpierw potraktowac specjal-
nym odczynnikiem maceruja-
cym w celu pobrania ATP z
wnetrza komérek, a nastepnie,
wykorzystujac gotowe pidra
zanurzeniowe, prowadzi¢ wia-
Sciwe reakcje enzymatyczne.
Uzyskiwane wyniki badan
uzyskiwane w pracowniach na-
ukowych $wiadcza o tym,
ze pomiar luminometryczny
moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywany nie tylko do
oceny zdolnosci adhezyjnych
drobnoustrojéw do badanych
powierzchni, ale takze do oce-
ny podatnosci materiatéw na
tworzenie biofilmdw.
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