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Potencijal formiranja biofilmova Pseudomonas aeruginosa
iz Zivotne sredine

IZvOD

Stvaranje biofilmova predstavija jednu od glavnih osobina Pseudomonas aeruginosa koja
omogucava ovoj bakteriji prezZivljavanje u razlicitim, ¢esto nepovoljnim uslovima Zivotne sredine.
Medutim, formiranje biofilmova predstavija i faktor rizika u mnogim oblastima industrije, posebno
prehrambene, posto prisustvo ¢vrstih povrSina pruZa dobre uslove za formiranje biofilma. Kako je
poznato da izolati P. aeruginosa koji poti¢u iz razli¢itih uzoraka poreklom iz Zivotne sredine imaju
razlicit potencijal da formiraju biofilmove, u ovom radu je ispitana sposobnost formiranja biofilmova
Cetiri izolata ove bakterije i izvr§ena njihova klasifikacija u odnosu na ovu osobinu. Primenjen je
staticki test u mikrotitar ploCama u trajanju od 24 sata u razli¢itim uslovima temperature (37°C i
22°C), pH (6 i 7) i koncentracije NaCl (1 i 2%). Dobijeni rezultati su pokazali da izolati P.
aeruginosa imaju razli¢itu sposobnost da formiraju biofimove, da je masa formiranih biofilmova
bila veca na 22°C, kao i da promenjeni uslovi sredine nisu inhibirali stvaranje biofilmova.

Kljuéne reci: Pseudomonas aeruginosa, biofilmovi, staticki model.

1. UvOD

P. aeruginosa je Gram-negativna, Stapicasta,
asporogena monotriha duzine 1 - 5 um, dijametra
0,5 - 1,0 um, Siroko rasprostranjena u razli€itim sre-
dinama. Sposobnost koriséenja Sirokog spektra
organskih jedinjenja kao izvora hrane, omogucéava
ovoj bakteriji da kolonizuje i ekoloSke niSe u kojoj
su hranljive materije limitirane. P. aeruginosa je pri-
sutna u sredinama kao Sto su zemljiSte, voda,
ljudski i Zivotinjski organizmi, biljke, otpad i bolnice
[1]. Jedna od osnovnih taksonomskih karakteristika
ove bakterije je produkcija pigmenata rastvorljivih u
vodi, a najpoznatiji su piocijanin plavo-zelene boje,
pioverdin Zuto-zelene i piorubin crveno-braon boje.
Takode, jedna od znacajnih identifikacionih ka-
rakteristika bakterije je karakteristi€an miris (miris
grozda ili cveta lipe) poreklom od 2-aminoaceto-
fenona. P. aeruginosa oksiduje glukozu bez pojave
gasa, laktoza-negativna je, oksidaza i katalaza po-
zitivna. P. aeruginosa je obligatan aerob, sa mo-
gucnoséu i anaerobne respiracije, koristeéi nitrate
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ili druga jedinjenja kao akceptore elektrona. Opti-
malna temperatura rasta je na 42°C, i ova karakte-
ristika uz produkciju piocijanina je osnovna razlika
izmedu vrste P. aeruginosa i drugih Pseudomonas
spp. Sposobnost formiranja biofilmova je jedna od
glavnih kompetitivnih prednosti P. aeruginosa u
preZivljavanju razli¢itih uslova spoljadnje sredine,
otpornosti na delovanje razli¢itih antimikrobnih age-
nasa [2] i virulencije. Mikroorganizmi imaju prirodnu
sklonost da se privrste za vlaznu povrsinu, multi-
plikuju i grade glikokaliks preteZno od mikrobnih
egzopolisaharida (EPS) uz dodatak proteina, nuk-
leinskih kiselina, lipida, jona i ¢elijskih ostataka for-
mirajuci biofilimove [3,4]. Glikokaliks je od velike
vaznosti za bakterije i pruza im zastitu od spoljas-
njih uticaja, kao Sto su isuSivanje i antimikrobni
agensi, ali moze posluziti i kao rezervoar nutrije-
nata [5].

Biofilmovi predstavljaju dobro organizovane za-
jednice mikroorganizama. U prirodi se javljaju kao
monospecijski, izgradeni iz jedne bakterijske vrste,
ili kao zajednice velikog bakterijskog diverziteta.
Sposobnost formiranja biofilmova je jedna od
karakteristika kojom se pravi razlika medu sojevima
P. aeruginosa. Mnogi autori su pokazali da veéina
izolata ima ovu sposobnost (97 %), kao i da je
najvedi broj (oko 40 %) visoko biofilm-produkujuéih
sojeva [6].
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Prisustvo biofilma je relevantan faktor rizika u
prehrambenoj industriji zbog moguce kontaminacije
prehrambenih proizvoda patogenim mikroorganiz-
mima ali i mikroorganizmima izazivaCima kvarenja
hrane. Prisustvo &vrstih povrSina na postrojenjima
za preradu hrane, odgovaraju¢a vlaga, stalno pri-
sustvo sirovine i izvora nutrijenata, pruzaju dobre
uslove za formiranje biofilma u prehrambenoj indu-
striji. Ovo se odnosi i na formiranje biofilmova od
strane vrsta roda Pseudomonas [7] u postrojenjima
za preradu hrane, gde predstavljaju rezervoar mik-
roorganizama i sluze kao potencijalni izvor konta-
minacije sirovina i preradevina u razli€itim fazama
proizvodnje hrane. Osim toga, prisutnost biofilma
moze dovesti do kvarenja hrane, ekonomskih gubi-
taka, smanjenja roka trajanja proizvoda ili prenosa
patogena [8]. Bakterije u biofilmu su uglavhom
dobro zasticene od spoljasnjih faktora stresa, kao
Sto su ultraljubiCasti zraci, dehidracija ili antimik-
robni i dezinfekcioni agensi zbog €ega ih je izu-
zetno tesko otkriti i unistiti. Razli¢ita industrijska po-
strojenja imaju probleme sa rastom biofilmova, $to
dovodi do velikih troSkova cCiS¢enja i odrzavanja.
Ovo ukljuCuju razliCite grane industrije, kao $to su
prehrambena, vodoprivredna, industrija papira, op-
tickih sredstava, oblast stomatologije i medicine, a
takode su ljudi izloZeni biofilmovima i u kuénom
okruzenju. Kvarenje proizvoda, smanjena efikas-
nost proizvodnje, korozija, neprijatni mirisi, infek-
cije, zapuSavanje cevovoda i kvarenje opreme su
neki od primera uzrokovanih Stetnim biofilmom.

Cilj ovog rada je utvrdivanje potencijala i spo-
sobnosti formiranja biofilmova P. aeruginosa izolo-
vanih iz zivotne sredine.

2. EKSPERIMENTALNI DEO

U ovom radu je izvrSena identifikacija i prika-
zana sposobnost formiranja biofilmova Cetiri izolata
P. aeruginosa poreklom iz razli€itih uzoraka zZivotne
sredine: CA_SE_1 iz sedimenta akumulacije vode
za pice ,Calije’, D_V_8 iz povrsinske vode reke
Dunav, SO_AM_6 iz aktivhog mulja postrojenja za
preci§¢avanje otpadnih voda fabrike ,Somboled” iz
Sombora i B_PV_2 iz uzorka vode za pi¢e iz bu-
8enog bunara iz Valjeva. Uzorci su sakupljeni u to-
ku 2015. godine. Uzorkovanje je uradeno pod
asepti€nim uslovima u steriinu PVC ambalazu —
500 mL vode u flaSama i oko 400 g Cvrstih uzoraka
u sterilnim vre¢ama. Po dolasku u laboratoriju,
uzorci su skladisteni u frizideru na temperaturi od
4°C. U cilju uspesnije izolacije, izvrSeno je oboga-
¢enje uzoraka u Luria-Bertani (LB) bujonu (Tripton
10 g L-1, Ekstrakt kvasca 5 g L-1 , NaCl 10 g L-1,
pH=7,2), pri ¢emu su te¢ni uzorci meSani u LB
bujonu 1:2 (v/v), dok su &vrsti meSani u odnosu 1:9
(w/v) u toku 24h, na 37°C u orbitalnom Sejkeru
(120 rpm). lzolacija P. aeruginosa je izvrSena
inokulacijom obogacene kulture na Cetrimide agaru

450

(Merck, Nemacka). Zasejana kultura je inkubirana
24 sata na 42°C nakon ¢ega su tipi¢ne kolonije P.
aeruginosa, idenitifikovane na osnovu karakteris-
ticnih morfoloskih karakteristika, reizolovane do do-
bijanja Cistih kultura. Primarna identifikacija do ni-
voa vrste je izvrSena na osnovu morfoloskih ka-
rakteristika rasta kolonija na Cetrimide agaru, re-
zultata bojenja ¢elija po Gram-u i biohemijskih oso-
bina dobijenih primenom API testa (20NE, Biome-
reux, Francuska) i ocitavanja na APl WEB-u. Izo-
lovane kulture, suspendovane u LB bujonu su ¢&u-
vane u 20 % glicerolu na -80°C.

Sposobnost formiranja biofilmova je testirana u
trajanju od 24 sata, na temperaturama od 22°C
(sobna temperatura) i 37°C. Takode je testirana
sposobnost formiranja biofilmova u toku 24 sata pri
razli¢itim uslovima pH (pH 7 i pH 6) i sadrzaja NaCl
(1 i 2%), kako na 22°C tako i na temperaturi od
37°C. Za testove je kori§¢en LB bujon, kao i modi-
fikacija ovog bujona kada je promenjena vrednost
pH (pH 6) i koncentracije NaCl (finalna koncen-
tracija NaCl 2%). U svim ogledima je primenjen
statiCki model rasta biofilmova, kolorimetrijski me-
tod sa Kristal violetom, u sterilnim mikrotitar plo-
¢ama sa 96 otvora po modifikovanom protokolu [9].
Bunari¢i mikrotitar plo¢e su inokulisani sa 200 uL
bakterijske kulture inkubirane preko no¢i (na 37°C,
120 rpm), ODgso=0,3 - 0,4 (=10° cfu/mL). Nakon
inkubacije, sadrzaj iz bunari¢a je ispraznjen a otvori
isprani dva puta sa 250 uL PBS pufera kako bi se
odstranile zaostale planktonske ¢elije bakterije. Na-
kon sudenja na vazduhu, formirani biofilm je fik-
siran dodavanjem 250 pyL metanola u trajanju od 15
minuta i ponovo suSen na vazduhu. Bojenje formi-
ranog biofilma je obavljeno koris¢éenjem 200 pL
0,4% kristal-violeta tokom 15 minuta. Boja je ispra-
na vodom, a resuspenzija boje u biofilmu je izvrSe-
na sa 250 pL 33% siréetnom kiselinom u toku 20
minuta. Apsorbanca je oCitana na &itaCu mikrotitar
plo€a ELx808, BioTek (SAD), na talasnoj duZini
A=630 nm. Svi eksperimenti su uradeni u tri ponav-
ljanja, a rezultati tumaceni na osnovu srednjih vred-
nosti ocitanih vrednosti apsorbanci, a kao refe-
rentni soj je koriS¢en P. aeruginosa ATCC 27853.

U radu su prikazane srednje vrednosti dobije-
nih merenja. Takode, u radu je prikazan relativan
odnos izmerenih vrednosti apsorbanci u odnosu na
standardni biofilm-neprodukujuci soj P. aeruginosa
ATCC 27853 i izvr8ena klasifikacija izolata Pseudo-
monas aeruginosa na biofilm-neprodukujuce, sla-
boprodukujuée, srednjeprodukuju¢e i visokopro-
dukujuée sojeve [10] na sledeci nacin:

e OD (izolata) < OD (standarda) = biofilm-
neprodukujuéi izolat

e OD (standarda) < OD (izolata) < 20D (stan-
darda) = slabo biofilm-produkujuéi izolat
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e 20D (standarda) < OD (izolata) < 40D (stan-
darda) = srednje biofilm-produkujuéi izolat

e 40D (standarda) < OD (izolata) = visoko bio-
film-produkujuéi izolat.

3. REZULTATI | DISKUSIJA

Sposobnost formiranja biofilmova je obradivano
u velikom broju radova [11,12]. Rezultati ovih istra-
Zivanja ukazuju da izolati P. aeruginosa, posebno
oni koji poti€u iz razli€itih Zivotnih sredina, pokazuju
i razlike u sposobnosti formiranja biofiimova. Me-
dutim, opisano je i oko 2% sojeva koji nemaju ovu
sposobnost [10].

Tipi€ne kolonije izolovanih P. aeruginosa koris-
tenih u ovom radu su bile dijametra 4 - 5 mm, jasno
ograniCenih ivica, sjajne povrsine, sluzave konzi-
stencije, plavo-zelene boje i prijathog mirisa cveta
lipe. Nakon bojenja po Gramu, uoceno je da su
pojedinacne celije Stapi¢astog oblika i Gram-nega-
tivne. Ocitavanjem rezultata reakcija API testa,
utvrdeno je da izolovane bakterije pripadaju vrsti P.
aeruginosa, sa preciznoS¢u od 96,7 — 99,9 %
(tabela 1).

Svi izolati su bili oksidaza i katalaza pozitivni,
negativni na indol produkciju triptofana i acidi-
fikaciju glukoze a pozitivni na arginin dehidro-
genazu, eskulin negativni i sposobni da hidrolizuju
Zelatin. Svi testirani izolati su bili sposobni da
oksiduju D-glukozu, D-manitol, glikonat, L-malat i
usvajaju citrat, a nisu imali sposobnost fermentacije
L-arabinoze, D-manoze i maltoze.

Tabela 1 - Slicnosti izolata Pseudomonas
aeruginosa prema rezultatima API testa
APl WEB
IZOLATI Pseudomonas aeruginosa
(%)
CA_SE_1 99,9%
D V.8 96,7%
SO_AM_6 98,9%
B_PV 2 99,9%

Poznato je da temperatura ima veliki uticaj i
znacCaj za rast i razvoj mikroorganizma. Uslovi tem-
perature pre svega utiCu na odvijanje metabolickih
procesa, a takode uti€u na brzinu usvajanja nut-
rijenata, delovanja enzima i fizickih karakteristika
komponenata u okolini ¢elije. U radu je testirana
sposobnost formiranja biofilmova na 37 i 22°C.

Srednje vrednosti izmerenih apsorbanci testi-
ranih izolata na 37°C su pokazale da su najvecu
sposobnost formiranja biofilmova imali izolat iz se-
dimenta, CA_SE_1 (ops30) = 0,21+0,09) i aktivnog
mulja, SO_AM_6 (opeso) = 0,21+0,03), dok je sred-
nja vrednost apsorbance izolata iz povrSinske vo-
de, D_V_8 iznosila opsso) = 0,17+0,04, a izolata iz
vode za pice B_PV_2 (opesg) = 0,16+0,04. Pred-
stavljanjem sposobnosti formiranja biofilma u od-
nosu na ATCC 27853 je konstatovano da su svi
testirani izolati biofilm-neprodukujuéi, odnosno sla-
bo-biofilm produkuju¢i (Grafikon 1) pri ovim uslo-
vima temperature.
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Grafikon 1 - Mogucnost formiranja biofilmova izolata P. aeruginosa na 37°C
Histogrami predstavljaju srednje vrednosti izmerenih absorbanci, dok vertikalne linijje oznacavaju vrednosti
standardne devijacije. Horizontalne linije predstavijaju granicne vrednosti u odnosu na ATCC 27853, a u
odnosu na koje je izvrsena klasifikacija izolata na: | - biofilm-neprodukujuce, Il — slabo-biofilm-
produkujuce, Il - srednje biofilm-produkujuce izolate i IV - visoko biofilm-produkujuce izolate
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Grafikon 2 - Mogucénost formiranja biofilmova izolata P. aeruginosa na 22°C
Histogrami predstavljaju srednje vrednosti izmerenih absorbanci, dok vertikalne linijje oznacavaju vrednosti
standardne devijacije. Horizontalne linije predstavijaju grani¢ne vrednosti u odnosu na ATCC 27853, a u
odnosu na koje je izvrSena klasifikacija izolata na: | - biofilm-neprodukujuce, Il — slabo-biofilm-
produkujuce, Il - srednje biofilm-produkujuce izolate i IV - visoko biofilm-produkujuce izolate

Rezultati ovog rada su pokazali da testirani
izolati imaju vec¢u sposobnost formiranja biofiimova
na 22°C u odnosu na 37°C. Najbolja sposobnost
formiranja biofilmova je konstatovana na izolatu
CA_SE_1, gde je srednja vrednost izmerenih apso-
rbanci iznosila opesg) = 0,40+0,22 a zatim na izolatu
D_V_8 gde je vrednost apsorbanci bila opssg =
0,37+0,13. NiZza sposobnost formiranja biofilmova
je konstatovana na izolatu B_PV_2 od opesg) =
0,22+0,03, a najniza na izolatu iz aktivnog mulja,
SO_AM_6 (ope3g) = 0,16+0,01. Primenjujuéi klasifi-
kaciju u odnosu na referentni soj P. aeruginosa,
izolati SO_AM_6 i B_PV_2 pripadaju grupi biofilm-
neprodukujucih, odnosno slabo-produkujuéih izola-
ta, dok su izolati CA-SE_1 i D_V_8 okarakterisani
kao slabo, odnosno srednje biofilm-produkujuéi izo-
lati (Grafikon 2).

Rezultati ispitivanja drugih autora [10] ukazuju
na sli€an odnos medu klini¢kim izolatima P. Aeru-
ginosa. Od 74 ispitana izolata, 68 % je okarakte-
risano kao slabo-produkujuci, a samo su dva izo-
lata bila okarakterisna kao srednje-produkujuci.
Sanchez i sar. [13] ispitujuéi klini¢ke izolate su za-
klju€ili da 83 % P. aeruginosa ima sposobnost for-
miranja biofilmova, pri ¢emu je srednja vrednost iz-
merene biomase biofilmova iznosila 0,142 + 0,094
Sto je u opsegu rezultata dobijenih u ovom radu.

Rezultati ovog rada su pokazali da je niza tem-
peratura stimulativno delovala na formiranje bio-
filmova, a do sli¢nih rezultata su doSli i Hostacka i
sar. [14] koji su objavili da je na 37°C i do 98 %
smanjena moguénost produkcije biofiimova. Jedan
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od moguc¢ih objasnjenja je u ¢injenici da su na
nizim termperaturama karakteristike polisaharida
uniformne ¢ime se pove¢ava moguénost inicijalne
interakcije bakterije i supstrata, a time je povec¢ana
i mogu¢nost adhezije [15].

U radu je testiran i uticaj pH sredine na for-
miranje biofilmova. Poznato je da bakterije imaju
sposobnost uticaja na interne i eksterne vrednosti
pH, promenom aktivnosti i sintezom proteina uklju-
Cenih u razli€ite procese u ¢eliji [16] Sto ukazuje da
bakterije imaju mehanizme koji omogucavaju po-
pulaciji da se prilagodi na male promene u pH sre-
dine, dok su ekstremne i nagle promene pH
letalne.

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju da je
produkcija biofilmova pri umereno kiseloj reakciji
bila uspesnija na 22°C kod izolata CA SE_1 i
D_V_8, priblizno jednake biomase kod izolata
SO_AM_6 i B_PV_2, dok je referentni soj uspes-
nije formirao biofilmove na 37°C u uslovim sniZzene
pH vrednosti (Grafikon 3). Medutim, u odnosu na
biofilmove formirane pod standardnim uslovima
(pH 7 — prikazano kruznim markerima na Grafikonu
3), uoCava se da kiseli uslovi sredine nisu delovali
inhibitorno na razvoj biofilmova.

lako neka istraZivanja [17] ukazuju na inhibi-
torni efekat NaCl (2 %, 4 %, i 7 %) na biofilmove P.
aeruginosa, dobijeni rezultati u ovom istrazivanju
ukazuju da su pri ovim uslovima sredine, izolovane
P. aeruginosa formirale kvantitativno iste ili masiv-
nije biofilmove.
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Grafikon 3 - Mogucénost formiranja biofilmova izolata P. aeruginosa pri izmenjenim uslovima Zivotne
sredine (pH 6 i NaCl 2%), Histogrami predstavljaju srednje vrednosti izmerenih absorbanci, dok vertikalne
linije oznacavaju vrednosti standardne devijacije

Srednje izmerene vrednosti apsorbance izolata
CA_SE_1 ukazuju da je ovaj izolat formirao masiv-
nije biofilmove u uslovima povecéane koncentracije
soli (Grafikon 3), opesg) = 1,22+0,23 na 37°C, odno-
SN0 (ope3gy = 1,05+0,19 na 22°C, dok su biofilmovi
ostalih testiranih izolata bili u okvirima vrednosti
dobijenih u uslovima nize koncentracije NaCl.
Srednje vrednosti izmerenih apsorbanci izolata
D_V_8 su iznosile opssg = 0,37+0,08 na 37°C, dok
je na 22°C vrednost iznosila opss) = 0,43+0,12.
Vrednosti apsorbanci ostalih testiranih izolata su
bile ujednacene i kretale se izmedu ODg3,=0,22 —
0,24 na 37°C, odnosno 0,19 — 0,23 na 22°C.

4. ZAKLJUCAK

Rezultati dobijeni u u ovom radu ukazuju da su
izolati P. aeruginosa koji poti€u iz razli¢itih eko-
sistema sposobni da formiraju biofilmove. Dok su
na temperaturi inkubacije od 37° vecina izolata bili
oznacgeni kao biofilm - neprodukujuéi, pri niZim
temperaturama inkubacije testirani izolati su ozna-
Ceni kao slabo ili srednje biofilm — produkujuci izo-
lati. Dobijeni rezultati takode ukazuju da osim nize
temperature i poviSene vrednosti NaCl povoljno uti-
¢u na formiranje biofilmova, te da niza pH vrednost
ne suzbija formiranje biofilmova. Dobijeni rezultati
opisuju deo populacije P. aeruginosa sa teritorije
Republike Srbije i ukazuju da i sojevi P. aeruginosa
koji nisu primarno patogeni ili klinicki, mogu
predstavljati rizik i opasnost u razli¢itim sferama
ljudskog delovanja, te da ni u nepovoljnim uslovima
ne gube potencijal za formiranje biofilmova.
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POTENTIAL OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA ENVIRONMENTAL
ISOLATES FOR BIOFILM FORMATION

Biofilm formation is one of the main characteristic of Pseudomonas aeruginosa strains. This ability
provide bacteria to survive in different, usually restrictivesss environmental conditions. In the same
time, biofilm forming is a risk in a many field of industry, mainly in food industry. It is known that
diverse P. aeruginosa strains from various environmental sources have different potention to form
biofilms. In this paper it is examinated the potention to form biofilm four isolates of P. aeruginosa
and based of this results, tested isolates have classificated into four groups. Biofilm formation
tested in microtitar plates during the 24 hours at changed conditions of temperature (37°C and
22°C), pH (6 and 7) and concentration of NaCl (1% and 2%). Obtained results have shown that
isolated P. aeruginosa have unsimilar ability to form biofilms. Biomass of formed biofilm was
greater at 22°C than at 37°C. Also, acid conditions and higher concentration of salt had no

inhibitory effect to biofilm forming process.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, biofilm formation, static test.
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