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Aminoglykozidy a kolistin potlac¢aja tvorbu biofilmu
u Klebsiella pneumoniae

Hostacka A., Ciznar 1.

Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Suhrn

Ciel prace: Vyhodnotenie i¢inku subinhibiénych koncentracii (sub-MICs) amikacinu, tobramy-
cinu a kolistinu na tvorbu biofilmu, na povrchova hydrofobicitu, lipazu a odpoved na oxidaény
stres u dvoch klinickych kmeniov K. pneumoniae.

Metodika: Tvorbu biofilmu sme kvantitativne vyhodnotili testom absorpcie krystalovej violete,
povrchovi hydrofobicitu adherenciou na xylén, lipazu spektrofotometrickou metédou s Tweenom
20 ako substratom, oxidaény stres ako zénu vycirenia obklopujiicu disk nasiaknuty peroxidom
vodika.

Vysledky: Antibiotika vyrazne znizZili tvorbu bakterialneho biofilmu v priamej zavislosti na kon-
centracii. Najucinnejsie boli v koncentraciach 1/2 a 1/4 MICs. Biofilm po a¢inku 1/2 sub-MICs ami-
kacinu bol inhibovany na 21,2 % (kmen 39) a 22,6 % (kmen 61/P), po tobramycine na 25,1 % (39)
a 19,5 % (61/P), po kolistine na 74 % (39) a 19,1 % (61/P) kontrolnych hodnét (bez antibiotika).
Podobne 1/4 MICs amikacinu zredukovala produkciu biofilmu na 28,6 % (39) a 28,9 % (61/P), tob-
ramycinu na 35,3 % (39) a 20,5 % (61/P) a kolistinu na 8,7 % (39) a 20,4 % (61/P) kontrolnych hladin.
Biofilm bol najmenej redukovany po kultivacii kmeniov s 1/16 MICs antibiotik. V tychto pripadoch
jeho hodnota bola zniZzena na 80,4 % (39) a 97,7 % (61/P) kontrolnych hodn6t po amikacine, na 69,4
% (39) a 64,4 % (61/P) po tobramycine, na 61,3 % (39) a 74,7 % (61/P) po kolistine. Testované kmene
boli silne hydrofilné a zmeny v povrchovej hydrofobicite a¢inkom antibiotik boli velmi nepatr-
né. Kmene po posobeni antibiotik vo viaésine pripadov vykazovali mierne zvysenu citlivost na
oxidaény stres a zniZenu aktivitu lipazy (s vynimkou kolistinu u kmena 39).

Zaver: Amikacin, tobramycin a kolistin v sub-MICs u kmenov K. pneumoniae vyrazne znizili tvor-
bu biofilmu, vo viésine pripadov mierne zvysili citlivost na oxidaény stres, znizili aktivitu lipazy
ale adherenciu na xylén prakticky neovplyvnili.

Klacové slova: Klebsiella pneumoniae - antibiotika - biofilm.

Summary

Hostacka A., Ciznar L: Aminoglycosides and Colistin Inhibit Biofilm Formati-
on in Klebsiella pneumoniae

Objective: To evaluate the effect of subinhibitory concentrations (sub-MICs) of amikacin,
tobramycin and colistin on biofilm formation, surface hydrophobicity, lipase activity and response
to oxidative stress in two clinical K. pneumoniae strains.

Methods : Biofilm formation was quantitatively determined by a crystal violet absorption assay,
surface hydrophobicity was measured by adherence of bacteria to xylene, lipase activity was
determined by the spectrophotometric method with Tween-20 as a substrate and oxidative stress
was visualized as a zone of clearing around the disc soaked with hydrogen peroxide.

Results: The antibiotics significantly reduced bacterial biofilm formation in a dose-dependent
manner. They were most effective at concentrations of 1/2 and 1/4 MIC. Biofilm formation was
inhibited by 1/2 MICs of amikacin to 21.2 % (strain 39) and 22.6 % (61/P), of tobramycin to 25.1 % (39)
and 19.5 % (61/P) and of colistin to 7.4 % (39) and 19.1 % (61/P) of the control values (no antibiotic).
Similarly, 1/4 MICs reduced biofilm formation to 28.6 % (39) and 28.9 % (61/P) of the control levels
for amikacin, to 35.3 % (39) and 20.5 % (61/P) for tobramycin and to 8.7 % (39) and 20.4 % (61/P) for
colistin. Cultivation of the strains with the antibiotics at 1/16 MICs was least effective in inhibiting
biofilm formation. It was reduced to 80.4 % (39) and 97.7 % (61/P) of the control levels for amikacin,
to 69.4 % (39) and 64.4 % (61/P) for tobramycin and to 61.3 % (39) and 74.7 % (61/P) for colistin. The
tested strains were strongly hydrophilic and changes in surface hydrophobicity caused by
antibiotics were negligible. Most antibiotic treated strains showed mildly increased sensitivity to
oxidative stress and decreased lipase activity (with the exception of colistin in strain 39).
Conclusion: Amikacin, tobramycin and colistin at sub-MICs considerably reduced biofilm
formation K. pneumoniae strains, in most mildly increased sensitivity to oxidative stress,
decreased lipase activity but practically did not affect adherence to xylene.

Key words: Klebsiella pneumoniae - antibiotics - biofilm.
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Kmene Klebsiella spp. st oportinne patogény,
ktoré atakuju hlavne imunokompromitovanych
pacientov a novorodencov [14, 27]. Z lekarskeho
hladiska je najdolezitejsi druh K. pneumoniae.
Tieto baktérie mézu byt pri¢inou vaznych ochore-
ni ako sepsa, pneumonia, infekcie mocového trak-
tu, infekcie makkych tkaniv [21]. Tiez sa casto
pri¢inou nozokomialnych infekcii. K. pneumoniae
moze nadobudnut rezistenciu na rézne antibioti-
k4, a tak multirezistentné kmene predstavuja
vazny terapeuticky problém [15].

K. pneumoniae podobne ako cely rad dalsich
baktérii moze rast vo forme biofilmu. Biofilm je
integralny fenomén charakteristicky pre proka-
ryonty od ich vzniku [9]. Je to plosna Struktara
vytvorend mikroorganizmami na pevnom pod-
klade a v prostredi polymérneho materialu, ktory
sami produkujad [6]. Rezistencia na antibiotika
bakterialnych buniek rasticich v tejto forme je
vys§§ia v porovnani s plankténovou formou [1].

Viaceré literarne udaje dokumentuja ovplyvne-
nie gramnegativnych ako aj grampozitivnych
baktérii v experimentalnych podmienkach in vit-
ro a in vivo po posobeni antibiotik v subinhibic¢-

nych koncentraciach (sub-MICs) [8, 12, 18]. Uka-
zalo sa, ze antibiotika aj v tychto nizkych kon-
centraciach moézu byt u¢inné. Sub-MICs antimik-
rébnych latok sa pritomné v organizme hlavne
striedavo pocas terapie, v intervale medzi dvomi
davkami a mézu byt potencialne uéinné v oslabe-
ni Specifickej bakterialnej infekcie.

Cielom tejto prace bolo vyhodnotit vplyv sub-
MICs amikacinu, tobramycinu a kolistinu na
tvorbu biofilmu, povrchovia hydrofobicitu, aktivi-
tu lipazy a odpoved na oxidacny stres dvoch kli-
nickych kmenov K. pneumoniae.

Material a metodika

Bakteridlne kmene K. pneumoniae boli izolované od pacien-
tov z katétra (39) a z kanyly (61/P) a identifikované pomocou
komer¢ne identifikaéného kitu, Enterotest 24 (Lachema Brno,
Cesko) (RUVZ Trenéin a Komarno).

Antibiotikd kolistin (Fluka, Dansko), tobramycin (Brulamy-
cin, Debrecin, Madarsko), amikacin (amikin, Bristol Myers
Squibb, Cesko) boli pouzité v tejto praci

Minimdlnu inhibiénu koncentraciu (MIC) sme zistovali

Tab. 1. Vplyv amikacinu, tobramycinu a kolistinu na K. pneumoniae 61/P

Table. 1. The effect of amikacin, tobramycin and colistin on K. pneumoniae 61/P

A&tllglg‘z:/‘ll)m Podiel | Rast (Agy) Biofilm (Az;) | BATH OXi‘(‘;f;‘)y;;tres Lipaza (U/ml)
0 198 (100)x  |0,349 + 0,013 (100x| 0 19,0 =0 (100)x | 13,9 = 0,7 (100)x
AMIKACIN 1/16 1,90 (96,00  |0,341+0,013(97,D| 0 20,0 0 (105,3) | 11,109 (79,9)
200 8 1,87 (94,4)  |0,194+ 0,008 (556)| 0 19,7+ 0,6 (103,7) | 9902 (71,2)
1/4 1,85(934)  |0,101+0,008(289)| 0 19,0 £0(100) | 7,20,7(51,8)
1/2 1,83 (924)  |0,079+0,009(226) 0 19,7+ 0,6 (103,7) | 9,3 0,1(66,9)
0 1,98 (100 |0,498 + 0,020 (100)x| 5,8 = 0,4 | 18,3 = 0,6 (100)x | 154 = 1,0(100)
TOBRAMYCIN | 1/16 1,92(97,8) | 0,321 = 0,027 (64,4) 19,0 0(103,8) | 15,6 = 0,5 (101,3)
200 8 1,89 (954)  |0,178+0,010 35| 0 193+ 1,2 (105,5) | 12,705 (82,5)
1/4 1,85(934) | 0,102+001(205 | 0 18,7+1,2(102,2) | 14,6 +0,4(94,38)
1/2 1,84(92,3) | 0,097 +0,02(195) | 2,7+0,1 | 183 0,6(100) | 156« 1,7 (101,3)
0 198 (100)x  |0,470 + 0,043 (100x| 0 21,0 £ 0,8 (100)x | 12,2 = 0,8 (100)x
KOLISTIN 1/16 1,90 (96,00  |0,351+0,024 (74| 0 21,70,1(103,3) | 13,5 0,1 (110,6)
25,0 8 1,87 (944)  |0,330+0,019(702)| 0 22,0 £ 0,2 (104,8) | 10,7+ 0,2 (87,7)
1/4 1,84(929)  |0,096+0,006 (20,4 0 21,0+ 0,1(100) | 8,0+0,1(656)
1/2 0,76 (38,3) 0,090 £ 0,006 19,D| 0 21,0+0,2(100) | 82+02(67,2

* Percento rastu, biofilmu, oxidaéného stresu a lipazy
x Percento zniZenia absorbancie niz$ej vodnej fazy v porovnani s pévodnou suspenziou
*x Priemer zoény inhibovaného rastu

x Percentage of the growth, biofilm, oxidative stress and lipase
xx Percentage decrease in absorbance of the lower aqueous phase compared with that of the original suspension
xx The bacterial growth inhibition zone
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makrodiluénou metédou. Ako médium sme pouzili Muelle-
rov—Hintonov bujén obohateny o 25 mg Ca 2+/1 a 12,5 mg
Mg 2+/1 (MHB). NajniZsiu koncentraciu antibiotika, ktora inhi-
bovala bakteridlny rast merany spektrofotometricky po 24
hod inkubacii pri 37 °C, sme povazovali za MIC.

Podmienky kultivdcie. Bakteriadlnu suspenziu 0,2 ml, Ay, =
0,5 ml, 9,7 ml MHB a 0,1 ml prislusného antibiotika v sub-
MICs (1/2, 1/4, 1/8 a 1/16 MIC) ako aj kontrolnd kultaru (bez
antibiotika) sme inkubovali 24 hod pri 37 °C na reciproke;j tre-
packe. Po inkubacii sme bakteridlne suspenzie pouZili na
vyhodnotenie oxida¢ného stresu, bunky po centrifugacii bak-
terialnej suspenzie sme pouzili na vyhodnotenie hydrofobicity
a produkcie biofilmu. V sterilnych filtratoch kultir sme urco-
vali lipazu.

Povrchovu hydrofobicitu baktérii sme vyhodnotili ich adhe-
renciou na xylén meranu spektrofotometricky pri 400 nm [23].

Produkciu biofilmu sme kvantitativne vyhodnotili testom
absorbcie krystalovej violete [25]. Relativny obsah biofilmu
sme ur¢ili z koncentracie tejto farbicky eluovanej z odfarbe-
nych buniek v mikrotitraénych platnickach kombinaciou
metdd podla O’Tooleho a Koltera [19] a Bonafonteho et al.[2]
s miernymi modifikaciami tak, ako to bolo popisané v nasej
predchadzajucej praci [13].

Odpoved’ baktérii na oxidacny stres vyvolany reaktivnym
oxidaénym intermediatom (peroxid vodika) sme vyhodnotili
ako zonu vycéirenia obklopujucu disky po 24 hod inkubacii pri
37 °C [10].

Lipolyticki aktivitu sme vyhodnotili spektrofotometricky
za pouzitia Tweenu 20 ako substratu [16, 26].

Vysledky a diskusia

Biofilm je mikrobidlny fenomén, ktory kompli-
kuje starostlivost o zdravie pacienta, predovset-
kym zniZovanim tuéinnosti chemoterapie a zvySo-
vanim rizika infekcie aj v prostredi oSetrenom
antimikrobidlnymi latkami a Standardnymi hy-
gienicko-epidemiologickymi opatreniami. Z hla-
diska patogenetického potencialu buniek tvoria-
cich biofilm in vivo je do6lezita ich rezistencia na
antibiotika, biocidy a na obranné mechanizmy
makroorganizmu. Ukazuje sa, Ze na potladenie
vyvoja rezistencie na monoterapiu moze byt uéin-
na kombinécia antibiotik predstavujica synergiz-
mus, resp. ¢iastoény synergizmus proti baktériam
[5, 17]. Pocet infekcii zapri¢inenych tvorbou bak-
terialnych biofilmov sa zvySuje, a preto sa hladaja
stratégie ako tvorbu biofilmu inhibovat. Viaceré
prace demons$truju, Ze nizke koncentracie anti-
biotik do uré¢itého rozsahu mézu inhibovat tvorbu
biofilmu [4, 20, 28], resp. modZu sposobit jej ones-
korenie [7]. Redukcia biofilmu je doprevadzana aj

Tab. 2. Vplyv amikacinu, tobramycinu a kolistinu na K. pneumoniae 39

Table. 2. The effect of amikacin, tobramycin and colistin on K. pneumoniae 39

A‘Bj[tligi?ﬁ;‘l‘)m Podiel MIC | Rast (Agy,) Biofilm (A5, BATH= OXi((l;f:ixitres Lipéaza (U/ml)
0 1,97 (100)x | 0,378 = 0,016 (100)x 0 19,0 £ 0 (100)x | 16,5 = 0,4 (100)x

AMIKACIN 1/16 1,89 (95,9) | 0,304 = 0,024 (80,4) 0 19,0 + 1,2 (100) | 13,2 + 0,8 (80,0)
200 1/8 1,86 (94,4) | 0,151 = 0,015 (39,9) 0 |193+0,6(101.6)| 12,2 £ 0,5 (73,9)

14 1,85 (93,9) | 0,108 = 0,017 (28,6) 0 19,0 £0 (100) | 11,5 + 2,2 (69,7)

12 1,84 (93,4) | 0,080 = 0,019 (21,2) 0 19,0 + 1,2 (100) | 9,8 + 1,3 (59,4)

0 1,97 (1005 | 0,363 £ 0,026 (100) | 3,9+ 0,4 | 20,0 %0 (1005 | 14,6 = 0,2 (100)*

TOBRAMYCIN 16 1,91(96,9) | 0,252 = 0,025 (69,4) 0 [20,7+06(1035) | 105 £ 0,3 (71,9)
200 1/8 1,86 (94,4) | 0,131 = 0,006 (36,1) 0 20,0 £ 0 (100) |16,3 = 0,7 (111,9)
14 1,85 (93,9) | 0,128 = 0,027 (35,3) 0 |20,306(101,5) 17,5 + 1,5 (119,9)

172 1,83 (92,9) | 0,091 = 0,006 (25,0) 0 20,0 £ 0 (100) | 14,5 = 0,8 (99,3)

0 1,96 (100 | 0,390 + 0,019 (100 | 3,5+3,3 | 20,0 %0 (100 | 9,6 = 0,7 (100)"
KOLISTIN /16 1,88 (959) | 0,239 0,023 (61,3) | 1,8+ 15 | 19,7 1,2 (98,5) | 16,4 = 1,6 (170,8)
25,0 1/8 1,86 (94,9) | 0,081 = 0,009 (20,8) 0 19,7 + 0,6 (98,5) | 12,8 + 1,1 (133,3)
14 1,82 (92,9) | 0,029 = 0,001 (7,4) 0 19,0 0 (95,0) |11,7 + 0,6 (121,9)
12 0,75 (38,3) | 0,034 = 0,005 (8,7) 0 19,0 £ 0 (95,0) |13,6 + 1,5 (141,7)

x Percento rastu, biofilmu,, oxida¢ného stresu a lipazy

xx Percento zniZenia absorbancie niz$ej vodnej fazy v porovnani s pévodnou suspenziou

xxx Priemer z6ény inhibovaného rastu

x Percentage of the growth, biofilm, oxidative stress and lipase

xx Percentage decrease in absorbance of the lower aqueous phase compared with that of the original suspension

xxx The bacterial growth inhibition zone

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

103



fyziologickymi zmenami v baktériach (Struktara
matrice, povrchové vlastnosti, hribka biofilmu,
rezistencia na antibiotika) [3, 7]. Vysledky nasej
prace ukazali, Ze amikacin, tobramycin a kolistin
v subinhibiénych koncentraciach vyrazne znizili
tvorbu bakterialneho biofilmu v priamej zavislos-
ti na koncentracii (tab. 1, 2). Najucinnejsie boli
v koncentraciach 1/2 a 1/4 MICs. Biofilm po uéin-
ku 1/2 sub-MICs amikacinu bol potla¢eny na 21,2
% (kmen 39) a 22,6 % (kmen 61/P), po tobramy-
cine na 25,1 % (39) a 19,5 % (61/P), po kolistine na
7,4 % (39) a 19,1 % (61/P) kontrolnych hodnét (bez
antibiotika). Podobne 1/4 MICs amikacinu zre-
dukovala produkciu biofilmu na 28,6 % (39)
a 28,9 % (61/P), tobramycinu na 35,3 % (39)
a 20,5 % (61/P) a kolistinu na 8,7 % (39) a 20,4 %
(61/P) kontrolnych hladin. Biofilm bol najmene;j
potlaceny po kultivacii kmeriov s 1/16 MICs anti-
biotik. V tychto pripadoch jeho hodnota bola zni-
zena na 80,4 % (39) a 97,7 % (61/P) kontrolnych
hodnét po amikacine, na 69,4 % (39) a 64,4 %
(61/P) po tobramycine, na 61,3 % (39) a 74,7 %
(61/P) po kolistine. KedzZe testované kmene boli
silne hydrofilné (adherencia na xylén u kmena 39
v rozmedzi od 0- 3,9 %, u kmena 61/P od 0-5,8%)
zmeny v povrchovej hydrofobicite téinkom anti-
biotik boli velmi nepatrné. Kmene po poésobeni
antibiotik vo véicsine pripadov vykazovali vys$siu
citlivost na oxidaény stres (s vynimkou kolistinu
u kmena 39). Aktivita lipazy bola vo vécSine pri-
padov zniZena (s vynimkou tucinku kolistinu
u kmena 39).

Na druhej strane, niektoré literarne udaje
naznacili, Ze sub-MICs niektorych antibiotik
moézu tvorbu biofilmu stimulovat, resp. ju neov-
plyvnit [22, 24]. Predpoklada sa, Ze tvorba biofil-
mu moze byt Specificka, obranna reakcia na pri-
tomnost antibiotik a Ze molekularne zaklady tejto
odpovede zahrnuji zmeny na trovni c-di-GMP
[11].

Nase a uvedené literarne tudaje demonstruja
variabilitu v ovplyviiovani tvorby bakteridlneho
biofilmu po ucinku sub-MICs antibiotik. Treba
brat do ivahy aj literarne zistenia, Ze inhibicia
biofilmu po pdsobeni nizkych koncentracii anti-
biotik je doprevadzana aj dal$imi zmenami ako
napr. zvySenim bakterialnej rezistencie na anti-
mikrobialne latky. Toto zistenie by malo byt pod-
netom pre hladanie novych moZnosti ovplyvnenia
biofilmu.

Zaver

Amikacin, tobramycin a kolistin v sub-MICs
u kmenov K. pneumoniae vyrazne znizili tvorbu
biofilmu, vo vééSine pripadov mierne zvysili cit-

livost na oxidaény stres, znizili aktivitu lipazy
a adherenciu na xylén prakticky neovplyvnili.

Vyslovujeme svoje podakovanie pani A. Korenac-
kovej a K. Slimdkovej za technicki spoluprdcu.
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