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Tvorba biofilmu a odpoveď na oxidačný stres
u kmeňov Pseudomonas aeruginosa a Vibrio cholerae
non-O1 v závislosti na kultivačných médiách
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Slovenská zdravotnícka univerzita, Bratislava

Súhrn

Cieľ: Cieľom štúdie bolo vyhodnotenie vplyvu 6 kultivačných médií (komplexné – 5, minerálne – 1)
na tvorbu biofilmu a na odpoveď na oxidačný stres u Pseudomonas aeruginosa (3 kmene) a Vibrio
cholerae non-O1 (3 kmene).
Metodika: Tvorbu biofilmu sme kvantitatívne vyhodnotili testom absorpcie kryštálovej violete.
Odpoveď baktérií na oxidačný stres vyvolaný peroxidom vodíka sme hodnotili ako zónu vyčírenia
obklopujúcu disky po 24 hodinovej inkubácii pri 37 °C.
Výsledky: Najvyššiu tvorbu biofilmu u obidvoch bakteriálnych druhov sme zistili po kultivácii
v tryptónovo-sójovom médiu (TSM), resp. v tryptónovo-sójovom médiu obohatenom o 8 % glukózy
( TSM +GL), najnižšiu v minerálnom médiu (MM). Kmene V. cholerae non-O1 boli v priemere 1,4-
3,4 krát citlivejšie v odpovedi na oxidačný stres v závislosti na médiu v porovnaní s kmeňmi
P. aeruginosa. Zloženie kultivačného média výrazne neovplyvnilo reakciu vibrií na oxidačný stres
vyvolaný H2O2 na rozdiel od P. aeruginosa. Najvyššiu rezistenciu na H2O2 u P. aeruginosa v prie-
mere sme zistili po kultivácii v peptónovej vode, najcitlivejšie boli bunky po kultivácii v TSM + GL
a v MM.
Záver: Zloženie kultivačného média ovplyvnilo tvorbu biofilmu u obidvoch bakteriálnych druhov
a výraznejšie ovplyvnilo aj odpoveď na oxidačný stres u P. aeruginosa.

Kľúčové slová: Pseudomonas aeruginosa – Vibrio cholerae non O1 – kultivačné médium – biofilm –
oxidačný stres.

Summary

Hoštacká A., Čižnár I.: Biofilm Formation and Response to Oxidative Stress in
Pseudomonas aeruginosa and Vibrio cholerae non-01 Depending on Culture
Media

Objective: To evaluate the effect of six culture media (five complex and one mineral) on biofilm
formation and response to oxidative stress in Pseudomonas aeruginosa (3 strains) and Vibrio
cholerae non-O1 (3 strains).
Methods: Biofilm formation was quantitatively determined by a crystal violet absorption assay.
The bacterial response to oxidative stress evoked by hydrogen peroxide was visualized as a zone
of clearing around the disc after 24 h incubation at 37°C.
Results: For both of the bacterial species studied, biofilm formation was the highest after
cultivation in tryptone soya broth (TSM) or in TSM supplemented with 8% glucose (TSM+GL),
being the lowest in mineral medium (MM). V. cholerae non O1 strains were 1.4 to 4.3 times more
responsive on average to oxidative stress depending on culture medium as compared with
P. aeruginosa strains. The culture medium had no significant effect on H2O2 evoked by response
to oxidative stress in vibrios in contrast to P. aeruginosa. In P. aeruginosa, the highest mean
resistance to H2O2 was observed after cultivation in peptone water while the most sensitive cells
were found after incubation in TSM+GL and MM.
Conclusion: The culture medium composition influnced biofilm formation in both of the bacterial
species tested and had a considerable effect on response to oxidative stress in P. aeruginosa.

Key words: Pseudomonas aeruginosa – Vibrio cholerae non O1 – culture medium – biofilm –
oxidative stress.
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Pseudomonas aeruginosa patriaci medzi opor-
túnne patogény spôsobuje značnú chorobnosť
a úmrtnosť hlavne u pacientov so zníženou imu-
nitou a je jednou z najčastejších gramnegatívnych
baktérií spojených s nozokomiálnymi infekciami
[9, 10, 14, 22]. Táto baktéria môže byť zodpovedná
za lokálne ako aj diseminované infekcie. Väčšina
kmeňov P. aeruginosa sa vyznačuje značným
stupňom rezistencie na široké spektrum antimik-
róbnych látok [11]. Jeden z hlavných dôvodov per-
zistencie a prežívania P. aeruginosa v pľúcach
pacientov je rast týchto baktérií v biofilme [25].
Virulencia P. aeruginosa je multifaktoriálna
a v niektorých prípadoch kontrolovaná komuni-
kačným mechanizmom – quorum sensing [21].

Bakteriálny druh Vibrio cholerae zahrňuje jed-
nak neškodné vodné kmene ako aj kmene spôso-
bujúce epidémie a globálne pandémie cholery.
V súčasnosti patrí cholera do skupiny „reemer-
ging“ (znova sa objavujúcich) infekcií [24]. Dote-
raz toto ochorenie postihlo viac ako 75 krajín
a prakticky každý kontinent. Tzv. non-O1 vibriá
sa vyznačujú biochemickými a morfologickými
vlastnosťami veľmi podobnými cholerovým
(séroskupina O1), avšak neaglutinujú s polyva-
lentným O1 antisérom. Tieto non-O1 séroskupiny
sú väčšinou spojené so sporadickými prípadmi
hnačky a extraintestinálnych infekcií [15, 19].
V roku 1992 sa objavilo V. cholerae non-O1 séro-
skupina O139 a spôsobilo epidémie cholery [1].
Predpokladá sa, že epidemické kmene V. cholerae
vznikajú z environmentálnych netoxigénnych
kmeňov v dôsledku získania faktorov virulencie.
Epidemické a pandemické kmene obsahujú ostro-
vy patogenity, ktoré sa nenachádzajú u nepato-
génnych kmeňov [16, 18].

P.aeruginosa a V. cholerae predstavujú dva eko-
logicky odlišné typy. Zatiaľ čo P. aeruginosa prefe-
ruje pre svoje prežívanie pevné povrchy vonkaj-
šieho prostredia, V. cholerae je typický patogén
z vodného prostredia. Obidva patogény nachád-
zajú v týchto prostrediach odlišné podmienky pre
tvorbu faktorov podmieňujúcich ich prežívanie
a súčasne pre pôsobenie na hostiteľa. Na modele
in vitro predstavujúcom odlišné kultivačné média
sme sa zamerali na tvorbu biofilmu a na odpoveď
na oxidačný stres u týchto dvoch odlišných bakte-
riálnych druhov P. aeruginosa a V. cholerae non-
O1.

Materiál a metodika

Bakteriálne kmene P. aeruginosa boli izolované od pacien-
tov (2643- vred, 2736- hnis, 3456- moč.). Pri identifikácii kme-
ňov (Mikrobiologický ústav LF UK a FN v Bratislave) sa pou-
žil BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID systém (Becton,
Dickinson, USA) a Neferm test 24 (Lachema, Česko). Kmene

V. cholerae non-O1 boli izolované z vodného prostredia a iden-
tifikované konvenčnými biochemickými testami (Národné
referenčné centrum pre Vibrionaceae Regionálny úrad verej-
ného zdravotníctva, Komárno).

Podmienky kultivácie. Použili sme tieto kultivačné média:
Peptónová voda (PV) [28] 
Mozgovo-srdcová infúzia (MSI) (Oxoid, CM 225)
Muellerov-Hintonov bujón (MHB) (Oxoid, CM 405)
Tryptónové-sójové médium (TSM) (Oxoid, CM 129)
Tryptónové-sójové médium obohatené o 8 % glukózy
(TSM+GL)
Minerálne médium (MM) obsahujúce acetát a asparagín
ako jediné zdroje uhlíka a dusíka [26].
Bakteriálnu suspenziu (0,2 ml, A600= 0,5 (absorbancia pri

600 nm) pre komplexné média, 1 ml, A600= 1 pre MM) sme
inkubovali s 9,8 ml, resp. 9 ml média pri 37 °C, 24 hod. Po kul-
tivácii sme bakteriálne suspenzie použili v teste na vyhodno-
tenie oxidačného stresu. Sedimenty bakteriálnych buniek zís-
kané po centrifugácii suspenzií sme premyli, upravili na
hodnotu absorbancie 0,8 a použili na sledovanie tvorby biofil-
mu.

Produkcia biofilmu. Tvorbu biofilmu sme kvantitatívne
vyhodnotili testom absorbcie kryštálovej violete. Relatívny
obsah biofilmu sme určili z koncentrácie tejto farbičky eluova-
nej z odfarbených buniek v mikrotitračných platničkách kom-
bináciou metód podľa O’ Tooleho a Koltera [20] a Bonafonteho
et al. [3] s miernymi modifikáciami. Bakteriálne bunky získa-
né centrifugáciou 24 hodinových bakteriálnych suspenzií kul-
tivovaných v rôznych médiách sme premyli, resuspendovali
v ATM (adherence test medium) (60 mM NaCl, 30 mM
NaHCO3, 20 mM KCl, 111 mM glukóza, pH 8,4) a upravili na
A600 = 0,8. Takto upravenú bakteriálnu suspenziu (100 μl) sme
inokulovali do piatich separátnych jamiek sterilnej polystyré-
novej mikrotitračnej platničky a inkubovali 18 hod pri 37 °C.
Potom sme zvyšok bakteriálnej kultúry vyliali a vytvorený
biofilm sme 3krát opatrne premyli s PBS (pufrovaný fyziolo-
gický roztok), fixovali na vzduchu (15 min) a farbili roztokom
0,1% kryštálovej violete (20 min). Nenaviazanú farbičku sme
odstránili opláchnutím (3krát) s PBS. Po vysušení platničky
(15 min) sme kryštálovú violeť naviazanú na biofilm solubili-
zovali pridaním 200 μl zmesi etanol/acetón (80/20) (10 min)
a merali sme absorbanciu obsahu každej jamky (100 μl) pri
550 nm. Absorbancia eluovanej farbičky z naviazaných buniek
bola indikátorom relatívnej koncentrácie bakteriálnych bu-
niek v biofilme.

Odpoveď na oxidačný stres. Bakteriálnu suspenziu (100 μl)
sme v Petriho miske rovnomerne rozotreli na povrch modifi-
kovaného Luria agaru [2]. Na platňu sme potom položili 3 ste-
rilné filtračné papierové disky (7 mm priemer) nasiaknuté
10 μl 30% peroxidu vodíka. Odpoveď baktérií na oxidačný
stres vyvolaný reaktívnym oxidačným intermediátom sme
vyhodnotili ako zónu vyčírenia obklopujúcu disky po 24 hod
inkubácii pri 37 °C [13].

Výsledky a diskusia

Biofilm je dôležitá forma rastu baktérií v ich
environmentálnom životnom cykle. Je to populá-
cia mikróbnych buniek rastúca na pevnom povr-
chu a uzavretá do amorfnej extracelulárnej
matrice, ktorá je vytvorená z polymérnych látok
(polysacharidy, bielkoviny, DNA) produkovaných
mikroorganizmami [7]. V biofilme predstavujú
baktérie fenotyp so zmenenou rastovou rýchlos-
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ťou, transkripciou génov, rezistenciou na antimik-
róbne látky a interakciou s obranným hostiteľ-
ským systémom [8]. Tvorba biofilmu je ovplyvne-
ná viacerými fyzikálnymi faktormi (pH, teplota,
kyslík, živiny) [5, 12]. Naše výsledky ukázali, že
tvorba biofilmu u reprezentantov pochádzajúcich
z dvoch odlišných ekosystémov, kmeňov P. aerugi-
nosa ako aj V. cholerae non-O1 bola závislá na
kultivačnom médiu (tab. 1). V prípade P. aerugi-
nosa najvyššiu produkciu biofilmu sme zazname-
nali v TSM+GL (A550 = 0,374-0,400), resp. v TSM
(A550 = 0,358-0,384). Najnižšiu tvorbu biofilmu
(A550 = 0,071-0,104) u týchto kmeňov sme jedno-

značne zistili po ich kultivácii v MM. Tvorba bak-
teriálneho biofilmu v ostatných komplexných
médiách bola závislá na kmeni. U dvoch izolátov
(2736, 3456) bola produkcia okrem TSM+GL
a TSM intenzívnejšia v PV a MSI, u kmeňa 2643
v PV a MHB. Podobne u kmeňov V. cholerae non-
O1 najvyššiu produkciu biofilmu sme pozorovali
v TSM+GL (A550 = 0,347-0,411) a v TSM (A550 =
0,316-0,417). Za týmito médiami nasledovali
PV, MSI a MHB v závislosti na kmeni vibrií. MM
sa ukázalo ako menej vhodné pre tvorbu biofilmu
aj u vibrií (A550 = 0,098-0,177). U kmeňov 84/233
a 10/116 bola tvorba biofilmu v MM veľmi podob-
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Tab. 1. Vplyv kultivačného média na niektoré vlastnosti P. aeruginosa a V. cholerae non-O1 

Table. 1. The effect of culture medium on some properties of P. aeruginosa and V. cholerae non–O1

x Zóna inhibície bakteriálneho rastu xx Absorbancia pri 550 nm
x The bacterial growth inhibition zone xx The absorbance at 550 nm

P. aeruginosa V. cholerae non-O1
Oxidačný stres xx Biofilm Kmeň Médium Kmeň Biofilm Oxidačný stres xx

(mm) (A555500) 
xxxx (A555500)

xxxx (mm)
8,3±0,6 0,317±0,004 2643 PV 84/233 0,386±0,004 23,3±0,6
7,3±0,6 0,201±0,004 MSI 0,387±0,002 20,7±1,2
9,0±1,2 0,252±0,005 MHB 0,186±0,003 18,7±0,6
8,3±0,6 0,358±0,005 TSM 0,417±0,003 21,7±0,6

12,7±0,6 0,400±0,005 TSM+GL 0,411±0,005 21,7±0,6
15,0±0 0,071±0,003 MM 0,177±0,004 19,7±0,6

7,3±0,6 0,345±0,001 2736 PV 10/116 0,207±0,003 28,0±0
7,3±0,6 0,337±0,003 MSI 0,156±0,002 27,7±0,6
7,7±0,6 0,245±0,003 MHB 0,146±0,002 28,0±0
9,7±0,6 0,369±0,003 TSM 0,316±0,002 18,7±0,6

15,7±0,6 0,374±0,003 TSM+GL 0,385±0,004 24,3±0,6
14,3±0,6 0,084±0,002 MM 0,144±0,002 20,3±0,6

7,0±0 0,176±0,004 3456 PV D/04  1 0,341±0,003 24,3±0,6
11,0±1,2 0,176±0,004 MSI 0,144±0,003 24,3±0,6
7,0±0 0,162±0,003 MHB 0,146±0,003 22,0±0

15,0±0 0,384±0,003 TSM 0,346±0,003 24,7±0,6
18,7±0,6 0,396±0,003 TSM+GL 0,347±0,003 25,7±0,6
15,7±0,6 0,104±0,004 MM 0,098±0,002 24,0±0

Tab. 2. Priemerné hodnoty biofilmu a oxidačného stresu u kmeňov P. aeruginosa a V. cholerae non-O1 v rôznych kultivačných
médiách

Table. 2. Average values of biofilm and oxidative stress in P. aeruginosa and V. cholerae non-O1 strains in different culture
media

x Absorbancia pri 550 nm
x The absorbance at 550 nm

x x Zóna inhibície bakteriálneho rastu
x x The bacterial growth inhibition zone

P. aeruginosa V. cholerae non-O1
Biofilm Oxidačný stres xxxx Médium Oxidačný stres xxxx  Biofilm
(A555500) 

xx (mm) (mm) (A555500) 
xx  

0,279±0,10 7,5±0,8 PV 25,2±2,8 0,311±0,10
0,238±0,09 8,5±2,1 MSI 24,2±4,1 0,229±0,14
0,220±0,05 7,9±1,2 MHB 22,9±4,9 0,159±0,02
0,370±0,01 11,0±2,9 TSM 21,7±3,5 0,360±0,06
0,390±0,02 15,7±3,5 TSM+GL 23,9±2,4 0,380±0,04
0,086±0,02 15,0±0,8 MM 21,3±2,5 0,140±0,05
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ná kapacite biofilmu v MHB. Tieto výsledky
v súhlase s literárnymi údajmi naznačujú, že pre
tvorbu biofilmu je potrebná prítomnosť nutrične
bohatého prostredia (16). Platí to rovnako pre
P. aeruginosa a V. cholerae non-O1. V nutrične
bohatších médiách bola tvorba biofilmu u oboch
testovaných species rôzna, ale vždy vyššia ako
v MM.

Tvorba biofilmu v priemere u kmeňov P. aeru-
ginosa v TSM (A550 = 0,370) a v TSM+GL (A550 =
0,390) nebola významne odlišná od tvorby biofil-
mu u kmeňov V. cholerae non-O1 v týchto médi-
ách (A550= 0,360; 0,380) (tab.2). Vyššiu produkciu
biofilmu sme zaznamenali u vibrií v PV (A550 =
0,311) a v MM (A550 = 0,140) v porovnaní
s P. aeruginosa (A550 = 0,279; 0,086), nižšiu
v MHB (A550 = 0,159 vibriá, A550 = 0,220 P. aeru-
ginosa). Rozdiely v tvorbe biofilmu v závislosti na
zložení kultivačného média a bakteriálnych dru-
hov zistili aj Stepanović et al. [27]. V ich experi-
mentoch Salmonella spp. vytvárala viac biofilmu
v médiu chudobnejšom na živiny, tvorba biofilmu
u Listeria monocytogenes bola významnejšia
v bohatšom médiu. Tvorba biofilmu je dynamický
proces kontrolovaný živinami ako aj quorum sen-
sing systémom [23]. Tieto faktory sú dôležité
najmä z hľadiska morfológie biofilmu. Vytvorenie
klasického diferencovaného mikrokolóniového
biofilmu u Serratia marcescens sa pozorovalo
v podmienkach slabo výživových substrátov, za-
tiaľ čo vláknitá architektúra biofilmu prevládala
v bohatom médiu [23]. Tieto poznatky naznačujú,
že baktérie rôzneho species vytvárajú biofilm
v prítomnosti určitej koncentrácie výživových
faktorov, ktorá je charakteristická pre dané spe-
cies.

U viacerých druhov baktérií bola charakterizo-
vaná odpoveď na oxidačný stres vyvolaný reak-
tívnymi oxidačnými intermediátmi, vrátane H2O2
[6]. Tieto látky sú produkované počas aeróbneho
metabolizmu, resp. počas infekcie ľudí a zvierat
sú vylučované z fagocytárnych buniek. Môžu
spôsobiť oxidačné poškodenie DNA, ktoré okrem
iných poškodení vedie k vzniku hypermutantných
baktérií rezistentných na antibiotiká [4]. Naše
výsledky ukázali, že kmene V. cholerae non-O1
v závislosti na kultivačnom médiu boli 1,4 až 3,4
krát citlivejšie na H2O2 ako kmene P. aeruginosa
(tab. 2). Kmene V. cholerae non-O1 nevykazovali
podstatné rozdiely v odpovedi na oxidačný stres
v závislosti na kultivačnom médiu. Vyššiu citli-
vosť prejavili bunky, ktoré rástli v PV (priemer
zóny inhibície bakteriálneho rastu 25,2 mm), rezi-
stentnejšie boli po kultivácii v MM (21,3 mm).
V prípade P. aeruginosa sme najvyššiu toleranciu
na H2O2 zistili u kmeňov po raste v PV (7,5 mm),
najcitlivejšie boli bunky po kultivácii v TSM+GL
a v MM (15,7 mm a 15 mm).

Záver

Zloženie kultivačného média ovplyvnilo tvorbu
biofilmu u kmeňov P. aeruginosa a V. cholerae
non-O1. Najvyššiu produkciu biofilmu pre obidva
bakteriálne druhy sme pozorovali v TSM
a v TSM+GL, najnižšiu v MM. Kapacita tvorby
biofilmu v ostatných komplexných médiách bola
závislá na bakteriálnom druhu a na kmeni. Zlo-
ženie kultivačného média podstatne neovplyvnilo
odpoveď vibrií na oxidačný stres na rozdiel od
kmeňov P. aeruginosa.

Vyslovujeme svoje poďakovanie pani A. Kore-
načkovej za technickú spoluprácu.
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