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Tvorba biofilmu a odpoved na oxidac¢ny stres
u kmenov Pseudomonas aeruginosa a Vibrio cholerae
non-01 v zavislosti na kultivaénych médiach

Hostacka A., Ciznar 1.

Slovenska zdravotnicka univerzita, Bratislava

Sadhrn

Ciel: Cielom studie bolo vyhodnotenie vplyvu 6 kultivaénych médii (komplexné - 5, mineralne - 1)
na tvorbu biofilmu a na odpoved na oxidaény stres u Pseudomonas aeruginosa (3 kmene) a Vibrio
cholerae non-01 (3 kmene).

Metodika: Tvorbu biofilmu sme kvantitativne vyhodnotili testom absorpcie krystalovej violete.
Odpoved baktérii na oxidaény stres vyvolany peroxidom vodika sme hodnotili ako zénu vy¢irenia
obklopujiacu disky po 24 hodinovej inkubacii pri 37 °C.

Vysledky: Najvyssiu tvorbu biofilmu u obidvoch bakterialnych druhov sme zistili po kultivacii
v tryptonovo-sgjovom médiu (TSM), resp. v tryptonovo-sgjovom médiu obohatenom o 8 % glukézy
( TSM +GL), najnizsiu v mineralnom médiu (MM). Kmene V. cholerae non-0O1 boli v priemere 1,4-
3,4 krat citlivejsie v odpovedi na oxidaény stres v zavislosti na médiu v porovnani s kmenmi
P. aeruginosa. Zlozenie kultivaéného média vyrazne neovplyvnilo reakciu vibrii na oxidaény stres
vyvolany H,0, na rozdiel od P. aeruginosa. Najvyssiu rezistenciu na H,0, u P. aeruginosa v prie-
mere sme zistili po kultivacii v peptéonovej vode, najcitlivejsie boli bunky po kultivacii v TSM + GL
a v MM.

Zaver: ZlozZenie kultivaéného média ovplyvnilo tvorbu biofilmu u obidvoch bakterialnych druhov
a vyraznejSie ovplyvnilo aj odpoved na oxidaény stres u P. aeruginosa.

Kluéové slova: Pseudomonas aeruginosa - Vibrio cholerae non O1 - kultivaéné médium - biofilm -
oxidaény stres.

Summary

Hostacka A., Ciznar L: 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-01 (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 H,0, evoked by response
to oxidative stress in vibrios in contrast to P. aeruginosa. In P. aeruginosa, the highest mean
resistance to H,0, 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 Ol - culture medium - biofilm -
oxidative stress.
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Pseudomonas aeruginosa patriaci medzi opor-
tinne patogény spoOsobuje znaénu chorobnost
a umrtnost hlavne u pacientov so zniZenou imu-
nitou a je jednou z najcastejsich gramnegativnych
baktérii spojenych s nozokomialnymi infekciami
[9, 10, 14, 22]. Tato baktéria moze byt zodpovedna
za lokalne ako aj diseminované infekcie. Vaésina
kmenov P. aeruginosa sa vyznacuje znaénym
stupniom rezistencie na Siroké spektrum antimik-
rébnych latok [11]. Jeden z hlavnych dévodov per-
zistencie a prezivania P. aeruginosa v pliucach
pacientov je rast tychto baktérii v biofilme [25].
Virulencia P. aeruginosa je multifaktorialna
a v niektorych pripadoch kontrolovana komuni-
kaénym mechanizmom — quorum sensing [21].

Bakterialny druh Vibrio cholerae zahrnuje jed-
nak neSkodné vodné kmene ako aj kmene sposo-
bujice epidémie a globalne pandémie cholery.
V sucasnosti patri cholera do skupiny ,reemer-
ging“ (znova sa objavujucich) infekcii [24]. Dote-
raz toto ochorenie postihlo viac ako 75 krajin
a prakticky kazdy kontinent. Tzv. non-O1 vibria
sa vyznacuju biochemickymi a morfologickymi
vlastnostami velmi podobnymi cholerovym
(séroskupina O1), avSak neaglutinuja s polyva-
lentnym O1 antisérom. Tieto non-O1 séroskupiny
st vacsinou spojené so sporadickymi pripadmi
hnacky a extraintestinalnych infekcii [15, 19].
V roku 1992 sa objavilo V. cholerae non-O1 séro-
skupina 0139 a sposobilo epidémie cholery [1].
Predpoklada sa, ze epidemické kmene V. cholerae
vznikaju z environmentalnych netoxigénnych
kmenov v désledku ziskania faktorov virulencie.
Epidemické a pandemické kmene obsahuju ostro-
vy patogenity, ktoré sa nenachadzaju u nepato-
génnych kmernov [16, 18].

Paeruginosa a V. cholerae predstavuju dva eko-
logicky odlisné typy. Zatial ¢o P. aeruginosa prefe-
ruje pre svoje prezivanie pevné povrchy vonkaj-
Sieho prostredia, V. cholerae je typicky patogén
z vodného prostredia. Obidva patogény nachad-
zaja v tychto prostrediach odlisné podmienky pre
tvorbu faktorov podmieniujicich ich prezivanie
a sucasne pre posobenie na hostitela. Na modele
in vitro predstavujicom odlisné kultivaéné média
sme sa zamerali na tvorbu biofilmu a na odpoved
na oxida¢ny stres u tychto dvoch odlisnych bakte-
rialnych druhov P. aeruginosa a V. cholerae non-

O1.

Material a metodika

Bakteridlne kmene P. aeruginosa boli izolované od pacien-
tov (2643- vred, 2736- hnis, 3456- mo¢.). Pri identifikacii kme-
nov (Mikrobiologicky ustav LF UK a FN v Bratislave) sa pou-
zil BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID systém (Becton,
Dickinson, USA) a Neferm test 24 (Lachema, Cesko). Kmene
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V. cholerae non-O1 boli izolované z vodného prostredia a iden-
tifikované konvenénymi biochemickymi testami (Narodné
referen¢éné centrum pre Vibrionaceae Regionalny urad verej-
ného zdravotnictva, Koméarno).

Podmienky kultivdcie. Pouzili sme tieto kultivaéné média:

Peptonova voda (PV) [28]

Mozgovo-srdcova infazia (MSI) (Oxoid, CM 225)

Muellerov-Hintonov bujon (MHB) (Oxoid, CM 405)

Trypténové-séjové médium (TSM) (Oxoid, CM 129)

Tryptonové-sdjové médium obohatené o 8 % glukozy

(TSM+GL)

Mineralne médium (MM) obsahujice acetat a asparagin

ako jediné zdroje uhlika a dusika [26].

Bakterialnu suspenziu (0,2 ml, Agy= 0,5 (absorbancia pri
600 nm) pre komplexné média, 1 ml, Ay,= 1 pre MM) sme
inkubovali s 9,8 ml, resp. 9 ml média pri 37 °C, 24 hod. Po kul-
tivacii sme bakteridlne suspenzie pouzili v teste na vyhodno-
tenie oxida¢ného stresu. Sedimenty bakterialnych buniek zis-
kané po centrifugacii suspenzii sme premyli, upravili na
hodnotu absorbancie 0,8 a pouzili na sledovanie tvorby biofil-
mu.

Produkcia biofilmu. Tvorbu biofilmu sme kvantitativne
vyhodnotili testom absorbcie krystalovej violete. Relativny
obsah biofilmu sme ur¢ili z koncentracie tejto farbicky eluova-
nej z odfarbenych buniek v mikrotitraénych platni¢kach kom-
binaciou metdod podla O’ Tooleho a Koltera [20] a Bonafonteho
et al. [3] s miernymi modifikaciami. Bakteridlne bunky ziska-
né centrifugaciou 24 hodinovych bakterialnych suspenzii kul-
tivovanych v roznych médiach sme premyli, resuspendovali
v . ATM (adherence test medium) (60 mM NaCl, 30 mM
NaHCO,, 20 mM KCI, 111 mM glukéza, pH 8,4) a upravili na
Agoo = 0,8. Takto upravent bakterialnu suspenziu (100 ul) sme
inokulovali do piatich separatnych jamiek sterilnej polystyré-
novej mikrotitraénej platni¢ky a inkubovali 18 hod pri 37 °C.
Potom sme zvySok bakterialnej kultury vyliali a vytvoreny
biofilm sme 3krat opatrne premyli s PBS (pufrovany fyziolo-
gicky roztok), fixovali na vzduchu (15 min) a farbili roztokom
0,1% krystalovej violete (20 min). Nenaviazanu farbi¢ku sme
odstranili oplachnutim (3krat) s PBS. Po vysuSeni platni¢ky
(15 min) sme krystalova violet naviazanu na biofilm solubili-
zovali pridanim 200 ul zmesi etanol/acetéon (80/20) (10 min)
a merali sme absorbanciu obsahu kazdej jamky (100 ul) pri
550 nm. Absorbancia eluovanej farbi¢ky z naviazanych buniek
bola indikatorom relativnej koncentracie bakterialnych bu-
niek v biofilme.

Odpoved na oxidacny stres. Bakterialnu suspenziu (100 ul)
sme v Petriho miske rovnomerne rozotreli na povrch modifi-
kovaného Luria agaru [2]. Na platfiu sme potom polozili 3 ste-
rilné filtraéné papierové disky (7 mm priemer) nasiaknuté
10 ul 30% peroxidu vodika. Odpoved baktérii na oxidacény
stres vyvolany reaktivnym oxidaénym intermediatom sme
vyhodnotili ako zénu vy¢irenia obklopujucu disky po 24 hod
inkubdcii pri 37 °C [13].

Vysledky a diskusia

Biofilm je doélezita forma rastu baktérii v ich
environmentilnom zivotnom cykle. Je to popula-
cia mikrébnych buniek rastica na pevnom povr-
chu a uzavreta do amorfnej extracelularne;j
matrice, ktora je vytvorena z polymérnych latok
(polysacharidy, bielkoviny, DNA) produkovanych
mikroorganizmami [7]. V biofilme predstavuja
baktérie fenotyp so zmenenou rastovou rychlos-
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Tab. 1. Vplyv kultivaéného 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—-01

P. aeruginosa V. cholerae non-01
Oxidaény stres * Biofilm Kmen Médium Kmen Biofilm Oxidaény stres *
(mm) Aggp) = (Agzn)™ (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

X Zoéna inhibicie bakterialneho rastu
XThe bacterial growth inhibition zone

XX Absorbancia pri 550 nm
xxThe absorbance at 550 nm

Tab. 2. Priemerné hodnoty biofilmu a oxidaéného stresu u kmenov P. aeruginosa a V. cholerae non-O1 v roznych kultivaénych
médiach

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

P. aeruginosa V. cholerae non-01

Biofilm Oxidaé¢ny stres = Médium Oxidaény stres = Biofilm

(Agso) * (mm) (mm) (Aggp) *
0,279+0,10 7,56+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

X Absorbancia pri 550 nm
X The absorbance at 550 nm

*xZo6na inhibicie bakterialneho rastu
xxThe bacterial growth inhibition zone

tou, transkripciou génov, rezistenciou na antimik-
robne latky a interakciou s obrannym hostitel-
skym systémom [8]. Tvorba biofilmu je ovplyvne-
na viacerymi fyzikalnymi faktormi (pH, teplota,
kyslik, ziviny) [5, 12]. Nase vysledky ukazali, Ze
tvorba biofilmu u reprezentantov pochadzajicich
z dvoch odlisnych ekosystémov, kmenov P. aerugi-
nosa ako aj V. cholerae non-O1 bola zavisl4 na
kultivaénom médiu (tab. 1). V pripade P. aerugi-
nosa najvyssiu produkciu biofilmu sme zazname-
nali v TSM+GL (A5, = 0,374-0,400), resp. v TSM
(As5, = 0,358-0,384). Najnizsiu tvorbu biofilmu
(Az50 = 0,071-0,104) u tychto kmeriov sme jedno-

znacne zistili po ich kultivacii v MM. Tvorba bak-
terialneho biofilmu v ostatnych komplexnych
médiach bola zavisla na kmeni. U dvoch izolatov
(2736, 3456) bola produkcia okrem TSM+GL
a T'SM intenzivnejsia v PV a MSI, u kmena 2643
v PV a MHB. Podobne u kmenov V. cholerae non-
01 najvyssiu produkciu biofilmu sme pozorovali
v TSM+GL (A;;, = 0,347-0,411) a v TSM (A, =
0,316-0,417). Za tymito médiami nasledovali
PV, MSI a MHB v zavislosti na kmeni vibrii. MM
sa ukazalo ako menej vhodné pre tvorbu biofilmu
aj u vibrii (Ag,, = 0,098-0,177). U kmerniov 84/233
a 10/116 bola tvorba biofilmu v MM velmi podob-
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na kapacite biofilmu v MHB. Tieto vysledky
v suhlase s literarnymi idajmi naznacuju, Ze pre
tvorbu biofilmu je potrebné pritomnost nutriéne
bohatého prostredia (16). Plati to rovnako pre
P. aeruginosa a V. cholerae non-O1. V nutriéne
bohatsich médiach bola tvorba biofilmu u oboch
testovanych species rozna, ale vidy vyssia ako
v MM.

Tvorba biofilmu v priemere u kmenov P. aeru-
ginosa v TSM (A5, = 0,370) a v TSM+GL (A5, =
0,390) nebola vyznamne odlisna od tvorby biofil-
mu u kmenov V. cholerae non-O1 v tychto médi-
ach (A;;,= 0,360; 0,380) (tab.2). Vyssiu produkciu
biofilmu sme zaznamenali u vibrii v PV (Ay, =
0,311) a v MM (A, = 0,140) v porovnani
s P. aeruginosa (Ag;, = 0,279; 0,086), nizsiu
v MHB (A;;, = 0,159 vibria, A;,, = 0,220 P. aeru-
ginosa). Rozdiely v tvorbe biofilmu v zavislosti na
zlozeni kultivaéného média a bakterialnych dru-
hov zistili aj Stepanovi¢ et al. [27]. V ich experi-
mentoch Salmonella spp. vytvarala viac biofilmu
v médiu chudobnejSom na Ziviny, tvorba biofilmu
u Listeria monocytogenes bola vyznamnejSia
v bohatSsom médiu. Tvorba biofilmu je dynamicky
proces kontrolovany zivinami ako aj quorum sen-
sing systémom [23]. Tieto faktory sa délezité
najmé z hladiska morfolégie biofilmu. Vytvorenie
klasického diferencovaného mikrokoléniového
biofilmu u Serratia marcescens sa pozorovalo
v podmienkach slabo vyzivovych substratov, za-
tial €o vlaknita architektura biofilmu prevladala
v bohatom médiu [23]. Tieto poznatky naznacuju,
ze baktérie rbézneho species vytvaraju biofilm
v pritomnosti uréitej koncentracie vyzZivovych
faktorov, ktora je charakteristicka pre dané spe-
cies.

U viacerych druhov baktérii bola charakterizo-
vana odpoved na oxidaény stres vyvolany reak-
tivnymi oxidaénymi intermediatmi, vratane H,0,
[6]. Tieto latky st produkované pocas aerdébneho
metabolizmu, resp. pocas infekcie Iudi a zvierat
su vyluéované z fagocytarnych buniek. Mézu
sposobit oxidaéné poskodenie DNA, ktoré okrem
inych poskodeni vedie k vzniku hypermutantnych
baktérii rezistentnych na antibiotika [4]. Nase
vysledky ukéazali, Ze kmene V. cholerae non-O1
v zavislosti na kultivaénom médiu boli 1,4 az 3,4
krat citlivejsie na H,0,, ako kmene P. aeruginosa
(tab. 2). Kmene V. cholerae non-O1 nevykazovali
podstatné rozdiely v odpovedi na oxidaény stres
v zavislosti na kultivaénom médiu. VysS§iu citli-
vost prejavili bunky, ktoré rastli v PV (priemer
z6ny inhibicie bakterialneho rastu 25,2 mm), rezi-
stentnejSie boli po kultivacii v MM (21,3 mm).
V pripade P. aeruginosa sme najvys§iu toleranciu
na H,0, zistili u kmenov po raste v PV (7,5 mm),
najcitlivejsie boli bunky po kultivacii v TSM+GL
av MM (15,7 mm a 15 mm).

= o

Zaver

Zlozenie kultivaéného média ovplyvnilo tvorbu
biofilmu u kmenov P. aeruginosa a V. cholerae
non-01. Najvyssiu produkciu biofilmu pre obidva
bakterialne druhy sme pozorovali v TSM
a v TSM+GL, najniz§iu v MM. Kapacita tvorby
biofilmu v ostatnych komplexnych médiach bola
zéavisla na bakteridlnom druhu a na kmeni. Zlo-
zenie kultivaéného média podstatne neovplyvnilo
odpoved vibrii na oxidaény stres na rozdiel od
kmenov P. aeruginosa.

Vyslovujeme svoje podakovanie pani A. Kore-
nackovej za technicki spoluprdcu.
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