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Potencijal formiranja biofilmova Pseudomonas aeruginosa 
iz životne sredine 

IZVOD 

Stvaranje biofilmova predstavlja jednu od glavnih osobina Pseudomonas aeruginosa koja 
omogućava ovoj bakteriji preživljavanje u različitim, često nepovoljnim uslovima životne sredine. 
MeĎutim, formiranje biofilmova predstavlja i faktor rizika u mnogim oblastima industrije, posebno 
prehrambene, pošto prisustvo čvrstih površina pruža dobre uslove za formiranje biofilma. Kako je 
poznato da izolati P. aeruginosa koji potiču iz različitih uzoraka poreklom iz životne sredine imaju 
različit potencijal da formiraju biofilmove, u ovom radu je ispitana sposobnost formiranja biofilmova 
četiri izolata ove bakterije i izvršena njihova klasifikacija u odnosu na ovu osobinu. Primenjen je 
statički test u mikrotitar pločama u trajanju od 24 sata u različitim 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 različitu sposobnost da formiraju biofilmove, da je masa formiranih biofilmova 
bila veća na 22°C, kao i da promenjeni uslovi sredine nisu inhibirali stvaranje biofilmova. 

Ključne reči: Pseudomonas aeruginosa, biofilmovi, statički model. 

 

1. UVOD 

P. aeruginosa je Gram-negativna, štapićasta, 
asporogena monotriha dužine 1 - 5 µm, dijametra 
0,5 - 1,0 µm, široko rasprostranjena u razliĉitim sre-
dinama. Sposobnost korišćenja širokog spektra 
organskih jedinjenja kao izvora hrane, omogućava 
ovoj bakteriji da kolonizuje i ekološke niše u kojoj 
su hranljive materije limitirane. P. aeruginosa je pri-
sutna u sredinama kao što su zemljište, voda, 
ljudski i životinjski 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 žuto-zelene i piorubin crveno-braon boje. 
TakoĊe, jedna od znaĉajnih identifikacionih ka-
rakteristika bakterije je karakteristiĉan miris (miris 
grožĊa 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-
gućnošću i anaerobne respiracije, koristeći 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 
izmeĊu vrste P. aeruginosa i drugih Pseudomonas 
spp. Sposobnost formiranja biofilmova je jedna od 
glavnih kompetitivnih prednosti P. aeruginosa u 
preživljavanju razliĉitih uslova spoljašnje sredine, 
otpornosti na delovanje razliĉitih antimikrobnih age-
nasa [2] i virulencije. Mikroorganizmi imaju prirodnu 
sklonost da se priĉvrste za vlažnu površinu, multi-
plikuju i grade glikokaliks pretežno od mikrobnih 
egzopolisaharida (EPS) uz dodatak proteina, nuk-
leinskih kiselina, lipida, jona i ćelijskih ostataka for-
mirajući biofilmove [3,4]. Glikokaliks je od velike 
važnosti za bakterije i pruža im zaštitu od spoljaš-
njih uticaja, kao što su isušivanje i antimikrobni 
agensi, ali može poslužiti i kao rezervoar nutrije-
nata [5]. 

Biofilmovi predstavljaju dobro organizovane za-
jednice mikroorganizama. U prirodi se javljaju kao 
monospecijski, izgraĊeni iz jedne bakterijske vrste, 
ili kao zajednice velikog bakterijskog diverziteta. 
Sposobnost formiranja biofilmova je jedna od 
karakteristika kojom se pravi razlika meĊu sojevima 
P. aeruginosa. Mnogi autori su pokazali da većina 
izolata ima ovu sposobnost (97 %), kao i da je 
najveći broj (oko 40 %) visoko biofilm-produkujućih 
sojeva [6]. 
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Prisustvo biofilma je relevantan faktor rizika u 
prehrambenoj industriji zbog moguće kontaminacije 
prehrambenih proizvoda patogenim mikroorganiz-
mima ali i mikroorganizmima izazivaĉima kvarenja 
hrane. Prisustvo ĉvrstih površina na postrojenjima 
za preradu hrane, odgovarajuća vlaga, stalno pri-
sustvo sirovine i izvora nutrijenata, pružaju 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 služe kao potencijalni izvor konta-
minacije sirovina i preraĊevina u razliĉitim fazama 
proizvodnje hrane. Osim toga, prisutnost biofilma 
može dovesti do kvarenja hrane, ekonomskih gubi-
taka, smanjenja roka trajanja proizvoda ili prenosa 
patogena [8]. Bakterije u biofilmu su uglavnom 
dobro zaštićene od spoljašnjih faktora stresa, kao 
što su ultraljubiĉasti zraci, dehidracija ili antimik-
robni i dezinfekcioni agensi zbog ĉega ih je izu-
zetno teško otkriti i uništiti. Razliĉita industrijska po-
strojenja imaju probleme sa rastom biofilmova, što 
dovodi do velikih troškova ĉišćenja i održavanja. 
Ovo ukljuĉuju razliĉite grane industrije, kao što su 
prehrambena, vodoprivredna, industrija papira, op-
tiĉkih sredstava, oblast stomatologije i medicine, a 
takoĊe su ljudi izloženi biofilmovima i u kućnom 
okruženju. Kvarenje proizvoda, smanjena efikas-
nost proizvodnje, korozija, neprijatni mirisi, infek-
cije, zapušavanje cevovoda i kvarenje opreme su 
neki od primera uzrokovanih štetnim biofilmom.  

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

2. EKSPERIMENTALNI DEO 

U ovom radu je izvršena identifikacija i prika-
zana sposobnost formiranja biofilmova ĉetiri izolata 
P. aeruginosa poreklom iz razliĉitih uzoraka životne 
sredine: ĆA_SE_1 iz sedimenta akumulacije vode 
za piće „Ćalije“, D_V_8 iz površinske vode reke 
Dunav, SO_AM_6 iz aktivnog mulja postrojenja za 
preĉišćavanje otpadnih voda fabrike „Somboled“ iz 
Sombora i B_PV_2 iz uzorka vode za piće iz bu-
šenog bunara iz Valjeva. Uzorci su sakupljeni u to-
ku 2015. godine. Uzorkovanje je uraĊeno pod 
aseptiĉnim uslovima u sterilnu PVC ambalažu – 
500 mL vode u flašama i oko 400 g ĉvrstih uzoraka 
u sterilnim vrećama. Po dolasku u laboratoriju, 
uzorci su skladišteni u frižideru na temperaturi od 
4°C. U cilju uspešnije izolacije, izvršeno je oboga-
ćenje 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 ĉemu su teĉni uzorci mešani u LB 
bujonu 1:2 (v/v), dok su ĉvrsti mešani u odnosu 1:9 
(w/v) u toku 24h, na 37°C u orbitalnom šejkeru 
(120 rpm). Izolacija P. aeruginosa je izvršena 
inokulacijom obogaćene kulture na Cetrimide agaru 

(Merck, Nemaĉka). Zasejana kultura je inkubirana 
24 sata na 42°C nakon ĉega su tipiĉne kolonije P. 
aeruginosa, idenitifikovane na osnovu karakteris-
tiĉnih morfoloških karakteristika, reizolovane do do-
bijanja ĉistih kultura. Primarna identifikacija do ni-
voa vrste je izvršena na osnovu morfoloških ka-
rakteristika rasta kolonija na Cetrimide agaru, re-
zultata bojenja ćelija po Gram-u i biohemijskih oso-
bina dobijenih primenom API testa (20NE, Biome-
reux, Francuska) i oĉitavanja na API WEB-u. Izo-
lovane kulture, suspendovane u LB bujonu su ĉu-
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. TakoĊe je testirana 

sposobnost formiranja biofilmova u toku 24 sata pri 

razliĉitim uslovima pH (pH 7 i pH 6) i sadržaja NaCl 

(1 i 2%), kako na 22°C tako i na temperaturi od 

37°C. Za testove je korišćen 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 

statiĉki model rasta biofilmova, kolorimetrijski me-

tod sa Kristal violetom, u sterilnim mikrotitar plo-

ĉama sa 96 otvora po modifikovanom protokolu [9]. 

Bunarići mikrotitar ploĉe su inokulisani sa 200 µL 

bakterijske kulture inkubirane preko noći (na 37°C, 

120 rpm), OD650=0,3 - 0,4 (≈10
9
 cfu/mL). Nakon 

inkubacije, sadržaj iz bunarića je ispražnjen a otvori 

isprani dva puta sa 250 µL PBS pufera kako bi se 

odstranile zaostale planktonske ćelije bakterije. Na-

kon sušenja na vazduhu, formirani biofilm je fik-

siran dodavanjem 250 µL metanola u trajanju od 15 

minuta i ponovo sušen na vazduhu. Bojenje formi-

ranog biofilma je obavljeno korišćenjem 200 µL 

0,4% kristal-violeta tokom 15 minuta. Boja je ispra-

na vodom, a resuspenzija boje u biofilmu je izvrše-

na sa 250 µL 33% sirćetnom kiselinom u toku 20 

minuta. Apsorbanca je oĉitana na ĉitaĉu mikrotitar 

ploĉa ELx808, BioTek (SAD), na talasnoj dužini 

Λ=630 nm. Svi eksperimenti su uraĊeni u tri ponav-

ljanja, a rezultati tumaĉeni na osnovu srednjih vred-

nosti oĉitanih vrednosti apsorbanci, a kao refe-

rentni soj je korišćen P. aeruginosa ATCC 27853. 

U radu su prikazane srednje vrednosti dobije-
nih merenja. TakoĊe, u radu je prikazan relativan 
odnos izmerenih vrednosti apsorbanci u odnosu na 
standardni biofilm-neprodukujući soj P. aeruginosa 
ATCC 27853 i izvršena klasifikacija izolata Pseudo-
monas aeruginosa na biofilm-neprodukujuće, sla-
boprodukujuće, srednjeprodukujuće i visokopro-
dukujuće sojeve [10] na sledeći naĉin: 

 OD (izolata) ≤ OD (standarda) = biofilm-
neprodukujući izolat 

 OD (standarda) ≤ OD (izolata) ≤ 2OD (stan-
darda) = slabo biofilm-produkujući izolat 
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 2OD (standarda) ≤ OD (izolata) ≤ 4OD (stan-
darda) = srednje biofilm-produkujući izolat 

 4OD (standarda) ≤ OD (izolata) = visoko bio-
film-produkujući izolat. 

3. REZULTATI I DISKUSIJA 

Sposobnost formiranja biofilmova je obraĊivano 
u velikom broju radova [11,12]. Rezultati ovih istra-
živanja ukazuju da izolati P. aeruginosa, posebno 
oni koji potiĉu iz razliĉitih životnih sredina, pokazuju 
i razlike u sposobnosti formiranja biofilmova. Me-
Ċutim, opisano je i oko 2% sojeva koji nemaju ovu 
sposobnost [10].  

Tipiĉne kolonije izolovanih P. aeruginosa koriš-
tenih u ovom radu su bile dijametra 4 - 5 mm, jasno 
ograniĉenih ivica, sjajne površine, sluzave konzi-
stencije, plavo-zelene boje i prijatnog mirisa cveta 
lipe. Nakon bojenja po Gramu, uoĉeno je da su 
pojedinaĉne ćelije štapićastog oblika i Gram-nega-
tivne. Oĉitavanjem rezultata reakcija API testa, 
utvrĊeno je da izolovane bakterije pripadaju vrsti P. 
aeruginosa, sa preciznošću 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 
želatin. 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 - Sličnosti izolata Pseudomonas 
aeruginosa prema rezultatima API testa 

IZOLATI 

API WEB 

Pseudomonas aeruginosa 

(%) 

ĆA_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 
znaĉaj za rast i razvoj mikroorganizma. Uslovi tem-
perature pre svega utiĉu na odvijanje metaboliĉkih 
procesa, a takoĊe utiĉu na brzinu usvajanja nut-
rijenata, delovanja enzima i fiziĉkih karakteristika 
komponenata u okolini ćelije. 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 najveću 
sposobnost formiranja biofilmova imali izolat iz se-
dimenta, ĆA_SE_1 ((OD630) = 0,21±0,09) i aktivnog 
mulja, SO_AM_6 ((OD630) = 0,21±0,03), dok je sred-
nja vrednost apsorbance izolata iz površinske vo-
de, D_V_8 iznosila (OD630) = 0,17±0,04, a izolata iz 
vode za piće B_PV_2 (OD630) = 0,16±0,04. Pred-
stavljanjem sposobnosti formiranja biofilma u od-
nosu na ATCC 27853 je konstatovano da su svi 
testirani izolati biofilm-neprodukujući, odnosno sla-
bo-biofilm produkujući (Grafikon 1) pri ovim uslo-
vima temperature. 

 

Grafikon 1 - Mogućnost formiranja biofilmova izolata P. aeruginosa na 37°C 
Histogrami predstavljaju srednje vrednosti izmerenih absorbanci, dok vertikalne linije označavaju vrednosti 
standardne devijacije. Horizontalne linije predstavljaju granične vrednosti u odnosu na ATCC 27853, a u 

odnosu na koje je izvršena klasifikacija izolata na: I - biofilm-neprodukujuće, II – slabo-biofilm-
produkujuće, III - srednje biofilm-produkujuće izolate i IV - visoko biofilm-produkujuće izolate 
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Grafikon 2 - Mogućnost formiranja biofilmova izolata P. aeruginosa na 22°C 
Histogrami predstavljaju srednje vrednosti izmerenih absorbanci, dok vertikalne linije označavaju vrednosti 
standardne devijacije. Horizontalne linije predstavljaju granične vrednosti u odnosu na ATCC 27853, a u 

odnosu na koje je izvršena klasifikacija izolata na: I - biofilm-neprodukujuće, II – slabo-biofilm-
produkujuće, III - srednje biofilm-produkujuće izolate i IV - visoko biofilm-produkujuće izolate 

 

Rezultati ovog rada su pokazali da testirani 
izolati imaju veću sposobnost formiranja biofilmova 
na 22°C u odnosu na 37°C. Najbolja sposobnost 
formiranja biofilmova je konstatovana na izolatu 
ĆA_SE_1, gde je srednja vrednost izmerenih apso-
rbanci iznosila (OD630) = 0,40±0,22 a zatim na izolatu 
D_V_8 gde je vrednost apsorbanci bila (OD630) = 
0,37±0,13. Niža sposobnost formiranja biofilmova 
je konstatovana na izolatu B_PV_2 od (OD630) = 
0,22±0,03, a najniža na izolatu iz aktivnog mulja, 
SO_AM_6 (OD630) = 0,16±0,01. Primenjujući klasifi-
kaciju u odnosu na referentni soj P. aeruginosa, 
izolati SO_AM_6 i B_PV_2 pripadaju grupi biofilm-
neprodukujućih, odnosno slabo-produkujućih izola-
ta, dok su izolati ĆA-SE_1 i D_V_8 okarakterisani 
kao slabo, odnosno srednje biofilm-produkujući izo-
lati (Grafikon 2). 

Rezultati ispitivanja drugih autora [10] ukazuju 
na sliĉan odnos meĊu kliniĉkim izolatima P. Aeru-
ginosa. Od 74 ispitana izolata, 68 % je okarakte-
risano kao slabo-produkujući, a samo su dva izo-
lata bila okarakterisna kao srednje-produkujući. 
Sanchez i sar. [13] ispitujući kliniĉke izolate su za-
kljuĉili da 83 % P. aeruginosa ima sposobnost for-
miranja biofilmova, pri ĉemu je srednja vrednost iz-
merene biomase biofilmova iznosila 0,142 ± 0,094 
što je u opsegu rezultata dobijenih u ovom radu. 

Rezultati ovog rada su pokazali da je niža tem-
peratura stimulativno delovala na formiranje bio-
filmova, a do sliĉnih rezultata su došli i Hostacka i 
sar. [14] koji su objavili da je na 37°C i do 98 % 
smanjena mogućnost produkcije biofilmova. Jedan 

od mogućih objašnjenja je u ĉinjenici da su na 
nižim termperaturama karakteristike polisaharida 
uniformne ĉime se povećava mogućnost inicijalne 
interakcije bakterije i supstrata, a time je povećana 
i mogućnost 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-
ĉenih u razliĉite procese u ćeliji [16] što ukazuje da 
bakterije imaju mehanizme koji omogućavaju 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 uspešnija na 22°C kod izolata ĆA_SE_1 i 
D_V_8, približno jednake biomase kod izolata 
SO_AM_6 i B_PV_2, dok je referentni soj uspeš-
nije formirao biofilmove na 37°C u uslovim snižene 
pH vrednosti (Grafikon 3). MeĊutim, u odnosu na 
biofilmove formirane pod standardnim uslovima 
(pH 7 – prikazano kružnim markerima na Grafikonu 
3), uoĉava se da kiseli uslovi sredine nisu delovali 
inhibitorno na razvoj biofilmova.  

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

linije označavaju vrednosti standardne devijacije 

 

Srednje izmerene vrednosti apsorbance izolata 
ĆA_SE_1 ukazuju da je ovaj izolat formirao masiv-
nije biofilmove u uslovima povećane koncentracije 
soli (Grafikon 3), (OD630) = 1,22±0,23 na 37°C, odno-
sno (OD630) = 1,05±0,19 na 22°C, dok su biofilmovi 
ostalih testiranih izolata bili u okvirima vrednosti 
dobijenih u uslovima niže koncentracije NaCl. 
Srednje vrednosti izmerenih apsorbanci izolata 
D_V_8 su iznosile (OD630) = 0,37±0,08 na 37°C, dok 
je na 22°C vrednost iznosila (OD630) = 0,43±0,12. 
Vrednosti apsorbanci ostalih testiranih izolata su 
bile ujednaĉene i kretale se izmeĊu OD630=0,22 – 
0,24 na 37°C, odnosno 0,19 – 0,23 na 22°C. 

4. ZAKLJUĈAK 

Rezultati dobijeni u u ovom radu ukazuju da su 
izolati P. aeruginosa koji potiĉu iz razliĉitih eko-
sistema sposobni da formiraju biofilmove. Dok su 
na temperaturi inkubacije od 37° većina izolata bili 
oznaĉeni kao biofilm - neprodukujući, pri nižim 
temperaturama inkubacije testirani izolati su ozna-
ĉeni kao slabo ili srednje biofilm – produkujući izo-
lati. Dobijeni rezultati takoĊe ukazuju da osim niže 
temperature i povišene vrednosti NaCl povoljno uti-
ĉu na formiranje biofilmova, te da niža 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 kliniĉki, mogu 
predstavljati rizik i opasnost u razliĉitim sferama 
ljudskog delovanja, te da ni u nepovoljnim uslovima 
ne gube potencijal za formiranje biofilmova. 
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ABSTRACT 

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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