Iva Atanaskovic

Uticaj aminoglikozidnih antibiotika na
rast, produkciju biosurfaktanata i
biodegradaciju dizela kod
Pseudomonas sp. 1 Pseudomonas
stutzeri

Aminoglikozidni antibiotici mogu imati ulogu signalnih molekula koji pokrecu od-
redene reakcije u bakterijskoj populaciji i modulisu transkripciju gena za sintezu
biosurfaktanata. Stoga bi ovi molekuli mogli stimulisati biodegradaciju dizela kod
pripadnika roda Pseudomonas. Da bi se proverila tacnost ove hipoteze ispitan je
efekat subinhibitornih koncentracija tobramicina i gentamicina na kinetiku rasta,
kinetiku sinteze biosurfaktanata i biodegradaciju dizela kod dva pripadnika roda
Pseudomonas: Psudomonas sp. koji produkuje biosurfaktante i Pseudomonas stu-
tzeri koji ih ne produkuje. Sojevi su kultivisani u shaking flask bioreaktorima, gde
su dodavane razlicite pocetne koncentracije antibiotika tobramicina i gentamicina
i gde je dizel bio jedini izvor ugljenika. Aminoglikozidi su kod soja Pseudomonas
sp. indukovali intenzivniju sintezu biosurfaktanata, koja je rezultovala promenom
fenotipa bakterijske poplacije i formacijom biofilma. Sa povecanjem koncentracije
tobramicina i gentamicina doslo je do intenzivnije sinteze bisurfaktanata. Sinteza
biosurfaktanata bila je najintenzivnija tokom lag faze rasta i zaustavlja se sa ula-
skom bakterijske populacije u stacionarnu fazu. Reakcija populacije Pseudomonas
sp. na prisustvo aminoglikozida uocljiva je i u kinetici rasta ovog soja. Tako je
povecanje koncentracije tobramicina dovelo do veceg porasta broja Celija, dok je
povecanje koncentracije gentamicina dovelo do intenzivnijeg skracenja lag faze.
Pri visim koncentracijama aminoglikozidi su izgubili ulogu signala i inhibirali
rast kod Pseudomonas sp. Kod soja P. stutzeri aminoglikozidi nisu stimulisali rast
i biodegradaciju dizela, Sto se pripisuje njegovoj nesposobnosti da sintetise bio-
surfaktante. Formiranje biofilma, veci porast broja Celija i intenzivnija stinteza
biosurfaktanata u prisustvu aminoglikozida rezultovali su efikasnijom biodegrada-
cijom dizela kod soja Pseudomonas sp. Rezultati ovog istraZivanja otvaraju mogu-
¢nost primene stimulacije mikrobne aktivnosti pomocu aminoglikozida kao novog
postupka u bioremedijacionim tehnologijama.

Uvod

Ubrzan razvoj naftne industrije u¢inio je naftu i njene derivate Cestim
kontaminantima zemlji§nih ekosistema. U ukupnoj proizvodnji naftnih de-
rivata dizelna goriva imaju visoko ucesce. Ova goriva u zemljiSte mogu
dospeti direktno — kao posledica eksploatacije ili havarije, ili indirektno —
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sa zagadenim zalivnim vodama (MiloSevi¢ 1999). Posledice kontaminacije
zemljiSnih ekosistema dizelnim gorivima su mnogobrojne. Osim Sto do-
vodi do promene niza hemijskih i fizickih svojstava zemljiSta, ovaj konta-
minant introdukuje mnogobrojna toks¢na i mutagena jedinjenja (Leahy i
Colwell 1990). Ta toksi¢na jedinjenja se potom akumuliraju u lancima is-
hrane, §to moZe dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema i genetickih
oboljenja kod stanovnika zagadenih staniSta (MiloSevi¢ 1999).

Posledice kontaminacije zemljiSta dizelom uslovile su potrebu za raz-
vijanjem novih i efikasnijih metoda remedijacije zagadenih staniSta. Kao
najefikasniji metod remedijacije istie se postupak bioremedijacije, u ko-
jem se mikrobnom aktivno$¢u ugljovodonici dizela razgraduju do manje
toksicnih ili netoksi¢nih jedinjenja (Ugrinov i Stojanov 2010). Bioremedi-
jacione tehnologije se zasnivaju na stimulaciji procesa biodegradacije kon-
taminanta. Procesi biodegradacije se stimuliSu obezbedivanjem optimalnih
uslova za mikrobnu aktivnost u specificnim aparatima — bioreaktorima. Za
povecéanje efikasnosti bioremedijacionih tehnologija klju¢no pronalaZenje
Sto efikasnijih metoda stimulacije mikrobne aktivnosti u bioraktoru (Rai-
Cevic€ et al. 2007).

U postupcima bioremedijacije mogu se koristiti bakterije roda Pseu-
domonas, jer one dominiraju u biocenozi zemljiSnih mikroorganizama koji
oksiduju ugljovodonike dizela (Jemcev i Puki¢ 2000). Neki od pripadnika
ovog roda se na uslove gde su ugljovodonici dizela jedini izvor ugljenika
adaptiraju produkcijom biosurfaktanata (Emtiazi et al. 2005). Biosurfak-
tanti su molekuli koji sadrZe hidrofilan i hidrofoban region. Ova dva re-
giona omogucuju disperziju molekula ugljovodonika u vodi i bolji pristup
bakterija hidrofobnom supstratu. Na ovaj nacin produkcija biosurfaktanata
povecava efikasnost biodegradacije dizela kod pripadnika roda Pseudomo-
nas (Zhang et al. 2005).

Biosurfaktanti kod roda Pseudomonas imaju klju¢nu ulogu i u ada-
ptaciji na aminoglikozidne antibiotike. U prisustvu aminoglikozida bakte-
rije ovog roda mogu intenzivirati sintezu biosurfaktanata radi formacije
mikrokolonija i biofilma. Ove strukture spreCavaju prodor antibiotika u
bakterijsku celiju (Lambert 2002). U bakterijskoj populaciji produkcija
biosurfaktanata u prisustvu dizela razlikuje se od mehanizma njihove
produkcije u prisustvu antibiotika. U uslovima kada je dizel izvor uglje-
nika, biosurfaktante produkuju samo one bakterije koje su u kontaktu sa
hidrofobnim supstratom (Kumara ez al. 2006). U uslovima sa aminogli-
kozidom, biosurfaktante sintetiSu samo rezistentne bakterijske celije. One
ujedno oslobadaju i razlicite signalne molekule. Ovi signali aktiviraju od-
govor na prisustvo aminoglikozida tako §to lancano pokrecu sintezu bio-
surfaktanata i kod drugih éelija u bakterijskoj populaciji (Kievit 2009). I
sami antibiotici mogu funkcionisati kao alternativni signalni molekuli i
mogu kontrolisati ekspresiju gena zaduZenih za sintezu biosurfaktanata.
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Tako aminoglikozid tobramicin pri niskim koncentracijama gubi svoju ba-
ktericidnu ulogu i dobija ulogu signalnog molekula koji stimuli§e nastanak
biofilma kod Pseudomonas aeruginosa (Kievit 2009).

Na osnovu navedenog moze se pretpostaviti da subinhibitorne kon-
centracije aminoglikozida mogu stimulisati sintezu biosurfaktanata i biode-
gradaciju dizela kod pripadnika roda Pseudomonas. Stoga je cilj ovog
istrazivanja ispitati da li aminoglikozidi tobramicin i gentamicin stimuliSu
biodegradaciju dizela kod dva pripadnika roda Pseudomonas, gde jedan
pripadnik ima a drugi nema sposobnost sinteze biosurfaktanata.

Materijal 1 metode

Ispitivana su dva soja iz roda Pseudomonas — Pseudomonas sp. koji
produkuje biosurfaktante i Pseudomonas stutzeri koji ih ne produkuje. So-
jevi su kultivisani u shaking flask bioreaktorima, u koje su dodavane raz-
licite koncentracije gentamicina ili tobramicina (0.3125, 0.625 i 1.25
pg/mL). Za svaki soj formirana je i po jedna kontrolna grupa, u koju anti-
biotik nije dodavan. Jedini izvor ugljenika u bioreaktorima bio je dizel
D-2. U njima je na svakih 24 h odredivan broj bakterijskih ¢elija, kao i
apsorbanca bakterijske suspenzije. Uporedo je pracena i efikasnost sinteze
biosurfaktanata, koja je izraZzena kao promena pre¢nika jasne zone sa vre-
menom. Nakon inkubacionog perioda od 96 h iz svih bioreaktora ekstra-
hovan je preostali dizel i efikasnost biodegradacije je odredena na osnovu
razlike u pocetnoj i preostaloj masi dizela.

Bakterijski sojevi — izolacija i karakterizacija. Soj Pseudomonas
stutzeri dobijen je iz kolekcije IHTM-Centar za hemiju, istraZivacka grupa
prof. dr. Miroslava M. Vrvic¢a. Soj Pseudomonas sp. sposoban da koristi
dizel D-2 kao jedini izvor ugljenika izolovan je iz zemljiSta kontami-
niranog naftom. Uzorci zemljiSta su sterilno prikupljeni u Rafineriji nafte
Beograd, u zoni pogona za rerafinaciju rabljenog ulja. Uzorak je suspe-
ndovan u te¢nu UG D-2 podlogu (1 g NH4,NO3, 025 g K,HPO,4, 50 mL
ekstrakta zemlje, 1 mL dizela D-2 u 1000 mL dH,O; Koncarevi¢ 2009) u
koncentraciji 10 g/L. Suspenzija je inkubirana (200 rpm, 30°C, 7 dana)
radi umnozavanja biomase mikroorganizama i selekcije mikroorganizama
rezistentnih na dizel. Pseudomonas sp. je iz suspenzije izolovan zasejava-
njem na selektivnu Pseudomonas Cetrimid Agar podlogu (1.6 g peptona,
1 g kazein hidrolizata, 1 g K,SOy4, 0.14 g MgCl,, 1.1 g agara, 5 mL
glicerola, u 1000 mL dH,O, sa dodatkom Pseudomonas C-N SRO102E
suplementa; Buck i Cooke 1969). Sposobnost izolovanog soja da koristi
dizel kao jedini izvor ugljenika ispitana je zasejavanjem na ¢vrstu UG D-2
podlogu (1 g NH4NO;3, 0.25 g K,HPO,4, 50 mL ekstrakta zemlje, 16 g
agara, | mL dizela D-2, u 1000 mL dH,O; Koncarevi¢ 2009). Da bi se
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potvrdila pripadnost izolata rodu Pseudomonas, izvrSene su morfoloska i
biohemijska karakterizacija soja. Odredivane su sledece karakteristike:
— Da li je metabolizam aeroban ili anaeroban zasejavanjem na Kli-
glerov dvostruki Secer (3 g mesnog ekstrakta, 3 g ekstrakta kva-
sca, 20 g peptona, 10 g laktoze, 1 g dekstroze, 5 g NaCl, 0.2 g
fero-sulfata, 0.3 g natrijum tiosulfata, 12 g agara, 0.024 g fenol
crvenog u 1000 mL dH20; Kljujev 2006);

— Sposobnost kori§¢enja manitola i pokretljivost ubodnim zasejava-
njem na Pariski manit (20 g peptona, 10 g manitola, 5 g agara,
0.025 g fenol crvenog u 1000 mL dH20; Kljujev 2006);

— Sposobnost razgradnje uree zasejavanjem na Christensen-ovu ureu
(1 g peptona, 1 g dekstroze, 5 g NaCl, 2 g K3POg4, 20 g uree,
0.012 g fenol crvenog u 1000 mL dH>0O; Kljujev 2006);

— Sposobnost kori§¢enja citrata zasejavanjem na Simmons-ov citratni
agar (0.2 g MgSO4, 1 g amonijum fosfata, 2 g natrijum citrata, 5
g NaCl, 15 g agara, 0.08 g brom timol plavog u 1000 mL dH»O;
Knezevié¢ i Simi¢ 1997);

— Produkcija citohroma c oksidaza testom (KneZevi¢ i Simi¢ 1997);

— Produkcija katalaze katalaza testom (KneZevié¢ i Simi¢ 1997);

— Fluorescensija posmatranjem pod UV-A zracima (Kljujev 2006);

— Grada Ccelijskog zida bojenjem po Gram-u (KneZevi¢ i Simié

1997);

— Morfologija celije posmatranjem pod mikroskopom (KneZevi¢ i
Simi¢ 1997).

Sposobnost ispitivanih sojeva da produkuju biosurfaktante ustanov-
ljena je drop collapse testom. Sojevi su inkubirani (24 h, 30 °C) u Drop
Collapse podlozi (20 g glukoze, 0.7 g KH,POy4, 2 g Na,HPOy, 0.4 ¢
MgSO,x7H,0, 0.01 g CaCl,x2H,0, 0.001 g FeSO4x7H,0, 1 g NH4NO; u
1000 mL dH,O; Koncarevié¢ 2009). U otvore mikrotitar ploce dodato je 10
UL suncokretovog ulja i 10 pL kulture u DC podlozi. Kao kontrola kori-
S¢ena je destilovana voda (Koncarevi¢ 2009).

Osetljivost ispitivanih sojeva na aminoglikozide ustanovljena je mi-
krodilucionom metodom (Hanel i Raether 1988). Ovom metodom su odre-
divane i subinhibitorne koncentracije tobramicina i gentamicina u opsegu
od 0.3125 do 200 pg/mL.

Kultivacija i pracenje rasta. Sojevi su kultivisani u shaking flask bi-
oreaktorima zapremine 150 mL (Zhang et al. 2005), na temperaturi od
30°C i pri agitaciji od 200 rpm. Te¢na faza u bioreaktoru bila je mineralna
podloga (1g NH4NO3, 0.25g K,HPO,, 50 mL ekstrakta zemlje u 1000 mL
dH,0; Koncarevi¢ 2009) sa dodatkom 1 g/L dizela D-2 kao jedinog
izvora ugljenika. U mineralnu podlogu inokulirano je 10% odgovarajuce
bakterijske suspenzije (0.0645><109 ¢elija/mL). Priprema bakterijskih sus-
penzija vr§ena je homogenizacijom c¢vrste kulture starosti 48 h u
fizioloSkom rastvoru (Koncarevi¢ 2009). Pre inokulacije, metodom deci-
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malnih razblaZenja i primenom CFU formule (KneZevi¢ i Simi¢ 1997) od-
reden je broj bakterija u suspenziji.

U bioreaktore su dodavani aminoglikozidi tobramicin i gentamicin.
Za svaki soj kreirano je Sest eksperimentalnih grupa, sa po tri uzastopne
subinhibitorne koncentracije (0.3125, 0.625 i 1.25 pg/mL) tobramicina,
odnosno gentamicina. Oformljene su i bioticke kontrolne grupe, u koje
nije dodavan antibiotik, kao i abioti¢ka kontrola, u koju nije dodavana ba-
kterijska suspenzija.

Bakterijski rast pracden je u tecnoj fazi bioreaktora, metodom deci-
malnih razblaZenja sa primenom CFU formule (KneZevi¢ i Simi¢ 1997).
Promena opticke gustine (600 nm) bakterijske suspenzije pracena je PG
Instruments T70 UV/VIS LTD spektrofotometrom. Merenja su ponavljana
u intervalu od 12 h u periodu od 96 h.

Oil spreading test. Promena koncentracije biosurfaktanata u bakte-
rijskoj suspenziji pradena je na osnovu promene prec¢nika jasne zone.
Pre¢nik jasne zone odredivan je oil spreading testom (Youssefa et al.
2004). Jasna zona se javlja usled povecanja mesljivosti vode i nafte u
prisustvu suspenzije koja sadrZi biosurfaktante. Njen prec¢nik srazmeran je
koncentraciji biosurfaktanata u testiranoj suspenziji. Kao hidrofobna faza
koriSc¢ena je laka sirova nafta (p = 0.67 g/mL), a kao hidrofilna faza des-
tilovana voda. Odnos hidrofilne faze, hidrofobne faze i analizirane suspe-
nzije bio je 104 : 2 : 1.

Efikasnost biodegradacije. Preostali dizel je iz bioreaktora izolovan
nakon 96 h inkubacije. Ekstrakcija je vrSena n-heksanom, gde je odnos
smese iz koje se ekstrahuje i n-heksana bio 3:1. N-heksan odvojen je od
ekstrakta zagrevanjem u vakuum uparivacu na 48-49°C, a zatim je izme-
rena masa ekstrakta (US EPA 1999). Abioticki gubici dizela odredeni su
ekstracijom preostalog dizela iz abioticke kontrolne grupe. Efikasnost bio-
degradacije u eksperimentalnim grupama izracunata je po formuli (Kritika
i Shalini 2009):

Efikasnost biodegradacije = (poCetna masa dizela — masa preostalog
dizela) / (pocetna masa dizela)* 100% — abioti¢ki gubici

Rezultati 1 diskusija

Karakterizacija bakterijskih sojeva

Sojevi Pseudomonas sp. i Pseudomonas stutzeri ispoljili su sposob-
nost rasta u uslovima gde je dizel D-2 jedini izvor ugljenika. Drop col-
lapse testom pokazano je da pri kontaktu sa uljem dolazi do kolabiranja
kapljica suspenzije soja Pseudomonas sp, ¢ime je ustanovljena njegova
sposobnost produkcije biosurfaktanata. Kapljica kulture P. stutzeri ostala
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Slika 1. A: Rezultati Drop collapse testa. '+' — pozitivna reakcija (kolabiranje kapljice),
'-' — negativna reakcija (kapljica je postojana); Pseudomonas sp. (B) i P. stutzeri (C) na podlozi sa
dizelom kao jedinim izvorom ugljenika.

Figure 1. A: Results of the Drop collapse test. '+' — positive reaction (the drop is colapssing),
'—' — negative reaction (the drop is stabile); Pseudomonas sp. (B) and P. stutzeri (C) on media
whith diesel as the only carbon source.

je postojana u kontaktu sa uljem, $to znaci da ovaj soj nema sposobnost
produkcije biosurfaktanata (slika 1).

— Konstatovane su sledece karakteristike izolata Pseudomonas sp.:

— Striktna aerobnost.

— Pokretljivost.

— Nesposobnost kori§éenja manitola kao izvora ugljenika.

— Sposobnost koriséenja citrata kao izvora ugljenika.

— Sposobnost razgradnje uree.

— Produkcija citohroma c.

— Produkcija katalaze.

— Fluorescencija pod UV-A lampom.

— Izolovani soj je gramnegativan i pod mikroskopom su uocene ce-

lije Stapicastog oblika.

Ove karakteristike su opSte odlike roda Pseudomonas (Mihajlovi¢
1983), ¢ime je potvrdena pripadnost izolata ovom rodu.

Soj Pseudomonas sp. pokazao je vecu otpornost na tobramicin i ge-
ntamicin od soja P. stutzeri (slika 2). Veca otpornost ovog soja na ispi-
tivane aminoglikozide moZe se pripisati njegovoj sposobnosti da sintetiSe
biosurfaktante. Pokazano je da pripadnici roda Pseudomonas koji produ-
kuju biosurfaktante ispoljavaju vecu otpornost na aminoglikozide. Ovi
molekuli povecavaju hidrofobnost céelija i omogucavaju formiranje celij-
skih agregacija, sprecavajuéi penetraciju antibiotika u celiju (Drenkard i
Ausubel 2002). Soj P. stutzeri nema sposobnost sinteze biosurfaktanata,
$to je moglo usloviti njegovu veéu antibiotsku osetljivost.
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100 Slika 2. Minimalne inhibitorne
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StimuliSuci efekat subinhibitornih koncentracija
aminoglikozida na produkciju biosurfaktanata kod soja Pseu-
domonas sp.

Na slici 3 prikazana je vremenska promena prec¢nika jasne zone, koji
je analogan koncentraciji biosurfaktanata u eksperimentalnim grupama.
Soj Pseudomonas sp. sintetisao je biosurfaktante razli¢itim intenzitetom u
zavisnosti od aplicirane doze antibiotika. U uslovima niZih koncentracija
oba ispitivana aminoglikozida (0.3125 1 0.625 ug/mL) doslo je do inten-
zivnije produkcije biosurfaktanata u odnosu na kontrolu. U prisustvu ovih
koncentracija antibiotika doslo je i do promene fenotipa bakterijske popu-
lacije u oblik biofilma nakon 48 h inkubacije (slika 4).

60

60

Tobramicin Gentamicin
50 50
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E 4 T 20 4
m 1 1 1 1 1
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Slika 3. Uticaj subinhibitornih koncentracija tobramicina (A) i gentamicina (B) na produkciju
biosurfaktanata kod Pseudomonas sp.

Figure 3. Effect of tobramycin (A) and gentamycin (B) subinhibitory concentrations on biosurfactant
production in Pseudomonas sp.
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Stimulacija formiranja biofilma u prisustvu aminoglikozida opisana je
i kod drugih pripadnika roda Pseudomonas (Khan et al. 2010). Ova sti-
mulacija se zasniva na postojanju transmembranskog Aminoglycoside re-
sponse regulator (Arr) senzora, koji detektuje molekule aminoglikozida u
spoljasnjoj sredini. Arr senzor potom pokrece niz unutaréelijskih reakcija
koje omogucavaju agregiranje celija i nastanak biofilma (Hoffman et al.
2005). Jedna od tih reakcija jeste i sinteza biosurfaktanata, koji su neo-
phodni za formiranje mikrokolonija, osnovnih gradivnih jedinica biofilma
(Drenkard i Ausubel 2002). Na osnovu navedenog moZemo pretpostaviti
da je prisustvo Arr senzora kod izolata Pseudomonas sp. osnovni uzrok
nastanka biofilma i pojacane sinteze biosurfaktanata u prisustvu aminogli-
kozida.

Slika 4. Pojava biofilma u
bioreaktorima nakon 48 h
Bez inkubacije (+); odsustvo biofilma

antibiotika I ' ).

Figure 4. Biofilm appearance in
bioreactors after 48 h incubation
(+); no biofilm appearance (-).

125mg/L  0.625mg/L  0.3125 mg/L

Tobramicin

E s

U uslovima sa 0.625 pg/mL gentamicina ili tobramicina sinteza bio-

surfaktanata bila je intenzivnija nego u uslovima sa 0.3125 pgg/mL. U pre-
thodnim istraZivanjima pokazano je da aminogikozid tobramicin stimuliSe
transkripciju gena za sintezu biosurfaktanata kod Pseudomonas aeruginosa
(Linares et al. 2006). Takode je pokazano da bakterijska transkrpcija
zavisi od koncentracije antibiotika u spoljasnjoj sredini. Sa povecanjem
koncentracije antibiotika, povecava se i broj antibiotikom modulisanih
transkripcija, ¢ime se povecava i ekspresija transkribovanog gena (Davies
et al. 2006). Na osnovu navedenog moZemo pretpostaviti da se sa pove-
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¢anjem koncentracije aminoglikozida povecala i ekspresija gena za sintezu
biosurfaktanata, Sto je dovelo do njihove intenzivnije sinteze.

Promena koncentracije tobramicina i gentamicina imala je isti efekat
na sintezu biosurfaktanata kod Pseudomonas sp. Slican efekat ova dva
aminoglikozida je verovatno posledica njihove pripadnosti istoj grupi anti-
biotika. Ova pojava ukazuje da je uticaj subinhibitornih koncentracija ami-
noglikozida na bakterijsku populaciju povezan sa njihovim antibiotskim
mehanizmom.

Kinetika rasta u bioreaktorima.

Kinetika rasta soja Pseudomonas sp. menja se u zavisnosti od apli-
cirane koncentracije tobramicina (slika 5A). Pri niZim koncentracijama to-
bramicina (0.3125 i 0.625 ug/mL) lag faza rasta je krac¢a nego u uslovima
bez antibiotika. To znaci da se u prisustvu ovih koncentracija ispitivani soj
brze adaptirao na uslove gde je dizel jedini izvor ugljenika. U prisustvu
ovih koncentracija doslo je i do veceg porasta broja Celija nego u kontroli.
Ovo nije slucaj sa najviSom ispitivanom koncentracijom tobramicina (1.25
pg/mL), koja je inhibirala bakterijski rast.

Kao i u sluéaju tobramicina, niZe koncentracije (0.3125 i 0.625
pg/mL) gentamicina izazvale su skracivanje lag faze i brzu adaptaciju soja
u odnosu na kontrolnu grupu (slika 5B). Ove koncentracije gentamicina
uslovile su i veci porast broja Celija u log fazi rasta. Najvisa ispitivana
koncentracija gentamicina (1.25 pg/mL) je takode skratila lag fazu, ali je
inhibirala porast broja celija u log fazi.

U uslovima niZih koncentracija (0.3125 i 0.625 ug/mL) tobramicina i
gentamicina porast broja ¢elija intenzivniji je nego u kontroli (slika 5). Po-
vecanje koncentracije oba aminoglikozida sa 0.3125 na 0.625 pg/mL
indukovalo je intezivnije reakcije populacije Pseudomonas sp. Tako je
poveéanje koncentracije tobramicina dovelo do veceg porasta broja celija
(slika 5A), dok je povedanje koncentracije gentamicina dovelo do
intenzivnijeg skracenja lag faze u odnosu na kontrolu (slika 5B). Ovakve
reakcije bakterijske populacije ukazuju da tobramicin i gentamicin imaju
funkciju signalnih molekula kod soja Pseudomonas sp. Dobijeni rezultati
takode ukazuju da intenzitet bakterijske reakcije zavisi od koncentracije
aminoglikozida. ViSe koncentracije aminoglikozida ponaSaju se kao jaci
signali i indukuju intenzivnije reakcije u bakterijskoj populaciji (veci broj
éelija u log fazi, kraca lag faza). I u drugim istraZivanjima pokazano je da
se subinhibitorne koncentracije aminoglikozida u bakterijskoj populaciji
mogu ponasati kao signalni molekuli (Fajardo i Martinez 2008; Hoffman
et al. 2005; Linares et al. 2006).

Funkciju signala koji pokrece odredene reakcije u bakterijskoj popu-
laciji nije ispoljila najviSa ispitivana koncentracija tobramicina, odnosno
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gentamicina (1.25 pg/mL). Ova koncentracija aminoglikozida je inhibirala
bakterijski rast (slika 5). Iako se koncentracija od 1.25 yg/mL primenom
mikrodilucione metode pokazala kao subinhibitorna, ona je u bioreaktoru
usporila rast bakterijske populacije. Ovo ukazuje da se u bioreaktoru anti-
biotska osetljivost soja Pseudomonas sp. povecala. Povecanje antibiotske
osetljivosti moZe biti posledica izloZenosti soja ekstremnim uslovima u
bioreaktoru. Ti ekstremni uslovi su hidrofobnost dizela kao jedinog nutri-
jenta, jer je hidrofoban nutrijent nedostupan hidrofilnim bakterijskim de-
lijama. Da bi konzumirale ovakav nutrijent, hidrofilne bakterijske celije
moraju proci niz adaptacija (Jemcev i Puki¢ 2000). Povecana antibiotska
osetljivost kod pripadnika roda Pseudomonas u ekstremnim uslovima kon-
statovana je i u drugim istraZivanjima (Reller et al. 1974).

U uslovima nizih koncentracija (0.3125 i 0.625 pg/mL) tobramicina i
gentamicina stacionarna faza duZa je nego u kontroli (slika 5). Pri ovim
koncentracijama aminoglikozida opadanje broja celija deSava se kasnije,
ali sa drasti¢nijim padom nego u ostalim eksperimentalnim grupama. Ova-
ko nagao pad brojnosti ¢elija moZe biti posledica brZe potro$nje hranljivih
materija u ovim grupama, ali i posledica oslobadanja toksi¢nih produkata
bakterijskog metabolizma. Sli¢na kinetika rasta opisana je i u prethodnim
istrazivanjima, gde je nastanak toksi¢nih intermedijernih metabolita iza-
zvao naglo opadanje broja celija u bioreaktorima (Emtiazi i Shakarami
2005).

Opticka gustina bakterijskih suspenzija (slika 6) raste i tokom lag
faze, iako u ovom periodu ne dolazi do promene broja celija. Promena
opticke gustine bakterijskih suspenzija nije isklju¢ivo posledica bakterij-
skog rasta. MoZemo pretpostaviti da je njena promena ujedno posledica
sinteze biosurfaktanata i drugih proizvoda bakterijskog metabolizma. Uo-
¢eno je da soj Pseudomonas sp. produkuje narandzasti pigment. S obzirom
da je merena talasna duZina (600 nm) u okviru narandZastog dela spektra,
moZemo pretpostaviti da je pigmentacija izolata uticala na promenu op-
ticke gustine bakterijske suspenzije.

U uslovima nizih koncentracija aminoglikozida (0.3125 i 0.625
ug/mL) opticka gustina suspenzije ne opada sa odumiranjem bakterijskih
celija. ZajedniCka karakteristika grupa u kojima nije doSlo do opadanja
opticke gustine je prisustvo biofilma. Pretpostavljamo da je njegovo prisu-
stvo uzrok stabilnosti opti¢ke gustine u ovim grupama. Ova pretpostavka
odgovara podacima iz literature, jer je i u drugim istraZivanjima uocena
postojanost opti¢ke gustine usled formacije biofilma (Meyer et al. 2011).
Postojanost opticke gustine u prisustvu biofilma ukazuje da opadanje broja
celija u te¢noj fazi bioreaktora (slika 5) ne mora biti posledica odumiranja
bakterijske populacije u bioreaktoru. Opadanje broja celija u tecnoj fazi
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moZe biti posledica migriranja bakterijskih celija iz teCne faze u biofilm
(Klausen et al. 2003).

Tobramicin i gentamicin nisu stimulisali porast broja celija kod P.
stutzeri, kao §to je to slucaj sa sojem Pseudomonas sp. (slika 7). DuzZina
trajanja lag, log i stacionarne faze rasta u uslovima niZih koncentracija
(03125 1 0.625 pg/mL) tobramicina i gentamicina ista je kao i u kon-
trolnoj grupi. NajviSe ispitivane koncentracije oba aminoglikozida (1.25
pg/mL) produzile su lag fazu i inhibirale bakterijski rast u log fazi.

Opticka gustina suspenzije P. stutzeri je manja u prisustvu svih ispiti-
vanih koncentracija aminoglikozida nego u kontroli. Ova razlika u opti-
¢koj gustini uocljiva je tokom log i stacionarne faze za najvisu ispitivanu
koncentraciju aminoglikozida. Za ostale ispitivane koncentracije razlika u
optic¢koj gustini uocljiva je tokom stacionarne faze (slika 8). Ovo ukazuje
da su sve koncentracije tobramicina i gentamicina ispoljile inhibitorno dej-
stvo na P. stutzeri, dok jacina inhibicije raste sa koncentracijom antibi-
otika. Kao i u slucaju soja Pseudomonas sp., antibiotska osetljivost P.
stutzeri porasla je u uslovima sa dizelom kao jedinim nutrijentom. Porast
antibiotske osetljivosti znatno je izraZeniji kod P. stutzeri, jer su kod njega
sve ispitivane koncentracije aminoglikozida ispoljile inhibitorno dejstvo.
Zato postoji moguénost da do stimulacije bakterijskog rasta u prisustvu
aminoglikozida kod P. stutzeri nije doSlo zato Sto su koncentracije anti-
biotika bile previsoke.

Veza kinetike rasta i produkcije biosurfaktanata u bioreakotrima.
Kinetika rasta soja Pseudomonas sp. tesno je povezana sa kinetikom
sinteze biosurfaktanata. Najintenzivnija sinteza biosurfaktanata odgovara
periodu lag faze rasta. Poznato je da su biosurfaktanti klju¢ni u adaptaciji
bakterija na uslove gde je dizel jedini izvor ugljenika (Sivapathasekaran et
al. 2010). Zato moZemo pretpostaviti da je intenzivna sinteza biosur-
faktanata u lag fazi posledica adaptiranja soja na uslove u bioreaktoru.
Sinteza biosurfaktanata tokom lag faze rasta bila je intenzivnija u uslo-
vima sa aminoglikozidom nego u kontroli (slika 5 i 6). U ovim uslovima
je intenzivnije i skracenje lag faze u odnosu na kontrolu (slike 8 i 9).
Stoga mozZemo pretpostaviti da je aminoglikozid indukovao brzu ada-
ptaciju soja povecanjem sinteze biosurfaktanata tokom lag faze. Intenzivna
sinteza biosurfaktanata tokom lag faze rasta ispoljila se pri svim konce-
ntracijama oba ispitivana aminoglikozida, sem u slucaju najniZe koncen-
tracije gentamicina. U uslovima ove koncentracije sinteza biosurfaktanata
pocela je kasnije nego u ostalim eksperimentalnim grupama (slika 6). Za-
kasnela sinteza biosurfaktanata pracena je i lag fazom koja je duza nego
pri vi§im koncentracijama gentamicina (slika 9).

Porast koncentracije biosurfaktanata u eksperimentalnim grupama iz-
razen je tokom log faze rasta. U grupama sa veéim brojem celija u log
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fazi detektovana je i veca koncentracija biosurfaktanata. Poznato je da bio-
surfaktanti omogucéavaju disperziju dizela u vodenoj sredini i tako pove-
¢avaju njegovu dostupnost bakterijskim celijama (Zhang et al. 2005).
Moguce je da su na ovaj nacin biosurfaktanti indukovali vecu dostupnost
nutrijenata, stoga i veci porast broja celija u log fazi.

Povecanje koncentracije biosurfaktanata u svim eksperimentalnim
grupama staje sa ulaskom bakterijske populacije u stacionarnu fazu rasta.
Iako su u populaciji i dalje prisutne vijabilne éelije, sinteza biosurfaktanata
se ne ispoljava i njihova koncentracija u bakterijskoj suspenziji ostaje kon-
stantna. Prema podacima iz literature efikasnost emulzifikacije ugljovodo-
nika u prisustvu ramnolipida, biosurfaktanta koji produkuje P. aeruginosa,
drastiéno opada kada koncentracija ramnolipida prede odredenu granicu
(Zhang i Miller 1992). Stoga je pretpostavljeno da bakterijska populacija
Pseudomonas sp. staje sa sintezom biosurfaktanata jer bi pri viSim konce-
ntracijama oni izgubili svoj emulzifikacioni efekat.

Soj P. stutzeri nije ispoljio sposobnost sinteze biosurfaktanata i for-
miranja biofilma. Kod ovog soja lag faza rasta je bila duza a porast broja
¢elija manji u odnosu na soj Pseudomonas sp. Prema podacima iz litera-
ture, sojevi koji ne sintetiSu biosurfaktante ispoljavaju slabiju aktivnost u
uslovima gde su nutrijenti hidrofobni (Whanga et al. 2008). Stoga se dru-
gacija kinetika rasta soja P. stutzeri moZe pripisati njegovoj nesposobnosti
sinteze biosurfaktanata. Za razliku od soja koji sintetiSe biosurfaktante, soj
P. stutzeri nije reagovao na prisustvo aminoglikozida (slika 12 i 13).
Stoga moZemo pretpostaviti da je za reakciju na aminoglikozid kao sig-
nalni molekul neophodna sposobnost sinteze biosurfaktanata. Ova pojava
takode ukazuje da je sinteza biosurfaktanata osnovni odgovor bakterijske
populacije na prisustvo aminoglikozida.

Uticaj aminoglikozida na efikasnost biodegradacije dizela

Gentamicin i tobramicin u koncentracijama 0.3125 i 0.625 pg/mL
stimulisali su biorazgradnju dizela kod soja Pseudomonas sp. (slika 9).
Pretpostavljamo da je veca efikasnost biodegradacije u prisustvu ovih
koncentracija aminoglikozida posledica veceg broja celija (slika 5) u bio-
reaktoru, kao i intenzivnije produkcije biosurfaktanata (slika 3) nego u
kontroli. Ova pretpostavka odgovara podacima iz literature, po kojima
intenzivnija sinteza biosurfaktanata rezultuje efikasnijom biodegradacijom
sirove nafte kod priadnika roda Pseudomonas (Zhang et al. 2005).

Sve eksperimentalne grupe u kojima je doSlo do formiranja biofilma
ispoljile su vecdu efikasnost biodegradacije od ostalih grupa (slika 4). I u
drugim istraZivanjima je pokazano da se Celije u biofilmu bolje adaptiraju
i prezivljavaju u uslovima gde je naftni kontaminant jedini izvor uglje-
nika, jer su zaSticene matriksom biofilma. U populaciji biofilma izraZeni
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su procesi hemoatrakcije i imobilizacije nutrijenata, ¢ime se povecava efi-
kasnost biorazgradnje (Singh er al. 2006). Efikasnost biodegradacije dizela
u prisustvu aminoglikozida je kod soja P. stutzeri ista kao i u kontroli (sli-
ka 10). Kod ovog soja najviSe ispitivane koncentracije oba antibiotika su
inhibirale biodegradaciju. Pretpostavljamo da je ova inhibicija posledica
manje intenzivnog porasta broja celija u prisustvu najvi§ih koncentracija
antibiotika (slika 7).

Bakterijska suspenzija koja je na pocetku eksperimenta inokulirana u
bioreaktore imala je istu koncentraciju delija i za soj P. stutzeri i za s0j
Pseudomonas sp. (O.O65><109 ¢el/mL). Iako je bakterijska populacija iste
brojnosti inokulirana u bioreaktore, soj P. stutzeri je ispoljio mnogo manju
sposobnost razgradnje dizela u odnosu na soj Pseudomonas sp. Kod P.
aeruginosa efikasnost biodegradacije alkana, dominantnih komponenti
dizela, povecava se usled njihove disperzije biosurfaktantima. Mutantni P.
aeruginosa koji ne produkuju biosurfaktante nisu mogli da razgraduju raz-
licite vrste alkana prisutnih u dizelu (Rocha er al. 2011). Stoga se manja
efikasnost biodegradacije dizela kod soja P. stutzeri moZe pripisati nje-
govoj nesposobnosti da sintetiSe biosurfaktante.
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Slika 9.

Uticaj aminoglikozida
na efikasnost
biodegradacije dizela
kod Pseudomonas sp.

Figure 9.

Effect of
aminoglycosides on
diesel biodegradation
efficiency in
Pseudomonas sp.

Slika 10.

Uticaj aminoglikozida
na efikasnost
biodegradacije dizela
kod P. stutzeri

Figure 10.
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Zakljucak

Sojevi Pseudomonas sp. i Pseudomonas stutzeri ispoljili su sposob-
nost kori§¢enja dizela D-2 kao jedinog izvora ugljenika. Razlika izmedu
ova dva soja je u sposobnosti sinteze biosurfaktanata, koju je ispoljio sa-
mo soj Pseuodmonas sp. Subinhibitorne koncentracije tobramicina i genta-
micina stimulisale su biodegradaciju dizela kod ovog soja. Aminoglikozidi
su kod Pseudomonas sp. stimulisali i sintezu biosurfaktanata, doveli do
skracenja lag faze rasta, intenzivirali porast broja celija u log fazi i indu-
kovali nastanak biofilma. Ovakva bakterijska reakcija na aminoglikozide
ukazuje da se oni u populaciji Pseudomonas sp. ponaSaju kao signalni
molekuli. Kod oba ispitivana aminoglikozida povecanje koncentracije sa
0.3125 na 0.625 pug/mL indukovalo je intenzivniju reakciju bakterijske po-
pulacije. Tako je tobramicin doveo do vedeg porasta broja celija a genta-
micin do intenzivnijeg skracenja lag faze u odnosu na kontrolu. Funkciju
signala u bakterijskoj populaciji aminoglikozidi su izgubili u okviru naj-
viSe ispitivane koncentracije koja je ispoljila antibiotsko dejstvo.

Kinetika rasta soja Pseudomonas sp. povezana je sa kinetikom
sinteze biosurfaktanata. Najintenzivnija sinteza biosurfaktanata odgovara
periodu lag faze rasta. Ovo ukazuje na znacaj biosurfaktanata u adaptaciji
ispitivanog soja na uslove gde je dizel jedini izvor ugljenika. U grupama
sa ve¢im brojem celija detektovana je i veca koncentracija biosurfaktanata,
dok njihova sinteza staje sa ulaskom bakterijske populacije u stacionarnu
fazu rasta. Da bi se ova pojava objasnila neophodno je ustanoviti vezu ki-
netike produkcije biosurfaktanata i promene povrS§inskog napona bakte-
rijske suspenzije.

Kod soja P. stutzeri aminoglikozidi nisu stimulisali biodegradaciju
dizela, verovatno zbog toga S$to ovaj soj nije sposoban da sintetiSe bio-
surfaktante. Stoga je u buduéim istraZivanjima znacajno ustanoviti da li je
sposobnost sinteze bisurfaktanata odlika bakterijske populacije koja joj je
neophodna da odgovori na aminoglikozidni signal. Moguce je i da je dru-
gacija reakcija soja P. stutzeri na aminoglikozid posledica njegove vece
antibiotske osetljivosti. Stoga je neophodno ispitati i efekat niZih konce-
ntracija aminoglikozida na ovaj soj.

Izolat Pseudomonas sp. ispoljio je veliku efikasnost degradacije di-
zela (i do 82%) u kratkom vremenskom periodu (96 h inkubacije). Ovaj
s0j bi mogao nac¢i primenu u postupcima bioremedijacije. Pre primene izo-
lata u bioremedijaciji nephodno je ustanoviti na koje komponente raz-
graduje dizel, kao i da li su te komponente netoksi¢ne. Vecu efikansost
biodegradacije dizela ovaj soj je ispoljio usled formacije biofilma.

Stimulisan porast broja celija i sinteza biosurfaktanata u prisustvu
aminoglikozida kod soja Pseudomonas sp. rezultovalo je efikasnijom
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biorazgradnjom dizela. Ovakva stimualciju mikrobne aktivnosti u bioreak-
torima moze se primeniti kao novi postupak u bioremedijacionim tehnolo-
gijama. Pre aplikacije takvog postupka neophodna su dodatna istrazivanja.
Osnovni problem sa ovom tehnologijom bila bi introdukcija antibiotika u
tretirane uzorke zagadenog zemljista ili vode. Na ovaj nacin povecava se
rizik selekcije bakterijskih sojeva koji su rezistentni na antibiotike, kao i
rizik introdukcije ovakvih sojeva u spoljasnju sredinu. Stoga bi se stimu-
lacija mikrobne aktivnosti aminoglikozdom mogla primenjivati samo u
bioreaktorima koji sprecavaju introdukciju apliciranog soja u tretirani
uzorak (Fluidized bed ili Packed bed biorekatori). Neophodno ispitati
aktivnost soja Pseudomonas sp. u ovakvim bioreaktorima. Znacajna tema
bududih istrazivanja je i pronalazenje novih signalnih molekula koji u ba-
kterijskoj populaciji izazivaju pojacanu sintezu biosurfaktanata ili forma-
ciju biofilma, jer ovakve reakcije bakterijske populacije dovode do
intenzivnije biodegradacije dizela. Kao model za ovakve signalne mole-
kule mogu posluziti ovde ispitivani aminoglikozidi.
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za ekolosku mikrobiologiju Poljoprivrednog Fakulteta Univerziteta u Beo-
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i Dr Blazi Lalevicu, docentu Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beo-
gradu na laboratorijskim uslovima koji su obezbedili za ovo istrazivanje.
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Iva Atanaskovic

Effect of Aminoglycoside Antibiotics on Growth,
Biosurfactant Synthesis and Diesel Biodegradation in Genus
Pseudomonas

A promising technology for dealing with oil hydrocarbons contami-
nation is bioremediation, a process in which the contaminants are de-
graded by microbial activity. In bioremediation procedures bacteria from
the genus Pseudomonas could be used (Ugrinov and Stojanov 2010).
These bacteria adapt on oil hydrocarbons by production of biosurfactants.
Biosurfactants are molecules that contain both hydrophobic and hydro-
philic regions and enhance oil in water dispersion (Emtiazi and Shakarami
2005). Biosurfactant synthesis in genus Pseudomonas could be regulated
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by aminoglycoside antibiotics. It is shown that sub-inhibitory concentra-
tions of these antibiotics can act as signaling molecules in Pseudomonas
aeruginosa populations, in which aminoglycoside tobramycin enhanced
the expression of biosurfactant synthesis genes (Kievit 2009). The aim of
this research was to find if aminoglycosides tobramycin and gentamicin
can stimulate biosurfactant production and diesel biodegradation in genus
Pseudomonas. To determine this, the effect of tobramycin and gentamicin
sub-inhibitory concentrations on growth kinetics, biosurfactant synthesis
kinetics and diesel biodegradation was studied. Effect of aminoglycosides
was compared between two strains from genus Pseudomonas: Pseudomo-
nas sp. that produces biosurfactants and Pseudomonas stutzeri, that’s un-
able to produce them.

The strains were cultivated in shaking flask bioreactors (Zhang et al.
2005), in which different concentrations of tobramycin or gentamicin were
added (0.3125, 0.625 and 1.25 ug/mL). The only carbon source in all
bioreactors was diesel D-2. The growth kinetics was expressed via cell
number and absorbance of the bacterial suspension (KneZevi¢ and Simié
1997). The biosurfactant synthesis was expressed via the clear zone diam-
eter, which was obtained by the drop collapse test (Youssefa et al. 2004).
After 96 h of incubation residual diesel was extracted by n-hexane (US
EPA 1999), and the efficiency of biodegradation was determined accord-
ing to the equation:

Efficiency of biodegradation = (beginning oil mass — residual oil
mass) / beginning oil mass — abiotic losses (Kritika and Shalini 2009).

Aminoglycosides stimulated biosurfactant production in Pseudomo-
nas sp. (Figure 3) in the range of sub-inhibitory concentrations (0.3125
and 0.625 pg/mL). These concentrations of both gentamicin and
tobramycin also induced the formation of biofilm (Figure 4). The produc-
tion of biosurfactants was most expressed during the lag phase and contin-
ues until the stationary phase. Aminoglycosides also induced changes in
Pseudomonas sp. growth kinetics (Figure 5). The increase of tobramycin
concentration induced a higher cell number in the log phase, while the in-
crease of gentamicin concentration induced shortening of the lag phase. In
higher concentrations aminoglycosides lost their role of signaling mole-
cules and caused growth inhibition in Pseudomonas sp. Strain P. stutzeri
did not react on the presence of aminoglycosides as Pseudomonas sp. (fig-
ures 6 and 7), which is related with its inability to produce biosurfactants.
Stimulation of biofilm formation, increase of cell number and bio-
surfactant synthesis resulted in more efficient biodegradation of diesel in
Pseudomonas sp. In a period of 96 h this strain degraded 82% of diesel
(Figure 9), so it could find application in bioremediation of diesel polluted
sites. Results presented in this paper suggest application of amino-
glycosides for stimulating bioremediation processes.
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