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Uticaj kateholamina na
rast, formiranje biofilma i
pokretljivost bakterijskih
sojeva gastrointestinalnog
trakta

Zbog koegzistencije sa sisarima, neke grupe ba-
kterija su razvile mehanizme za komunikaciju sa
svojim domaæinom. Jedni od molekulskih sig-
nala domaæina sa ovakvom funkcijom jesu kate-
holamini. Vezivanjem za odreðene receptore ba-
kterijske æelije i uticanjem na ekspresiju dotiènih
gena, kateholamini mogu uticati na rast bak-
terijskih kolonija, pokretljivot i formiranje bio-
filma. U ovom istra�ivanju je ispitivan efekat
adrenalina i dopamina na biofilm, rast i pokret-
ljivost bakterijskih sojeva Pseudomonas aerugi-
nosa i Escherichia coli. Ovi sojevi su odabrani
kao model sisarskih patogena. Korišæene su
koncentracije dopamina i adrenalina od 100,
500 i 1000 μmol/L. Na osnovu konstruisanih
kriva rasta se mo�e zakljuèiti da adrenalin i do-
pamin pri odreðenim koncentracijama mogu
inhibirati rast ovih bakterijskih sojeva. Samo
koncentracija od 100 μmol/L dopamina mo�e
stimulisati rast bakterijskog soja E. coli. Adren-
alin je inhibirao razvijanje biofilma kod oba
soja, dok ga je kod bakterije P. aeruginosa do-
pamin u višim koncentracijama (500 i
1000 μmol/L) stimulisao. Kod soja E. coli do-
pamin nije bio efikasan kao adrenalin u inhi-
biciji formiranja biofilma. Ni adrenalin ni
dopamin ne utièu na pokretljivost bakterija.

Uvod

Kateholamini su grupa organskih derivata ti-
rozina izgraðeni od benzenovog prstena sa dve
hidroksilne i jednom amino grupom. Sinteza
ovih jedinjenja kod sisara zapoèinje jedinjenjem

L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin) koje se
pod uticajem enzima konvertuje u dopamin,
zatim u noradrenalin i na kraju u adrenalin. Pored
toga što imaju endokrinu ulogu, ova jedinjenja su
i neurotransmiteri. Zbog znaèajne uloge u od-
govoru organizma na stres, do danas su oni jedna
od najistra�ivanijih grupa jedinjenja u endo-
krinoj mikrobiologiji.

Noradrenalinski i dopaminski neuroni iner-
višu, izmeðu ostalog, i gastrointestinalni (GI)
trakt.

Adaptirajuæi se na uslove sredine, mikroorga-
nizmi koji nastanjuju GI trakt su tokom evolucije
razvili mehanizme za registrovanje hemijskih
signala koje proizvodi domaæin, meðu kojima su
i kateholamini (Pacheco i Sperandio 2009). Ovi
signali omoguæavaju bakterijama da prepoznaju
unutrašnjost domaæina i da aktiviraju gene odgo-
vorne za kolonijalizaciju domaæina ili ekspresiju
faktora virulencije, u sluèaju patogenih mikro-
organizama (Freestone 2013; Clarke et al. 2006).

Bakterije registruju adrenalin histidinskim
senzor kinazama (HK) koje se nalaze u mem-
brani. Adrenalin ostvaruje efekte na metabo-
lizam, rast, pokretljivost, formiranje biofilma i
ekspresiju gena koji kodiraju za razlièite faktore
virulencije (Hughes i Sperandio 2008; Lyte i
Ernst 1992). U odgovoru na dopamin u GI traktu
domaæina, gram-negativne bakterije se umno-
�avaju.

Cilj ovog istra�ivanja jeste ispitivanje efekta
adrenalina i dopamina na rast, formiranje biofil-
ma i pokretljivost bakterija Escherichia coli i
Pseudomonas aeruginosa. Sojevi ove dve bak-
terijske vrste su izolovani iz reka Kolubare i Lju-
bostinje (Valjevo), kao predstavnici bakterija
koje nastanjuju GI trakt i èesto se nalaze u vodo-
tocima, usled zagaðenja komunalnim otpadnim
vodama.
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Materijal i metode

U eksperimentu su korišæene bakterije Esch-

erichia coli i Pseudomonas aeruginosa, izolo-
vane iz Kolubare i Ljubostinje. Bakterije su
tretirane adrenalinom i dopaminom, u koncen-
traciji od 100, 500 i 1000 μmol/L. Praæena je
promena brzine pokretljivosti bakterija u toku
izlaganja kateholaminima. Takoðe, konstruisana
je kriva rasta merenjem optièke gustine medi-
juma sa bakterijama na 620 nm. Ispitivan je i
efekat kateholamina na formiranje biofilma.

Izolacija bakterija iz vodotokova. Za izola-
ciju Pseudomonas aeruginosa, uzorkovanje
vode je izvršeno na Ljubostinji (44°16´38.90´´
SGŠ 19°55´38.40´´ IGD, 169 m n.v.). Zatim je
na Cetrimid Agar podlogu je zasejano po 100 μL
uzorka vode sa lokaliteta. Nakon inkubacije od
24 h na 37°C, na podlogama su se formirale
kolonije bakterije Pseudomonas aeruginosa.
Kultura je preèišæena metodom iscrpljivanja na
Plate Count Agar podlozi (Kne�eviæ-Vukèeviæ i
Simiæ 1997). Kultura E. coli korišæena u ekspe-
rimentu je izolovana po sliènoj proceduri iz Ko-
lubare 2015. godine (Pavloviæ 2015).

Konstruisanje krive rasta. Po 15 μL preko-
noæne kulture bakterija za svaku od 7 eksperi-
mentalnih grupa, uz 100 μL sterilnog LB
medijuma, je centrifugirano na 5000 rpm, 10 mi-
nuta. Supernatant je potom odliven i æelije su
isprane u èistom serum-SAPI medijumu
(6.25 mmol/L NH4NO3, 1.84 mmol/L KH2PO4,
3.35 mmol/L KCl, 1.01 mmol/L MgSO4,
2.77 mmol/L glukoza, 30% v/v fetalni goveði se-
rum; glukoza i goveði serum dodati su nakon ste-
rilizacije medijuma) na 5000 rpm, 10 minuta.
Višak medijuma je odliven i u svaku grupu je do-
dato po 1.5 mL serum-SAPI medijuma, kao i ista
zapremina medijuma sa odgovarajuæim kon-
centracijama adrenalina i dopamina. Po 200 μL
svake suspenzije je prebaèeno u mikrotitar ploèe
(za svaku eksperimentalnu grupu u triplikatu)
radi praæenja rasta i konstruisanja krive rasta.
Rast je praæen tokom 24 h.

Test pokretljivosti bakterija. U poluèvrstu
LA podlogu sa 0.3% agra inokulisano je po 2 μL
suspenzije bakterija tretiranih adrenalinom i
dopaminom na poèetku tretmana i 6 h nakon
poèetka tretmana. Nakon inkubacije od 12 h, na
37°C, mereni su polupreènici migracije bakterija

kroz podlogu. Zasejavanja su vršena u duplikatu,
a polupreènici svake formirane kolonije mereni
su 4 puta.

Degradacija biofilma. Po 200 μL svake bak-
terijske kulture, stare 24 h i gajene u LB mediju-
mu, je inokulisano u mikrotitar ploèu i inku-
birano dodatnih 24 h na 37°C. Potom je medijum
odliven i ploèa je isprana fiziološkim rastvorom.
Ubaèeno je po 200 μL sve�eg medijuma sa od-
govarajuæim koncentracijama adrenalina i do-
pamina, a u kontrolnu grupu je ubaèen èist
serum-SAPI medijum. Nakon 24 h odliven je
medijum, bunariæi su isprani fiziološkim ra-
stvorom, a formirani biofilmovi su fiksirani sa po
125 μL metanola. Supernatant je odliven i u svaki
bunariæ je dodato po 125 μL 0.1% rastvora kristal
violet boje u 4% etanolu. Ploèa je inkubirana 20
minuta na sobnoj temperaturi, a zatim je isprana
vodom radi uklanjanja viška boje. Po 125 μL 30
% siræetne kiseline je dodato u svaki bunariæ i
nakon 10 minuta je merena apsorbanca na 620
nanometara.

Rezultati i diskusija

Uticaj na rast bakterija. Uticaj dopamina i
adrenalina na rast bakterija Escherichia coli i
Pseudomonas aeruginosa predstavljen je na slici
1. Nakon 24 h tretmana, primeæeno je da E. coli

ne ulazi u stacionarnu fazu. Kultura P. aeru-

ginosa dosti�e stacionarnu fazu u prvim satima
merenja. Adrenalin i dopamin u koncentracijama
od 500 i 1000 μmol/L inhibiraju rast bakterija.
Izuzetak predstvlja E. coli pod uticajem dopa-
mina u koncentracijama od 100 i 500 μmol/L gde
je rast blago stimulisan.

Test pokretljivosti bakterija. Bakterije na-
kon 6 h tretmana ispoljavaju najveæu pokret-
ljivost. Ta pokretljivost tokom daljeg izlaganja
adrenalinu i dopaminu opada. Znaèajne razlike u
efektima razlièitih koncentracija ovih supstanci
nisu primeæene (slika 2).

Degradacija biofilma. Adrenalin u svim tes-
tiranim koncentracijama dovodi do degradacije
biofilma i kod E. coli i kod P. aeruginosa (slika
3). Dopamin u koncentraciji od 100 μmol/L je
takoðe doveo do degradacije biofilma, za razliku
od viših koncentracija koje su imale stimulatorni
efekat na produkciju biofilma kod P. aeruginosa.
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Slika 1. Uticaj adrenalina i dopamina na rast bakterija E. coli i P. aeruginosa

Figure 1. Adrenaline and dopamine effect on E. coli and P. seruginosa growth

Slika 2. Plupreènik formiranih kolonija bakterija E. coli i P. aeruginosa nakon 6 h tretmana adrenalinom i
dopaminom u koncentracijama od 100, 500 i 1000 μmol/L

Figure 2. Radius of formed E. coli and P. aeruginosa colonies after 6h of adrenaline and dopamine treatment
in concentrations of 100, 500 and 1000 μmol/L



324 • PETNIÈKE SVESKE 76 DEO II

Zakljuèak

Adrenalin i dopamin u veæim koncentraci-
jama inhibiraju rast bakterija E. coli i P. aerugi-

nosa, osim u sluèaju dopamina koji kod E. coli

nema efekta na rast. Adrenalin inhibira razvi-
janje biofilma kod oba soja, dok ga kod bakterije
P. aeruginosa dopamin u višim koncentracijama
(500 i 1000 μmol/L) stimuliše. Sa poveæanjem
koncentracije dopamina dolazi do intezivnije
produkcije biofilma E. coli. Na osnovu dobijenih
rezultata pokretljivosti bakterija se mo�e za-
kljuèiti da ni adrenalin ni dopamin ne stimulišu
pokretljivost i nije moguæe uoèiti nikakav trend
meðu razlièitim tretmanima. U nekim sluèaje-
vima se bakterije i slabije kreæu, što nije u skladu
sa oèekivanim rezultatima. Razlog tome mo�e
biti upotreba metode za merenje pokretljivosti
koja nije standardna.
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Effect of Catecholamines on
Growth, Biofilm Formation and
Motility of Gastrointestinal Bacterial
Strains

Due to the coexistence with mammals, some
groups of bacteria have developed mechanisms
for communication with their host. This cross-
-kingdom communication involves molecular
signals such as catecholamines, produced by
hosts. Bacteria sense and respond to catechol-
amines to regulate a great number phenotypes,
from metabolism to virulence gene expression.
In this research, the effect of adrenaline and do-
pamine on growth, biofilm formation and bacte-

rial motility was investigated. The Escherichia

coli and Pseudomonas aeruginosa strains, iso-
lated from rivers Kolubara and Ljubostinja, were
used as models of mammal pathogens. Concen-
trations of 100, 500 and 1000 μmol/L of adrena-
line and dopamine were used. Based on the
growth curves of these bacteria, it is concluded
that both adrenaline and dopamine can inhibit the
growth of these bacterial strains. However, the
concentration of 100 μmol/L can stimulate the
growth of E. coli. Adrenaline decreased the per-
centage of both bacteria biofilm formation.
Higher concentrations of dopamine (500 and
1000 μmol/L) stimulated the production of P.

aeruginosa biofilm. In the case of E. coli, dopa-
mine did not stimulate biofilm, bit it inhibited the
formation of biofilm less than the adrenaline
treatment. Based on the obtained results of bacte-
rial motility, it can be concluded that neither
adrenaline nor dopamine can stimulate the motil-
ity of these bacteria. There is no trend that can be
detected among different treatments. In some
cases, bacteria move slower, which was not ex-
pected. The reason for this may be the use of a
nonstandard method for bacterial motility mea-
suring.
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