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SAZETAK

Sposobnost adherencije bakterija na bioticke i abioticke povrSine,
funkcioniranje kao zajednica, te medusobna komunikacija bak-
terijskih stanica, od posebne su vaznosti u nastanku kroni¢nih in-
fektivnih bolesti. Sesilna zajednica mikroorganizama, danas poz-
nata kao biofilm, povezuje se s brojnim bakterijskim infekcijama.
Kljucne karakteristike biofilm-infekcija jesu perzistencija infekci-
je, te rezistencija na antimikrobne lijekove i obranu imunoloskog
sustava domacina. Napretkom tehnologije i primjenom novih mik-
roskopskih i molekularnih metoda u proucavanju ultrastrukture i
funkcionalnim odnosima unutar biofilma, nastoji se pronaci novi
terapijski pristup u kontroli biofilm-infekcija, koje su jedan od
najvecih izazova 21. stoljeca.

Kljuéne rije¢i: biofilm, kroni¢ne infekcije, patogeneza, lijecenje
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U prirodi mikroorganizmi mogu egzistirati
kao planktonski organizmi - individualne stan-
ice koje slobodno plivaju u teku¢em mediju; ili
u obliku sesilne zajednice - biofilma. Biofilm je
izrazito rasprostranjen nacin zivota u okoliSu,
gotovo na svakoj granici vode i zraka, te zemlje
i vode (1, 2). U protekla dva desetlje¢a definic-
ijja biofilma se neprestano mijenjala jer svako
novo istrazivanje nadograduje postojeCe znanje
o stvaranju, strukturi, sazrijevanju, te rezist-
enciji biofilma. Objedinjenjem spoznaja o vec
poznatim karakteristikama, te novootkrivenim
fizioloskim osobinama, biofilm je danas defin-
iran kao sesilna zajednica mikroorganizama ¢ije
su stanice ireverzibilno povezane sa supstratom i
medusobno, te uklopljene u izvanstani¢ni matriks
polisaharidnih polimera koji su same stvorile, a
ispoljavaju izmijenjen fenotip uslijed promijen-
jene brzine razmnozavanja i transkripcije gena
koje ne uo¢avamo u planktonskih organizama (3).
Formiranje biofilma zapo€inje kondicioniranjem
neke povrsine polimerima iz vodenog okolisa §to
omogucuje adherenciju mikroorganizama (2).
Povrsine na kojima se moze naéi biofilm jesu,
primjerice, metal, plastika, kamen, Cestice zem-
lje, medicinski implantati, te tkiva (2). Nakon
pocetnog, reverzibilnog vezivanja planktonskih
stanica za povr§inu supstrata, slijedi stvaranje sta-
bilne veze posredovane adhezinima na stani¢noj
stijenki bakterija, a potom proliferacija, te naku-
pljanje bakterijskih stanica u viSeslojne stani¢ne
nakupine i stvaranje izvanstani¢nog polisaharid-
nog matriksa. Odrzavanje takve viSestani¢ne za-
jednice bilo bi tesko bez postojanja medustani¢ne
komunikacije bakterijskih stanica, posredovane
malim signalnim molekulama sa sposobno$é¢u
difuzije u izvanstani¢ni okoli§ (4). Nakupljanje
signalnih molekula u okoliSu omoguéuje svakoj
pojedinoj bakterijskoj stanici procjenu stani¢ne
gustocée, odnosno ukupnog broja bakterija, a ta se
pojava naziva detekcija kvoruma (engl. quorum
sensing). Signalne molekule u gram-negativnih
bakterija jesu N-acil-homoserinski laktoni (AHL),
a u gram-pozitivnih su mali ili modificirani pep-
tidi (Slika 1) (4). Koncentracija signalnih mole-

kula postignuta pri toéno odredenoj, kriti¢noj
gustoéi stanica, postaje dovoljna za aktivaciju
gena ukljucenih u sintezu faktora virulencije ili
sekundarnih metabolita (4, 5). Maturacija biofil-
ma odvija se u pet razvojnih stadija (6). Prvi stadij
je reverzibilno povezivanje, u kojem se plank-
tonske stance tek kratkotrajno povezuju sa sup-
stratom, a nakon toga slijedi drugi stadij, ireverzi-
bilno povezivanje, u kojem se planktonske stanice
¢vrsto vezu na povrsinu supstrata i gube svojstvo
pokretljivosti (6). Tre¢i stadij jeste maturacija I za
koji je karakteristicno stvaranje izvanstani¢nog
matriksa, te poveéavanje i viseslojnost mikrokol-
onija (6). Mikrokolonije, najces¢e gljivolikog ili
stupicastog izgleda, svoju maksimalnu veli¢inu
dosezu u stadiju maturacije II (6). Proces matu-
racije biofilma zavr$ava petim stadijem, disperzi-
jom, u kojem se izmedu mikrokolonija formiraju
vodeni kanali¢i, a same mikrokolonije mijenjaju
svoj oblik u Skoljkasti, uslijed izdvajanja bak-
terijskih stanica smjestenih u srediSnjem dijelu
mikrokolonija u potrazi za novim i boljim izvo-
rom hranjivih tvari (6). Biofilm moze Ciniti samo
jedna bakterijska vrsta, no ¢esce se sastoji od vise
vrsta bakterija, ili bakterija i gljiva (1, 3). Jednom
pri¢vrscéeni za povrsinu, mikroorganizmi biofilma
zbivanjima u okolisu, ovisno o uvjetima koji u
njemu vladaju. Poznato je da ove sesilne zajed-
nice sudjeluju u razgradnji brojnih onecis¢ivaca
okolisa, stvaranju i razgradnji organske tvari, te
u kruzenju dusika, sumpora i drugih elemenata u
prirodi (7-10). Prije saznanja o postojanju, struk-
turi 1 karakteristikama biofilma, biotehnolozi su
ve¢ koristili prednosti biofilma u sustavima za
proc¢is¢avanje voda, pri uklanjanju opasnih tvari
koje su kontaminirale zemlju i podzemne vode,
te pri ekstrakciji plemenitih metala iz rudace (11-
13). No, pozitivna djelovanja biofilma daleko su
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Slika 1. Stvaranje biofilma (Alma Simunec Jovi¢, 2007.)
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rjeda od Stetnih koja uzrokuju ogromne ekonom-
ske gubitke u agrokulturi i industriji, te mnogo-
brojne probleme u medicini. Biofilm se povezuje
sa stafilokoknim mastitisom u goveda (14), bi-
okorozijom (deterioracijom metalnih materijala
u prisutnosti biofilma) vodenih sustava u indus-
triji (15), te naftnih cjevovoda (16), kao i prob-
lemima u industriji prehrambenih i papirnatih
artikala (17-18). U medicini biofilm se povezuje
s brojnim kroni¢nim infekcijama (1), te razli¢itim
infekcijama biomaterijala poput katetera, pro-
tezd, implantata, te drugih medicinskih naprava
od metala ili plasti¢nih polimera koji se nalaze u
ljudskom organizmu (1, 19). Prema procjenama
Centra za kontrolu bolesti i prevenciju iz Atlante,
biofilm se povezuje s gotovo dvije tre¢ine bak-
terijskih infekcija (3). Brojnost, kroni¢an tijek, te
rezistencija na antimikrobnu terapiju, tek su neke
od znacdajki biofilm-infekcija, koje su jedan od
najvecih izazova medicine 21. stoljeca.

REZISTENCIJA BIOFILMA

Perzistencija infekcija uzrokovanih mikrob-
nim biofilmom kontinuirano motivira istrazivace
u potrazi za jedinstvenim mehanizmom rezist-
encije biofilma, kako na antimikrobne lijekove,
tako 1 na dezinfekcijska sredstva (3). Poznato
je da su bakterije, unutar biofilma, 10-1.000
puta rezistentnije na djelovanje antimikrobnih
lijekova nego planktonske stanice, Sto govori u
prilog postojanja mehanizma rezistencije ko-
jeg potencijalno posjeduju svi patogeni, no koji
se ispoljava samo pri tvorbi biofilma (20, 21).
Proucavanjem biofilma takav mehanizam jo$ nije
utvrden, niti su otkriveni mutanti u planktonskim
kulturama koji bi govorili tomu u prilog (21),
pa se trenutno rezistencija biofilma objasnjava
tek hipotezama. Hipoteze starijeg datuma, kao
moguée mehanizme rezistencije, navode osla-
bljenu difuziju antimikrobnih lijekova u biofilm
(20, 22) ili promjene u mikrookolisu biofilma
koje utje€u na brzinu razmnozavanja mikroor-
ganizama, odnosno djelotvornost antimikrobnih
lijekova u dubini biofilma (20, 22). Oslabljena
difuzija antimikrobnih lijekova objasnjava se
dvojako; s jedne strane, interakcijom molekula

s egzopolisaharidnim matriksom biofilma, koji
djeluje poput “’molekularnog sita” na velike
molekule ili kao ionski izmjenjiva¢ na hidro-
filne, pozitivno nabijene molekule antimikrob-
nih lijekova (1, 22, 23); te, s druge strane, en-
zimskom razgradnjom, kojom se biofilm Stiti od
molekula, kao, primjerice, vodikovog peroksida
ili B-laktamskih antimikrobnih lijekova (20, 23).
Kao $to je vidljivo, primjenjivost ove hipoteze
ovisna je o prirodi samog lijeka, no nisu svi an-
timikrobni lijekovi visokoreaktivne molekule
poput, primjerice, aminoglikozida, pa ih vecina,
vjerojatno, ipak penetrira u biofilm (23). Biofilm
je prostorno heterogenican (24). S porastom de-
bljine slojeva stanica u biofilmu, mijenjaju se
i uvjeti mikrookoli$a, poput dostupnosti hran-
jivih tvari, prisutnosti kisika ili kiselih otpadnih
metabolickih tvari (20, 22, 25). Sve to utjece
na brzinu razmnozavanja bakterijskih stanica,
koje, u takvim uvjetima, prelaze u stacionarnu
fazu u kojoj su manje osjetljive na baktericidno
djelovanje antimikrobnih lijekova, osobito onih
¢ije je ciljno mjesto djelovanja sinteza makro-
molekula (26). Novija hipoteza jeste hipoteza
perzistera. Vecina stanica biofilma, kao i plank-
tonske stanice koje se oslobadaju s povrsine bio-
filma, osjetljive su na antimikrobnu terapiju (23,
27). Naprotiv, samo mala frakcija stanica (0,1-
10% svih stanica biofilma) neosjetljiva je na
produzenu izlozenost ili viSe koncentracije an-
timikrobnih lijekova, te perzistira usprkos terap-
iji (26). Premda su perzisteri otkriveni jo§ sredi-
nom 20. stolje¢a u planktonskim kulturama (21),
o njihovoj se prirodi jo§ uvijek malo zna. Za sada
je poznato da perzisteri nisu mutanti (21), te da
ne predstavljaju poseban stadij stanicnog ciklusa
bakterija (23). Pretpostavlja se da je rije¢ o feno-
tipskoj varijanti koja je, iz divljeg tipa, spontano
usla u stanje promjenjivih fenotipskih obiljezja
(26). Mehanizam nastanka perzistera jos je man-
je poznat. Do sada je utvrdeno da ove stanice ne
nastaju kao odgovor na antimikrobnu terapiju
(21, 27), te da bakterijske signalne molekule,
kojima se detektira stanicna gustoa, nemaju
nikakva utjecaja na stvaranje perzistera (21, 27).
U novije vrijeme pretpostavlja se da u kontroli
stvaranja perzistera sudjeluju dva procesa. Jedan
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je promjena razine specifi¢nih perzister-protei-
na (27), ovisno o fazi razvitka biofilma (21), a
drugi je kontroliranje razine ekspresije tih pro-
teina, koja ovisi o gustoéi stanica (27),te o fak-
torima mikrookoliSa, poput niske koncentracije
supstrata (26). Misli se da perzister-proteini in-
duciraju prelazak bakterija u stanje mirovanja,
tzv. dormant fazu (27), Sto rezultira toleran-
cijom na antimikrobne lijekove uslijed utiSane
ekspresije gena u biosintetskim putevima ovih
stanica, a time i onemogucéavanjem djelovanja
lijekova na njihova ciljna mjesta (21, 27). Ako
znamo da perzisteri postoje i u planktonskim
kulturama (23, 27), onda se namece pitanje
kako perzisteri biofilma doprinose njegovoj vi-
sokoj rezistenciji. Odgovor leZi u sinergistickom
djelovanju imunoloskog sustava i antimikrob-
nih lijekova. Dok imunoloski sustav unistava i
uklanja zaostale planktonske perzistere (21, 23,
27), spram perzistera biofilma je nemocan jer
su ovi zasti¢eni egzopolisaharidnim matriksom
(23, 27) i nakon §to se smanji koncentracija li-
jeka (21, 27) ili prekine terapija uslijed nestanka
simptoma bolesti (23), perzisteri obnavljaju bio-
film, oslobadaju se nove planktonske stanice i
simptomi bolesti se vracaju (21, 23).

ULOGA BIOFILMA U NASTANKU KRONICNIH
INFEKCIJA U LJUDI

Akutne bakterijske infekcije, koje izazivaju
planktonski oblici patogenih bakterija, stolje¢ima
su odnosile ljudske zZivote. Razvoj antimikrobnih
lijekova i cjepiva omogucio je stjecanje kontrole
nad ovim akutnim bolestima, te se moze reci da
one sada, uglavnom, pripadaju pro$losti. Sredi-
nom proslog stoljeca zapocela je postantibiotska
era, odnosno era biofilm-infekcija. Ove infekcije
perzistiraju mjesecima i godinama, izmjenjuju se
periodi odsutnosti klinic¢kih simptoma infekcije s
akutnim egzacerbacijama, manje su agresivne od
akutnih infekcija, te pogadaju umjereno kompro-
mitirane osobe (28). Uzro¢nici biofilm-infekcija
jesu bakterijske vrste koje se nalaze u okolisu ili
koje nalazimo kao komenzale ljudskog organiz-
ma (3, 29), a koje ve¢ stolje¢ima, u svom prirod-
nom okolisu, postoje u obliku biofilm-zajednice.

Biofilm se, u ljudskom organizmu, razvija na
vitalnom ili nekroti¢nom tkivu, te na inertnim
povrSinama razli¢itih biomaterijala (29). Bez
obzira radi li se o kroni¢noj infekciji ili o infek-
ciji biomaterijala, ove biofilm-infekcije imaju
iste klini¢ke karakteristike, a to su spor nastanak
na jednom ili viSe mjesta u organizmu, te ka-
sna pojava simptoma bolesti (29). Nekoliko ka-
rakteristika biofilm ¢ini jedinstvenim u procesu
nastanka infekcije. Prva od njih jeste mogucnost
disperzije stanica ili agregata biofilma, §to moze
rezultirati nastankom embolusa, ili pak infek-
cijom mokraénog ili krvoZilnog sustava (2, 30).
Disperzija pojedinih stanica nastaje uslijed odva-
janja stanica-kéeri iz aktivno-razmnozavajuéih
stanica, te kao posljedica promjene dostup-
nosti hranjivih tvari ili detekcije kvoruma (2), a
odvajanje manjih dijelova biofilma nastaje pod
utjecajem brzine protoka tekuéine u neposred-
noj blizini povrsine biofilma (2, 30). Dok poje-
dine stanice, ubrzo nakon odvajanja, poprimaju
fenotip planktonskih stanica, ¢ini se da Cestice
biofilma zadrzavaju odredene karakteristike bio-
filma, poput antimikrobne rezistencije (2, 30).
Antimikrobnom terapijom eradiciraju se plank-
tonske stanice oslobodene iz biofilma, Sto rezul-
tira povlacenjem simptoma akutne egzacerbacije
bolesti, no ne uspjeva se unistiti sesilna zajednica
(2, 29, 30). Rekurirajuéi simptomi biofilm-infek-
cije u konacnici ¢e nestati tek nakon uklanjanja
biofilma kirurS$kim zahvatom ili odstranjenjem
inficiranog biomaterijala (29, 30). Slijedeca jedin-
stvena karakteristika biofilm- infekcija jeste rez-
istencija biofilma na stani¢ni i humoralni odgov-
or imunoloskog sustava domacina. U pocetku se
smatralo da rezistenciji pridonosi interferencija
egzopolisaharidnog matriksa biofilma s kemo-
taksijom polimorfonuklearnih leukocita (PMN)
(31), te s prodorom baktericidnih i opsonizirajucih
protutijela (28, 31). Danas je poznato da aktivi-
rani PMN penetriraju u biofilm, ulaze u vodene
kanali¢e, te penetriraju u mikrokolonije, no
tamo ne uspijevaju fagocitirati stanice biofilma
koje se nalaze u njihovoj neposrednoj blizini
(32). Mehanizam ove neuspjesne fagocitoze tek
predstoji objasniti (32). Opsoniziraju¢a protu-
tijela, dio humoralne obrane, u slucaju biofilm-
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infekcije, dijele sudbinu polimorfonuklearnih
leukocita. Iako prodiru u dubinu biofilma (33),
u matriks ulaze u interakciju s antigenima koji
su tamo u suvisku, te uslijed toga ne dospijeva-
ju do antigena na povrsini stanica biofilma, §to
onemogucuje njihovo opsoniziraju¢e djelovanje
i posljedi¢no unistavanje stanica biofilma (33).
Perzistencija kroni¢nih infekcija, nemoguénost
detekcije mikrobnog uzrocnika standardnim
mikrobioloskim tehnikama kultivacije u veéini
slucajeva, te neuspjeh antimikrobne terapije
i imunoloskog sustava domacina u eradikac-
iji uzroCnika, naveli su neke znanstvenike na
pomisao da kroni¢ne infekcije uzrokuje biofilm.
Ovu tezu valjalo je potkrijepiti istrazivanjem
sesilnih zajednica in situ, $to, uslijed nedostatka
raspolozivih metoda, nije bilo ostvarivo sve do
unazad dvadesetak godina. Razvoj i primjena
konfokalnog skeniraju¢eg laserskog mikrosko-
pa (engl. confocal scanning laser microscope,
CSLM) omogucila je istrazivanje ultrastrukture
biofilma (1-3), a nove molekularne tehnologije,
poput primjene fluorescentnih rRNK-usmje-
renih proba, te fluorescentne in situ hibridiza-

cije (FISH), doprinijele su identifikaciji i kvan-
tifikaciji uzroc¢nikd biofilma, te razumijevanju
njihovih medusobnih funkcionalnih odnosa (1).
Mogucénost vizualizacije i proucavanja biofilma
na biomaterijalima, te u humanim uzorcima, re-
zultirala je intenzivnim istrazivanjima brojnih
infekcija i njihove povezanosti sa stvaranjem
biofilma (13). Danas se biofilm, uz infekcije bio-
materijala, povezuje s brojnim kroni¢nim infek-
cijama. Najces¢e kronic¢ne infekcije, te njihove
uzroc¢nike, prikazuje Tablica 1.

PERIODONTITIS

U periodontalne bolesti ubraja se cijeli
niz poremecaja potpornog tkiva zubi, od ko-
jih pobolijeva gotovo 90% svjetske populacije.
Najblazi oblik periodontalne bolesti je gingivi-
tis, reverzibilna upala gingive (desni), a najtezi,
kroni¢ni periodontitis, kroni¢na destrukcija peri-
odontalnog tkiva (gingive, periodontalnog liga-
menta i alveolarne kosti) koji moze rezultirati
gubitkom zubi (3). Primarno mjesto periodon-
talne infekcije jeste prostor izmedu korijena zuba

Tablica 1. Najées¢i uzroénici kroniénih infekcija povezanih s biofilmom (The most common etiology of chronic infections involving

biofilm)

Kroni¢na infekcija
Chronic infection

Uobicajen bakterijski patogen biofilma
Common biofilm bacterial pathogen

Endokarditis nativnih valvula
Native valve endocarditis

Streptokoki viridans grupe
Viridans group streptococci

Periodontitis Gram-negativne anaerobne bakterije
Periodontitis Gram-negative anaerobic bacteria

Cisti¢na fibroza

Cystic fibrosis

Kroniéni bakterijski prostatitis
Chronic bacterial prostatitis
Kronicni cistitis

Chronic cystitis

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Gram-negativne enterobakterije
Gram-negative enterobacteria
Uropatogena Escherichia coli
Uropathogenic Escherichia coli

Inficirani bubrezni kamenci
Infected kidney stones
Kroni¢ni otitis media
Chronic otitis media
Misi¢no-kostane infekcije
Musculoskeletal infections

Ureaza-producirajuce enterobakterije
Ureasa-producing enterobacteria

Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae
Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae
Gram-pozitivni aerobni koki

Gram-positive aerobic cocci

Nekrotiziraju¢i fasciitis
Necrotizing fasciitis

Streptococcus pyogenes

Infekcije bilijarnog sustava
Biliary tract infection

Enterobacteriaceae

Osteomijelitis
Osteomyelitis
Meloidoza
Meloidosis
Kroni¢ne rane
Chronic wounds

Razlicite bakterijske i gljivi¢ne vrste

Various bacterial and fungal species
Pseudomonas pseudomallei

Pseudomonas pseudomallei

Razli¢ite aerobne i anaerobne bakterijske vrste
Various aerobic and anaerobic bacterial species
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i gingive, koji se naziva subgingivalna pukotina,
a koji se, s progresijom bolesti, moze produbiti u
periodontalni “’dzep”. Inace, smatra se da perio-
dontitis nastaje kao posljedica poremecaja ekvi-
librija u dentalnom plaku (34). Dentalni plak je
mikrobni biofilm kojeg sacinjavaju mikroorgan-
izmi normalne flore usne Supljine (34). lako je
dentalni plak najproSirenija sesilna zajednica u
ljudi, klinicki se znakovi periodontitisa javljaju
samo u onih kod kojih kroni¢no prisustvo den-
talnog plaka izaziva pojavu imunoloskog odgov-
ora i upale (35). To je uvjetovano osjetljivoséu
domacina ili promjenom uvjeta u mikrookolisu
usne Supljine (36). Osjetljivost domacina
odreduju genetski i okolisni faktori, te steCene
navike poput pusenja (35). Iako je upalni odgov-
or domacina protektivan, destrukcija gingival-
nog i periodontalnog tkiva moZze nastati ukoliko
je preslabo ili prejako izrazen (35). Destrukciji
tkiva doprinosi i ekspresija faktora virulencije
mikroorganizama u trenutku kada se, uslijed
povecanog protoka tekucine u gingivalnim pu-
kotinama i dotoka hranjivih tvari, te povisenja
pH, mijenja mikrookoli$ u oralnoj Supljini (34,
36). Nastanak dentalnog plaka odvija se u tri
koraka. Neposredno, nakon ¢iS¢enja povrSine
zubi, izlozeni dijelovi cakline bivaju obloZeni
proteinskim kondicionirajué¢im filmom, koji
sluzi kao supstrat ranim bakterijskim koloniza-
torima (1, 2, 37). Predominantni kolonizatori ra-
nog biofilma su streptokoki (38), poput bakterija
Streptococcus gordonii, S. sanguis, S. oralis, S.
parasanguis i brojnih drugih (1, 38). Cimbenici
koji favoriziraju streptokoke, kao inicijalne
kolonizatore, jesu ekspresija adhezina koji pre-
poznaju receptore na kondicionirajué¢em filmu;
sposobnost da, kao jedine izvore hranjivih tvari,
metaboliziraju komponentne sline; te izrazita
sposobnost intra- i inter-genericke koagregacije
(38, 39). Procesom koagregacije, medustani¢nog
prepoznavanja i adherencije geneticki razli¢itih
bakterija, te metabolickim interakcijama drugih
bakterija sa streptokokima, rani biofilm ubrzo
postaje multigenericka mikrozajednica koju ¢ine
aerobne i aerotoleratne bakterijske vrste rodova
Gemella, Actinomyces, Veillonella, Haemophilus,
te Neisseria (38, 40). Skeniraju¢im elektronskim

mikroskopom uspjes$no je prikazana dinamika
stvaranja oralnog biofilma (39). Pojedinacne i
manje nakupine stanica uocavaju se ve¢ nakon
Cetiri sata, mikrokolonije nakon osam sati, a na-
kon 12 sati na caklini se moze uociti monosloj
bakterija. Kljuénim posrednikom procesa koa-
gregacije izmedu ranih i kasnih kolonizatora u
dentalnom plaku smatra se bakterija Fusobac-
terium nucleatum (41). Takoder se smatra kako
ova gram-negativna bakterija promovira stvar-
anje anaerobnog mikrookolisa koji striktno-
anaerobnim, kasnim kolonizatorima, omoguéuje
prezivljavanje u aerobnoj atmosferi (41). Kasni
kolonizatori su gram-negativne anaerobne bak-
terije, poput Porphyromonas gingivalis, Taner-
ella forsythensis i Treponema denticola (42).
Apikalnom progresijom supragingivalnog plaka
nastaje subgingivalni plak, a promjenom integ-
riteta spojnog epitela dolazi do postepene kolo-
nizacije povrSine zuba i stvaranja periodontal-
nog “’dzepa”. U studijama bakterijske etiologije
subgingivalnog biofilma, a time i periodontitisa,
najcesce su bile koriStene klasi¢ne metode kul-
tivacije i molekularne identifikacijske metode,
koje su, kao periodontalne patogene, identifici-
rale proteoliticke vrste bakterija, koje su veé
navedene kao kasni kolonizatori dentalnog pla-
ka (42). Kloniranjem i sekvencioniranjem gena
bakterijske 16S rRNA u uzorcima subgingival-
nog plaka osoba s periodontitisom, otkrilo se
kako bakterije P. gingivalis, T. forsythensis i T.
denticola ¢ine tek manji dio zajednice, a kako
dominiraju bakterije Peptostreptococcus sp. i
Filifactor sp. Prevencija nastanka periodonti-
tisa bazira se na kontroli nastanka oralnog bio-
filma, no za sada su se mehanicko odstranjivanje
i kemijska kontrola pokazali neuspjesnim (34).
Nove strategije prevencije nastanka oralnog bio-
filma, poput interferencije transdukcije signala
u biofilmu, modifikacije povrSine zubi, zamjena
potencijalno patogenih s genetski modificiranim,
manje virulentnim mikroorganizmima, te imu-
nizacija, tek su pocetak nastojanja kontrole oral-
nog biofilma (34). Koja ¢e od ovih strategija biti
uspjesna u prevenciji i kontroli oralnog biofilma
pokazat ¢e buducénost.
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KRONICNI OTITIS MEDIA

Nakon obi¢ne prehlade, otitis media (OM)
ili upala srednjeg uha, najcesci je razlog posjeta
lije¢niku u djecjoj dobi. Do svoje tre¢e godine
zivota, gotovo 75% djecje populacije dozivjet ¢e
najmanje jednu akutnu epizodu OM-a. Kroni¢ni
OM dijeli se u dva podtipa - rekurentni (ROM) i
eksudativni otitis media (eng. otitis media with
effusion, OME) (43, 44). Dijagnoza rekurent-
nog OM-a postavlja se nakon tri ili viSe epizoda
OM-a, tijekom Sest mjeseci, izmedu kojih nema
klinickih znakova bolesti (43, 44), a eksuda-
tivnog, ukoliko sekrecija perzistira duze od tri
mjeseca (43). Kroni¢éni OM najceséi je uzrok
provodnog oste¢enja sluha u dje¢joj dobi, §to
moze imati za posljedicu oteZan razvoj govora,
a potom i socijalizacije djeteta (44). Primjena
antimikrobnih lijekova u lijeCenju kroni¢nog
OM-a, vrlo Cesto rezultira terapijskim neuspje-
hom. Ukoliko eksudat u srednjem uhu perzisti-
ra dulje od Sest tjedana, kirurskim se zahvatom
u bubnjiste postavlja cjevéica za kontinuiranu
drenazu. Dugo vremena kroni¢ni OM smatrao se
isklju¢ivo upalnim procesom usmjerenim spram
zaostalih bakterijskih metabolita, a eksudat ster-
ilnim (45). Tek od 1958. godine, otkricem bakter-
ija u eksudatu (43), patogeneza kroni¢nog OM-a
objasnjava se bakterijskom infekcijom (46).
Klasi¢nim metodama kultivacije u aspiratu eksu-
data srednjeg uha, tek u 20-40% slucajeva, moze
se dokazati bakterijski uzro¢nik kroni¢nog OM-a
(43). Prema ucestalosti, to su bakterije Haemo-
phylus influenzae (8-20%), Streptococcus pneu-
moniae (4-10%) 1 Moraxella catarralis (2-8%),
te manje zastupljeni patogeni, poput bakterija
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis, Streptococcus pyogenes i Pseudomonas
aeruginosa (43, 46). Primjena visokoosjetljivih
tehnika molekularne biologije, kao §to je reak-
cija lanCane polimeraze (engl. polymerase chain
reaction, PCR), u detekciji bakterijske DNK tri
naj¢e$¢a patogena u aspiratu cksudata, rezul-
tirala je pozitivnim nalazom u 80% slucajeva
kroni¢nog OM-a (43, 44). Isprva velika razlika
u detekciji uzro¢nika kroni¢nog OM-a klasi¢nim
i PCR metodama, objasnjavala se ¢injenicom da

pocetnice (engl. primer) koristene u PCR teh-
nologiji umnozavaju male bakterijske DNK frag-
mente, koji ne moraju nuzno znaciti prisutnost
viabilnih mikroorganizama, ve¢ predstavljaju
samo intaktne fragmente DNK uniStenih bak-
terija ili ostatke patogena u uzorku (43, 47, 48).
Ubrzo su uslijedila istrazivanja koja su to opovr-
gla. Post i suradnici dokazali su, na animalnom
modelu OM, da se procis¢ena bakterijska DNK,
te DNK toplinom inaktiviranih bakterija ne moze
detektirati dulje od tri dana u eksudatu bubnjista
(49). U istom je istrazivanju uoceno da ubrzo,
nakon primjene antimikrobnih lijekova, vise nije
moguce dokazati prisutnost uzro¢nika klasicnim
metodama kultivacije, no PCR tehnologijom
DNK patogena u uzorku moze se detektirati i
do tri tjedna nakon terapije (49). Slijedec¢i korak
u istrazivanjima bio je dokazivanje prisutnosti
uzro¢nika u uzorcima. To je ostvareno detekci-
jom bakterijske glasnicke ribonukleinske kiseline
(mRNK) bakterije H. influenzae u uzorcima eksu-
data bubnjista bolesnika s dijagnozom OME (50).
Imajuéi na umu da je mRNK uzro¢nika infekcije
molekula, ¢iji se zivotni vijek mjeri u sekundama
i minutama, te da se sintetizira isklju¢ivo u inta-
knom mikroorganizmu, zakljuceno je kako se u
uzorku nalazi metabolicki aktivan patogen (50).
Nemogucnost uzgoja uzroc¢nika klasi¢nim meto-
dama kultivacije, te rezistencija pri primjeni an-
timikrobnih lijekova, rezultirala je postavljanjem
hipoteze o bakterijskom biofilmu kao mogucem
etioloSkom faktoru u kronicnom OM-u. Kon-
cept mukoznog biofilma zazivio je tek vizual-
izacijom sesilne zajednice na sluznici srednjeg
uha, prvo na animalnim modelima (45, 51), a
potom i na bioptatima sluznice djece s kroni¢nim
OM-om (44). Istrazivacki tim ameri¢kog Centra
za genomske znanosti (Center for Genomic Sci-
ences, Pittsburgh, Pennsylvania), 2001. i 2002.
godine, primjenom skeniraju¢eg elektronskog
mikroskopa (SEM), detektirao je prisutnost bak-
terijskog biofilma na sluznici srednjeg uha, u pr-
vom animalnom modelu, upotrijebivsi u pokusu
¢incile (45, 51). Skenirajué¢i uzorke elektron-
skim mikroskopom, pojava prvih mikrokolonija
zamijeéena je ve¢ 24 sata nakon indukcije ek-
sperimentalnog OM-a, injiciranjem bakterije H.
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influenzae u bubnjiste ¢incila (45). Prisutnost bi-
ofilma detektirala se i 21. dan nakon inokulacije,
a viabilnost bakterija, unutar biofilma, potvrdila
primjenom CLSM-a i diferencijalnih vitalnih boja
(45). Ubrzo je detektirano stvaranje biofilma, na
zivotinjskom modelu, i pri injiciranju bakterije
P. aeruginosa u bubnjiste makaki majmuna (52).
Nakon studija na animalnim modelima, 2006.
godine, primjenom CLSM-a, dokazan je mukoz-
ni biofilm u 46 od 50 bioptickih uzoraka sluznice
srednjeg uha, djece s OME-om i rekurentnim
OM-om (44). To je bio kljuc¢ni dokaz da kroni¢na
infekcija srednjeg uha nije rezultat sterilnog upal-
nog procesa, ve¢ indolentne bakterijske infekcije,
te da se neuspjeh antimikrobne terapije i obrane
imunoloskog sustava domacina, moze objasniti
postojanjem biofilma u patogenezi ove bolesti.

KRONICNA PLUGNA INFEKCIJA U BOLESNIKA S
CISTICNOM FIBROZOM

Cisti¢na fibroza (CF) je kroni¢na, genetski
uvjetovana, bolest donjeg respiratornog sustava.
Godine 1989. otkriven je gen za cisti¢nu fibrozu,
a njegov produkt oznaCen je kraticom CFTR
(regulatorni protein transmembranskog prijenosa
u cisti¢noj fibrozi). Ovaj regulatorni protein dje-
luje kao kloridni kanal u epitelnim stanicama res-
piratornog sustava. U bolesnika oboljelih od
cisti¢ne fibroze, izrazito je oStecen transport klor-
idnih iona, §to za posljedicu ima dehidraciju i
zgus$njavanje sluzi koja normalno prekriva respi-
ratorni epitel, te o§te¢enje mukocilijarnog sustava
koji pomaze u odstranjivanju inhaliranih Cestica.
Ostecenje ovog primarnog neupalnog obrambe-
nog mehanizma, dovodi do zacepljenja malih
disnih puteva hiperviskoznom sluzi, sekundarne
akutne ili kroni¢ne bakterijske infekcije, te akti-
vacije upalnog obrambenog mehanizma pluca
(53, 54). U slucaju perzistencije infekcije, akti-
vacija PMN i oslobadanje njihove DNA, dopri-
nosi viskoznosti sekreta u disnim putevima, a
stvaranje IgG protutijela rezultira nastankom
imunokompleksa, koji ostec¢uju pluéno tkivo (53,
54). U najranijoj zivotnoj dobi, u ovih bolesnika,
kao prvi kolonizatori diSnih puteva, dominiraju
sojevi bakterija S. aureus i H. influenzae koji se,

uz oste¢eni mukocilijarni klirens, te povecanu
ekspresiju receptora za bakterije na povrsini
epitelnih stanica, smatraju predisponiraju¢im
faktorima za kolonizaciju sojevima P. aeruginosa
(3, 55). Prevalencija kolonizacije ovim
oportunistiCkim patogenom, kod bolesnika
odrasle dobi, gotovo je 80% (55). Disni sustav,
sinusi, te probavni trakt (pretpostavlja se uslijed
gutanja sputuma), inicijalno se koloniziraju
nemukoidnim sojevima P. aeruginosa, koji se
tipicno nalaze u okoliSu (55). Interferencijom
faktora virulencije (posebno toksina elastaze i al-
kalne proteaze) bakterije P aeruginosa s
nespecificnom 1 specificnom imunoloskom
obranom domacina, pocetna intermitentna prelazi
u perzistentnu kolonizaciju (55). Tijekom per-
zistentne P. aeruginosa kolonizacije, na bakterije
djeluju dehidrirani i visokoosmolarni mikrookolis
u diSnom sustavu, te slobodni radikali kisika,
nastali uslijed PMN-odgovora na kolonizaciju,
§to rezultira promjenom nemukoidnog fenotipa
sojeva u mukoidni, uslijed prekomjerne produk-
cije alginata (53-56). Alginat, nerazgranati, line-
arni egzopolisaharid, koji se sastoji od monomera
manuronske i guluronske kiseline, glavna je
komponenta matriksa mikrokolonija koje P. aer-
uginosa stvara u diSnim putevima, te jedini anti-
gen ovog patogena, koji se izravno povezuje s
loSom klini¢kom prognozom kod ovih bolesnika
(583, 55). Tranzicija sojeva u mukoidni fenotip
povezuje se s indukcijom transkripcije algC,
kljuénog gena za biosintezu alginata, te inakti-
vacijskom mutacijom mucA gena, koji kodira an-
tisigma faktor algT gena (1, 56). Posljedica mu-
tacije mucA gena jeste porast razine sigma
faktora, produkta algT gena, koji, za sada, nep-
oznatim mehanizmom, utjece na regulaciju sin-
teze flagela, $to rezultira izostankom pokretljivos-
ti bakterije (1, 56). Pojava mukoidnog fenotipa
korelira s povetanim stvaranjem protutijela na
gotovo sve antigene (ukljucujudi i alginat) i tok-
sine P. aeruginosa, te losom klinickom progno-
zom, §to se povezuje s kroni¢nom upalnom reak-
cijom u kojoj dominiraju PMN, aktivacija
komplementa i lokalna produkcija proupalnih
citokina, te stvaranje imunokompleksa u kojima
je glavni antigen lipopolisaharid (LPS) bakteri-
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jske stijenke (53, 55). U prilog hipotezi da
kroni¢ni endobronhiolitis, u bolesnika s CF-om,
uzrokuje bakterija P. aeruginosa, koja stvara bio-
film, govore elektronsko-mikroskopski prikazi
mikrokolonija u sputumu bolesnika i uzorcima
pluénog tkiva, uzetim prigodom autopsije (53,
56), te detekcija homoserin-laktonskih signalnih
molekula u sputumu bolesnika (58). U proteklih
desetak godina, bakterija P. aeruginosa postala je
ogledni mikroorganizam za istrazivanje biofilma
i uoCeno je kako formiranje biofilma varira s
obzirom na raspoloZive nutritivne izvore, te
uvjete okoliSa. Iako je model heterogenog biofil-
ma trenutno prihvaéen kao model nastanka P
aeruginosa biofilma, sve je viSe istrazivanja koja
upucuju na potrebu nadopune ovog modela (58).
Prema navedenom modelu, koji je uocen pri
koristenju glukoze kao izvora ugljika, u adheren-
ciji bakterija i stvaranju pojedina¢nog sloja bak-
terija sudjeluju flagele, dok tip IV fimbrije
omogucavaju kretanje bakterije po povrsini, te
agregaciju stanica i stvaranje mikrokolonija, a na
stvaranje gljivolikih viSestani¢nih zajednica, u
procesu maturacije, utjeCe detekcija kvoruma
(58). Koristenjem citrata, kao izvora ugljika,
uoceno je da P. aeruginosa stvara ravan biofilm,
koji se bitno razlikuje od prethodno opisanog
heterogenog modela (58). U ovom alternativnom
modelu, flagele nisu sudjelovale u adherenciji
bakterija za supstrat, mikrokolonije su nastale
klonalnim rastom jedne stanice, a kretanje posre-
dovano tip IV fimbrijama rezultiralo je Sirenjem
bakterija duz supstrata, uz izostanak vec¢ih
mikrokolonijskih struktura (58). Nedavno je iz
soja 57RP P. aeruginosa biofilma, izolirana i vi-
sokoadherentna, mala fenotipska varijanta, sa
prekomjerno izrazenim fimbrijama, koja ima
povecane sposobnosti stvaranja biofilma (59).
Premda se u kroni¢no inficiranih CF bolesnika
susrece jedan ili tek nekoliko genotipova P. aeru-
ginosa, znacajne fenotipske varijabilnosti izolata
rezultat su ucestalih promjena okoliSa u plu¢ima
bolesnika, te odgovora ove bakterije na te
promjene fenotipskom adaptacijom (59, 60).
Otkrivanje mehanizama koji omogucuju fenotip-
sku adaptaciju, te daljnje istrazivanje stvaranja
biofilma u kroni¢no inficiranih bolesnika, pove-

zuje se s uspjeSnijom kontrolom i eradikacijom
infekcije u oboljelih. U kroni¢no inficiranih
bolesnika s CF-om, trajna eradikacija P. aerugi-
nosa gotovo je nedostizan cilj, pa su potrebne
druge kratkotrajne i prijelazne terapijske mjere s
ciljem smanjenja broja bakterija u sputumu,
poboljsanja funkcije pluca, te odgadanja nep-
ovratnih oStecenja pluénog tkiva (55). Dugotrajna
perzistencija P. aeruginosa, te rezistencija na
primjenu antimikrobnih lijekova u bolesnika s
CF-om, pripisuje se mutacijama bakterija i iz-
mjeni genskog materijala koji doprinose rezisten-
ciji na lijekove, smanjenoj djelotvornosti lijekova
u anaerobnim uvjetima, te biofilm-specificnim
mehanizmima rezistencije (61). Nemogucnost
trajne eradikacije 1 rezistencija patogena
naglaSavaju potrebu za prevencijom ili odgodom
uspostavljanja kroni¢ne infekcije veé u fazi inter-
mitentne kolonizacije ranom i agresivnom an-
timikrobnom terapijom (55). Terapijske mjere,
poduzete nakon inicijalnog izoliranja P. aerugi-
nosa, poput inhalacija kolistina ili tobramicina, te
oralne primjene ciprofloksacina, uz kohortnu
izolaciju bolesnika, pokazale su se uspjesnim u
prevenciji i epidemiologiji kroni¢ne P. aerugino-
sa infekcije (62). Nove spoznaje rezultirale su
promjenom terapijskog pristupa u kroni¢noj in-
fekciji, pa je prethodna terapija samo akutnih
egzacerbacija kroni¢ne infekcije zamijenjena
kroniénom supresivhom kemoterapijom kojom
se nastoji smanjiti broj i aktivnost bakterije P.
aeruginosa u pluéima bolesnika s ciljem
poboljsanja pluéne funkcije (53). lako mehani-
zam djelovanja antimikrobnih lijekova u
kroni¢noj infekciji povezanoj s biofilmom nije
razjasnjen, in vitro se primjenom kombinacije
B-laktama i aminoglikozida, naj¢esce koristenih
antipseudomonasnih lijekova, uoc€ilo smanjenje
broja bakterija u sesilnoj zajednici na svega 20%,
a pri primjeni pojedinih antibiotika u subinhibici-
jskim koncentracijama (subMIK), supresija
stvaranja proteaze, fosfolipaze C, te alginata u P,
aeruginosa (53, 63). Antimikrobna terapija rezul-
tira smanjenjem prisutnosti bakterijskih antigena,
a time i imunoloski uzrokovanog ostecenja
pluénog tkiva (53). Rezultati novijih istrazivanja
pokazali su djelotvornost makrolida u biofilm in-

155



156

Medicinski Glasnik, Volumen 6, Number 2, August 2009

fekcijama uzrokovanih bakterijom P, aeruginosa,
Sto se povezuje s njihovom protuupalnom
aktivnoscu, te subMIK ucinkom, poput inhibicije
adherencije, pokretljivosti bakterije, te detekcije
kvoruma (64-66). Istrazivanjima kroni¢ne P. aer-
uginosa infekcije u bolesnika s cisti¢nom fibro-
zom, nastoji se otkriti u¢inkovita terapija koja bi
prevenirala nastanak ili omogucila uniStenje bio-
filma u ovih bolesnika.

KRONICNI CISTITIS

Infekcije mokra¢nog sustava (IMS), nakon
respiratornih, druge su po ucestalosti bakterijske
infekcije. Veéina se ovih infekcija javlja kod
mladih i zdravih zena. Gotovo 80% zena svjet-
ske populacije, tijekom svoga Zivota, ima naj-
manje jednu IMS, a 27-44% ovih bolesnica, un-
utar slijede¢ih Sest mjeseci, ima i rekurentnu
epizodu bolesti, unato¢ antimikrobnoj terapiji
(67, 68). U gotovo 80% sluéajeva IMS-a kao
uzroc¢nik se izolira uropatogena Escherichia coli
(UPEC) (68, 69). Bakterijski biofilm ima vaznu
ulogu u patogenezi, perzistenciji i terapiji infek-
cija mokraénog sustava. Naime, stvaranje bio-
filma u mokra¢nom sustavu povezuje se s
kroni¢nim cistitisom, te struvitnom urolitijazom.
U posljednje tri godine intenzivno se proucava
povezanost progresije IMS-a u perzistentnu UP-
EC-induciranu infekciju, u nekoliko in vitro i
animalnih in vivo modela (68, 70-72). Kao
kljuéni faktor uspostavljanja biofilma uropa-
togene E. coli na abiotickim povrS§inama, u sta-
cionarnim uvjetima i uvjetima hidrodinamickog
protoka, te luminalnoj povr$ini mi§jeg mokra¢nog
mjehura, smatra se FimH adhezin, koji se nalazi
na vrhu tipa 1, manoza-senzitivnih fimbrija (71,
72). Ovaj adhezin veZe manozilirane ostatke na
integralnim membranskim proteinima, uroplaki-
nima (UP), koji su izrazeni na luminalnoj strani
superficijalnih epitelnih stanica mokra¢nog mje-
hura (70). Udruzivanjem ¢etiri poznata UP mole-
kula (UP Ia, Ib, II i IIT) nastaju heksamerni prste-
ni, a organizacijom prstena nastaju kristalni
plakovi, koji prekrivaju gotovo cijelu luminalnu
povrSinu mokra¢nog mjehura sa zadacom
oCuvanja integriteta epitelne membrane, te stvar-

anja kemijski nepropusnog sloja za difuziju u
epitel (70). U miSjem modelu cistitisa, primjenom
skeniraju¢eg 1 transmisijskog elektronskog
mikroskopa, zamijeceno je da, jedan do tri sata
nakon adheriranja bakterije na povrSinu epitelnih
stanica, dolazi do brzog prodora UPEC-a u
epitelne stanice. Prodor bakterije u stanicu posre-
dovan je FimH adhezinom koji otpoCinje sig-
nalnu kaskadu u domacinovim epitelnim stani-
cama, §to rezultira lokaliziranim preslagivanjem
aktina, te uvlacenjem adherirane bakterije u sta-
nicu zatvaranjem membrane oko mikroorganiz-
ma (68, 70, 72). Nakon invazije u superficijalne
epitelne stanice mokra¢nog mjehura, UPEC se
ubrzano dijeli u citoplazmi, te u narednih osam
sati, stvara slabo povezane, male nakupine bak-
terija, koje zadrzavaju tipicnu morfologiju
Stapica (68, 70, 71). Uspostavljanjem ovih ranih
intracelularnih  bakterijskih zajednica (IBZ),
bakterija stvara protektivni okoli§ u kojem je
zaSticena od djelovanja antimikrobnih lijekova,
te domacinova imunoloskog odgovora (68, 70).
Sest do osam sati nakon infekcije, dolazi do
dramati¢ne fenotipske promjene IBZ-a, te rana
IBZ sazrijeva u zajednicu nalik na biofilm (70,
71). Bakterije u biofilmu poprimaju kokoidni
oblik i ispunjavaju cijelu superficijalnu epitelnu
stanicu; brzina rasta bakterija usporava na vise
od jednog sata, male nakupine bakterija povezu-
ju se u gustu organiziranu zajednicu globularnog
izgleda (70, 71). U ovom stadiju, bakterije na
svojoj povrsini imaju izrazena brojna amiloidna
vlakna, koja omogucavaju stvaranje individual-
nog odjeljka za svaku bakteriju, te povrSinske
molekule, poput tip 1 fimbrija i antigena 43, koje
doprinose interakcijama, tijekom stvaranja
mikrokolonija (68, 70). Klju¢ni proces maturac-
ije intracelularnog biofilma, koji tvori E. coli,
jeste sekrecija kolanske kiseline, egzopolisahar-
ida koji stvara polisaharidni matriks oko bakteri-
jskih stanica (68, 70). Vizualizacijom ovog stad-
jja infekcije, na povrSini inficiranog miSjeg
mokraénog mjehura, uocene su brojne protruzi-
je, nastale uslijed utjecaja mase bakterijskog bi-
ofilma na stanicnu membranu superficijalnih
epitelnih stanica (68, 71). Dvanaest sati nakon

infekcije, kokoidne bakterije, na povr$ini IBZ-a,
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ponovo poprimaju morfologiju Stapica, postaju
izrazito pokretne, te se odvajaju iz bakterijskog
biofilma (71). U trenutku kada stignu do ruba
stanice domacina, ove bakterije izbijaju kroz
lumen

stanicnu  membranu, te prodiru u

mokraénog mjehura procesom koji se naziva
(71).

domacinove stanicne membrane, ubrzo se, na-

izlijevanje Naru$avanjem integriteta

kon ovih pojedinac¢nih stanica, u lumenu
mokraénog mjehura pojavljuju bakterije iz
mnogobrojnih IBZ-a, §to rezultira oslobadanjem
miliona UPEC, pojave bakteriurije, te Sirenja i
kolonizacije novih superficijalnih epitelnih sta-
nica (70, 71). U lumenu mokra¢nog mjehura,
bakterije, oslobodene iz biofilma, diferenciraju
se u 70 pm duge filamentozne tvorbe (71). lako
je mehanizam i svrha nastanka filamenata do
danas nepoznata, pretpostavlja se da, na taj
nac¢in, UPEC prezivljava napad imunoloskog
sustava domacina dovoljno dugo da septacijom
filamenata nastane nova populacija bakterija,
koja zapocCinje slijede¢i ciklus invazije i stvar-
anja IBZ-a u do tada neinficiranim superficijaln-
im epitelnim stanicama (68, 71). U nekoliko
slijede¢ih postinokulacijskih dana, bakterije
prolaze kroz viSestruke cikluse stvaranja IBZ-a,
no, sa svakim novim ciklusom, vrijeme koje je
potrebno da IBZ prode kroz sva Cetiri fenotipa
intracelularnog biofilma, sve je sporije i sporije
(68). U konacnici se, unutar superficijalnih
epitelnih stanica, uo¢avaju samo male nakupine
Stapicastih bakterija, koje ulaze u stanje mirov-
anja, tzv. dormant fazu (68). U fazi mirovanja,
UPEC moze perzistirati u mokraénom mjehuru
mjesecima nakon inicijalne infekcije (68).
Zahvaljujuci IBZ koja je nalik na biofilm, UPEC
uspjes$no odolijeva nespecificnom imunoloskom
odgovoru domacina (70, 71). Naime, lipopolisa-
haridi stani¢ne stijenke UPEC-a aktiviraju Toll-
nalik receptore tipa 4 na membrani superficijal-
nih epitelnih stanica, §to rezultira oslobadanjem
upalnih citokina 1 masivnom infiltracijom
mokra¢nog mjehura polimorfonuklearnim leu-
kocitima (PMN) (68). lako u mokraénom mje-
huru, u fazi nastanka rane IBZ, polimorfonuk-
leari migriraju prema inficiranim stanicama i
pokusavaju prodrijeti u intracelularni biofilm, a

kasnije pokusavaju unistiti filamentozne oblike
bakterija, njihovo djelovanje na UPEC je bez us-
pjeha (68, 71). Osim aktivacije PMN, infekcija
inducira i masivnu eksfolijaciju superficijalnih
epitelnih stanica, no odljustenje stanica u lumen
mokra¢nog mjehura rezultira samo smanjenjem
broja bakterija, a ne i unistenjem IBZ (70). Ako
odolijevanju imunolo§kom odgovoru domacina
pridodamo i rezistenciju biofilma na antimikrob-
nu terapiju, jasno je da sposobnost stvaranja
IBZ-a omogucuje uropatogenoj E. coli iznimno
dugu perzistenciju u mokraénom mjehuru, a time
i mogucnost nastanka kroni¢nih rekurentnih in-
fekcija (68). Nakon misjeg modela infekcije, ko-
jim je pokazano znacenje biofilma u patogenezi
IMS-a, slijede¢im studijama predstoji dokazati
postojanje IBZ-a u bolesnika s rekurentnim cis-
titisom. Uz kronicni cistitis, bakterijski se bio-
film povezuje i s patogenezom stuvitne uro/ne-
frolitijaze. Struvitni kamenci nastaju kao
posljedica bakterijske IMS, te premda Cine svega
10-20% svih kamenaca u mokra¢nom sustavu,
predstavljaju pravi izazov u lijeCenju, uslijed
brzog rasta i rekurencije koja se javlja u gotovo
50% slucajeva ove bolesti (73). Kljucni faktori
virulencije bakterija, ukljucenih u stvaranje ka-
menaca, jesu produkcija metaloenzima ureaze i
bakterijski egzopolisaharidi (73, 74). Enzim ure-
aza hidrolizira ureu, koja je u urinu prisutna u
velikim koli¢inama, pri ¢emu nastaje amonijak i
ugljicni dioksid. Tako stvoreni amonijak podize
pH urina, uslijed cega topivi ioni magnezija i ka-
Icija precipitiraju, te nastaju kamenci koji sadrze
magnezij amonij fosfat (struvit) i kalcij fosfat
(apatit) (74). Bakterijski egzopolisaharidi dopri-
nose stvaranju kamenaca ubrzavanjem supersat-
uracije i kristalizacije iona kalcija i magnezija
elektrostatskim interakcijama, te vezivanjem
ovih iona za anionske grupe na njihovoj povrsini
(73). Uzro¢nik koji, uz ostale, posjeduje oba
navedena faktora virulencije i koji se najcesce
povezuje s nastankom stuvitnih kamenaca jeste
bakterija Proteus mirabilis. Pretpostavljalo se
da, u procesu nukleacije kristala i nastanka ka-
menaca, klju¢nu ulogu ima sposobnost bakterija
da stvaraju biofilm, pri ¢emu bi izvanstaniéni
matriks

polisaharidni biofilma promovirao
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vezivanje kristala (75). To je potaklo istrazivace
da u studijama povezanosti bakterija sa struvit-
nim kamencima, primjene morfoloske tehnike
moderne mikrobiologije, poput skenirajuceg i
transmisijskog elektronskog mikroskopa. Ovim
je tehnikama tako dokazana prisutnost bakterija
u obliku mikrokolonija, unutar glikokaliksa in-
tersticija, jezgre i povrsine struvitnih kamenaca,
kirurski odstranjenih iz bolesnika (76), te infek-
cijom induciranih u animalnim modelima (Stakor,
mi§) (74, 77). Odolijevanje djelovanju an-
timikrobnih lijekova i obrani imunoloskog sus-
tava domacina objasnjava se pozicioniranjem
bakterija duboko u matriksu kamenca, odnosno
stvaranjem sesilne zajednice, ukoliko se nalaze
na njegovoj povrsini (74). Sve to doprinosi per-
zistenciji infekcije, daljnjem rastu struvitnih ka-
menaca, Cestim rekurentnim infekcijama, te
teskim oStecenjima, osobito bubrega. Danas se u
terapiji struvitnih kamenaca upotrebljava mrv-
ljenje kamenaca udarnim valovima ili perkutana
nefrolitotomija, odnosno ureteroskopija, no u
buduénosti se ocekuje primjena lijekova koji
penetriraju u biofilm kamenaca i uniStavaju ga,
te primjena inhibitora ureaze (78).

KRONICNI PROSTATITIS

Prostatitis, upala prostate, najces¢i je
uroloski problem kod muskaraca mladih od 50
godina, te tre¢i po ucestalosti klinicki entitet
kod muskaraca starije zivotne dobi. Primjenom
indeksa simptoma kroni¢nog prostatitisa (engl.
Chronic Prostatitis Symptom Index, CPSI), raz-
vijenog od strane americkog Nacionalnog insti-
tuta za zdravlje (NIH), kod muskaraca, u dobi od
20. do 74. godine, nadena je 10% prevalencija
simptoma prostatitisa (79). Sve do 1995. godine,
kada je u Bethesdi, pod pokroviteljstvom NIH-a,
donesSena nova klasifikacija (80), prostatitis se
klasificirao u cCetiri klinicka entiteta: akutni i
kroni¢ni bakterijski prostatitis, nebakterijski
prostatitis i prostatodinija. U novoj su klasifikac-
iji prve dvije kategorije ostale iste, no preostala
dva klini¢ka entiteta objedinjena su u kategoriju
IIT — kroni¢ni abakterijski prostatitis/kroni¢na
bol u zdjelici (81). Ova kategorija, s obzirom na

prisutnost ili odsutnost upalnih stanica u uzorci-
ma specificnim za prostatu (eksprimat prostate i
prvi mlaz urina nakon masaze prostate) (80), do-
datno se dijeli na upalnu (IIIA) i neupalnu (I1IB)
potkategoriju. Novost spram stare klasifikacije
jeste i kategorija IV, u koju ulaze bolesnici bez
simptoma i dijagnoze prostatitisa, a kod kojih je
biopsijom prostate ili u specificnim uzorcima de-
tektirana prisutnost upale i/ili mikroorganizama
(80). Kroni¢ni bakterijski prostatitis karakter-
iziraju rekurentne infekcije mokraénog sustava,
s nespecificnim simptomima izmedu simptomat-
skih infekcija, te perzistencija bakterija u prosta-
ti usprkos viSestruko provedenim antimikrobnim
terapijama (82). Naj¢es$¢i uzrocnici prostatitisa
jesu dobro poznati gram-negativni uropatogeni
poput bakterija E. coli (u gotovo 80% slucajeva),
Klebsiella sp., Serratia sp., Enterobacter sp. i P.
aeruginosa. Gram-pozitivne bakterije, izuzev
bakterije Enterococcus faecalis, koja se smatra
uzro¢nikom kroni¢nog bakterijskog prostatitisa,
imaju vrlo upitnu ulogu u mikrobnoj etiologiji
prostatitisa (80). Kada uzro¢nici udu u kanalice i
acinuse prostate, ascenzijom iz mokracéne cijevi
i/ili povratom urina u prostati¢ne kanaliée (75),
ondje se ubrzano razmnozavaju i izazivaju akut-
ni upalni odgovor domacina. Vitalne i umiruce
bakterije, i1 stanice akutne upale, deskvamirane
epitelne stanice i stanicni detritus, ispunjava-
ju kanali¢e, no sve dok je infekcija u akutnoj
fazi, odgovaraju¢om antimikrobnom terapijom,
moguce je eradicirati planktonske uzrocnike, te
suzbiti upalni proces (75). Pri subakutnoj up-
ali ili perzistenciji bakterija unutar opstruiranih
prostati¢nih kanali¢a, bakterije mogu adheri-
rati na epitel stijenki kanali¢a i ubrzo stvoriti
sporadi¢ne mikrokolonije biofilma, $to moze
dovesti do perzistentne stimulacije imunoloskog
sustava 1 posljediéno kroni¢ne upale (75).
Premda je klasi¢na kvantitativna kultivacija
uzoraka urina i eksprimata prostate klju¢na za
dijagnozu kroni¢nog prostatitisa, kada se radi o
mikrobioloskoj dijagnostici klini¢kih entiteta u
kategoriji Il i IV, to je onda pravi klinicki iza-
zov (75). Neuspjeh detekcije bakterija kultivaci-
jom u ovih bolesnika objasnjava se prisutnos$éu/
odsutno$¢uinhibitornih tvariusekretimaprostate,
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poput visoke koncentracije cinka i prostaticnog
antibakterijskog faktora, te planktonskih bak-
terija u uzorcima (80, 83). Naime, planktonske
se stanice teSko odvajaju od sesilne zajednice
i bivaju eradicirane primjenom empirijske an-
timikrobne terapije (80). Da antimikrobna terap-
ija ne utjece na biofilm, te da bakterijske stanice
perzistiraju u prostati, ubrzo je potvrdeno detek-
cijom mikroorganizama u bioptickim uzorcima
prostate u bolesnika, te elektronsko-mikroskop-
skim prikazom egzopolisaharidom prekrivenih
mikrokolonija ¢vrsto adheriranih bakterija za
stijenke kanali¢a i acinusa (84). Novi koncept
mikrobioloske etiologije kroni¢nog prostatisa
rezultirao je primjenom molekularnih tehnika u
studijama prostatitisa. Primjenom PCR metode,
detektirana je prisutnost 16S rRNA bakterija u
77% bioptic¢kih uzoraka prostate (83), a potom u
65% uzoraka eksprimata prostate u oboljelih od
kroni¢nog prostatitisa (85). Ubrzo se postavilo
pitanje jesu li detektirani mikroorganizmi doista
i uzrocnici kroni¢nog prostatitisa. Prvi dokaz do-
biven je usporedbom PCR rezultata dobivenih iz
uzoraka prostaticnog tkiva zdravih donora pros-
tate i bolesnika koji su bili podvrgnuti prostatek-
tomiji (86). Dok su u grupi zdravih donora, u
svim uzorcima PCR-a, rezultati bili negativni, te
znakovi upale odsutni, u grupi oboljelih od kar-
cinoma prostate i benigne hipertrofije prostate
(BHP), u 70% uzoraka, dokazana je prisutnost
upale i dobiven pozitivan PCR rezultat. Imajuci
na umu da gotovo 90% bolesnika s BHP-om ima
prostatitis (86), te da prisutnost upalnih stanica u
uzorku bioptata prostate dobro korelira s detek-
cijom bakterijskih genskih sekvenci (83), moze
se zakljuciti da su detektirani mikroorganizmi
ujedno i uzro€nici prostatitisa. Bakterijski bio-
film utjece i na rezultate primjene antimikrobne
terapije u sindromu kroni¢nog prostatitisa. lako
se u pocetku smatralo da kroni¢ni upalni proces
u prostati mijenja farmakokinetska svojstva an-
timikrobnih lijekova (87) i utjece na terapijski
uspjeh, studijama na animalnom modelu to nije
potvrdeno. Danas se nemogucnost eradikacije
bakterija u kroni¢nom prostatitisu objasnjava
sesilnim na¢inom zivota bakterija u prostati, te
intrizinom rezistencijom biofilma (75). Primje-

na molekularnih tehnika u detekciji i elektron-
skog mikroskopa u vizualizaciji, omogu¢ili su
povezivanje biofilma s etiologijom kroni¢nog
prostatitisa, a rezultati daljnjih istrazivanja
trebali bi unaprijediti terapijski pristup ovom
sindromu.

KRONICNE INFEKCIJE RANA

Vrlo opéenito, rane, prema njihovoj etiolog-
iji, dijele se na akutne i kroni¢ne. Dok akutne
rane uzrokuje eksterno oStecenje intaktne koze,
kroni¢ne rane nastaju endogenim mehanizmima
koji su povezani s predisponiraju¢im stanjima,
poput metaboli¢ke bolesti ili oSteCenja arteri-
jskog, odnosno venskog protoka, uslijed cega
dolazi do oStecenja integriteta dermalnog i epi-
dermalnog tkiva (88). Osim s kolonizacijom, pris-
utnost bakterija u akutnim i kroni¢nim ranama,
povezuje se s razvojem upale, a time i procesom
cijeljenja, invazivnim infekcijama i sepsom, zata-
jenjem organa, pa i smrtnim ishodom. Premda se
u brojnim studijama mikroorganizmi, poput bak-
terija S. aureus, P. aeruginosa, te p-hemoliticki
streptokoki, najces¢e povezuju s odgodenim ci-
jeljenjem i infekcijom rana, u vecini rana nalazi
se polimikrobna, acrobna i anaerobna flora (88,
89). Zbog perzistencije infekcije, te rezistencije
na sistemske i topicke antimikrobne lijekove,
posljednjih godina pretpostavlja se kako bakter-
ije koje koloniziraju kroni¢ne rane tvore sesilnu
zajednicu, odnosno biofilm (90, 91). Sklonost
bakterijskoj kontaminaciji, dostupnost supstrata,
te izrazito velika povrSina koja podrzava ad-
herenciju bakterija, ¢ini kroni¢ne rane gotovo
idealnim okoliSom za stvaranje biofilma (90).
No, direktni dokazi koji bi podrzali znacenje
biofilma u patogenezi kroni¢nih rana za sada
su rijetki. Prvi pokus$aji vizualizacije formiranja
biofilma u kroni¢nim ranama temeljili su se na
primjeni modificirane Kongo-red tehnike bojanja
za prikaz polisaharida. Primjenom navedene teh-
nike u in vitro modelu P. aeruginosa biofilma,
uoceno je kako je bakterijama, iz uzoraka rana
ljudi s opeklinama, dovoljno tek sedam do de-
set sati za stvaranje zrelog biofilma (92). Na-
kon in vitro modela, ista grupa autora dokazala
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je postojanje biofilma i u ranama svinjskog in
vivo modela (90). Uslijedio je i prikaz S. aureus
biofilma u akutnim ranama pomocu skenirajuce
elektronske mikroskopije (93), a naposljetku
istrazivaci americkog Centra za inZinjering bio-
filma Sveucilista u Montani dokazali su i pris-
utnost biofilma u 60% uzoraka kroni¢nih rana
(94). Upravo se stvaranje biofilma u kroni¢nim
ranama smatra najboljim objasSnjenjem zatajenja
procesa cijeljenja takvih rana. Na cijeljenje rane
i tijek infekcije utjece bakterijska sposobnost
stvaranja stabilne, sesilne zajednice, te sposob-
nost domacinova imunolo§kog sustava da kon-
trolira infekciju (91). Zajednice mikroorganiza-
ma mogu na proces cijeljenja utjecati direktno,
produkcijom destruktivnih enzima i toksina, ili
indirektno, promoviranjem stanja kroni¢ne upale
u kojem oslobadanje slobodnih radikala i brojnih
litickih enzima negativno utjeCe na proliferaciju
stanica, a time i na proces cijeljenja rane (91).
Nadalje, djelovanje biofilma na proces cijeljenja
objasnjava se njegovom smanjenom osjetljivoséu
na imunoloski obrambeni odgovor domacina.
Poznato je da matriks biofilma inhibira kemo-
taksiju 1 degranulaciju PMN-a i makrofaga,
te da PMN ne uspijevaju fagocitirati bakterije
unutar biofilma. To PMN potice na oslobadanje
velike koli¢ine proupalnih enzima i citokina,
te metaloproteaza matriksa (95, 96). Posljedice
povisene razine endogenih metaloproteaza
matriksa, te nestanka njihovih prirodnih inakti-
vatora u kroni¢nim ranama, jesu mnogobrojne.
Proteolitickim djelovanjem ovih enzima sman-
juje se razina faktora rasta i citokina koji regu-
liraju pokretanje i rast stanica poput keratinocita,
fibroblasta i stanica endotela, a dolazi i do nekon-
trolirane destrukcije ekstracelularnog matriksa
koji, osim Sto kozi daje snagu i otpornost, ¢ini os-
novu za prerastanje epidermisa i rast krvnih zila
i zivaca (96). Kako svaki od navedenih faktora
sudjeluje u procesu cijeljenja u to¢no odredenom
trenutku, izostanak normalna slijeda dogadaja
rezultira zaustavljanjem kroni¢ne rane u fazi
upale i stvaranja granulacijskog tkiva. Doka-
zana prisutnost biofilma u kroni¢nim ranama i
njegova povezanost s procesom cijeljenja moti-
virala je istrazivace na razmatranje novih strate-

gija kontrole biofilma. Jedna od ideja temelji
se na prevenciji razvoja bakterijskog biofilma
posredstvom komponente nespecificne imunosti
— laktoferina (97, 98). Laktoferin je glikoprotein
sa sposobnoscu vezivanja zeljeza, koji, pri kon-
centracijama nizim od onih potrebnih za unistenje
ili prevenciju rasta bakterija, stimulira specijalni
oblik kretanja bakterije na povrsini supstrata, te
na taj nacin onemogucuje adherenciju i stvar-
anje mikrokolonija i nakupljanje (97, 98). Stoga
se pretpostavlja da bi preparati laktoferina mo-
gli razoriti ve¢ postojeci biofilm, Sto bi utjecalo
na zaStitu kroni¢ne rane od infekcije. Druga
mogucénost kontrole stvaranja biofilma jeste in-
terferencija s detekcijom kvoruma. Poznato je da
gram-negativne bakterije, kao signalne molekule,
koriste AHL, a gram-pozitivne ciklicke pep-
tide (4). Prouc¢avanjem strukture ovih signalnih
molekula, te stvaranja, Sirenja i primanja signala,
istrazivaci su, u potrazi za moguénostima inhib-
icije detekcije kvoruma, pronasli brojne mole-
kule s agonistickim, antagonistickim ili enzim-
skim djelovanjem na AHL, kao §to su supstance
nekih biljaka i gljiva koje interferiraju s AHL-
posredovanom komunikacijom, te halogenirane
tvari furanona koje utjecu na ekspresiju gena koji
kontroliraju detekciju kvoruma i povecavaju os-
jetljivost biofilma na antimikrobne lijekove (4).
Smatra se kako farmakoloska inhibicija detek-
cije kvoruma pruza novu nadu u kontroli bakteri-
jskog biofilma brojnih infekcija, pa tako i one u
kroni¢nim ranama.

Svakako, nuzni su novi terapijski pristupi
koji bi omogucili uspjesno lijeCenje biofilm-
infekcija. Potencijalna terapija, uz primjenu
inhibitora detekcije kvoruma i ¢initelja virulen-
cije bakterija, ukljucuje i enzimsku razgradnju ili
oSteCenje izvanstani¢nog matriksa biofilma, §to
bi za posljedicu imalo disperziju biofilma, a time
1 smanjenje njegove rezistencije na djelovanje
imunoloskog sustava domacina i antimikrob-
nih lijekova (99). Johansen i suradnici dokazali
su baktericidnu aktivnost oksidoreduktaza, te
ucinak primjene enzima koji hidroliziraju polisa-
haride na unistenje bakterijskog biofilma koji
tvore bakterije S. aureus, S. epidermidis, P. aeru-
ginosa 1 Pseudomonas fluorescens sa abioti¢kih
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supstrata (100). Nedavno je francuska grupa
istrazivaca uocila uspjeh u primjeni disperzina B,
enzima koji hidrolizira poli-N-acetilglukozamin,
u kombinaciji s proteazama u eradikaciji biofilma
razli¢itih stafilokoknih sojeva (101). Lijecenje
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Significance of microbial biofilm occurence in the pathogenesis
and treatment of chronic infections

Jasmina Vranes$' 2, Vladimira Leskovar?
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ABSTRACT

The ability of bacterial cells to adhere to biotic and abiotic surfaces, to function as a group and to mu-
tually communicate is crucial in the development of chronic infectious diseases. Sessile communities
of microorganisms today known as biofilm are involved in a number of chronic bacterial infections.
Key characteristics of biofilm-infections are the persistence of infection and resistance to antimicrobial
agents and host defenses. Advances in the technology and the application of new microscopic and mo-
lecular methods while studing ultrastructure and functional relationships inside the biofilm give hope
that a new therapeutic way to control biofilm-infections, one of the greatest challenges of 21* century,
will be found.
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