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1 Uvod

U posljednjih nekoliko godina biofilm je postao jedna od najaktualnijih tema u
mikrobioloskim istrazivanjima. Svakim novim istrazivanjem nadogradivalo se postojece
znanje o njegovoj strukturi, svojstvima i nacinu nastajanja. Time se i sama definicija biofilma
neprestano mijenjala. Biofilm je sesilna zajednica mikroorganizama, najée$c¢e bakterija koje su
medusobno povezane i uklopljene u izvanstani¢ni matriks koji su same stvorile. Cesto ih se
zbog svoje visoke rezistentnosti i prezivljavanju u teSkim okoli§nim uvjetima, ubraja u glavni
faktor virulencije. Klju¢ni mehanizmi za visoku otpornost biofilmova su: ograni¢ena difuzija,
enzimi koji uzrokuju neutralizaciju, heterogenost funkcija, spori stupanj rasta, prisutnost
otpornih stanica i fenotip biofilma s prilagodljivim mehanizmima. Osim u biofilmu,
mikroorganizmi mogu zivjeti i slobodnim (planktonskim) nac¢inom zivota. Razlika u ekspresiji
gena izmedu planktonskih stanica i zajednice biofilma ukljucuje povecanu i/ili smanjenu
regulaciju razlicitih skupina gena. Smanjenje regulacije gena za popravljanje DNA u stanicama
biofilma, pokazuje da je ucestalost spontanih mutacija, a time i pojava novih genetickih
svojstava poviSena unutar biofilma. Biofilm je izrazito rasprostranjen nacin zivota u okolisu.
Moze ga Ciniti samo jedna bakterijska vrsta, no ¢es¢e se sastoji od vise vrsta bakterija, ili
bakterija i gljivica. Neke od najc¢es¢ih vrsta koje tvore biofilm su Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginos, Klebsiella pneumoniae, i Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter baumannii su gram-negativni kokobacili, nepokretni, obligatni
aerobi, nadeni u tlu i vodi. Pripadaju porodici Moraxellaceae unutar reda Pseudomonadales.
Samo je A. baumanni u rodu Acinetobacter identificiran kao uzro¢nik bolesti kod ljudi. A.
baumannii je oportunisti¢ki patogen, rezistentan na vise lijekova (engl. MultiDrug Resistant -
MDR) te posjeduje mnogobrojne mehanizme rezistencije. Uzrokuje Siroki raspon infekcija s
poviSenom stopom smrtnosti, od kojih su najpoznatije upala plu¢a, meningitis, infekcije
mokrac¢nog sustava i dr. Znanstvenici smatraju da antibiotici nisu najbolje rjeSenje u lijecenju
infekcija izazvanih ovom bakterijom jer vecina antibiotika djeluje na planktonske stanice, a ne
na biofilm. Stanice u biofilmu stjeCu gene za rezistenciju na antibiotike procesom konjugacije.
Glavni cilj proucavanja biofilmova jest §to uciniti da se ublazi njihovo virulentno djelovanje te

kako smanjiti njihovu rezistenciju.



2  Opcenito o biofilmu

Danas je poznato da u prirodi postoje dva naina zivota mikroorganizama:
jednostanicna Zivotna faza, u kojoj su stanice slobodnozivuce (planktonske) i viSestani¢na
zivotna faza, u kojoj stanice sesilno zive tvoreéi biofilm. Tijekom zivota moguce je izmjenjivati
faze. U kojoj fazi ¢e pojedina bakterija zivjeti, ovisi isklju¢ivo o okoliSnim uvjetima u kojima
se nalazi.

U ovom izmjeni¢nom ciklusu, bakterije ostvaruju dva fizioloska prijelaza u
diferenciranju ekspresije gena: 1) prijelaz planktonskih stanica u sjedilacke stanice koje
prevladavaju u biofilmu 1 2) prijelaz sesilnih u nove slobodnozivuée stanice. Razlika u
ekspresiji gena izmedu planktonskih stanica i zajednice biofilma ukljucuje povecanu i/ili
smanjenu regulaciju razlicitih skupina gena. Primjerice, geni koji sudjeluju u zZeljezo-sumpor
metabolizmu, metabolizmu lipida, transportu aminokiselina i ugljikohidrata, biosintezi
sekundarnih metabolita te otpornosti na stres podredeni su tijekom formiranja biofilma. U
metabolizmu Zeljeza, koncentracija Zeljeza u mediju je vrlo bitan signal okolisa koji potice
ekspresiju adhezijskih ¢imbenika, koji su klju¢ni za fazu razvoja biofilma. Usporedno s
planktonskim stanicama, u biofilmu su jace eksprimirani geni za sintezu Zeljeza. Smanjenje
regulacije gena za popravljanje DNA u stanicama biofilma, pokazuje da je u€estalost spontanih
mutacija, a time i pojava novih geneti¢kih svojstava poviSena unutar biofilma (Berlanga i
Guerrero 2016).

U protekla dva desetljeca definicija biofilma neprestano se mijenjala jer svako novo
istrazivanje nadograduje postojece znanje o stvaranju, strukturi, sazrijevanju i rezistenciji.
Biofilm je sesilna zajednica mikroorganizama. Stanice u biofilmu su reverzibilno povezane sa
supstratom i medusobno te uklopljene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih polimera (Tab.

1.) koji su same stvorile. Biofilm se povezuje s brojnim bakterijskim infekcijama osobito u

Tablica 1. Kemijski sastav biofilma (Jamal i sur. 2015)

Sastav Udio (%)
Stanice mikroba 2-5
DNA i RNA <1-2
Polisaharidi 1-2
Proteini (i enzimi) <1-2
Voda do 97




bolnicama (npr. 65% svih infekcija uzrokovanih mikrobima i 80% svih kroni¢nih infekcija u
Pakistanu) (Jamal i sur. 2015). Klju¢na karakteristika infekcija biofilmom jest rezistencija na
antimikrobne lijekove i obranu imunoloskog sustava domacina.

Formiranje biofilma (SI. 1.) odvija se u nekoliko faza. Prije prve faze formiranja, dolazi
do kondicioniranja neke povrsine polimerima iz vodenog okolisa, $to omogucuje adherenciju
mikroorganizama. PovrSine na kojima se moze naci biofilm jesu metal, plastika, kamen, Cestice

zemlje, medicinski implantati te tkiva (Vranes i Leskovar 2009).
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Slika 1. Stvaranje biofilma: a) Reverzibilno vezivanje; b) Ireverzibilno vezivanje (pocetni

skupovi sesilnih stanica); c) Sazrijevanje-1 nakupina ugradenih u matriks; d) Sazrijevanje-2
nakupine dosezu maksimalnu debljinu oko 100 um; e) Oslobadanje (rasprSivanjem) u okoli§
novih slobodnozivucéih stanica uz stvaranje praznina unutar nakupina (Abram 2016, Sauer i
sur. 2002).

U prvoj fazi dolazi do transporta i reverzibilnog vezivanja bakterija za povrSinu, na
kojoj se nalaze organski i anorganski nutrijenti. PovrSina biofilma je vrlo aktivna. Na njoj
dolazi do istovremenog pri¢vrsc¢ivanja i otpustanja bakterija. Bakterije se iz biofilma spontano
odvajaju, dok se istovremeno planktonske bakterije za nju pri¢vrsc¢uju. Nakon toga slijedi
stvaranje stabilne veze izmedu pojedinacnih stanica te lufenje izvanstanicne polimerne
supstance koji formira mostove, §to rezultira ireverzibilnim vezanjem planktonskih stanica za
povrsinu supstrata. Posljednja faza jest nakupljanje bakterijskih stanica u viSeslojne gljivolike
nakupine 1 kolonizacija same povrSine. Bakterije pricvrS¢ene za podlogu, rastu i dijele se
formirajuc¢i mikrokolonije, koje se smatraju osnovnim organizacijskim jedinicama biofilmova.

Odrzavanje takve viSestanicne zajednice bilo bi teSko bez postojanja medustani¢ne



komunikacije bakterijskih stanica, posredovane malim molekulama sa sposobnoscu difuzije u
izvanstani¢ni okoli§, kako bi bakterijama u blizini priop¢ile da se pripreme na neugodne
promjene u okolini (Vrane$ i Leskovar 2009). Dokazano je da predmetni kemijski signali,
mogu biti prepoznati ne samo od strane bakterijskih stanica iste vrste, ve¢ i od ostalih
mikrobskih vrsta pa ¢ak i od nekih sloZenijih organizama.

Biofilm je izrazito rasprostranjen nacin Zivota u okoliSu. Biofilm mozZe ¢initi samo
jedna bakterijska vrsta, no ¢eSée se sastoji od viSe vrsta bakterija, ili bakterija i gljivica. Jednom
pri¢vrscéeni za povrSinu, mikroorganizmi biofilma mogu, svojim aktivnostima, doprinositi ili
Stetiti zbivanjima u okoli$u, ovisno o uvjetima koji u njemu vladaju. Unutar biofilma, pojedine
vrste su se dobro prilagodile Zivotu u zajednici. Svi nutrijenti koji kruZe zajednicom dobro su
iskoristeni. Sto jedne vrste izluge, druge iskoriste za rast i obrnuto. Biofilmovi mogu nastati na
zivim ili nezivim povrSinama i mogu prevladati u prirodnim, industrijskim i bolni¢kim
okruZenjima. Oni §tite mikroorganizme od isuSivanja. Naj€eSc¢e nastaju na granici izmedu dva
agregacijska stanja (gotovo na svakoj granici vode i zraka, te zemlje i vode) (Vranes i Leskovar
2009, Donlan 2002). Glavni sastojak biofilma jest voda i ona je odgovorna za protjecanje
nutrijenata unutar samog biofilma (Tab. 1.). U nekim zajednicama je ima ¢ak i do 97% ukupne
mase (Jamal i sur. 2015). Ostale izvanstani¢ne supstance koje se nalaze u biofilmu su proteini,
DNA i RNA molekule te polisaharidi. Bakterije biofilma mogu se gibati na razli¢ite nacine
¢ime je omogucena laka zaraza novih tkiva. Biofilm se moze gibati kolektivno tec¢enjem,
okolini pojedina¢no ili u skupinama (SI. 2). Nakupljanjem sedimenata (prasine i ostalih Cestica)

fluidnost biofilma se smanjuje.
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Slika 2. Migracija biofilma (CBE 2003)




Ova viSestani¢na zajednica ima slozenu strukturu te pokazuje izmijenjene osobine
(fenotip) pojedinih jedinki u skupini uslijed promijenjene brzine razmnozavanja i transkripcije
gena koje se ne uocavaju u planktonskih organizama Takoder, viSestruko se povecava
otpornost mikroorganizama na dezinficijense u takvim zajednicama. Biofilmovi predstavljaju
veliki izazov za znanstvenike, zbog njihovog visokog stupnja rezistentnosti prema
antibioticima, $to ih ¢ini izuzetno zahtjevnima za tretiranje. Tako, primjerice oprane i vizualno
Ciste povrsine mogu jo$ sadrzavati biofilm u kojem su mikroorganizmi. Dovoljno je da nakon
pranja zaostane 1% mase biofilma da se on ponovno formira (http://miloc.hr/rectorkovi-
savjeti-klima/vijest/to-su-biofilmovi-i-kako-nastaju/).

Mnoge specifi¢ne osobine biofilma su od biotehnoloskog znacaja, kao §to je sinteza
vrijednih spojeva, primjerice etanol i sufraktanti (sufraktant je povrSinski aktivna tvar koja
smanjuje povrSinsku napetost vode), te poboljSanje ili obrade odredenih namirnica, npr.
maslina. Biofilm je univerzalno bakterijsko svojstvo s nekoliko glavnih osobina. Njegov razvoj
moze se podijeliti u tri stadija: povezivanje, sazrijevanje i oslobadanje. U odnosu sa svojstvima
na povrsini, povrsinski faktori koji odreduju pocetno bakterijsko povezivanje su naboj
povrsine, hidrofobnost 1 hrapavost (Berlanga i Guerrero 2016).

Biofilmovi ne rastu u beskonac¢no velike oblike, nego dolazi do stvaranja novih
biofilmova, na udaljenim mjestima. Bakterije se otpustaju iz biofilmova procesima desorpcije,
odnosno odljepljivanja s povrsine, odstranjivanja i disperzije. Desorpcija je izravni prijenos
bakterija s povrSine biofilma u okolni medij. Obi¢no se javlja u ranoj fazi razvoja biofilma. U
disperziji, regulatorni sustavi omogucuju fizioloske promjene koje olakSavaju oslobadanje
stanica iz biofilma u medij. Desorpcija i odstranjivanje su pasivni oblici "bijega", a disperzija

je aktivan proces (Berlanga i Guerrero 2016).

2.1 Biofilm kao faktor virulencije

Patogenost (gr¢. pathos = patnja, bolest) je sposobnost mikroorganizama da uzrokuju
bolest. Neki mikroorganizmi uvijek izazivaju bolest kada ¢ovjek (ili neki drugi sisavac) dode
u kontakt s njima (obligatno patogeni), dok drugi to ¢ine ponekad (oportunisticki patogeni).
Oportunisti¢ki patogeni vrlo rijetko uzrokuju bolesti kod osoba koje su imune na bolesti koje
te bakterije uzrokuju (Kaleni¢ i sur., 2013). Patogenost je sposobnost izazivanja bolesti, a
virulencija (lat. virus = otrov) stupanj patogenosti i odredena je ¢imbenicima virulencije,
odnosno svojstvima mikroorganizama koji doprinose virulenciji. Visoka patogenost obiljezena
je visokom virulentno$¢u, i obrnuto. Postoje mjere kojima se virulentnost moze izraziti

kvantitativno, kao broj mikroorganizama potrebnih da bi izazvali bolest. Infektivna doza (IDso)



je broj mikroorganizama neophodan da izazove infekciju u 50% eksperimentalnih zivotinja.
Primjerice, za zarazu kolerom bakterijama Vibrio cholerae potrebno je 108 bakterija (Abram
2016). Letalna doza (LDso) je broj mikroorganizama neophodan da izazove smrt u 50%
eksperimentalnih zivotinja. Za Clostridium botulinum koji uzrokuje botulizam, dovoljna je
doza od 1- 3 nanograma toksina po jednom kilogramu tjelesne mase sisavca, da bi bila letalna
(Horowitz 2005). Mikroorganizam je virulentniji §to ima nizi LDsg ili 1Dso (Kaleni¢ i sur.,
2013). Hoce 1i do¢i do infekcije ili ne, ne ovisi samo o mikroorganizmu koji je uzro¢nik
infekcije, ve¢ i o svojstvima domacina (pacijenta).

prisutnost kapsule, rezistencija na baktericidnu aktivnost seruma, bakterijska pokretnost i
invazivnost u stanicu ili u tkivo, antifagocitni ¢imbenici te produkcija enzima i toksina
(endotoksini i egzotoksini). Stupanj patogena da izazove infekciju ili bolest uvjetovan je
patogenim potencijalom, stupnjem infektivnosti i stupnjem invazivnosti. Virulencija se moze
povecavati (egzaltacija) ili smanjivati (atenuacija). Bakterije luée toksine i/ili onemogucavaju
ili umanjuju imuni odgovor organizma (Abram 2016).

Bakterijski biofilm jedan je od glavnih ¢imbenika u sporijem zacjeljivanju rana te
visoka razina proizvodnje biofilma viSe puta je opisana u organizmima rezistentnim na vise
lijekova (engl. MultiDrug Resistant Organism - MDRO) (Di Domenico i sur. 2017, Subhadra
i sur. 2016). Ipak, bitno je odrediti kvantitativnu korelaciju izmedu same proizvodnje biofilma
1 profila antimikrobne rezistencije na lijekove. Mnoga istrazivanja su pokazala da je ¢ak 60.8%
Gram-negativnih bakterija zastupljeno u MDRO-u, od toga 80% vrsta rade biofilm (Di
Domenico i sur. 2017). Najveci proizvodaci biofilmova (Tab. 2.) su Staphylococcus aureus i
Pseudomonas aeruginosa (80%) te nesto manje Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli i
Acinetobacter baumannii (17%), i ostale bakterije svega 3% (Di Domenico i sur. 2017, Jamal
i sur. 2015).

U polimikrobnoj kolonizaciji postoje sojevi bakterija koji nemaju sposobnost
pravljenja biofilma, no zanimljiva je ¢injenica da su ti sojevi gotovo uvijek medusobno
povezani sa sojevima koje ga mogu raditi. Studije su pokazale da su proizvodaci biofilma
prisutni u svim kroni¢énim ranama na kozi, $to upucuje na to da biofilm predstavlja klju¢nu
determinantu virulencije (Di Domenico i sur. 2017). Nekim sojevima je potrebna posebna vrsta
interakcije s drugim vrstama organizama, kako bi opstale u biofilmu. Primjerice, Legionella
pneumophila ne moze rasti u biofilmu ako nije prisutan neki slobodnozivuéi Protozoa.

Salmonella typhimurium je pronadena u vodenom sustavu koji je sadrzavao neodredene



heterotrofne bakterije, Sto upucuje na to da normalna flora biofilma tog vodenog sustava

osigurava uvjete koji podrzavaju rast neodredenog organizma (Donlan 2002).

Tablica 2. Popis uobic¢ajenih bakterijskih vrsta i njihov postotak ucestalosti tvorenja biofilma
(Di Domenico i sur. 2017, Jamal i sur. 2015)
Vrsta %

Staphylococcus aureus 80

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli 17

Acinetobacter baumannii

Staphylococcus epidermidis

Enterobacter cloacae

Actenomyces israelli 3

Haemophilus influenza

Burkholderia cepacia

Mehanizmi djelovanja antibiotika i biocidne otpornosti biofilmova (biocid je
odredena vrsta kemikalije ili mikroorganizma koja pomoc¢u kemijskih ili bioloskih sredstava
vr$i kontrolni utjecaj na neki Stetni organizam, te ga ¢ini bezopasnim) podijeljeni su u Cetiri
klase:

a) izravna inaktivacija aktivne molekule antibiotika enzimima,
b) adaptacija tj. smanjenje metabolicke aktivnosti, $to ukljucuje i postojanje nedjeljivih
stanica te usporavanje njihovog rasta pa tako i Sirenje antibiotika,
c) matriks biofilma djeluje kao apsorbent ili reaktant pa na taj nadin Smanjuje
koncentracije lijeka prije dostizanja ciljnog mjesta i
d) sustavi istjecanja (molekularna pumpa u stani¢noj membrani bakterije) poput promjene
osjetljivosti membrane biofilma u tocki sucelja s antibiotikom ¢ime se smanjuje

njegova penetracija i ogranicava difuzija (Jamal i sur. 2015).

Razina rezistencije biofilma izmedu zajednica te klju¢ni ¢imbenici odgovorni za
rezistenciju medusobno se mogu razlikovati. Konvencionalnim mehanizmima nije moguce

objasniti visoki stupanj rezistencije na antibakterijska sredstva u biofilmu, iako se ti dokazi ne



smiju zanemariti u proucavanju otpornosti prilikom rasta pojedinih stanica. Stoga se doslo do
zakljucka da bakterije unutar biofilma imaju neke unutarnje mehanizme kojima one stvaraju
rezistenciju na antibiotike. Do danas je istrazeno nekoliko mehanizama koji se smatraju
klju¢nim mehanizmima za visoku otpornost biofilmova. To su: ograni¢ena difuzija, enzimi koji
uzrokuju neutralizaciju, heterogenost funkcija, spori stupanj rasta, prisutnost otpornih stanica i
fenotip biofilma s prilagodljivim mehanizmima, primjerice izlazna pumpa (Jamal i sur. 2015).
Tretiranje biofilma antibioticima ¢esto rezultira nepotpunim unistenjem (S1. 3.) pa nezahvacéene

bakterije postaju centar Sirenja infekcije nakon prestanka antibiotske terapije.

Untresated 20 minutes 24 hours
! . :
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Slika 3. Djelovanje antibiotika na biofilm (Bjarnsholt i sur. 2013)

2.1.1 Biofilm kao faktor virulencije kod bakterije Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii (SI. 4.) su Gram-negativni kokobacili, nepokretni,
obligatni aerobi koji ne razgraduju saharide, nadeni u tlu i vodi. Optimalna temperatura za
njihov rast je od 33°C do 35°C, dok se rast na temperaturi vi$oj od 44°C koristi za identifikaciju
vrste A. baumannii (Peki¢ Malbasa 2017). Pripadaju porodici Moraxellaceae (8 rodova, npr.
Acinetobacter Moraxella, Psychrobacter i dr.) unutar reda Pseudomonadales (Subhadra i sur.
2016). Do danas je opisano 27 vrsta u rodu Acinetobacter od kojih je samo A. baumanni
identificiran kao uzro¢nik bolesti i infekcija kod ljudi (Ali i sur. 2017). A. baumannii je
oportunisticki patogen, rezistentan na vise lijekova (MDR). Osim toga, posjeduje mnogobrojne

mehanizme rezistencije, izazivajuci tako infekcije kod tesko bolesnih i oslabljenih pacijenata.



Slika 4. Mikroskopski prikaz bakterija A. baumannii (Science Source Images 2013)

Uzrokuje S$iroki raspon infekcija s poviSenom stopom smrtnosti, od kojih su
najpoznatije upala pluca, bakteremija, endokarditis, meningitis, infekcije mokra¢nog sustava,
infekcije opekotina i rana nastalih kirur§kim putem (Ali i sur. 2017, Subhadra i sur. 2016).
Sveprisutnost i sklonost postojanju na ljudskoj kozi i suhim nezivim objektima, kroz duzi
vremenski period te sposobnost razvijanja faktora rezistencije pomocu svestranog genetickog
stroja, ¢ini A. baumannii jednog od najc¢es$¢ih i najuspjesSnijih patogena u suvremenom
zdravstvenom sustavu Sirom svijeta. Osim na kozi, nadena je i u respiratornom sekretu te
sekretu iz dusnika kod oboljelih individua (Howard i sur. 2012). Jedni od najbitnijih faktora
virulencije kod A. baumannii jesu: aktivnost fosfolipaze C, otpornost na serum, hemoliticka
aktivnost i proizvodnja acinetobaktina, uz dodatak potpune rezistencije koja pomaze
organizmu da prezivi unutar domacina i uzrokuje infekcije (Ali i sur. 2017). Ima izuzetnu
sposobnost odrzavanja u bolnickim sredinama $to je jedan od glavnih uzroka njegove
virulencije te formiranje biofilma (Tab.2.), koji oblikuje bakterijska zajednica kao odgovor na
nepovoljne uvjete u okolini. A. Baumannii formira biofilm na biotickim (npr. rane, mokraéni
sustav...) i abioti¢kim povrSinama (npr. staklo, metal...) (SI. 5.). Biofilm je sustav koji se moze

prilagoditi unutarnjim uvjetima okoliSa domacina.
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Slika 5. Formiranje biofilma na biotickim i abiotickim povrSinama (Bjarnsholt i sur. 2013)

Provedene su studije medu 75 zemalja na 5 kontinenata, koje su pokazale da je A.
baumanni peta po ucestalosti infekcija (Goi¢ Barisi¢ 2012, Roca i sur. 2012). Posebno je
zabiljeZena u pustinjama u Iraku pa je ponekad zovu i ,Irakibakter (Howard i sur. 2012).
Velika ucestalost bakteremije zabiljezena je medu pripadnicima ameri¢ke vojske nakon rata u
Iraku. lako su do danas poznati brojni mehanizmi rezistencije ove vrste, vrlo je tesko
kontrolirati njegovo Sirenje unutar bolni¢ke sredine. Svojstva virulencije i patogenost bakterija
A. baumannii nisu jo§ tako dobro proucena i razjaSnjena kao njihov profil rezistencije
antibiotika. Pokazano je da stanice u biofilmu stjeCu gene za rezistenciju na antibiotike
procesom konjugacije (Peki¢ Malbasa 2017).

Jedno od provedenih istrazivanja rezistencije A. baumanni na antibiotike (Joshi i sur.
2003), koristilo je 29 razli¢itih antimikrobnih sredstava na 180 uzoraka. Dobiveni rezultati
pokazali su da je vise od 75% uzoraka bilo rezistentno na vise lijekova (MDR), a u 70% uzoraka
bili su proizvodac¢i B-laktamaze, enzima koji omogu¢ava MDR na [-laktam antibiotike
(derivati penicilina). Antibiotici amikacin, ampicilin i imipenem jo$ uvijek su djelotvorna
antimikrobna sredstva, no zabiljezen je stalni porast vrijednosti inhibitorske koncentracije u
50% izolata. ZabiljeZena je rezistencija u 60% uzoraka na aztreonam, 60% na enrofloksacin,
29% na imipenem, 73% na moksalaktam i 25% na sparfloksacin (Joshi i sur. 2003). Studija je
pokazala da niti jedan od navedenih antibiotika nije pogodan za lijecenje infekcija uzrokovanih
A. baumanni.

U nedavno provedenim istrazivanjima koja su Koristila molekularne metode
identifikacije, potvrdeno je prisustvo A. baumannii i izvan bolnica. Izolirana je iz briseva uzetih

s konzola za video igrica u igraonicama, iz razli¢itih vrsta zemljista (poljoprivredno, svinjski
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mulj, zemljiSte kontaminirano naftom...) u razli¢itim dijelovima svijeta (Indija, Francuska,
Afrika, Hong- Kong, Velika Britanija i mnoge druge). Moze se naéi i u termicki neobradenom
povréu, u svjezim i zamrznutim proizvodima ribe i mesa te u mlijeku i siru (Peki¢ Malbasa
2017).

Pripadnici roda Acinetobacter imaju sposobnost dugog prezivljavanja, kako u suhim,
tako 1 na vlaznim povrSinama. Na suhim povrSinama u bolnic¢koj sredini i razli¢itim vrstama
medicinske opreme opstaje i do pet mjeseci (Peki¢ Malbasa 2017). Istrazivanja potvrduju da
je bolnica znacajan izvor te bakterije, a relativno dugo prezivljavanje u bolnickoj sredini

doprinosi transmisiji ovog mikroorganizma u toku epidemije.

3 Metode kojima se oslabljuje rezistencija biofilma na antibiotike

Kroni¢na rana ne cijeli u oc¢ekivanom razdoblju jer je zaostala u upalnoj fazi
cijeljenja 1 ne moze napredovati u daljnjem fizioloSkom procesu. Razlog tome je prisustvo
velikog broja mikroorganizama, ponajvise bakterija. U takvoj okolini bakterije koloniziraju
ranu uz izgradnju biofilma. Biofilm je glavni rezervoar mikroba koje uzrokuju infekciju. Pri
tom procesu, glavni elementi nuzni za fiziolosko cijeljenje i rast posve su razoreni ili inertni
(Kucisec-Tepes 2016).

Biofilmovi povezani s ljudskim tijelom uglavnom se teSko dijagnosticiraju i lijece,
jer imaju povecanu otpornost na antibiotike, antiseptike i imuni odgovor domacina. Glavni cilj
proucavanja biofilmova jest Sto uciniti da se ublazi njihovo virulentno djelovanje te kako
smanjiti njihovu rezistenciju. Cinjenica da ni jedan pojedinaéni terapijski postupak, kao ni
pojedinacni antiseptik nemaju cjelovitu ucinkovitost na biofilm, temeljni je razlog da se
terapijski postupci i antibiofilm aktivne tvari moraju kombinirati. Suvremena istrazivanja
ukazala su da primjena antiseptika na kroni¢ne rane, ima ucinak u prevenciji infekcije. Samo
su neki od antiseptika primjenjivi za kroni¢ne rane i uc¢inkoviti na biofilm. To su, primjerice
oktenidin dihidroklorid, poliheksanidi, povidon jodin i kadeksomer, nanokristalno srebro i
manuka-tip meda (Kucisec-Tepes 2016).

Cetiri glavne strategije (Sl. 6.) za tretiranje biofilma su:

a) Prevencija ukljucuje antibioticku profilaksu, napadanje povrsSinskih molekula i
napadanje cikli¢nog digvanozin 5'-monofosfata.
b) Oslabljivanje ukljucuje zaustavljanje molekularne pumpe, razgradnju izvanstani¢nog

matriksa 1 napadanje izvanstani¢nih i1 unutarstani¢nih signalnih molekula.
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c) Razbijanje ukljucuje mehani¢ko uklanjanje biofilma, bioloska razgradnja enzimima i

napadanje izvanstani¢nih i unutarstani¢nih signalnih molekula.

d) Unistavanje
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antibioticima, napadanje potomaka razliitim tipovima antibiotika, napadanje
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Slika 6. Glavne strategije za tretiranje biofilma (Bjarnsholt i sur. 2013)

Najucinkovitija je kombinacija predmetnih strategija. Daljnja istraZivanja u razvoju

kombiniranih strategija trebala bi biti provedena s paznjom kako ¢e to utjecati na ljude i hoce

li im to ugroziti zdravlje.

3.1 Metode kojima se oslabljuje rezistencija biofilma Acinetobacter baumannii

Poznavajuéi specificnosti A. baumannii, postavlja se pitanje ¢ime tretirati tako

otpornu i snaznu vrstu da se oslabi ili potpuno nestane njena patogenost, te postoje li kakvi
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mehanizmi kojima bi se ljudi mogli zastititi od infekcija koje ova bakterija uzrokuje. Novi i
ucinkoviti tretmani prijeko su potrebni za lijeCenje tih infekcija. Posljednjih nekoliko godina
znatno je smanjen tempo razvoja novih antibiotika, te posljedica toga je i smanjena terapijska
alternativa lijeCenja jer se otpornost A. baumannii na postojece svake godine povecava (Tab.
3).

Tablica 3. Trend povecanja otpornosti A. baumannii na antibiotike od 2008. do 2011.

godine u odredenom broju uzoraka (n je broj uzoraka) (Xu i sur. 2013)

Antibiotici 2008 2009 2010 2011
(n=297) (n=508) (n=1906) (n=1120)
Cefuroksim 77,8 91,1 95,6 98,5
Ceftazidim 63,7 83,4 93,4 93,6
Cefotaksim 88,2 96,3 98,7 98,4
Cefepim 51,4 77,4 88,4 92,5
Cefperazon/ 12,0 44,4 56,0 67,4
Sulbaktam
Piperacilin/ 52,2 81,6 91,6 92,4
Tazobaktam
Amoksicilin/ 63,7 85,1 93,9 94,6
Clavulanat
Imipenem 14,8 60,4 85,2 90,8
Meropenem 23,3 59,4 86,0 91,1
Amikacin 57,9 69,5 74,7 72,3
Aztreonam 72,9 92,5 94,6 97,6
Levofloksacin 56,8 74,9 79,6 87,3

Jedino rjeSenje izbjegavanja infekcija koje uzrokuje A. baumannii je blokirati
bakterijske ¢imbenike virulencije ili jacati imunoloSku obranu domacina, potiskujuci ovu
bakteriju na prethodnu ulogu kao rijetko patogene bakterije. Ovaj nacin se moze poboljsati
kombiniranjem s klasi¢nim pristupom antibiotskih sredstava, §to ¢e pojacati obranu domacina
(Lopez- Rojas i sur. 2013). Osim toga, kao potencijalni izvori bioaktivnih supstanci prouc¢avaju
se bakteriofagi, ekstrakti algi, gljiva 1 liSajeva te antimikrobni peptidi Zivotinja (najceSce

beskraljeSnjaka). Uz spomenute antimikrobne agense, veliku paznju privlace i biljke kao
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potencijali izvor kombinacije s antimikrobnom aktivno$¢u. Najc¢es¢i predmet istrazivanja su

etericna ulja 1 biljni ekstrakti te njihove bioaktivne komponente (Aleksi¢ 2016).
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5 Sazetak

Biofilm je sve aktualnija tema i sve vise se istrazuje, a vece razumijevanje biofilma
trebalo bi dovesti do novih, uéinkovitijih strategija kontrole i poboljSanja lijecenja pacijenata.
Trend porasta rezistentnosti biofilma na antibiotike postaje sve ozbiljniji problem, a rjeSenje se
pokusSava pronacéi kombinacijom razli¢itih mjera poput izbjegavanja infekcija, blokiranja
bakterijskih ¢imbenika virulencije ili pojacavanja imunoloSke obrane domacina, potiskujuci
bakterije u biofilmu na prethodnu ulogu kao fakultativne ili rijetko patogene bakterije. Cilj rada
je bio opisati najznacajnija svojstva biofilma: od procesa njegovog nastajanja, preko
rasprostiranja u okoli$, kao uzro¢nika virulencije kod bakterija te rezistentnosti na antibiotike.
Teziste rada bilo je na biofilmovima koji su nastali djelovanjem bakterije Acinetobacter

baumannii.

6 Summary

Biofilm is an important topic and there is more and more research in this area. A
better understanding of biofilm should lead to new, more effective strategies for controlling
and improving treatment of patients. The increasing trend of a biofilm resistance to antibiotic
treatment become more and more serious problem, and the solution is to find a combination of
different measures such as avoiding infections, blocking the factors of a bacterial virulence, or
the host immunity increasing by suppressing bacterial cells in biofilm to reduce their
pathogenicity. The aim of the paper was to describe the most important biofilm properties:
from the process of its formation, through migration to the environment, as a bacterial virulence
agent and and biofilm antibiotic resistance. The focus of the theses was on biofilms produced

by the Acinetobacter baumannii.
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