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1. Uvod

Bakterijske stanice su dugi niz godina predstavljale savrSeni primjer jednostani¢nih
organizama (Claessen i sur. 2014). Danas znamo da vecina mikroorganizama Zivi u
kompleksnim zajednicama koje zovemo biofilmovi. Ovaj koncept je prvi formulirao J. W.
Costerton (Nikolaev i Plakunov 2007) koji je i uveo pojam biofilmova u medicinu (Hgiby
2017). Biofilmove mozemo definirati kao visoko strukturirane i kompleksne zajednice
bakterija povezane izvanstani¢nim matriksom koji same izlucuju (Aguilar i sur. 2015). Takva
strukturalna i fizioloSka kompleksnost je dovela do ideje koja pretpostavlja da su biofilmovi
analogni visestanicnom organizmu (Nadell i sur. 2008). Ova ideja koju je postavio James
Shapiro 1988. godine se dosta preispituje. Svojstva kao mogucnost stanica da se medusobno
povezu, komunikacija izmedu stanica koja omogucuje koordinaciju aktivnosti i programirana
stani¢na smrt su zajedniCka viSestani¢nim organizmima i bakterijama (Aguilar i sur. 2015).
Ipak postoje i neke fundamentalne razlike od kojih se kao jedna od najbitnijih navodi
nemogucnost biofilmova da postignu trajnu, ireverzibilnu diferencijaciju $to je osnovno
svojstvo tkiva viSestani¢nih organizama (Nikolaev i Plakunov 2007). Zbog toga neki autori
biofilmove smatraju kompleksnim bakterijskim zajednicama (Nikolaev i Plakunov 2007,
Watnick i Kolter 2000, Nadell i sur. 2008) dok drugi o biofilmovima govore kao o pravim
viSestani¢nim organizmima (Webb i sur. 2003, Aguilar i sur. 2015, Claessen i sur. 2014).



2. Opceniti model stvaranja biofilmova

Bakterijske stanice moraju pro¢i kompleksnu prostornu i vremensku reorganizaciju
kako bi nastali biofilmovi. Stvaranje biofilma ukljucuje reverzibilne i ireverzibilne stadije koji

mogu biti konzervirani, ali i specifi¢ni za odredenu vrstu (Kostakioti i sur. 2013). Opceniti

model stvaranja biofilma je prikazan na Slici 1

Slika 1. Shematski prikaz stvaranja biofilma. 1: Pri¢vriéivanje stanica na povrdinu. 2: Izlu¢ivanje

izvanstani¢nih polimernih tvari te ireverzibilno pri¢vr§¢ivanje bakterijskih stanica na povrsinu. 3: Pocetni razvoj
arhitekture biofilma 4: Sazrijevanje arhitekture biofilma. 5: Disperzija bakterijskih stanica iz zrelog biofilma
(Stoodley i sur. 2002).

2.1. Pric¢vrs¢ivanje bakterijskih stanica za povrsSinu

Prvotni kontakt bakterije i odredene povrSine je uvjetovan Brownovim gibanjem,
gravitacijom 1 hidrodinamikom pa mozemo rec¢i da je to stohasticki proces. Hoce 1i bakterija
biti privuc¢ena na povrSinu takoder ovisi 0 svojstvima medija kao Sto su dostupnost
nutrijenata, pH, ionska snaga, temperatura te o povrSinskom sastavu bakterijske stanice.
(Kostakioti 1 sur. 2013). Bakterije povecavaju svoju ljepljivost izlu¢ivanjem adhezina te se
tako vezu za povrSinu te jedna za drugu (Lemon i sur. 2008). Ovakvo vezanje smatramo
reverzibilnim jer bakterije lako mogu izaci iz takve asocijacije. Ireverzibilno vezanje za

povrsinu varira od vrste do vrste. Neki sojevi Escherichia coli ireverzibilno vezanje postizu
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pomocu pila tipa 1, adhezivnih organela sastavljenih od nekoliko podjedinica. Pric¢vrs¢ivanje
je posredovano adhezinom FimH koji se nalazi na vrhu pila. Bakterije roda Enterococcus
koriste razli¢ite tipove adhezina kao Sto su SagA, Ace i Acm koji vezu kolagen, a vrsta

Pseudomonas aeruginosa koristi biceve i pile tipa 4 (Kostakioti i sur. 2013).

2.2. Sazrijevanje biofilma

Nakon kontakta bakterijskih stanica s podlogom dolazi do promjena u ekspresiji gena
te se pocCinje stvarati izvanstanic¢ni matriks (Kostakioti i sur. 2013). Izvanstani¢ni matriks
(ECM) se sastoji od tzv. izvanstani¢nih polimernih tvari (EPS) koje ukljucuju polisaharide,
lipide, nukleinske kiseline i proteine. Izvanstani¢ni matriks stvara trodimenzinalnu polimernu
mrezu koja povezuje i imobilizira stanice u biofilmu. Mutanti koji ne mogu sintetizirati
izvanstani¢ne polimerne tvari ¢esto ne mogu stvoriti zreli biofilm ili on ima promijenjenu
morfologiju. Jedan od primjera je sinteza alginata, polisaharida uklju¢enog u stvaranje
biofilmova bakterije P. aeruginosa. Mutanti koji ne mogu proizvoditi alginat stvaraju plosnate
i strukturalno homogene biofilmove. Utjecaj alginata na morfologiju biofilma prikazan je na
slici 2. Bitnu strukturalnu ulogu ima izvanstani¢éna DNA koja se otpus$ta u matriks autolizom
stanica ili ima strano podrijetlo ovisno o vrsti. Kod bakterije P. aeruginosa dodavanje Dnaze
koja razgraduje DNA u potpunosti inhibira stvaranje biofilma. Uloga proteina u matriksu
moZze biti enzimatska i strukturalna. Enzimi razgraduju polimere kako bi oslobodili nutrijente
koje bakterija moze uzimati te su bitni u disperziji stanica. Strukturalni proteini stabiliziraju
polisaharide te sluze kao poveznica izmedu bakterijske povrSine i samog matriksa. Lipidi
takoder imaju bitnu ulogu kod mnogih bakterijskih vrsta. Bakterije Thiobacillus ferrooxidans
i Serratia marcescens trebaju lipide kako bi se pri¢vrstili na povrSinu. 1z ovih primjera je
oc¢ito da ECM odreduje morfologiju biofilmova te stvaranje, sazrijevanje i odrzavanje
strukturirane visestani¢nosti bakterijskih zajednica u potpunosti ovisi o proizvodnji EPS-a
(Flemming i Wingender 2010).

Sam proces sazrijevanja rezultira kompleksnom promjenom arhitekture biofilma.
Dolazi do stvaranja kanala i pora te do redistribucije stanica u biofilmu. Promjena arhitekture
biofilma je popra¢ena promjenom u ekspresiji gena te je pokazano da 50 % tada detektiranog
proteoma zrelog biofilma bakterije P. aeruginosa ima promjenu u ekspresiji (Stoodley i sur.
2002).
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Slika 2. snimke P. aeruginosa biofilma laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom. a) Soj s
prekomjernom ekspresijom alginata koji tvori nejednaki biofilm s puno izboc¢ina; b) Soj koji ne moze proizvesti

alginate stvara plosnati, glatki biofilm.

2.3. Disperzija bakterijskih stanica

Nakon sto biofilm sazrije bakterija ga mogu napustiti 1 vratiti se u planktonski nacin
Zivota. Napustanje biofilma moze biti pasivno zbog mehanic¢kog stresa ili inducirano
razli¢itim okoliSnim faktorima kao $to su dostupnost nutrijenata, fluktuacija u koli¢ini kisika,
povecéanje toksi¢nih tvari, itd. Npr. disperzija stanica kod vrste P. aeruginosa se dogada u

uvjetima povecane koli¢ine tvari bogatih ugljikom 1 dusikom.

Postoje razni sustavi koji detektiraju promjene u okoliSu te dovode do promjene
ekspresije gena. Dosta istrazivana signalna molekula koja je kljucna u disperziji bakterija je
ciklicki digvanilat (c-di-GMP) kod bakterija E. coli i P. aeruginosa. Manjak c-di-GMP-a
uzrokuje povecanje pokretnosti bakterijskih stanica te time inducira disperziju. Osim njega
bitnu ulogu u ovom procesu ima c-di-GMP vezujuéi protein, BdcA, koji smanjuje koli¢inu

dostupnog c-di-GMP-a te time smanjuje proizvodnju EPS-a i povecava pokretljivost stanica.

Kako bi stanice uspjesno napustile biofilm ECM se mora razgraditi. Zato se luce razni

enzimi te surfaktanti koji ometaju interakcije bakterija s povrSinom. Zanimljiv nacin



disperzije je otkriven kod vrste P. aeruginosa gdje dolazi do stani¢ne smrti dijela bakterija $to
omogucuje disperziju okolnih stanica. Bakterije koje su napustile biofilm mogu ga ponovno

stvoriti na novoj povrsini (Kostakioti i sur. 2013).

3. Biofilmovi kao viSestani¢ni organizmi

Visestani¢ni organizmi se najjednostavnije mogu definirati kao nakupine medusobno
povezanih stanica. Malo stroZza definicija viSestani¢nosti ukljucuje komunikaciju izmedu
stanica te njihovu diferencijaciju u razliCite stani¢ne tipove (Niklas i Newman 2013). U
prethodnom poglavlju je opisan opceniti model stvaranja bakterijskog biofilmova iz kojeg se
vidi da je mogucnost povezivanja bakterija u agregat osnova za nastanak biofilma. Pokazano
je da su komunikacija izmedu stanica te diferencijacija stanica takoder osnovne karakteristike
biofilmova, kao i programirana stani¢na smrt, proces neophodan za razvoj viSestani¢nih

organizama (Claessen i sur. 2014).

3.1. Quorum sensing

Quorum sensing (QS) je naziv za mehanizam kojim bakterijske stanice komuniciraju
jedna s drugom. Komunikacija ovisi o produkciji, otpustanju te detekciji malih signalnih
molekula ¢ime bakterije reguliraju ekspresiju gena. Signalne molekule uklju¢ene u QS kod
bakterija su podijeljene u 3 razreda: oligopeptidi, autoinduceri i acil homoserin laktoni
(Hooshangi i Bentley 2008). U visokim koncentracijama ove molekule induciraju kaskadni
prijenos signala koji dovodi do specifi¢nog odgovora stanice. QS kontrolira razne procese kod
bakterija ukljucujuéi i stvaranje biofilmova (Lopez i sur. 2010). Pokazano je da QS regulira
proizvodnju i degradaciju egzopolisaharida kod mnogih bakterija. Primjer takve regulacije
otkriven je kod bakterije Pantoea stewartii koja koristi Esal/lEsaR QS sustav kako bi
kontrolirala proizvodnju stewartana, polimera glukoze, galaktoze u glukoronske kiseline.
Mutanti defektni u ovom QS sustavu formiraju nestrukturirane i plosnate biofilmova. QS kod
bakterija je odgovoran i za proizvodnju izvanstanicne DNA. Otkriveno je da mutanti u QS

genima lasl/rhll imaju smanjenu koli¢inu izvanstanicne DNA u matriksu. Disperzija stanica



je takoder regulirana QS sustavom. Dodavanjem acil homoserin laktona u biofilmove
bakterije Rhodobacter sphaeroides i Yersinia pseudotuberculosis dolazi do disperzije stanica
(Aguilar i sur. 2015). Utjecaj pojedinih QS sustava na biofilmove je prikazan u tablici 1.

Vedina signalnih molekula uklju¢enih u QS djeluju autokrino odnosno sve stanice u
populaciji proizvode i odgovaraju na isti signal. U stvaranju biofilma bakterije Bacillus
subtilis izmedu ostalog sudjeluju signalna molekula surfaktin. Jedna subpopulacija stanica u
biofilmu proizvodi surfaktin dok druga odgovara na proizvodnju ove signalne molekule te
zauzvrat stvara ECM. Stanice koje proizvode surfaktin ne reagiraju na njega i ne proizvode
ECM. To je primjer parakrinog signaliziranja Sto je joS jedna karakteristika koju biofilmovi

dijele s visestanicnim organizmima (Lopez i sur. 2009).

Tablica 1. U¢inak onesposobljenog QS sustava na razvoj biofilmova pojedinih vrsta bakterija
(Irie i Parsek, 2008).

Bakterija Onesposobljeni QS sustav U¢inak na biofilm

Aeromonas hydrophila Ahy Nemoguénost sazrijevanja
biofilma

Burkholderia cenocepacia i Osjetljivost biofilma na SDS

Klebisella pneumoniae Odgoden razvoj biofilma

P. aeruginosa Plosnat, nestrukturiran
biofilm osjetljiv na SDS

Pseudomonas putida ViSe strukturiran biofilm s
izrazenijim mikrokolonijama

i kanalima

Serratia liquefaciens Tanji biofilm

Serratia marcescens Nemogucénost disperzije

stanica




3.2. Diferencijacija stanica

Kod mnogih biofilmova dolazi do diferencijacije bakterijskih stanica u razlicite
stani¢ne tipove promjenom ekspresije gena. B. subtilis je bakterija tla kod koje je ovaj proces
najviSe istrazivan zbog izrazite kompleksnosti njenih biofilmova te je uoceno nekoliko
stani¢nih tipova (Aguillar i sur. 2015). U prvom stadiju razvoja B. subtilis biofilma, gdje
dolazi do eksponencijalnog rasta, vecina stanica se diferencira u pokretne stanice. U
stacionarnoj fazi signalna molekula ComX uzrokuje diferencijaciju u stanice koje proizvode
surfaktin te u kompetentne stanice koje mogu primiti izvanstanicnu DNA. Proizvodnja
surfaktina uzrokuje daljnju diferencijaciju u stanice koje proizvode matriks/kanibalne stanice.
Ove stanice osim stvaranja izvanstani¢nog matriksa proizvode i dvije vrste peptidnih toksina.
Ovi toksini ubijaju ostale stanice te se time otpustaju nutrijenti kako bi se odgodio proces
sporulacije dok su same stanice koje proizvode toksine imune na njih. U zadnjem koraku
razvoja B. subtilis biofilma, kada se potroSe nutrijenti, stanice se diferenciraju u one koje
proizvode egzopreoteaze te u sporulirajuce stanice. Spore su metabolicki inaktivne stanice
koje omogucéuju prezivljavanje bakteriji u nepovoljnim uvjetima. Svi ovi procesi su pod
kontrolom tri glavna regulatora: SpoOA, DegU i ComA kao Sto prikazuje Slika 3. (Lopez i
Kolter 2010). Kompleksna regulacija te organizacija stanica u razli¢ite stani¢ne tipove je joS

jedno svojstvo zajednicko biofilmovima i visestanicnim organizmima (Lopez i sur. 2008).
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Slika 3. Shematski prikaz razliitih stani¢nih tipova bakterije B. subtilis. Strelice pokazuju proces

diferencijacije. Glavni regulatori su prikazani plavom bojom. Mrtve stanice su takoder prikazane iako one ne

spadaju u poseban stani¢ni tip (Lopez i Kolter 2010).

3.3. Podjela rada

Visestani¢ni organizmi su sastavljeni od mnogo razli¢itih stanica koje obavljaju
specificne zadatke. Osim same diferencijacije stanica viSestani¢nost podrazumijeva i
kooperaciju izmedu razlicitih stani¢nih tipova odnosno podjelu rada. Bitno je naglasiti da
postojanje razlicitih stani¢nih tipova ne mora za posljedicu imati podjelu rada. Diferencijacija
stanica odnosno fenotipska specijalizacija bez kooperacije moze predstavljati samo
prilagodbu stanica na trenutne okoliSne uvjete. Razlika izmedu fenotipske specijalizacije i
podjele rada se ogleda u fitnessu stanice odnosno kolonije. Ako je fitness kolonije povecan, a
fitness individualne stanice smanjen doslo je do podjele rada, a ne samo do prilagodbe stanica
na trenutne uvjete (van Gestel i sur. 2015a). U prethodnom je poglavlju na primjeru bakterije
B. subtilis pokazano da kod biofilmova dolazi do diferencijacije stanica. Dvije vrste tih
stanica takoder i suraduju kako bi omogucili migraciju stanica B. subtilis biofilma neovisnu o
bicevima. S obzirom da je B. subtilis bakterija tla migracija je jako bitna za pokretanje s jedne

Cestice tla na drugu. Stanice koje izlu¢uju matriks te stanice koje proizvode surfaktin su
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odgovorne za migraciju bakterija u B. subtilis biofilmu. Ovaj tip migracije ovisi o posebnim
strukturama koje se zovu van Gogh snopovi. Oni se sastoje od filamenata koji sadrZe stanice
povezane u lance. Stanice koje izlu¢uju matriks omogucuju stvaranje van Gogh snopova dok
stanice koje proizvode surfaktin smanjuju trenje izmedu bakterija i povrSine. Na taj nacin se
van Gogh snopovi pomicu sve dalje od kolonije stvaraju¢i filamentne omce 1 omogucuju

migraciju bakterija. Slika 4 prikazuje van Gogh snopove te filamentne om¢e pomocu kojih

bakterije postiZzu migraciju (van Gestel i sur. 2015b).

Slika 4. van Gogh snopovi i filamentne omée na kraju na rubu B. subtilis biofilma starog 28 h. Prve tri slike
predstavljaju 3 razlicita povecanja istog dijela kolonije. Donja slika predstavlja van Gogh snopove pod velikim

poveéanjem (van Gestel i sur. 2015).
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3.4. Programirana stani¢na smrt

Programirana stani¢na smrt je kljuan proces u razvoju viSestanicnih organizama.
Otkriveno je da regulirana stani¢na smrt ima bitnu ulogu i u stvaranju biofilmova (Bayles
2007). Izvanstanicna DNA je vazna komponenta ECM-a koja doprinosi stabilnosti bakterija u
biofilmu promoviraju¢i povezivanje stanica. QS mehanizmi reguliraju stani¢nu smrt dijela
bakterijske populacije kako bi se otpustila izvanstanicna DNA. U uvjetima gladovanja dio
stanica autolizira kako bi se oslobodili nutrijenti potrebni ostalim bakterijskim stanicama da
koloniziraju nova mjesta (Allocati i sur. 2015). Kod B. subtilis biofilmova stani¢na smrt
prostorno fokusira mehanicke sile te time uzrokuje stvaranje bora. Sto je vise bakterija proslo
kroz proces stanicne smrti to su bore izrazenije. S obzirom da boranje ¢ini biofilmove
rezistentnijima na prodor teku¢ina i plinova, stani¢na smrt u ovoj slucaju ima ulogu u
bakterijskom odgovoru na stres (Asally i sur. 2012). Stani¢na smrt takoder ima ulogu u
disperziji bakterija te mnogim drugim procesima ukljuéenim u zivotni ciklus biofilmova
(Allocati i sur. 2015). Pokazana je visoka funkcionalna analogija izmedu dogadaja koji
dovode do stani¢ne smrti eukariota i bakterija te postoji moguénost da neki regulatornih
proteini eukariota, uklju¢eni u programiranu stani¢nu smrt, imaju bakterijsko podrijetlo
(Bayles 2014).

4. Biofilmovi kao zajednice bakterijskih stanica

Biofilmovi definitivno imaju jako puno zajedniCkih karakteristika s viSestani¢nim
organizmima, ali se razlikuju u nekoliko aspekata. Razvoj viSestani¢nih organizama zapocinje
jednom stanicom kod koje dolazi do proliferacije dok biofilmovi nastaju agregacijom stanica
jedne ili viSe vrsta bakterija. Biofilmovi su Cesto sainjeni od razli€itih vrsta bakterija Sto za
posljedicu ima izrazen konflikt izmedu individualnih stanica. Zbog toga se o biofilmovima
nekad govori kao o zajednicama stanica analognim jatu ptica ili roju péela u zivotinjskom
svijetu. Kompeticija je jako izrazena u biofilmovima koji se sastoje od viSe vrsta te je
pokazano da nekooperativne jedinke proliferiraju u takvoj asocijaciji te kompromitiraju
debljinu i rast biofilmova. Ovakvo ponaSanje podiZe pitanje mogu li se stanice u biofilmu

ponasati kooperativno i koordinirano (Claessen i sur. 2014).
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4.1. Heterogenost bez koordinacije

FizioloSka heterogenost i prostorna organizacija je fundamentalna karakteristika
biofilmova. Takva heterogenost ne mora nuzno biti produkt kooperativnog i koordiniranog
ponaSanja bakterijskih stanica unutar biofilma. Ona moze biti rezultat prilagodbe ponasanja
bakterija na trenutne okoliSne uvjete i kompeticije za limitirane resurse. Mnogi organizmi
tvore kompleksne agregate te su napravljeni modeli koji pokazuju da za takvu asocijaciju
kooperacija nije nuzna. Jedan primjer toga je skupina organizama koji se krecu u rojevima
gdje svaka jedinka slijedi jednostavan skup uputa: odmakni se od jedinki koje su preblizu;
poravnaj se s jedinkama koje su srednje daleko; ne odvajaj se od skupine. Ovaj model je
pokazao da organizmi mogu biti u kompleksnoj asocijaciji bez koordinacije i komunikacije

izmedu jedinki.

FizioloSka heterogenost biofilmova lako moze proizaéi iz prilagodbe bakterija na
lokalne uvjete. Gustoca stanica u biofilmu je jako visoka §to usporava struju vode te time i
difuziju. Smanjenje difuzije unutar biofilma stvara kompleksne kemijske gradijente zbog koji
nastaju mnoge mikroniSe. To uzrokuje fizioloSku heterogenost bakterija zbog prilagodbe
ponasanja na lokalne uvjete u biofilmu. Primjer toga su veliki aerobni biofilmovi gdje je
potros$nja kisika moguca samo u gornjem dijelu biofilma dok u unutarnjim dijelovima dolazi
do anoksije. Zbog toga se stanice u unutarnjim dijelovima moraju prebaciti na anaerobni

metabolizam kako bi prezZivijele.

Prostorna heterogenost je jako izrazena kod biofilmova sastavljenih od vise
bakterijskih vrsta. Do stratifikacije dolazi jer bakterije s razlicitim metabolickim aktivnostima
zaokupljaju drugacije slojeve biofilma. Neki bi pomislili da se bakterije organiziraju unutar
biofilma kako bi maksimizirale produktivnost svakog soja. Ipak kooperacija je moguca samo
u restriktivnim uvjetima te je uzrok stratifikacije najceS¢e kompeticija koja gura pojedinu

vrstu u odvojenu nisu (Nadell i sur. 2009).

Pretpostavka da biofilmovi mogu nastati bez koordinacije dovela je do razvoja tzv.
individualistickog modela nastanka biofilmova baziranog na lokalnoj adaptaciji individualnih
stanica. Ovaj model pretpostavlja da se bakterije u biofilmu ponaSaju jednako zbog toga Sto se
nalaze u istoj mikronisi, a ne zbog postojanja regulirane koordinacije grupne aktivnosti.

Teoretsku simulaciju ovog procesa prikazuje slika 5 (Monds i O'Toole 2009).
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Key:
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Slika 5. Teoretska simulacija nastanka biofilma bazirana na individualistickom modelu. a) Dvije bakterijske
stanice se pri¢vr§¢uju za povrsinu neovisno jedna o drugoj (plave stanice); b) Stanice imaju dovoljno kisika i
ugljika te se neometano dijele; ¢) Stanice pocinju rasti jedna na drugoj te se formira mikrokolonija. Stanice na
dnu mikrokolonije nemaju pristup ugljiku i kisiku te dolazi do njihove adaptacije na lokalne uvjete (crvene
stanice). Javlja se fenotipska heterogenost unutar mikrokolonije; d) Neke stanice pocinju proizvoditi vise
izvanstani¢nih polimernih tvari (bijele stanice) te promoviraju vertikalni rast biofilma. Stanice na vrhu dobivaju
viSe ugljika i kisika zbog vertikalne topologije te biofilm sve brZe raste u visinu. Zbog toga stanice na vrhu
dolaze pod utjecaj sile smicanja i prilagodavaju se novom mikrookoli§u poveéavajuéi heterogenost biofilma

(zelene stanice); e) Zreli biofilm (Monds i O'Toole 2009).

4.2. Kooperacija i kompeticija

Visestani¢ni organizmi zahtijevaju visoku razinu kooperacije izmedu stanica kako bi
funkcionirali (Niklas 1 Newman 2013). Bakterije u biofilmovima takoder pokazuju
kooperativno ponasanje iako to ne mora uvijek biti sluc¢aj. U prethodnom poglavlju je opisan
quorum sensing sustav koji bakterije koriste kako bi komunicirale. Izlu¢ivanje signalnih
molekula predstavlja kooperativno ponaSanje jer bakterija daje informacije koje se koriste za
dobrobit cijele skupine. Otkriveno je da su mnoge signalne molekule zapravo otpadni
produkti $to znaci da takvo ponaSanje nije kooperativno. Jedan primjer je autoinducer 2 koji je
zapravo otpadni produkt nastao razgradnjom S-adenozilhomocisteina. Izlucivanje

izvanstanicnih polimernih tvari se takoder smatra kooperativnim ¢inom, ali je otkriveno da
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ponekad posreduje kompeticiju. Mutanti bakterije Vibrio cholerae koji konstitutivno stvaraju
EPS brzo nadvladaju bakterije koje proizvode malo EPS-a. Takoder je pokazano da
izluCivanje EPS-a gura bakterije kéeri prema povrSini biofilma koja je bogata kisikom
istovremeno guseci sve stanice koje ne proizvode EPS. Programirana stani¢na smrt je mozda
isto proces koji uzrokuje konflikt gdje se stanice bakterije kao Sto je B. subtilis natjeu kako bi
postale spore (Nadell i sur. 2008).
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5. Zakljucak

Bakterijski biofilmovi su postali srediSte mikrobioloskih istrazivanja u proteklih
desetak godina. Otkricem njihove rasprostranjenosti 1 uloge u okoliSu, pocelo se postavljati
organizmima. Mnogi procesi koji se odvijaju tokom razvoja biofilmova zaista nalikuju
procesima kod viSestani¢nih organizama. Kompleksni sustav komunikacije, diferencijacija
stanica, podjela rada izmedu razli¢itih stani¢nih tipova su samo neke od zajednickih
karakteristika biofilmova i viSestani¢nih organizama. Svi ovi procesi su strogo regulirani i
koordinirani kako bi doSlo do pravilnog razvoja biofilmova. Moze se re¢i da bakterijski
biofimovi predstavljaju primitivan oblik viSestani¢nog organizma i zbog toga mogu posluZiti
kao dobra podloga za istraZzivanje mehanizama koji dovode do viSestani¢nosti. Bitno je za
naglasiti da su daljnja istrazivanja definitivno potrebna. Zadnje poglavlje daje alternativnu
hipotezu o ustrojstvu biofilmova. Pokazano je da koordinacija nije uvijek potrebna kako bi se
stvorile kompleksne zajednice organizama. Zbog toga je potrebno usmjeriti istrazivanja prema
otkrivanju gena koji su zasluzni za pojedine procese te dosadasnja otkrica o zivotnom ciklusu
bakterija staviti u evolucijski i ekoloski kontekst. S obzirom da biofilmovi imaju bitnu ulogu
u rezistenciji bakterija na antibiotike i predstavljaju veliku prijetnju u podrucju medicine,
ovakva istrazivanja su od iznimne vaznosti. Jedan od primjera je istrazivanje kompeticije i
kooperacije. Ako su bakterije u kooperativnom odnosu unoSenjem probiotika promoviramo
kompeticiju koja ¢e omesti razvoj biofilma. Ako su pak bakterije u kompeticiji antibiotici ¢e
dati bolji rezultat smanjujuci bioraznolikost zajednice (Nadell i sur. 2008). Zato je jako vazno
primijeniti i sociobiologiju kad govorimo o mikrobioloskim istrazivanjima. lako postoje joS
mnogi neistrazeni elementi Zivotnog ciklusa bakterija visestani¢nost u obliku biofilmova
postaje opéeprihvacena karakteristika velikog broja bakterijskih vrsta, a sami biofilmovi se
viSe ne smatraju pukim zajednicama individualnih organizama ve¢ pravim viSestani¢nim

organizmima.
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7. Sazetak

Prije skoro 30 godina bakterije su prvi puta prepoznate kao viSestani¢ni organizmi
(Shapiro 1988). One imaju sposobnost organizacije u kompleksne zajednice koje zovemo
biofilmovi. Stvaranje biofilmova je reguliran proces u kojem dolazi do agregacije stanica i
njihovog povezivanja uz pomo¢ izvanstani¢nog matriksa koji same izlucuju. Kako bi nastao
zreli biofilm dolazi do promjena u ekspresiji gena te bakterije razvijaju nove karakteristike
koje ¢ine biofilmove slicnim viSestani¢énim organizmimima. Uloga biofilmova u medicini i
industriji je prilicno velika te je razumijevanje procesa koji dovode do stvaranja biofilmova od
iznimne vaznosti. U ovom radu je dan kratak opis stadija ukljuenih u razvoj biofilmova te je
povucena analogija izmedu osnovnih karakteristika biofilmova i viSestani¢nih organizama.
Takoder je predstavljena alternativna hipoteza koja prikazuje biofilmove kao zajednice

individualnih stanica.

8. Summary

Almost 30 years ago, for the first time, bacteria were recognized as multicellular
organisms (Shapiro 1988). They have the ability to organize themselves into complex
communities named biofilms. Biofilm formation is a regulated process in which cells
aggregate and connect via self secreted extracellular matrix. In order for a mature biofilm to
form, a shift in bacterial gene expression occurs and bacteria consequently develop new
features that make biofilms and multicellular organismis much alike. The role of biofilms in
medicine and industry is quite big so the understanding of the processes that lead to biofilm
formation is of the utmost importance. This article gives a short description of steps involved
in biofilm formation and draws analogies between fundamental characteristics of bacterial
biofilms and multicellular organsims. It also gives an alternative hypothesis in which biofilms

are seen as communities of individual cells.
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