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Kratice

QS = quorum sensing (mnozinska samoregulacija)

BF = biofilm

AHL = N acil-homoserin lakton

DNA = deoksiribonukleinska kiselina

Al-2 = Autoinducirajuéi sustav tipa 2 ili signalna molekula za Autoinducirajuci sustav
tipa 2

Al-3 = Autoinducirajuci sustav tipa 3

AIP = autoinducirajuci peptid

Nuc ili Nucl = nukleaza tipa 1

PIA = polisaharidni unutarstani¢ni adhezin

PB = periodontalna bolest

OM = otitis media (upala srednjeg uha)

CF = cisti¢na fibroza

CFRT = regulatorna bjelancevina transmembranskog prijenosa u cisti¢noj fibrozi
IMS = infekcije mokra¢nog sustava

MRSA = meticilin-rezistentan Staphylococcus aureus

UPEC = uropatogena Escherichia coli

SIRS = sindrom sustavne upalne reakcije, od engl. Systemic Inflammatory Response
Syndrome

MODS = sindrom viSeorganske disfunkcije, od engl. Multiple Organ Disfunction
Syndrome

MOFS = sindrom viSeorganskog zatajenja, od engl. Multiple Organ Failure Syndrome
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Mehanizmi mnozinske samoregulacije klica i stvaranja biofilma u

etiopatogenezi infektivnih bolesti

1. Sazetak

Autor: Kristina Boudek

Mnozinska samoregulacija klica (ili quorum sensing, QS) je skup mehanizama s
pomocu Kkojih bakterije kontroliraju genski izraZzaj ovisno o gustoéi bakterijske
populacije. MnozZinska se samoregulacija ostvaruje putem izvanstanicnih

molekularnih signala te predstavlja srediSnju komponentu bakterijske komunikacije.

Kvorum, (od lat. quorum) prema definiciji, podrazumijeva minimalan broj prisutnih
Clanova zajednice potrebnih za prihvacanje odredene odluke. Bakterijski kvorum
podrazumijeva minimalnu, kriti€nu gustocu bakterijskih stanica u populaciji potrebnih
da se pokrene dodatni novi genski izrazaj koji je predstavlja i koordinirani odgovor na
promjene u njihovu okoliSu. Postoje Cetiri vrste QS-sustava: autoinducirajuci sustavi
(LuxR I-tip), autoinduciraju¢i sustav 2 (LuxS-tip), autoinduciraju¢i sustav 3
(adrenalinsko-noradrenalinski signalni sustav) te peptidni signalni sustav u Gram
pozitivnih bakterija. Bakterije mogu komunicirati unutar svoje vrste i s bakterijama

drugih vrsta kao i s gljivama.

Bakterije koriste QS sustav u svrhu koordinacije genskog izrazaja, tj. aktivacije,
inhibicije ili modulacije transkripcijskih programa (u eukariotskim i imunolo$kim
stanicama) te u svrhu kontrole bakterijskog rasta i metabolizma, izraZaja virulencije i

mnogih esencijalnih funkcija unutar bakterijskih populacija.

QS ima ulogu i u stvaranju biofilma, a mikrookoli§ omoguc¢ava QS-fenomenologiju.
Biofilm je organizirana homogena ili heterogena populacija bakterija uloZenih u
matriks sacCinjen od izvanstani¢ne polimerne tvari izlu€ene od iste populacije bakterija

na bioti¢kim i abiotiCkim povrSinama. Primjeri nekih bioti¢kih povrSina na kojima se



moze stvarati biofilm su sluznica diSnog i mokraénog sustava, sluznica usne Supljine,
povrSina zubi te povrSina kroni¢ne rane. AbiotiCke povrSine na kojima se mozZe
stvarati biofilm su intravenski i urinarni kateteri, umjetni sr€ani zalisci,

unutarmaternicni implantati, kontaktne lece i pacemaker.

Biofilm je ukljuCen u etiopatogenezu karijesa, sinuitisa, periodonitisa, kroni¢nog otitis
media, kroni¢nih infekcija mokracnih putova, infekcije kroni€ne rane, osteomijelitisa te

kroni¢ne pluéne infekcije u bolesnika s cistichom fibrozom.

Razumijevanje etiopatogeneze bakterijskin komunikacija otkriva nova podrucja

mogucih terapijskih pristupa ko€enjem QS-a i stvaranja biofilma.

Kljuéne rije¢i: mnozinska samoregulacija (quorum sensing), bakterijska populacija,

biofilm, biotiCka povrsina, abioti¢ka povrsina



Mechanisms of quorum sensing and biofilm generation in etiopathogenesis of
infection diseases.

2. Summary

Author: Kristina Boucdek

Quorum sensing (QS) describes intercellular bacterial communication mechanisms
which regulate bacterial gene expression according to population cell density by
extracellular molecular signals. Quorum sensing represents central component of

bacterial communication.

Quorum, by its definition, means minimal number of present members of community
needed for accepting decision. Bacterial quorum (quorum sensing) means a minimal
critical density of bacterial cells in bacterial population needed for common genetic
expression and coordinated action during microenvironmental exchanges.

There are four QS systems: Autoinducer type 1 (LuxR-I type), Autoinducer type 2
(LuxS type), Autoinducer type 3 (epinephrine/norepinephrine sensor signaling
system), and Short peptide signaling system in Gram-positive bacteria. One type of
bacteria can communicate with other (same type) bacteria and with other types of

bacteria. Also, bacteria can communicate with fungi.

Bacteria use QS apparatus to coordinate gene expression, and to inhibit, activate or
modulate transcriptional programs (found in eukaryotic epithelial cells and immune
effector cells) among bacterial strains to control bacterial growth and metabolism,

virulence expression and many other essential functions in bacterial populations.

QS plays a role in the generation of biofilms, and microenvironment of the biofilm
allows QS-phenomenology. Biofilms can be defined as an organized group of

homogenous or heterogeneous microorganisms living within a self-produced matrix



of polymeric substances which gets attached to the biotic or abiotic surfaces.
Examples of biotic surfaces are respiratory and urinary mucosal surfaces, mucosa of
oral cavity, surface of the tooth, and surface of chronic wound. Abiotic surfaces are
intravenous and urinary catheters, prosthetic heart valves, intrauterine devices,
contact lense surfaces, and pacemaker.

Biofilm is important in the etiopathogenesis of dental caries, sinusitis, periodontitis,
and chronic otitis media, and chronic urinary tract infections, chronic wound
infections, osteomyelitis, and chronic respiratory infections in patients suffering from

cystic fibrosis.

Understanding etiopathogenesis of bacterial communication mechanisms reveals
new possible therapeutic approach by targeting quorum sensing with quorum

sensing inhibitors and biofilm generation inhibitors.

Key words: quorum sensing, bacterial population, biofilm, biotic surface, abiotic

surface






3. Uvod

Mnozinska samoregulacija klica (ili guorum sensing, QS) mehanizmi su kojima
bakterije kontroliraju genski izrazaj ovisno o gustoéi bakterijske populacije putem
izvanstani¢nih  molekularnih signala. QS predstavlja srediSnju komponentu
bakterijske komunikacije (Camara 2002; William 2007). Bakterije medusobno
komuniciraju jer im zajedniCki pristup omogucuje dinami¢ne prilagodbe, lakse
prezivljavanje i zivot u razliCitim okoliSnim uvjetima (Miller 2001; Camara 2002;
Greenberg 2003). Medubakterijski signalni putovi reguliraju bakterijski rast,
metabolizam, stvaranje biofilma, pojavu virulentnosti i drugih agresivnih svojstava
klica u odnosu na domacina. QS je nacCin komunikacije koji omogucuje prelazak

preko antimikrobnih barijera i ostvarivanje infekcije (Asad & Opal 2008).

Komunikacijski signali mogu prelaziti barijere medu vrstama i regulirati ljudski
transkripcijski program u svoju korist. QS mozZe promovirati rast bakterija sli¢nih
svojstava i (simultano) inhibirati rast nekih drugih klica, ¢ak i gljiva koje se bore za
istu ekoloSku nidu. Isto tako, infektivni ¢imbenik moZe detektirati stanje stresa u
domacinu i ostvariti invaziju kada je domacin najvulnerabilniji. Tome u prilog govori i
Cinjenica da, osim signala koje produciraju Kklice, bakerijski QS sustav moze
prepoznati i reagirati na ljudske hormone (adrenalin, noradrenalin) te citokine (Asad
& Opal 2008). Neke klice su takoder sposobne koristiti signale drugih bakterija u
vlastitu korist s ciliem Stednje vlastite metaboliCke energije potrebne za stvaranje
njihovog vlastitog komunikacijskog sustava. Pretpostavlja se da bi svojevrsno
~prisluskivanje“ medu razliCitim klicama moglo biti Cesto u kompleksnim bakterijskim
zajednicama (Diggle 2007; Sandoz 2007; Rumbaugh 2009; Poropat 2012).

Nacelno govoreci, u prvom susretu s domacinom ishod susreta nije odluka
jedne (izolirane) ili malog broja klica ve¢ predstavlja kolektivni proces kao rezultat
izmjene informacija i suradnje medu velikim brojem klica. Prvi ishod mozZe biti
privremena kolonizacija, stjecanje nutrijenata i potraga za drugim domacinom. Drugi

moguci ishod je kolonizacija i stvaranje biofilma. Tre¢i moguci ishod je potpuni izrazaj



virulentnih ¢imbenika i invazija domacina (Miller 2001; Greenberg 2003; Asad & Opal
2008).

Bakterije s ciljem ostvarenja infekcije napadaju domacinovu prirodenu i steCenu
imunost (te stani¢ni i humoralni imunoloski odgovor). Domacinovi mehanizmi ¢is¢enja
i uklanjanja klica u nekom trenutku gube bitku s bakterijskim umnazanjem Sto u
konacnici uzrokuje tkivnu ozljedu, odnosno infektivhu bolest (Akira 2006; Beutler
2006; Hermann 2007). QS klica pri tomu ima vaznu etiopatogenetsku zadadu

savladavanja domacinovih linija obrane.

QS mehanizam imaju: stafilokoki, streptokoki, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Haemophilus influenzae, Gram negativhe anaerobne bakterije, Gram negativne

enterobakterije te Gram pozitivni aerobni koki (Asad & Opal 2008).

Biofilm je organizirana homogena ili heterogena populacija bakterija uloZenih u
matriks sacCinjen od izvanstani¢ne polimerne tvari izlu¢ene od iste populacije bakterija
na bioti¢kim i abiotiCkim povrSinama. (Cortes et al. 2011; Gupta et al. 2015). BF ima
obiljezja hidrogela koji pokazuje viskoelasti¢na svojstva (Stoodley et al. 2002; Hall-
Stoodley et al. 2004), a omogucuje opstanak BF unato¢ mehani¢kom stresu.
Bakterije unutar BF pokazuju ve¢u metabolicku i funkcionalnu raznolikost te vecu

metaboliCku suradnju u odnosu na planktonski oblik bakterija (Gupta et al. 2015).

QS ima ulogu u stvaranju funkcionalnog i potpuno razvijenog biofilma te je ukljuéen u
svaku fazu stvaranja biofilma (Asad & Opal 2008). Mnoge infektivhe bolesti u
bakterijskoj patogenezi imaju biofilm kao izvor trajne infekcije koja Cesto rezultira

boleSéu.

BiotiCke povrSine su definirane kao povrSine organizama koje svrstavamo u Zivi dio
ekosustava. NajCeSce biotiCke povrSine na kojima se stvara BF u ljudi su sluznica
diSnog i mokracnog sustava, sluznica usne Supljine, povrsina zubi, povrsina kroni¢ne
rane te endotel sr€anih zalistaka. AbiotiCke povrSine su materijali nezivog podrijetla
(plastitlne mase, metali, posebni polimeri, itd.) koji se ugraduju ili privremeno
postavljaju u razliCite dijelove Covjekova tijela u svrhu nekog terapijskog ili
dijagnostickog zahvata. Na povrSinama takvih abiotiCkih struktura moze se stvarati
biofilm, a najéesSc¢e su to - intravenski i urinarni kateteri (Gupta et al. 2015), umjetni
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sr€ani zalisci, unutarmaterniCni implantati, kontaktne lece, elektronicki dijalizator i
pacemaker (Asad & Opal 2008). Biofilmove moze tvoriti populacija jedne vrste
bakterija (homogeni biofilm) ili, Sto je mnogo CeSc¢e, viSe vrsta bakterija (heterogeni
biofilm) (Cortes et al. 2011; Gupta et al. 2015). Biofilm moze biti jednoslojan ili
visSeslojan (Asad & Opal 2008).

Mehanizmi mnoZinske samoregulacije i stvaranje biofilma omogucuju prilagodavanje

bakterija uvjetima posebnih nutritivnih zahtjeva i ponudenih nutritivnih izvora.



4. Etiopatogeneza infektivnih bolesti

4.1. Infekcija i mehanizmi infekcije

Infekcija podrazumijeva prodor, naseljavanje i umnoZavanje patogenih
mikroorganizama (virusi, bakterije, gljive, paraziti) u tkivu nekog viSeg organizma
(Covjek, Zivotinja, bilika). Infekcija ne dovodi u svakom slu€aju do bolesti te je stoga
puno Siri pojam u odnosu na zarazu. Zarazu definiramo kao infekciju pri kojoj je
poremecena ili ugroZzena funkcija napadnutog organizma, tj. sloZzen bioloSki poces u
kojem sudjeluju mikroorganizmi, domacin i vanjski uvjeti okoliSa (Gamulin et al.
2005). Dakle, pojam infekcija obuhvaca subklini¢ka stanja i infektivne bolesti (zaraze)

u razliéitim klini¢kim oblicima, intenzitetu i ishodima.

Klice uzrokuju bolesti zahvaljujuci svojstvima kao Sto su invazivnost, patogenost i
toksicnost.

Invazivnost je svojstvo prodiranja u tkiva mikroorganizama, razmnozavanje u njima i
Sirenje (Gamulin et al. 2005). Neki mikroorganizmi ne prodiru u tkiva, ali izlu€ivanjem
toksi¢nih tvari koje mogu djelovati lokalno ili prijenosom toksina krvlju, limfom,
ziv€anim vlaknima na udaljene ciljne organe utje€u na razvoj infektivnih bolesti. Drugi
mikroorganizmi imaju svojstvo naglog prodiranja i razmnozavanja u domacinovu
tkivu. Invazivnost nekih mikroorganizama temelji se na specifi¢nosti njihove grade
(hidrofilni gel u povrSinskoj ovojnici) ili stvaranju enzima koji ih Stite od fagocitoze
(streptokinaza, fibrinolizin, leukocidin) te na stvaranju enzima koji omogucuju prodor i
Sirenje u tkiva domacina (hijaluronidaza, kolagenaza, lecitinaza). S pomocu takvih

mehanizama klice se bore i kadsto savladavaiju fizioloSke brane domacina.

Patogenost je sposobnost nekog mikroorganizma da uzrokuje bolest, a potjeCe iz
uzajamnog medudjelovanja mikroorganizma i makroorganizma (domacina) (Gamulin
et al. 2005). S obzirom da se nerijetko patogenost poistovjecuje s pojmom virulencija,
vazno je poznavati razliku. Naime, virulencija se definira kao odredeni stupan;j
patogenosti nekog mikroorganizma, tj. sposobnost nekog mikroorganizma da izazove

infekciju (Gamulin et al. 2005). Patogenost je op¢e svojstvo vrste mikroorganizama, a



virulentni su samo oni sojevi patogene vrste mikroorganizama koji imaju svojstvo

nadvladavanja otpornosti domacina i razmnozavanja u istom (Gamulin et al. 2005).

Toksi¢nost klice ostvaruju preko svojih toksina, izlu€enih ili otpustenih otrovnih tvari
velike molekularne mase (Gamulin et al. 2005). Toksini djeluju lokalno ili/i sustavno u
domacinu. Klice proizvode egzotoksine i endotoksine. Egzotoksini su proteini koje
bakterija izlu€uje u svoj okoliS. U pravilu se sastoje od dijela koji se veze za specificni
receptor i dijela koji je nosilac toksicne aktivnosti koji, po ulasku u stanicu, izvrSava
toksi¢ni ucinak. Endotoksini su lipopolisaharidi (Gram-negativne Kklice) ili
peptidoglikani (Gram-pozitivne klice) porijekla stani¢ne stijenke, a oslobadaju se u
trenutku raspada bakterije. Toksigene klice najceSc¢e stvaraju samo jednu vrstu
toksina. Infektivne bolesti koje uzrokuju bakterije koje stvaraju vise od jedne vrste
toksina i/ili enzima pracene su vrlo teSkom kliniCkom slikom jer izazivaju te$ka tkivna

ostecenja.

4.2. Putovi Sirenja infektivnih ¢imbenika

Postoji viSe nacina prijenosa ili Sirenja infekcije. To su: Sirenje dodirom, Sirenje
zrakom, vodom i hranom, prijenosnicima i prekopostelji€no Sirenje infekcije (Gamulin
et al. 2005).

Sirenje zaraze mozZe se ostvariti izravnim ili neizravnim dodirom. lzravni dodir
ukljuCuje rukovanje, poljubac i razmjenu tjelesnih tekuéina (snoSaj, prekoposteljiCni
prijenos, itd.). Vecina se zaraznih bolesti prenosi s bolesne osobe ili kliconoSe (zdravi
nosioc zarazne klice) izravnim dodirom. To se u prvome redu odnosi na kozne
gljivicne infekcije i infekcije Ciji uzroCnici ne mogu dugo opstati izvan zivog
organizma. Neizravni dodir podrazumijeva S8irenje infekcije kontaminiranim
predmetima kojima se sluzio zarazeni ili su kontaminirani na neki drugi nacin. To su
naj¢esce pribor za jelo i pi¢e, ruénici te zajednitka kozmetiCka sredstva. Ovo je nacin
Sirenja mikroorganizama koji mogu dulje vrijeme opstati izvan Zivog organizma.
Aerogene infekcije su infekcije koje se Sire zrakom (govor, kihanje, kasljanje
zarazene osobe), a naj¢eSée zahvacaju diSni sustav. Alimentarne infekcije su one
koje se Sire hranom, a infekcije koje se Sire vodom nazivamo hidriChe infekcije.

Alimentarne i hidri€ne infekcije najceS¢e uzrokuju crijevne zarazne bolesti.
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Transmisivne infektivne bolesti prenose se razli€itim vrstama ¢lankonozaca (grinje,
usi, buhe, komarci, krpelji, muhe). Moguci nacini Sirenja su mehanicki, tj. prijenos
nozicama, krilcima, dlaCicama ¢lankonozZaca i bioloSki naCin prijenosa pri kojemu
uzroCnik ulazi u ¢lankonos$ca i u njemu se razmnozava ili prolazi fazu svojega ciklusa.
Prekopostelji€no Sirenje infekta podrazumijeva Sirenje mikroorganizama koji imaju
visok afinitet za fetalne ovojnice i/ili fetus. Ovakve vrste infektivnih bolesti u pravilu

zavrSavaju teskim ostecenjima ili smrcu ploda.

4.3. Reakcija domacéina na klice

Domacinov organizam posjeduje svojstva koja mu omogucuju obranu od Zivih
uzroCnika infektivnih bolesti (bakterije, virusi, gljive, paraziti). Tri su linije obrane
organizma. (Slika 1.)

Prvu linijju obrane, kao fizioloSkog odgovora domacina, karakteriziraju
pasivnost i nespecificnost (Gamulin et al. 2011). Ukljuuju fizicku branu (koza,
sluznica, spojnica oka) i kemijsku branu (pH u fizioloSkim granicama za odredeno
anatomsko podrucje, lipidi, defenzimi, enzimi).

Svojstva druge linijje obrane domacina su nespecificnost, aktivnost, a
karakteristicno ovoj liniji obrane je i samopojatavanje djelovanja (Gamulin et al.
2011). U domacinu se aktiviraju mehanizmi upale koje posreduju granulociti,
makrofagi i mastociti. Aktivirani mehanizmima druge linije obrane vode organizam u
vrucicu. Pokrenutu drugu liniju obrane takoder karakterizira aktivnost i novacenje NK-
stanica, limfocita. Osim toga u nespecificne mehanizme obrane pripada i aktivacija
alternativnog puta komplementa. Domacinov organizam stvara interferone, C-
reaktivni protein i mijelinski bazi¢ni protein (Gamulin et al. 2011). Limfni ¢vorovi kao
dio imunosnog sustava takoder predstavljaju barijeru bakterijama. Monociti i neutrofili
iz krvi suprotstavljaju se bakterijama u krvi, a retikuloendotelne stanice u tkivu (jetra i
slezena).

Specificnu obranu organizma Cine stanicni i humoralni imunosni mehanizmi
koji predstavljaju trecu liniju obrane organizma od Zivih uzro¢nika infektivnih bolesti.
Treca linija obrane je, osim specificna, aktivha, samopojaCavaju¢a i memorijska.

Protutijela, kao funkcionalni dio humoralnog imunosnog sustava, predstavljaju



obranu organizma u borbi protiv izvanstani¢nih mikroorganizama mehanizmima

opsonizacije te aktivacijom komplementa (Gamulin et al. 2011).

Obrana organizma imunosnim mehanizmima posredovanih stanicama nacin je borbe
organizma domacina protiv unutarstaniCnih bakterija. Temelji se na predoCavanju
antigena limfocitima T Sto cine makrofagi. Specificno senzibilizirani limfociti T
pokrecu daljnje mehanizme obrane kojima privlaCe i aktiviraju dotad neaktivirane
makrofage (preostale koji nisu bili aktivirani drugom linijom obrane), limfocite B i

citotoksiéne limfocite T.

Posljedica izostanka ili obrane organizma od klica je prodor i naseljavanje u tjelesnim

prostorima, tj. razvoj infekcije i infektivne bolesti.

2IVI UZROCNICI: BAKTERIJE, VIRUSI, GLIIVE, PARAZITI

svoystva fizicloSkoga

odgovora domadina

prva linija obrane: >< >

190POONENA, PESVIA fiziéka brana: koza, kemijska brana: pH,
sluznice, spojnica oka lipdi, defenzimi, enzimi

druga linija obrane: >< ><
nesecifiéna/polu éna* upala: granulociti, makrotagi prirodena Imunost: NK-stanice,
mastociti, radikall, fagocitoza S-limfocitl, interferoni

vrusica, novadenje, fibroza komplement, CRP, MBP

aktivna, samopo

><
stedena imunost
limfociti T = « = citoloksinost + izvréni citokinl + FASL
limfociti B - - « imunoglobulini + komplement

\

PRODOR | NASELJAVANJE U TJELESNIM
PROSTORIMA: INFEKCIJE | INFEKTIVNE
(INFESTIVNE) BOLESTI

Slika 1. BioloSkim etiopatogenetskim Cimbenicima suprotstavljen je slozen sustav
fizioloSkih barijera koje ostvaruju zastitu pasivnim, aktivnim, nespecifiénim,
specificnim i memorijskim mehanizmima. Disfunkcija i poremecaj cjelovitosti
fizioloSkih brana omoguéuje zarazu i zaraznu bolest. Preuzeto iz Gamulin S, Marusi¢
M, Kova¢ Z i suradnici, Patofiziologija, sedmo, obnovljeno i izmijenjeno izdanje
Zagreb: Medicinska naklada; 2011. Slika 24-2, str. 776.



4.4. Ishod infekcije

U prvom susretu bakterijskog mikroorganizma s domacinom ishod susreta nije
odluka malog broja klica ni samo jedne (izolirane) bakterije vec¢ predstavlja kolektivni
proces kao rezultat izmjene informacija i suradnje medu klicama. Prvi ishod moze biti
priviemena kolonizacija, stjecanje nutrijenata i potraga za drugim domacinom. Drugi
moguci ishod je kolonizacija infekcija uz stvaranje biofilma. Tre¢i moguci ishod je
potpuni izrazaj virulentnih €inioca i invazija domacina (Miller 2001; Greenberg 2003;
Asad & Opal 2008).

Ukoliko patogeni mikroorganizmi uzrokuju infekciju, to u domacina pokrece mnoge
reakcije, od kojih su neke dio odgovora akutne faze (Gamulin et al. 2005). Odgovor
akutne faze su reakcije organizma domacina koje se dogadaju (osim u infektivnih
bolesti) usljed oStecenja tkiva, upala i imunosnih procesa. UkljuCuje promjene
metabolickih, endokrinih, Ziv€anih i imunosnih funkcija unutar prvih nekoliko sati od
djelovanja nokse. Odgovor akutne faze infektivnhe bolesti uklju€uje vrucicu, negativnu
ravnotezu dusSika i sintezu proteina akutne faze. Najveéi dio zbivanja akutne faze
posreduju monokini aktiviranih makrofaga, a to su ¢imbenik tumorske nekroze alfa,

interleukin - 1 i interleukin - 6 (Kova¢ & Gamulin 2005).

Sustavni upalni odgovor se odvija pod nadzorom homeostatiCkih mehanizama koji,
nakon uklanjanja mikroorganizma koji je uzrokovao infekciju, tj. prestanka opasnosti
za organizam, vracaju mehanizmima negativhe povratne sprege poremecéenu
homeostazu u ravnotezno stanje organizma. Brojne reakcije potaknute citokinima
imaju i mehanizme pozitivne povratne sprege kojima se povecCava proizvodnja
proupalnih posrednika. Stovise, neke od tih reakcija koje aktiviraju citokini su
stupnjevite Sto znaCi da se na svakom susliednom stupnju takvih reakcija broj
molekula proizvoda povecéava za nekoliko potencija (Kova¢ & Gamulin 2005). Kada
se aktiviraju mehanizmi pozitivne povratne sprege i reakcije s biokemijskim
mehanizmima samopovecanja, Zestina reakcija se moze u kratkom vremenu naglo
povecati. Takvo se stanje oCituje sindromom sustavnog upalnog odgovora (engl.
Systemic Inflammatory Response Syndrome — SIRS). Ako je SIRS posljedica

infekcije, tada se radi o sepsi (ako su u krvotoku prisutne klice) ili septikemiji (ako su



u krvotoku prisutni toksini klica). Dijagnoza SIRS-a se postavlja ako su prisutna dva ili

viSe od sljedece navedenih elemenata:

1. tjelesna temperatura mjerena rektalno visa od 38° C ili manja od 36° C

2. frekvencija rada srca visa od 90 otkucaja u minuti u mirovanju

3. frekvencija disanja viSa od 20 daha u minuti u mirovanju ili parcijalni tlak kisika

manji od 4,3 kPa (manji od 37 mmHg)

4. broj leukocita u krvi veé¢i od 12 x 10% /L ili manja od 4 x 10° /L (Kovaé &

Gamulin 2005).
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Slika 2. Shematski prikaz patogenetskih mehanizama odgovornih za kliniCka

oCitovanja infektivnih bolesti i sekundarnih bolesti pokrenutih klicama. Isprekidane

strjelice oznacuju preobrazeni imunosni odgovor. Preuzeto iz Gamulin S, Marusi¢ M,

Kova¢ Z i suradnici, Patofiziologija, sedmo, obnovljeno i izmijenjeno izd. Zagreb:

Medicinska naklada; 2011.

Slika 24-4, str. 782.



Kada se u sepsi (SIRS uzrokovan infekcijom) smanji arterijsko-venska razlika tlakova
i perfuzija tkiva krvlju, postojeCem stanju se pridruzuju razliciti oblici krvotocnog
uruSaja (npr. septicki urusaj). Posljedicno zatajenje funkcije brojnih organa naziva se
viSesustavno zatajenje koje se ocCituje istoimenim sindromom: sindrom viSeorganske
disfunkcije (engl. Multiple Organ Disfunction Sydrome — MODS) ili sindrom
viSeorganskog zatajenja (engl. Multiple Organ Failure Sydrome — MOFS) (Gamulin
et al. 2011).

Opcenito u razvoju SIRS-a (uzrokovanog klicama) je moguce razlikovati tri stupnja.
Prvi stupanj je infekcija koja poti¢e stresni odgovor te proizvodnju citokina i drugih
posrednika. Drugi stupanj je odgovor akutne faze i posljedica je naruSenja
homeostaze. Treéi stupanj je razvijeni SIRS koji nastaje pojatavanjem odgovora i
gubitkom homeostaze. Posljedica SIRS-a moze biti viSesustavno zatajenje

organizma cCesto sa smrtnim ishodom.

Pokrenut razvoj procesa infektivne bolesti razvija se kroz sljedece faze:

inkubacija (razdoblje od infekcije do pojave znakova bolesti)
inicijalno razdoblje
razdoblje razvijene bolesti (akutna infekcija)

razdoblje povlacenja (regresije) bolesti

a r N oe

ozdravljenje (razdoblje rekonvalescencije).

Neuspjeh obrane organizma domacina posredovan prirodenom imunoSc¢u, upalnim
odgovorom, specifi€nim imunosnim odgovorom i imunosnom memorijom rezultira
ozbiljnim patogenetskim posljedicama, a to su bolesti i sindromi.

Uklju€uju perkutani toksicni sindrom, specifini toksi¢ni sindrom, akutne infekcijske
bolesti, zatim SIRS, sepsu, urusaj, MODS i MOFS (Gamulin et al. 2011). Posljedice
mogu biti i razvoj kroni¢ne infekcijske bolesti, autoimunost i imunonedostatnost
(Gamulin et al. 2011).
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U etiopatogenezi infektivnih bolesti povezanih sa stvaranjem biofilma naj¢es¢e
se ostvaruje nedostatnost domacinovih mehanizama obrane (nedovoljne za potpuno
uklanjanje uzrocCnika ili ozdravljenje) te nastaje jedan od oblika trajne infekcije, a to su

kliconostvo, kroni¢na infektivna bolest ili latentna infekcija (Gamulin et al. 2005).

KliconoStvo oznacCava prisutnost i izlu€ivanje uzroCnika iz organizma bez vanjskih
znakova bolesti. Kliconostvo razli¢ito dugo traje, nekoliko dana do nekoliko godina, a

moze biti posljedica i nemanifestine ili subkliniCke infekcije.

Kroni¢na infektivha bolest pracena je simptomima i znakovima bolesti. Po svim
svojim znacCajkama odgovara kroni¢noj upali. Posljedice uvelike ovise o lokalizaciji
bolesti. Najcesce bolesti etiopatogenetski zdruzene s biofilmom su kroni¢ne infekcije.
Dovode naj¢eS¢e do anatomsko-fizioloSkih poremecéaja uz te uz potrebu produljenja
medikamentozne terapije (koja takoder sa sobom nosi opsezZne posljedice) ponekad

uklju€uju i kirurSku metodu lijecenja.

Latentna infekcija podrazumijeva prisutnost mikroorganizma u domacdinu bez klini¢kih
znakova bolesti, ali uz mogucénost reaktivacije infektivhe bolesti. Reaktivacija se
dogada kada, nakon primoinfekcije, u domadinovu organizmu zaostaje
mikroorganizam te se pod odredenim, zasad jo§ nedovoljno poznatim poticajima

(stres, vrucica, prehlada?) razvija akutna infekcija (Gamulin et al. 2005).
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5. Etiopatogenetska uloga QS-sustava i pripadnih signalnih molekula

Medustanicna komunikacija utemeljena na QS sustavu sudjeluje u globalnoj
regulaciji bakterijskih gena uklju€ujuéi gene za virulenciju u okvirima specifiCnih
uvjeta okolisa i rasta (Miller 2001, Camara 2002; Greenberg 2003). Dakle, klice
temeljem medusobnog ,razgovora“ ostvaruju stanovite prilagodbene prednosti u
odnosu na domacinove linije obrane. QS sudjeluje u stvaranju biofilma, bioloSkom
potencijalu rasta klica, rezistenciji usmjerenoj protiv antibiotika, prijenosu DNA medu
klicama, izrazaju virulencije, autolizi i toleranciji oksidativhog stresa. Isto tako QS
upravlja metabolickom aktivnoScu i pokretljivos¢u, a moze promovirati rast bakterija i
(istodobno) kociti rast nekih drugih bakterija, ¢ak i gljiva koje se bore za istu ekoloSku
niSu (Asad & Opal 2008).

5.1. Autoinducirajuéi tip 1, LuxR I-tip

Autoinducirajuéi tip 1 (LuxR I-tip) predstavlja signalni sustav kojim
komuniciraju Gram negativne klice (Beutler 2006). Vrlo je sli€¢an izvornom luxR/luxl
autoinduciraju¢em sustavu u Vibrio spp. kojim je dokazano postojanje QS-a (Asad &
Opal 2008). Signalna molekula koju koristi ovaj sustav je N acil-homoserin lakton
(AHL). AHL je dobro topiva i slobodno difuzibilna molekula. ZajedniCka karakteristika
svim AHL molekulama je L izomerni oblik homoserinskog laktonskog prstena.
Medusobno se AHL molekule razlikuju po duljini lanca (4 do 18 ugljikovih atoma),
stupnju saturacije te po broju supstitucija na kisikovom atomu (Asad & Opal 2008).
(Tablica 1.)

AHL, zahvaljujuci karakteristikama kao $to su topivost i difuzibilnost, slobodno prolazi
staniCnu membranu. Kada je bakterijska populacija mala, ta manja, ograni¢ena
koli¢ina AHL otplavljuje se, a geni koji su pod kontrolom QS-a nisu aktivni. Kada
gustoca populacije prijede kriticni prag, koncentracija AHL poraste i ulazi u interakciju
s citosolnim receptorom. Nakupljanje signalnih molekula u okoliSu omoguéuje svakoj
pojedinoj bakterijskoj stanici procjenu stani¢ne gusto¢e, odnosno procjenu ukupnog
broja bakterija (Asad & Opal 2008). Primjerice, u standardnim kulturama koje tvori

bakterija P. aeruginosa, koncentracija AHL molekule mjeri se u rasponu od 2 do 10
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MM. Ove relativno niske koncentracije izmjerene su u standardnim laboratorijskim
uvjetima (37 °C), $to mozda u potpunosti ne korelira sa stanicom domacinom u in
Vivo uvjetima.

Receptor za AHL molekulu je unutarstani¢ni Lux-R protein koji je produkt istoimenog
gena. AHL molekula vezana za Lux-R receptor predstavlja koaktivatorski kompleks
na promotorskoj strani za QS odgovorne operone u bakterijskom genomu (Asad &
Opal 2008). Signalni put zapocCet spajanjem AHL i Lux-R receptora za bakterijske
patogene znadi aktivaciju viruloma (dio genoma gdje su smjesteni svi geni odgovorni

za virulenciju) u svrhu mikrobne invazije.

Ovaj sustav pronaden je u mnogih medicinski znac¢ajnih Gram negativnih patogena
(Miller 2001; Bassler 2002, Williams 2002; Camara 2002; Greenberg 2003; Wagner
2007). Ostale bakterije, uklju€ujuci E. coli, ne sintetiziraju AHL, ali eksprimiraju LUxR
biosenzorski homolog nazvan SdiA (Asad & Opal 2008).

Ova] QS-sustav dopusta ,osluskivanje“ komunikacijskih signala drugih Gram

negativnih bakterija i iskoristavanje istih u viastitu korist (Ahmer 2004).

5.2. Autoinducirajuéi tip 2, LuxS-tip

Autoinducirajuéi tip 2 (LuxS-tip) predstavlja signalni sustav kojim komuniciraju
Gram negativne i Gram pozitivne bakterije (Camara 2002), a posredovan je IuxS
genom (Miller 2001; Bassler 2002). Ovaj signalni sustav koristi kompleksni,
dvokomponentni receptor-kinazni sustav u svrhu ostvarenja medubakterijske
komunikacije (Asad & Opal 2008). Signal koji koristi ovaj quorum sensing sustav
kompleks je viSestruko prstenastih i ciklicnih molekula furanozila koje sadrzavaju
atom bora (Al-2) (Bassler 2002). Receptor za LuxS tip takoder je kompleks koji
funkcionira kao receptor-kinazni signalni transkripcijski kompleks. Dvodomenski
receptor u Vibrio spp. (sastavljen od kinaze i regulatora LuxQ) vezan je uz
membranu. U crijevnih bakterija topivi receptor veze signalnu molekulu (Al-2) u
periplazmatskom prostoru, a zatim prenosi molekulu kroz membranu tzv. ABC tipom
prijenosnika (Kendall 2007). Internalizirana signalna molekula fosforilira se i zajedno

s unutarstani¢nim receptorom cCini sustav koji funkcionira kao transkripcijski aktivator
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(Asad & Opal 2008). Mnoge bakterije ne eksprimiraju luxS gen, ali eksprimiraju Al-2
receptorski kompleks. (Tablica 1.)

Odredena bakterijska kolonija drugoj mozZe slati generirane Al-2 signale kako bi
primajuca kolonija mogla kontrolirani vlastiti transkripcijski odgovor.

Precizna uloga Al-2 komunikacije (signaliziranja) u bakterijskoj patogenezi nije do
kraja definirana, ali postoji jasna dokazana transkripcijska aktivnost usmjerena prema
regulaciji metabolickih putova, a dokazana je i posredna detoksikacijska uloga
(Camara 2002; Kendall 2007) kodiranjem visefunkcionalnih enzima (npr. konverzija
toksicnog S-adenozil-L-homocisteina u homocistein kao glavna reakcija u
aktiviranom metilnom ciklusu u kojem su metilne grupe pridruZzene proteinima i
metabolitima).

S. mutans navodi se kao primjer bakterijskog patogena u kojeg IluxS ima
najvjerojatnije primarno metaboliCku ulogu, a tek sekundarno ulogu u QS

signaliziranju (Sztajer 2008).

5.3. Autoinducirajuéi sustav 3, adrenalinsko-noradrenalinski signalni sustav

Za novije otkriveni Autoinducirajuéi sustav 3 (adrenalinsko-noradrenalinski
signalni sustav) pretpostavlja se da je najkompliciraniji medu svim do sada otkrivenim
signalnim putovima. Autoinducirajuéi sustav 3 dijeli mnoge karakteristike s
Autoinduciraju¢éim sustavom 2 medu kojima je najbitnija karakteristika izgled
receptora, tj. dvokomponentni receptor-kinazni unutarstani¢ni signalni kompleks za
aktivaciju viruloma (Asad & Opal 2008). (Tablica 1.) Ovaj sustav kao signale koristi
adrenalin i noradrenalin (Fuqua 2002). Prirodni mikrobni ligand nije joS toCno
definiran, ali zna se da je strukturno slican katekolaminima. Zanimljiva je i €injenica
da alfa-adrenergiCki blokatori mogu zakociti Al-3 signaliziranje u E. coli (Kendall
2007). Receptor za ovaj signalni sustav nazvan je QseC i po funkciji je senzorska
kinaza. QseB je fosforilirani regulator koji mijenja transkripciju gena odgovornih za
virulenciju. QseC i QseB zajedno C¢ine QseBC kompleks (Clarke 2005) koji ima
funkciju periplazmatskog receptora.
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Autoinducirajuéi sustav 3 neizostavan je u patogenezi enterohemoragicne E. coli i E.
coli komenzalnih svojstava te u patogenezi drugih crijevnih bakterija (Kendall 2007),

ali nije dokazan u patogenezi Gram pozitivnih bakterija (Asad & Opal 2008).

5.4. Peptidni signalni sustav u Gram pozitivnih bakterija

Peptidni signalni sustav u Gram pozitivnih bakterija strukturno je razlicit, ali
funkcionalno sli€an signalni sustav preostalim sustavima globalne regulacije gena
temeljene na stani¢noj gustoc¢i (Gov 2002; Yarwood 2003). (Tablica 1.) Opisan je u
stafilokoka kao dodatni genski regulatorski sustav (agr) i u enterokoka kao
Enterococcus faecalis regulatorni QS-sustav (frs) (Gov 2002). Signalna molekula
ovog sustava je mali cikliCki peptid s tiolaktonskim prstenom nazvan autoinducirajuci
peptid (AIP). Receptor koji veze AIP (nazvan AgrC) dvokomponentna je molekula
koja na stani¢noj povrSini prepoznaje peptide i aktivira histidinsku kinazu koja
generira transkripcijske aktivatore za mnoge genske lokuse (Asad & Opal 2008).
Genetski lokus agr, najbolje opisan u bakterije S. aureus, sastoji se od 2 operona
oznacena kao RNAII i RNAIIl. Modeli upuéuju na to da je AIP proizvod agrD koji je
zatim procesuiran, posttranslacijski modificiran te izlu€en iz stanice tzv. ABC tipom
prijenosnika nazvanim AgrB (Asad & Opal 2008). AgrC je receptor koji funkcionira
kao histidiska kinaza. U odsutnosti liganda (AIP), AgrC moze fosforilirati AgrA koji se
ponasa kao transkripcijski aktivator vezuci se na promotorsku stranu RNAII i RNAIII
(Novick 2003).

Aktivacija RNAIl omogucuje pozitivnu povratnu spregu sinteze AIP (Asad & Opal
2008). Takoder je zanimljivo da isti AIP koji autoaktivira svojstvo produkcije S. aureus
inhibirat ¢e signale iste bakterijske vrste posredovane drugim peptidima (Yarwood
2003). Ovakav nacin inhibicije predstavlja vrstu borbe za opstanak u istoj ekoloskoj
niSi s ograniCenim nutrijentima medu razli€itim sojevima zlatnog stafilokoka (Camara
2002).

RNAIIIl ima dvostruku ulogu u izraZaju virulencije (Asad & Opal 2008). Transkripcijski
produkt RNAIIl posreduje sintezu delta toksina i funkcionira kao regulatorna RNA

sekvenca koja mijenja izrazaj gena viruloma (Yarwood 2003). Aktivacija agr sustava
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visokom koncentracijom AlIP-a u nekih grupa stafilokoka uzrokuje izrazaj velikog
broja egzotoksina (toksin sindroma toksicnog Soka tip 1, delta toksin, eksfolijatin,
hemolizini te neki stafilokokni enterotoksini) (Yarwood 2003). Sinteza RNAIII
istovremeno smanjuje broj povrsinskih bakterijskih bjelancevina, ¢imbenika koji veze

fibrinogen i adhezijskih molekula (Asad & Opal 2008).
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Tablica 1. Osnovne karakteristike Cetiriju QS-sustava koja prikazuje vrstu aktivacijskih

molekula koje koristi QS-sustav, naCin vezanja aktivacijskih molekula za bakteriju te

bakterije u kojih je QS-sustav dokazan.

Vrsta sustava

Aktivacijska

Nacin vezanja za

Bakterije u kojih je

Literaturni izvor

molekula bakteriju sustav dokazan
(molekularna
masa)
Autoinduciraju¢i | N-acyl-homoserin AHL molekula Gram-negativne Asad & Opal
tip 1, LuxR I-tip lakiton (188) vezana za Lux-R bacterije (2008);
receptor (Burkholderia, Vibrio, Beutler (2006)
predstavljaju Pseudomonas
koaktivatorski spp.); moguci utjecaj
kompleks na na ljudske gene

Autoinducirajuci
tip 2, LuxS-tip

Autoinducirajuéi
tip 3,
adrenalinsko-
noradrenalinski
signalni sustav

Peptidni signalni
sustav u Gram
pozitivnih
bakterija

Heterocikli¢ni
furanozil-borat
(193)

Epinefrin (183) i
norepinefrin (169)
kao predstavnici
katekolamina®

mali ciklicki
peptidi s
trilaktonskim
prstenom
(664)

promotorskoj strani
za QS odgovorne
operone u
bakterijskom
genomu (aktivaciju
viruloma)
Dvokomponentni
membranski
receptor-
citoplazmatski
kinazni kompleks

Dvokomponentni
receptor-kinazni
unutarstaniéni
signalni kompleks
za aktivaciju
viruloma

AgrC kao
dvokomponentna
molekula koja na
stani¢noj povrsini
registrira peptide i
aktivira histidinsku

kinazu koja

generira
transkripcijske
aktivatore za
mnoge genske
lokuse

Gram-negativne i
Gram-pozitivne
bakterije; moguca
vaznija metaboli¢ka
nego komunikacijska
uloga
Gram-negativne,
entericke
epinefrin/norepinefrin
bakterije
enterohemoragicna
Escherichia
coli, enteropatogena
E. coli, Shigella,
Salmonella spp.

Gram-pozitivhe
bakterije,
Staphylococcus,
Bacillus,
Enterococcus,
Streptococcus spp.

Asad & Opal
(2008);
Bassler (2002);
Camara (2002);
Kendall (2007);
Sztajer (2008)
Asad & Opal
(2008);
Clarke (2005);
Fuqua (2002)

Asad & Opal
(2008);
Gov (2002);
Yarwood (2003)

! Napomena: Za katekolamine se pretpostavlja aktivacijski u€inak, ali nije znanstveno dokazan.
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6. Biofilm

6.1. Definicija i sastav biofilma

Biofilm je organizirana homogena ili heterogena populacija bakterija ulozenih u
matriks sacCinjen od izvanstanic¢ne polimerne tvari izlu€ene od iste populacije bakterija
udruzene s bioti¢kim i abiotiCkim povrSinama (Cortes et al. 2011; Gupta et al. 2015).

QS ima ulogu u stvaranju funkcionalnog i potpuno razvijenog BF (Gupta et al. 2015).

Bakterije ostvaruju zivot u sloZenim zajednicama vezanima za povrSine te su u
takvom obliku, u BF, sveprisutne (Parsek & Singh 2003). Mnoge bakterijske
infektivne bolesti u patogenezi imaju BF kao izvor trajne infekcije koja Cesto rezultira
nezeljenim ishodom. Bakterijske kolonije €ine tek 15 do 20 posto sveukupnog
volumena BF, a ostatak tvori matriks (Plan¢ak et al. 2015). Matriks predstavlja
mjeSavinu razliitih prirodnih polimera; polisaharida, proteina, glikoproteina,
glikolipida te nukleinskih kiselina (Cortes et al. 2011; Gupta et al. 2015).

Biofilm moze biti jednoslojan ili viSeslojan (Karatan & Watnick 2009). Jednoslojan BF
stvara se ako su jaCe izrazene sile izmedu stanica i povrSine u odnosu na
medustaniCne sile. BF se stvara brzo prihvacanjem pila i flagela pripadajucih
bakterija na povrSinu, a zatim se zaustavlja daljnje poveéanje debljine biofilma
(Karatan & Watnick 2009). ViSeslojan BF posljedica je djelovanja privliacnih sila
izmedu stanice i povrSine te medu stanicama uz djelovanje pila i flagela. Osim
karakteristika povrSine bitnih za stvaranje viSeslojnog BF, bitna je i neutralizacija
odbojnih medubakterijskih sila (Karatan & Watnick 2009).

Vanjski dio BF je hidrogel koji pokazuje viskoelasticna svojstva (Stoodley et al. 2002;
Hall-Stoodley et al. 2004), a omogucuje opstanak biofilma unato€¢ mehaniCkom
stresu. Bakterije u takvom okoliSu mogu prezZivljavati jer su unutar BF prisutni
nutrijenti prisutni i bakterije ga iskoriStavaju. Voda je unutar matriksa zarobljena
vodikovim vezama (hidrofilni polisaharidi) (Kostakioti et al. 2013). Bakterije unutar BF
pokazuju vecu metaboliCku i funkcionalnu raznolikost te ve¢u metaboli¢ku suradnju u

odnosu na planktonski oblik bakterija (Gupta et al. 2015). Biofilm ograni¢ava difuziju
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nanotvari, makromolekula te prodiranje upalnih i imunosnih stanica, Sto sa stajalista
mikroorganizama predstavlja mo¢an mehanizam samozastite i samoekspanzije u

domadinu.

6.2. Faze stvaranja biofilma

Pet je faza stvaranja biofiima (Slika 1.). To su: reverzibilno vezanje,
ireverzibilno vezanje, prva faza sazrijevanja, druga faza sazrijevanja te rasprsivanje
(Sauer et al. 2002; Stoodley et al. 2002).

Prvu fazu karakterizira prianjanje uzrokovano fizikalnim silama kao $to su van der
Waalsove sile, elektrostatiCke sile, stericke interakcije (Garrett et al. 2008) ili
bakterijskim organelama, tj. flagelama i pilima (Maric & Vranes 2007). Prianjanje ovisi
o karakteristikama povrSine te o okoliSnim uvjetima kao $to su temperatura i tlak.
Prvo se, dakle, dogada vezanje stanice uz povrSinu ili adhezija, a nakon toga, ukoliko

se radi o viseslojnom BF, vezanje stanice uz stanicu ili kohezija (Gupta et al. 2015).

U trenutku kada privlacne sile nadvladaju odbojne, reverzibilno prihvacene stanice na
podlogu postaju ireverzibilno priljubljene i time zapocinje druga faza formiranja BF
nazvana ireverzibilno vezanje (Garrett et al. 2008). U ovoj fazi fizikalne odbojne sile
nadvladane su djelovanjem pila i flagela (Kumar & Anand 1998). Hidrofobna
povrSina stanice igra kljuénu ulogu u formiranju BF kada bakterije adheriraju na
hidrofobnu polarnu povrsinu jer se u takvoj vrsti interakcije izmedu bakterija i

povrSine smanjuje djelovanje medusobne odbojne sile (Tribedi & Sil 2014).

U trecoj fazi stvaranja BF nazvanoj prva faza sazrijevanja dogada se pocetak
medustaniCne komunikacije. Posljedica toga je stvaranje autostimulativnih signala
koja rezultira izrazajem gena specifiCnih za BF (Davies et al. 1998). Takoder, dogada
se i izluCivanje matriksa izgradenog od izvanstaniCne polisaharidne tvari s ciljem
stabilizacije BF. U prvoj fazi sazrijevanja BF postaje viSeslojan te mu debljina iznosi
oko 10 mikrona (Gupta et al. 2015). U ovoj fazi stvaranja BF porijekla bakterije P.
aeruginosa, primije¢ena je produkcija triju polisaharida razli€itih funkcija. Alginat

stupa u interakciju s vodom i nutrijentima te opskrbljuje BF istim (Rasamiravaka et al.
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2015), a saharidi nazvani Pel i Psl ¢&ine oklopni dio strukture BF omogucujudi

njegovu stabilnost (Colvin et al. 2011; Franklin et al. 2011).

U drugoj fazi sazrijevanja koja predstavlja Cetvrtu fazu stvaranja BF, primije¢eno je
kompleksno i koordinirano ponasanje (Gupta et al. 2015). Zbog medusobne blizine
povecava se medubakterijska izmjena supstrata, raspodjela metabolickih produkata
uz istodobno odstranjivanje toksina i nezeljenih produkata (Davey and O’toole 2000).
Naime, u ovoj fazi sazrijevanja, BF stvara odlicno okruzenje za osnivanje sintropicke
zajednice (Davey and O’toole 2000). Sintropi¢ka zajednica predstavlja simbiozu u
kojoj dvije metaboli¢ki razliCite bakterije ovise jedna o drugoj gdje jedna bakterija
iskoristava produkt druge kao supstrat ili energetski izvor za vlastite metabolicke
puteve (Davey and O’toole 2000). Debljina BF se u ovoj fazi povec¢ava do 100
mikrona (Gupta et al. 2015).

U posljednjoj fazi sazrijevanja BF dogada se rasap BF $to znaci promjena sesilnog
oblika bakterijske populacije u pokretan (Hall-Stoodley et al. 2004). Ponovno se
aktiviraju geni Ciji su produkti proteini flagela. Bakterije ponovno postaju pokretne jer
BF stvara saharoliticke enzime koji destabiliziraju polisaharide BF te se otpustaju
bakterije s povrSine BF s ciljem kolonizacije novih povrSina (Gupta et al. 2015).
Rasap BF mozZe biti posredovan proteazama, nukelazama i disperzinom B
(Lauderdale et al. 2010; Kaplan et al. 2012; Shukla and Rao 2013; Reffuveille et al.
2014).

Proteaze kojima moze biti posredovana disperzija su serinske proteaze (njih sedam),
dvije cisteinske proteaze te metaloproteaza (Shaw et al. 2004). Stvaranje proteaza
regulirano je QS sustavom (Bronner et al. 2004). Agr sustav (quorum sesnsing
sustav zlatnog stafilokoka) regulira status virulencije stanice aktivacijom produkcije
izlu€enih toksina, enzima i smanjenjem izrazaja povrSinskih faktora. Zanimljivo je da
kolonizacija nosnica bakterijom S. aureus negativho korelira s kolonizacijom
bakterijom S. epidermidis $to moZe upudivati na lu€enje rasprsujuéih tvari koje
proizvodi zlatni stafilokok (Iwase et al. 2010).

Nukleazama posredovan rasap odnosi se na djelovanje nukleaza Nucl i Nuc2 (Tang
et al., 2008). Nukleaza (Nuc ili Nucl) regulirana je globalnim regulatorom sigB i tzv.
SaeRS dvokomponentnim sustavom (Kiedrowski et al. 2011; Olson et al., 2013), a

izraZaj nuc gena smanjena je tijekom rasta BF (Olson et al., 2013). Nucl ima ulogu i
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u ciklusu rasta BF. Uloga Nuc2 zasad je joS uvijek nejasna. Pretpostavlja se da ima
odredenu ulogu u lokaliziranom rasapu. Dokazana je visoka aktivhost Nuc2 u
endokarditisu (Lister L. J, Horswill R. A 2014).

Rasap je mogu¢ i posredstvom disperzina B. Izoliran iz Actinobacillus
actinomicetemcomitans, dokazano rasprSuje BF bakterija S. aureus i S. epidermidis
(Kaplan et al. 2004) Djelovanje ovog enzima temelji se na hidrolizi glikozidne veze
polisaharidnog unutarstanicnog adhezina (PIA) koji je odgovoran za strukturnu
cjelovitost BF (Lister L. J, Horswill R. A 2014).

reverzibilno ireverzibilno prva faza druga faza rasprsivanje

vezanje vezanje sazrijevanja | sazrijevanja

Slika 1. Shematski prikaz pet faza stvaranja biofilma. U fazama 4. i 5. razvija se QS

koji omoguéava ponovni rasap i bkterijemiju (5. faza).
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6.3. Stetni uéinci biofilma

Mnogi su Stetni ucinci bakterijskog BF. Infektivhe bolesti u oko 80 posto
sluCajeva (Cortes et al. 2011) imaju BF u bakterijskoj patogenezi. Jasno vidljivi
(klinicki) ucinci zrelog BF oCituju se pojavom BF na sluznicama i umjetnim
medicinskim  materijalima. Tada je nuzno kao prvu linijju obrane upotrijebiti
produljenu antibiotsku terapiju (osteomijelitis, endokarditis, infekcije udruzene s
produljeno ostavljenim kateterima). Kao drugu linijju obrane (u sluCaju BF na
umjetnim medicinskim materijalima) upotrebljavamo kirurSku eksciziju BF
kontaminiranih izvora kao dugoroénu terapiju (Miller 2001; Kirisits 2006).

Jasan Stetni uCinak takoder je i promjenjena genski izrazaj stanica Clanica BF u
odnosu na bakterije iste populacije izvan BF, Sto se ocituje sporijim rastom,
povecanim izraZzajem virulentnih faktora te promjenom povrSinskih molekula. U BF je
takoder olakSan prijenos gena medu bakterijama Sto dovodi do povecanja broja
virulentnih sojeva. ImunoloSki sustav sintetizira protuupalne citokine koji su
nedjelotvorni protiv BF, a Stetno djeluju ozljedujuéi tkiva, naj¢eS¢e okolinu BF, tj.
imunoloski sustav domacina uzaludno se pokuSava oduprijeti BF jer stanice BF brzo
mijenjaju genski izrazaj(Gupta et al. 2015).

Dokazana je i usporena difuzija antibiotika kroz BF $to znac¢ajno utje€e na antibiotsku
rezistenciju. PrimijeCena je i rezistencija protiv kemijskih sredstava i bakteriofaga.
Osim za$tite od djelovanja antibiotika, bakterijski BF $titi bakterije od opsonizacije i
neutrofila kojima, osim fizicke prepreke, na putu stoji i usporen metabolizam unutar
BF (Gupta et al. 2015).

Postoji i jasno dokazan utjecaj QS na ljudske stanice Sto se oc€ituje dvosmjernom
komunikacijom izmedu ljudskih stanica i stanica bakterijske populacije. Naime, AHL
sintetiziran i izlu€¢en od Gram pozitivnih bakterija mijenja T-stani¢ni odgovor tipa 1

(T-stanice pomagadi) u citokinski odgovor tipa 2 $to uvjetuje povoljnije okruzenje za
bakterijski rast (Camara 2002). Ako se uzme u obzir i dokazana stimulacija stvaranja
mucina u diSnom epitelu (Tateda 2004), dokazana apoptotiCka ucinkovitost QS-
molekula prema neutrofilima (Tateda 2003) te poticaj vazodilatacije u mikrocirkulaciji
(Lawrence 1999), svakako mozemo zakljuciti da postoji regulacija humanog imunog

odgovora od strane patogena.
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Poznato je da i ljudski hormoni stresa mogu biti prepoznati od P. aeruginosa, a
dokazano je i postojanje receptora za interferon gama na vanjskoj membrani
bakterije P. aeruginosa. Poznato je, naime, da visoke koli€ine linterferona gama
ugrozavaju i potencijalno ranjavaju domacina (Asad & Opal 2008). Aktivacija
virulentnih gena i invazivni fenotip patogena u osobe sklone stresu tijekom vremena
povecava vjerojatnost infekcije u tog oslabljenog domacina. Stoga se pretpostavlja
da ¢e inhibitori ovakvog stani¢no-stani€nog komunikacijskog sustava biti novi nacin
lije€enja bakterijskih infekcija (Asad & Opal 2008).
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7. Klini¢ki vazne infektivne bolesti udruzene s biofilmom

Biofilm nacin je prezivljavanja u neprijateljskom okruzenju kojeg, za bakterijske
infekcije, predstavlja Covjek. BF mozZe postojati na biotickim (Tablica 2.) i abioti¢kim
povrSinama (Tablica 3.). Etipatogeneza kroni¢nog otitis media, kroni¢nog sinuitisa,
periodontalne bolesti i karijesa, kroni€nog tonzilitisa, kronicnog laringitisa,
endokarditisa, kroniCne plucne infekcije u cisticnoj fibrozi, bubreznih kamenaca,
infekcije bilijarnog trakta, infekcije urinarnog trakta, osteomijelitisa i kroni¢ne rane
neposredno se povezuju s BF na navedenim (biotiCkim) povrSinama. Infekcije
povezane s pomagalima i uredajima koji se koriste za dijagnostiku, pracenje i
ljeCenje u medicini etiopatogenetski udruzene s BF na abiotiCkim povrSinama su
infekcije  povezane s unutarmaternicnim uloScima, kontaktnim le¢ama,
endotrahealnim tubama, centralnim i perifernim vaskularnim kateterima, protetskim
sr€anim zaliscima, pacemakerima, vaskularnim presadcima, urinarnim kateterima,

ortopedskim usadcima i proteti¢kim zglobovima.
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( )
OPCA INFEKTIVNA Uginkovitost zaititnih
ETIOPATOGENEZA mehanizama u domacina*
\. J
prodor mikroorganizama kroz M [ )
linije obrane domacina
) ’ velika
=
. o \ J
bakterijemija
( h
r naseljavanje tkiva ‘ .
(kolonizacija, citotropizam — umjerena
histotropizam) J
stvaranje hiofilma
( A
\ y » B
) . minimalna
quorum sensing ]\ )

*Napomena: Prikaz se odnosi na zdravog domacina. U stanjima u kojima su naruSeni mehanizmi

obrane (Secerna bolest, neutropenija, itd.) zna¢ajno je promijenjena njihova u&inkovitost.

Slika 2. Opca infetivha etiopatogeneza. Vazno je uociti ulogu QS-a i biofilma u
etiopatogenezi infektivnih bolesti. Naime, neovisno o tome je li se naseljavanje tkiva
klicama dogodilo bez bakterijemije ili uklju€ivo s bakterijemijom, rasap biofilma moze
uzrokovati bakterijemiju (posljednja faza u sazrijevanju biofilma) $to ima veliki znacaj
u infektivnim bolestima. JoS veci znaCaj QS-a i biofilma u etiopatogenezi infektivnih
bolesti donosi €injenica minimalne mogucnosti obrane organizma domacdina ukoliko

je u etiopatogenezu te konkretne infektivne bolesti uklju¢en biofilm.
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U pocetnoj fazi mikrobne invazije bakterijska populacija male je gustoce.
Najvirulentniji geni nisu aktivni u korist sinteze povrsinskih adherentnih struktura i
molekula koje inhibiraju imunoglobulin (Asad & Opal 2008). U trenutku kada je
infekcija uzela maha, QS aparat je aktiviran, a genska aktivacija doprinosi s
egzotoksinima, proteazama, hemolizinskim produktima te se simultano iskljuCuje
izraZzaj adhezinskih molekula $to olakSava rasap bakterijskih patogena po organizmu
(Asad & Opal 2008).

Problem s kojim se pokuSsavamo boriti u lije€enju infekcija i drzanjem istih pod
kontrolom jesu povecCava patogenost bakterija te zastita bakterija unutar BF od
uniStenja vanjskom terapijom; zraCenjem (ultraljubi¢asto zraCenje), kemijskim

agensima, fagocitozom, dehidracijom, antibioticima, primjenom pH stresa.

26



7.1. . Biofilm bioti€kih povrsina u etiopatogenezi infektivnih bolesti
Karijes

Zubni karijes jedna je od naj¢eScih bolesti danasnjice, a ujedno se smatra i
najceScom zaraznom bolesti jer pogada 2, 43 bilijuna ljudi Sto Cini oko 36 posto
globalne populacije (Vos et al. 2012.). Multifaktorijalna etiologija karijesa vecim
dijelom odnosi se na nacin prehrane, ali na razvoj karijesa utjeCu i okoliSni i
imunoloski ¢imbenici. BF koji u obliku plaka adherira na zubnu povrSinu ima klju¢nu
ulogu u nastanku zubnog karijesa (O'Donnell et al. 2015). BF ostecuje povrsinu zuba
stvarajuci velike koliCine mlijeCne kiseline. PocCetno, karijes je bio povezan s
bakterijama Streptococcus mutans i Lactobacillus spp. (Loesche 1986; Badet i
Thebaud 2008). Nedavno provedene studije navode polimikrobnu etiologiju karijesa
(Belda et al. 2012; Simon & Soro, Guillen & Navarro 2014). Sada je jasno da i
Candida albicans uz sinergistiCko djelovanje S. mutans aktivno utjeCe na stvaranje
karijesa (Metwalli et al. 2013.). Postoje, naime, dokazi o postojanju matriksa unutar
kojeg se nalaze streptokoki povezani i isprepleteni s mrezom hifa na povrsini zuba
Sto govori o interakciji bakterija i gljiva u cilju uzrokovanja karijesa (O'Donnell et
al.2015).

Periodontalna bolest

Periodontalna bolest (PB) kompleksna je bolest uzrokovana interakcijama
domacinove bakterijske flore i patogenih bakterija. U istrazivanju provedenom u
Ujedinjenim Americkim DrZzavama peridontalnu bolest ima 50 posto populacije mlade
od 30 godina i oko 70 posto starijih od 65 godina (Eke et al. 2012). U pocetnoj, blazoj
i reverzibilnoj formi (gingivitis) bolest je karakterizirana bolnim otokom i krvarenjem
desni. U tezoj i ireverzibilnoj fazi bolest je karakterizirana uniStenjem potpornog
periodontalnog ligamenta i progresivnom resorpcijom kosti (O'Donnell et al. 2015).
Bolest zapocinje formiranjem supragingivalnog plaka (O'Donnell et al. 2015) koji se
nastavlja povecavati uz promijenjene mikrookoliSne uvijete, kao Sto je promjena
redoks potencijala i vrijednosti pH omogucujuéi anaerobnim klicama naseljavanije i

stvaranje subgingivalnog plaka. Stvoreni supregingivalni i subgingivalni plak je BF.
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Udio kandide u supragingivalnom i subgingivalnom plaku poveéava se §to je bolest
viSe uznapredovala, dakle, u teZoj i kroni¢noj fazi bolesti kandida zauzima veci udio
plaka (Canabarro et al. 2012). Povezanost ucestalosti prisutnosti kandide u
plakovima veca je u pacijenata oboljelih od Secerne bolesti (Sardi et al. 2012). Ova
Cinjenica moze biti povezana sa povecanim rastom C. albicans u povoljnijim
uvjetima kao Sto je viSa razina SecCera u krvi u dijabetiCara. Takoder, u zena koje
koriste oralnu kontracepciju ¢eSc¢i su plakovi s vec¢im udjelom kandide nego u ostale
populacije (Zakout et al. 2012). Ta €injenica moze upudivati na pozitivni hormonalni

poticaj kandidi na kolonizaciju i stvaranje BF.

Sastav BF u usnoj Supljini odreden je koli¢inom i vrstom nutrijenata, plinova te
karakteristikama biookoliSa. Sasvim je jasno da, osim bakterija, ulogu u stvaranju BF

kao podloge PB i karijesa ima i C. albicans (O'Donnell et al. 2015).

Kroniéni rinosinuitis

Kroni¢ni rinosinuitis Sirok je kliniCki sindrom kojeg karakterizira produljena
mukozna upala nosa i paranazalnih sinusa. U zapanom svijetu oko 10 posto odraslih
boluje od kroniénog rinosinuitisa (Fokkens 2012). Sindrom ukljuuje nosnu
opstrukciju, nosni iscjedak, bolnost u licu i njuSnu disfunkciju. Kroniénim se
oznaCava ako postoje najmanje dva od navedena Cetiri simptoma kroz dvanaest
tiedana i vise. Kao osnovni patofizioloSki mehahanizam u nastanku kroni¢nog
rinosinuitsa navodi se stvaranje bakterijskog BF (Gupta et al. 2015), a naj¢eSéi
uzroCnici su S. aureus (koji je ujedno i najéesSci uzrocnik u tesko lje€ivih kroni¢nih
rinosinuitisa) zatim S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, P. aeruginosa
(Foreman and Wormald 2010; Stephenson et al. 2010).
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Kronicéni otits media

Otitis media (OM) ili upala srednjeg uha naj¢es¢i je razlog posjeta lijeCniku u
dje€joj dobi nakon obi¢ne prehlade (Lam et al. 2015). Oko dvije treCine djecje
populacije do tre¢e godine najmanje jednom oboli od akutne upale srednjeg uha
(Lam et al. 2015). Kroni¢ni OM dijeli se u rekurentni i eksudativni podtip (Pereira
2004; Hall-Stoodley 2006). Dijagnoza rekurentnog OM se postavlja nakon tri ili viSe
epizoda OM tijekom Sest mjeseci izmedu kojih nema Klinickih znakova bolesti.
Dijagnoza eksudativhog OM postavlja se ukoliko sekrecija traje dulje od tri mjeseca
(Vrane$ & Leskovar 2009). Vazno je napomenuti da je kroni¢ni OM najceSc¢i uzrok
oStecenja sluha provodnog tipa u djecjoj dobi, S$to za posljedicu mozZe imati otezan
razvoj govora te poremecaj psihomotornog razvoja (Vrane$ & Leskovar 2009).
Istrazivanjima provedenim na animalnim modelima dokazana je prisutnost BF i
uzro€na povezanost BF s kroni¢nim OM (Dohar 2005). NajcesSci uzroc€nici kroni¢nog
OM su Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae i Moraxella catarralis, a
riedi su Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes i Pseudomonas aeruginosa (Ehrlich 2002; Park 2004). LijeCenje kroni¢nog

OM antibioticima u pravilu je bezuspjesno (Vrane$ & Leskovar 2009).

Kroni¢na pluéna infekcija u bolesnika s cisticnom fibrozom

Cisti¢na fibroza (CF) je jedna od najescih autosomnih nasljednih bolesti, a
oCituje se poremecajima funkcije brojnih sustava. Temeljni poremecaj je mutacija
gena za cisti¢no-fibrozni transmembranski regulator provodljivosti (CFRT) (Gamulin
& Kovac 2005). Dosad je opisano viSe od 900 razli€itih mutacija koje na razliCite
nacine mijenjaju strukturu gena i odgovaraju¢u gradu bjelancevine. Bjelanevina koju
programira CFRT gen jest transmembranski kloridni kanal €iju propusnost regulira
adeozin-trifosfat i ciklicki adenozin-monofosfat. Nalazi se na membranama epitelnih
stanica bronhalnog stabla, crijeva, egzokrinog dijela gusterace, zu€nih kanala,

znojnih Zlijezda. Naj¢es¢a je mutacija gubitak 508. kodona (TTT) Sto uzrokuje gubitak
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fenilalanina na 508. mjestu aminokiselinskog slijeda bjelancevina CFRT (Gamulin &
Kovac 2005). Posljedica mutacije se oCituje kao zastoj u sazrijevanju CFRT pa se
CFRT ne pojavljuje u membrani stanica $to uzrokuje smanjenje propusnosti za
kloride. Poremecena je i funkcija natrijevih kanala, a posljedi€no tome smanijuje se
prolaz natrija i vode (radi odrzanja osmolarnosti). NajteZze su posljedice u diSnom
sustavu. Sekret u bronhalnom stablu je gust pa je djelovanje trepetiljka otezano. To
pogoduje kolonizaciji klica. Klice izazivaju imunosnu reakciju, koja izaziva upalu, a
upala ostecuje stanice Sto dalje pogorSava postojece stanje. Stanicni ostaci
povecavaju gustoCu sekreta Sto dodatno oteZava odstranjivanje bakterija te se tako
zacCarani krug zbivanja zatvara (Gamulin & Kova¢ 2005). Nastaje teski kroni¢ni

bronhitis €ija etiopatogeneza neizostavno ukljuCuje stvaranje BF.

Virulom je potisnut u djelovanju kada je bakterijska populacija (P. aeruginosa) mala
8to prevenira ranu detekciju i omogucava izbjegavanje aktivacije imunoloskog
sustava usmjerenog protiv imunostimulirajucih virulentnih faktora u inicijalnoj fazi
kolonizacije domacina. Kada gustoa populacije prijede prag, aktiviraju se
replikacijski programi i potpuni izrazaj virulentnih programa (Duan 2003; Murray
2007)

Eksperimentalna delecija gena odgovornih za funkciju QS-a u P. aeruginosa
desifrirala je ulogu QS-a in vivo u virulenciji i stvaranju BF u pneumoniji i bakterijemiji.
Naime, BF porijekla takvih bakterija osteCen je i poremecene je strukture. Virulencija i
potpuna funkcija biofilma vraéa se komplementarnim eksperimentom u kojem se u
bakkteriju umece plazmid koji nadomjeSta deletirane gene (Kirisits 2003; Smith
2003).

Orofaringealna bakterijska flora otpusta Al-2 signale u respiratorni trakt koje P.
aeruginosa prepoznaje u mikrobnoj zajednici u npr. oboljelih od cisti€¢ne fibroze ili u
difuznom panbronhiolitisu. Cini se da naizgled ne$kodljiva orofaringealna flora
povecava ozljedu pluc¢a u infekcije P. aeruginosa u animalnim modelima otpustanjem
Al-2 signala koji potiCu izrazaj pseudomonasnih virulentnih gena (Duan 2003; Murray
2007). Znacajna koli¢ina Al-2 moze se mijeriti u sputumu oboljelih od CF, &to je od
klinickog znaCaja u nekih pacijenata oboljelih od pseudomonasne pneumonije
(Murray 2007).

Viskozna sluz koja ometa disanje kljucni je ¢imbenik u razvoju infekcija uzrokovanih

bakterijama P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae. Zanimljivo je da je u mladih
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pacijenata oboljelih od cisticne fibroze dokazana kolonizacija s H. influenzae i zlatnim
stafilokokom, a u odraslih pseudomonasne kolonije (Koch and Hoiby 1993; Lyczak et
al. 2002). Prisutsvo P.aeruginosa loSe utjeCe na plué¢a u oboljelih od cisti¢ne fibroze,
a prisutnost bakterija moze se testirati mejrenjem homoserin laktona u sputumu tih

pacijenata (Singh et al. 2000).

Kroni€¢ne infekcije mokraénog sustava

Infekcije mokraénog sustava (IMS) su, nakon respiratornih, bakterijske

infekcije druge po ucCestalosti (VraneS & Leskovar 2009). Ove infekcije se najceSce
javljaju u mladih, zdravih i spolno aktivnih Zena. Gotovo 80 posto Zena svjetske
populacije tijekom Zivota ima najmanje jednu IMS, a 27 do 44 posto od ovih
bolesnica unutar sljedecih Sest mjeseci ima, unato€¢ adekvatnoj antimikrobnoj terapiji,
rekurentnu epizodu bolesti (Gupta 2005). U gotovo 80 posto IMS se kao uzro€nik
izolira uropatogena Escherichia coli (UPEC) (Vrane$ 2003; Anderson 2004).
Zivot u BF zajednicka je karakteristika u E. Coli infekcijama udruZenih s kateterskim i
sluzni¢nim povrSinama (Asad & Opal 2008). UPEC je evoluirala i razvila svojstvo
invazije u stanice ploCastog epitela gdje obitava u stabilnim zajednicama izbjegavajudi
na taj naCin mehanizme imunoloskog sustava i mehanizme CciSCenja mokrac¢nog
sustava. Naime, u 18 posto mladih, spolno aktivnih Zena s cistitisom (E.coli kao
uzro¢nik) dokazano je postojanje sesilnih zajednica u unutarstani¢nom odjeljku epitelnih
stanica mokraénih puteva pacijenata s infekcijama mokraénih puteva, a u 41 posto
Zena s cistitisom se u uzetim uzorcima urina nalaze dokazi o filamentoznim bakterijskim
oblicima Sto je znak sesilnih bakterijskih kolonija (BF) (Asad & Opal 2008).

Infekcija kroni€éne rane

KroniCne rane nastaju endogenim mehanizmima koji su povezani s nekim
predisponiraju¢im  stanjima. Primjeri  kroninih rana su dijabeticki ulkus
(predisponirajuce stanje je metaboliCka bolest) i venski ulkus (predisponirajuce stanje je
oSteCenja arterijskog odnosno venskog protoka) (Bowler 2001). Kroni¢ne rane

najcesc¢e su inficirane bakterijama S. aureus i/ili P. aeruginosa (Gupta et al. 2015).
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Zbog dugotrajnosti infekcije te rezistencije na antimikrobne lijekove, pretpostavlja se
da bakterije kao S. aureus i P. aeruginosa koje koloniziraju kroni¢ne rane stvaraju BF
(Vrane$ 2003). Zanimljivo je da je ¢ak 88 do 98 posto rana pozitivnih na S. aureus
(povrsina rane). U bazi rane najceS¢e je pozitivha bakterija P. aeruginosa, a njome
inficirane rane uglavnom su vece rane u usporedbi s onim ranama koje nisu inficirane
(Gupta et al. 2015). Uz rezistenciju na antimikrobne lijekove, osnovni problem
predstavlja Cinjenica da je svim inficiranim ranama potrebno viSe vremena za cijeljenje i

reepitelizaciju.

Osteomijelitis

Osteomijelitis je upala kostiju koja je gotovo uvijek uzrokovana bakterijskim
infekcijama. lako bilo koji Zivi patogen moze uzokovati osteomijelitis, najceséi uzrocnik
je S. aureus koji stvara BF, a moze se izolirati iz gnoja u kostima u oko 85 posto
bolesnika (Lew & Waldvogel 2004; Damjanov, Juki¢ i Nola 2011). Nakon bakterija,
drugi uzroCnici po ucCestalosti su gljive. Osteomijelitis moZe nastati na tri nacina:
izravnom inokulacijom bakterija, hematogeno ili izravnim Sirenjem iz zglobova ili
periostalnog mekog tkiva. Naj¢eSc¢i naCin nastanka osteomijelitisa je izravna inokulacija
bakterija nastala pri zadobivanju prostrijelne rane ili traumi s frakturom (Damjanov,
Juki¢ i Nola 2011). Dokazano je da S. aureus ima receptore kojima moze vezati
fibrinogen koji je prisutan u matriksu i time moze zapoceti stvaranje biofilma. Afinitet
stafilokoka da veze fibronektin, kolagen i laminin olakS8ava patogenima kolonizaciju
kosti formiranjem biofilma (Ciampolini and Harding 2000). U krvlju prenesenom
osteomijelitisu, metafiza je prva inficirana, a zatim na mjesto infekcije dolaze
leukociti. Leukociti pokuSavaju unidtiti patogen sekrecijom enzima koji u konacnici
liziraju kost. Stvara se gnoj koji se Siri krvnim zZilama kosti te se na taj nacin zaustavlja
adekvatni krvni protok kroz kost pa kost postaje devitalizirana (Kumar et al. 2007) te

propada ukoliko se ne pribjegne odgovarajucoj prilagodenoj antimikrobnoj terapiji.
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Tablica 2. Infektivne bolesti udruzene s biofilmom na biotiCkim povrSinama i
mikrobioloSki uzroc¢nici.

Infektivne bolesti udruzene s Mikroorganizmi koji stvaraju biofilm

biofilmom na biotickim povrSinama

S. mutans, Lactobacillus spp.,

Karijes C.albicans

S. mutans, Lactobacillus spp.,

Periodontalna bolest C.albicans

S. aureus,S. pneumoniae, H. influenzae,
Kroni€ni rinosinuitis M. catarrhalis, P. aeruginosa

H.influenzae, S.pneumoniae i Moraxella
catarralis, S. aureus, S. epidermidis, S.

Kroni€ni otitis media pyogenes, P. aeruginosa

Kroni¢na pluéna infekcija u bolesnika P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae
s cisticnom fibrozom

Kroniéne infekcije mokraénog sustava E. coli

Kronic¢ne infekcije rane S. aureus i P. aeruginosa

Osteomijelitis S. aureus
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7.2. Biofilm abioti¢kih povrSina u etiopatogenezi infektivnih bolesti

Centralni i periferni venski kateteri

Centralne i periferne venske katetere uputno je koristiti u uskim indikacijama za
koje su namijenjeni, a pravilu se odnose na upotrebu u hitnoj medicini i primjenu u
jedinicama intenzivne skrbi. Uputno ih je koristiti ukoliko se ni€im drugim ne mogu
zamijeniti. Primjena katetera ove vrste povezuje se s visokim rizikom za infekcije
udruzene s BF. BF se moze stvarati u lumenu i na povrSini katetera. NajceSci uzroCnici
infekcija u i/ili na kateterima su S. aureus, S. epidermis, K. pneumoniae, P. aeruginosa
te C. albicans (Asad & Opal 2008).

Rizik od infekcije raste s brojem dana postavljenog katetera u krvnu Zilu, a s
obzrom da je postavljenost centralnih i venskih katetera dulje od deset dana uzro¢no
povezano sa infekcijama etiopatogenetski povezanih s BF na abiotiCkim povrSinama
(Asad & Opal 2008), nakon deset dana preporucuje se zamjena ili uklanjanje katetera.
Takoder, rizik od infekcije raste ukoliko je osoba kojoj treba kateterizacija
imunokompromitirana bilo konstitucionalno, zbog bolesti ili jatrogeno te ako boluje od

Secerne ili maligne bolesti.

Urinarni kateteri

Kateterizacija mokracnoga mjehura je rutinski postupak kojim se omoguéava
drenaza urina i, iako je jednostavan postupak, zahtijeva standardiziran pristup i
provedbu zbog mogucih popratnih komplikacija. NajéeS¢a komplikacija vezana uz
kateterizaciju je IMS, koja sa sobom nosi zna€ajan morbiditet i mortalitet (Marki¢ et
al. 2014). Upotreba urinarnih katetera gradenih od silikona ili lateksa navodi se kao
jedan od rizinih Cimbenika za c¢eS¢u pojavu IMS. UzroCnici IMS povezanih s
upotrebom urinarnih katetera koji stvaraju BF u su E. coli, S. faecalis, P. aeruginosa,
S. epidernis, P. mirabilis, K. pneumoniae te Gram negativne bakterije (Asad & Opal
2008). Kateterski sustav moze biti otvoreni (takav sustav kateterizacije podrazumijeva
drenazu urina u otvorenu posudu za mokra¢u koja se nalazi u blizini bolesnic¢kog

kreveta) ili zatvoreni (sustav koji omogucuje drenazu urina u zatvorenu i
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vodonepropusnu vrecicu). Kroni¢ne infekcije mokracnog sustava ¢es¢e su pri primjeni
otvorenog kateterskog sustava (Asad & Opal 2008). Infekcije mokraénog sustava
udruzene s urinarnim kateterima relativno su refraktorne na djelovanje mnogih

antibiotika Sto predstavlja problem u lije¢enju istih (Vranes 2003; Anderson 2004).

Unutarmaterniéni ulozak

Unutarmaterni¢ni ulozak jedna je od najdjelotvornijih metoda kontracepcije.
lako razlicite studije upucuju na prednosti unutarmaterni€nog uloSka pri izboru
metode kontracepcije, negativna posljedica primjene je moguéi razvoj infekcije.
Prisutnost stranoga tijela u maternici omogucuje adheriranje bakterija na povrsinu
uloSka i stvaranje BF (Oreskovi¢ et al. 2010). Naj¢eS¢i uzro¢nici unutarmaternicnih
infekcija povezanih s biofilmom su E. coli i U. urealyticum (OreSkovi¢ et al. 2010), ali
pri lije€enju treba misliti i na neke rjede uzro€nike unutarmaternicnih infekcija kao $to

su S. epidermis, C. albicans, S. aureus i L. plantarum (Asad & Opal 2008).

Infekcije koje nastaju kao posljedica formiranja BF na unutarmaternicnom
uloSku kroni€ne su i tesko izljeCive. Stoga, prije postavljanja uloSka treba iskljuciti
prisutnost infekcije. Ako je dokazana infekcija, potrebno je odgoditi stavljanje

unutarmaterni¢nog uloska do izlje€enja.

Kontaktne lece

Kontaktne lece su prozirna opticka sredstva omedena dvjema povrSinama
koja se postavljaju na roZnicu. Prema upotrebi se dijele na korektivne, terapijske i
kozmetske le¢e. S obzirom na ucestalost koriStenja kontaktnih le¢a, bitno je
naglasiti da, ovisno o odnosu pacijenta prema higijeni i pravilima upotrebe, imaju
odredene nuspojeve medu kojima su jedne od najuCestalijin keratitisi
etiopatogenetski povezani s BF. KliniCka slika keraititsa ovisi o tipu i sastavu leca,
elektrolitskom statusu oka te o karakteristikama mikroorganizma. Bakterije koje
se povezuju sa stvaranjem BF povezanog s kontaktnim le¢ama su S. epidermis,

C. albicans, S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa (Asad & Opal 2008). Takoder, u
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literaturi se navodi parazit Acanthamoeba kao jedan od uzroénika keratitisa u
skupini pacijenata koji primjenjuju kontaktne lece. Karakteriziran je izrazitom boli
te formiranjem prstenastog apscesa koji nosi visok rizik od perforacije roznice.
Oporavak je izrazito spor te ukljuCuje antibiotike i antiseptike, ali ipak, za pacijente
s Acanthamoeba keratitisom, najceSca konacCna terapija je totalna keratoplastika,

tj. transplantacija roznice. (Cerovski et al. 2012).

Periproteticke infekcije

PeriprotetiCke infekcije su bakterijske upale kosti i mekih tkiva oko ugradenog
umjetnog zgloba, tj. endoproteze ili oko ugradenog implanta, najéeS¢e metalnih
ploCica vijaka i Cavala. UCestalost ove komplikacije u ortopedskim operacijama varira
prema literaturi od 1 do 16 posto. Za razvoj periprotetickih infekcija patogenost
bakterija jednako je vazna kao i lokalni ¢imbenici (kost obrambeno i farmakoloski
spada u “nizu” razinu tkiva). Implantat u kosti bilo kakve vrste i veli€ine povecava
osjetljivost kosti na infekciju, naruSava funkcionalnu fagocioza bakterija, a smanjuje
se i funkcija leukocita te se tako stvara lokalna imunodeficijenciju. U tim uvjetima
dovoljan je mali broj bakterija za pocCetak infekcije. Nakon ugradnje ortopedskog
implantata nastaje kompetitivno natjecanje za adherenciju na povrSinu u Kkojoj
sudjeluju proteini izvanstanicnog matriksa, stanice domacina, ali i bakterije. Ukoliko je
virulencija bakterija i njihov broj dostatan, bakterije formiraju BF. NajeSc¢i uzrocnici
periprotetiCkih infekcija, koje su povezane sa stvaranjem BF su S. aureus, S.
epidermidis, P. aeruginosa, P. mirabilis te E. coli (Papi¢, 2016). Dugotrajna primjena
antibiotika samo priviemeno suprimira infekciju okolnih tkiva, ali po prestanku
primjene simptomi infekcije se ponovno pojave. Potpuno izljeCenje periprotetickih
infekcija s formiranim biofilmom bez uklanjanja implanta naj¢eSce nije moguce.
Infekcija je jedna od najozbiljnijih komplikacija svih aloartroplastika. LijeCenje je
dugotrajno. RijeSavanje ove komplikacije znatno povecava troSkove lijeCenja. U
lijeCenju infekcije nakon aloartroplastike koriste se lijeCenje antibioticima, debridman
u kombinaciji s protoénom drenazom i parenteralnom antibiotskom terapijom,
resekciona artroplastika, artrodeza, realoartroplastika u jednom ili dva akta te

amputacija (Papic, 2016).
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Pacemaker

Sr€ana elektrostimulacija posredstvom sr¢anog pacemaker-a je vrlo ucinkovita
metoda lijeCenja aritmija, ali, kao i svaka metoda lijeCenja, donosi moguce rane ili kasne
komplikacije koje mogu biti viSe ili manje opasne po zdravlje pacijenta koji koristi ureda;.
Postoje znanstveno utemeljeni dokazi o riziku infekcija i stvaranja biofilma udruZenog s
pacemaker-om (Santos et al. 2011). Incidencija pojavnosti infekcija udruzenih s
implementacijom pacemaker-a ne mogu se odrediti jer sve studije koje prikazuju ovaj
problem navode prevalenciju ili navode BF udruzen s elektrostimulatorom kao klini¢ki
problem u kardiologiji (Santos et al. 2011). NajceSCe izolirane bakterije biofilma
udruzenog s pacemaker-om su S. epidermidis i S. aureus. U¢inkoviti nacin lijeCenja u
slu€aju suspektnog BF stvorenog na pacemaker-u koji se isticao medu svima je
uklanjanje pacemaker-a (Santos et al. 2011). Antibiotska profilaksa u smanjenju
incidencije infekcije udruzene s implantacijom pacemaker-a jo$ uvijek se smatra

kontroverznom.

Zilni presadci

Infekcije udruzene s Zilnim presadcima uvijek rezultiraju loSim klinickim
ishodom s visokom kratkoro€énom stopom smrtnosti, bez obzira na napretke
postignute u antimikrobnoj terapiji i kirurSkim tehnikama. NajceSce izolirane bakterije
porijekla BF stvorenog na zilnim presadscima su S. aureus te meticilin rezistentan S.
aureus (MRSA). Bakterijemija uzrokovana sojem MRSA povezana je s vec¢om
stopom mortaliteta u odnosu na bakterijemiju uzrokovanu ostalim mikroorganizmima
(Cirioni, 2011). Osnovni etiopatogenetski mehanizam infekcija udruzenih s Zilnim
presadcima je zreli vSeslojni BF. Antibiotska terapija i profilaksa u lije€enju BF ove
vrste u pravilu podbaci zbog kapaciteta bakterija ¢lanica BF koje su mnogo otpornije

na lijecenje u odnosu na slobodne (planktonske) bakterije (Cirioni, 2011).
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Mehanicki sréani zalisci

Mikroorganizmi se mogu prihvatiti i stvarati BF na mehani¢kim src¢anim
zaliscima i okolnom sr€anom tkivu Sto vodi do razvitka endokarditisa udruzenog s
mehanickim zaliscima. Bakterije koje stvaraju BF na mehanickim sr€anim zaliscima
su S. epidermidis, S. aureus, Streptococcus spp., Gram-negativni bacili, difteroidi,
enterokoki i Candida spp. (Donlan, 2001). Porijeklo navedenih mikroorganizama
moZe biti koza u toku operacije (rani endokarditis u pravilu uzrokovan S.
epidermidis), ekstrakcija zuba (Streptococcus spp.) ili postavljanje centralnog
vaskularnog katetera (svi mikroorganizmi navedeni ranije u tekstu). Implantacija
mehanickog sr¢anog zaliska uzrokuje tkivho oSteCenje Sto akumulira cirkulirajuce
trombocite i fibrin na mjestu implantiranog zaliska. Mikroorganizmi imaju vecu
tendenciju kolonizirati sr€ano tkivo koje okruzZuje mehanicki zalistak nego sam
zalistak (Donlan, 2001). Antimikrobni lijekovi se u pravilu primjenjuju tokom zamjene
zalistaka kao i svaki put pri provedbi invazivhog dentalnog zahvata kako bi se

sprijecCila adherencija mikroorganizama u krvi.
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Tablica 3. Infektivne bolesti udruzene s biofilmom na abiotiCkim povrSinama i
mikrobioloski uzroc€nici.

Infektivne bolesti udruzene s Mikroorganizmi koji stvaraju biofilm
biofilmom na abioti¢kim povrSinama

S. aureus, S. epidermidis, K.
Centralni i periferni venski kateteri pneumoniae, P. aeruginosa te C.

albicans

S. faecalis, P. aeruginosa, S.

Urinarni kateteri epidermidis, E. coli, P. mirabilis, K.

pneumoniae, Gram negativne bakterije

S. epidermidis, C. albicans, S aureus,
Unutarmaterniéni ulozak L. plantarum

S. epidermidis, C. albicans, S. aureus,
Kontaktne lece P. mirabilis, P. aeruginosa

S. aureus, S. epidermidis, P.

Periproteticke infekcije aeruginosa, P. mirabilis, E. coli
Pacemaker S. epidermidis i S. aureus
Vaskularni presatci S. aureus, MRSA

S. epidermidis, S aureus, S. spp., Gram
Mehanicki sr¢ani zalisci negativni bacili, difteroidi, enterokok,

Candida spp.
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8. Antibiotska rezistencija

Postavlja se pitanje zasto je rezistencija bakterija Clanica BF nekoliko desetaka
do tisuca puta ve¢a u odnosu na planktonske stanice (Vrane$ & Leskovar 2009) te
zaSto postojeci antibiotici i antifungici nisu dovoljni u eradikaciji infektivnih bolesti
porijekla BF. lako je upravo rezistencija bakterija Clanica BF glavni predmet brojnih
istrazivanja, joS uviek su sva objasSnjenja teorijska bez konkretnih dokaza o

mehanizmima rezistencije.

Prva hipoteza antibiotske rezistencije govori 0 nemogucnosti prodiranja antibiotika kroz
BF (Stewart and Costerton 2001) i o degradaciji antibiotika pri prolasku kroz BF ¢ime
se smanjuje ucinkovitost (Gupta et al. 2015). Takoder, primijeceno je da se antibiotici
adsorbiraju na vanjsku povrSinu izvanstanicnog polimernog matriksa (Kumon et al.
1994; Shigeta et al. 1997). Uz to, privlacne sile izmedu pozitivno nabijenog antibiotika i
negativnog naboja lipopolisaharida matriksa prijeCe prolazak antibiotika u dublje
dijelove BF Cime se onemogucuje djelovanje antibiotika na bakterijsku stanicu jer ne

dolazi u njezinu blizinu (Gordon et al. 1988; Nichols et al. 1988).

Druga hipoteza vezana je uz uvjete mikrookolisa (Gupta et al. 2015). Promjena
koncentracije kisika koja uvjetuje anaerobne uvjete u dijelovima BF uz povrSinu (de
Beer et al. 1994) cCini aminoglikozide nedjelotvornima (Tack and Sabath 1985).
Nakupljanje toksina i potroSnja potrebnih supstrata uvode bakteriju u latentni oblik Sto
penicilin ¢ini nedjelotvornim (Tuomanen et al. 1986). Takoder, promjena pH smanjuje
aktivnost antibiotika (Stewart and Costerton 2001). Ukoliko se dogodi osmotski stres,
smanijuje se broj porina te se tako smanjuje mogucénost ulaska antibiotika u bakterijsku

stanicu (Stewart and Costerton 2001).

TrecCa hipoteza govori u prilog razvoja zastitnog fenotipa male populacije klica unutar
BF koji je odgovoran za razvoj rezistencije. Rezistentni fenotip ekvivalent je sporama
(Gupta et al. 2015).

Najnovija hipoteza govori u prilog postojanja perzistera odgovornih za rezistenciju
(Vrane$ & Leskovar 2009). lako se o perzisterima vrlo malo zna, poznato je da je to

vrlo mala frakcija stanica biofilma (&iji udio u biofilmu je svega 0,1-10%) koja
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neovisno o vrsti, dozi i duljini primijenjene antimikrobne terapije perzistira (Lewis
2001; Lewis 2007). Osnovna razlika prema ostalim bakterijskim stanicama je
neosijetljivost na antimikrobnu terapiju (Roberts 2005). Naime, vecina stanica Clanica
BF kao i stanice koje se odvoje od mati¢nog BF (i svojim karakteristikama vrate se u
pocetnu slobodnu formu stanice) pokazuju osjetljivost na antimikrobnu terapiju. Ta
antimikrobna terapija je djelotvorna, ali ponekad mora biti modificirana (promjena
duljine primjene ili vrste antibiotka) osim ako se radi o perzisterima. Pretpostavlja se
da su to stanice koje su ucinile spontanu fenotipsku preobrazbu (Vrane$ & Leskovar
2009), ali ih se ne smatra mutantama (Lewis 2005) ili pak stanicama zaustavljenim u
nekom od stadija stani¢nog ciklusa (Lewis 2001). NaZalost, nepoznat je mehanizam
nastanka perzistera. Dokazano je da perzisteri ne nastaju kao odgovor na
antimikrobnu terapiju (Lewis 2005; Lewis 2007), a osim toga dokazano je i da
guorum sensing signali proizvedeni tijekom medustani¢ne komunikacije nemaju veze
s nastankom perzistera (Lewis 2005; Lewis 2007). Zanimljivo je da perzisteri postoje i
u planktonskim kulturama (Lewis 2001; Lewis 2007), ali na perzistere BF, s obzirom
da su unutar BF zasti¢eni egzopolisaharidnim matriksom (Lewis 2001; Lewis 2007),
imunoloski sustav ne djeluje te (p)ostaju visoko rezistentni. Nakon prekida
antimikrobne (antibiotske) terapije, perzisteri obnavljaju BF, oslobadaju se nove
planktonske stanice te se simptomi bolesti vracaju (Lewis 2001; Lewis 2005).
implementiraju i rasprSujuca sredstva kao $to je disperzin B, proteinaza K ili DNaze
(Lauderdale et al., 2010; Kaplan et al., 2012; Shukla and Rao, 2013; Reffuveille et
al., 2014).

Rasap BF mozZe biti posredovan proteazama, nukelazama i disperzinom B
(Lauderdale et al. 2010; Kaplan et al. 2012; Shukla and Rao 2013; Reffuveille et al.
2014).

Proteaze kojima moze biti posredovan rasap su serinske proteaze (njih sedam), dvije
cisteinske proteaze te metaloproteaza (Shaw et al. 2004). Stvaranje proteaza
regulirano je QS sustavom (Bronner et al. 2004).

Nukleazama posredovan rasap odnosi se na djelovanje nukleaza Nucl i Nuc2 (Tang
et al., 2008). Nukleaza (Nuc ili Nucl) regulirana je globalnim regulatorom sigB i tzv.
SaeRS dvokomponentnim sustavom (Kiedrowski et al. 2011; Olson et al., 2013), a

izraZaj nuc gena smanjena je tijekom rasta BF (Olson et al., 2013). Nucl ima ulogu i
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u ciklusu rasta BF. Uloga Nuc2 zasad je joS uvijek nejasna. Pretpostavlja se da ima

odredenu ulogu u lokaliziranom rasapu

Rasap je mogu¢ i posredstvom disperzina B. Izoliran iz Actinobacillus
actinomicetemcomitans, disperzin B dokazano rasprSuje BF bakterija S. aureus i S.
epidermidis (Kaplan et al. 2004). Djelovanje ovog enzima temelji se na hidrolizi
glikozidne veze polisaharidnog unutarstanicnog adhezina (PIA) koji je odgovoran za
strukturnu cjelovitost BF (Lister L. J, Horswill R. A 2014).
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9.Zakljucak

Mnozinska samoregulacija (quorum sensing, QS) predstavlja srediSnju
komponentu bakterijske komunikacije. Njome bakterije mogu komunicirati
medusobno, unutar i izvan svoje vrste, a ovakva vrsta komunikacije prelazi i barijere
kraljevstava. QS komunikacijski sustavi bitno utjeCu i na ljudske stanice. Dokazan
patofizioloSki mehanizam stvaranja BF kao podloge bakterijskih infektivnih bolesti
mijenja postupak lijeCenja pacijenta; najces¢e podrazumijeva dugotrajniju antibiotsku
terapiju, a ponekad i agresivnije metode lijeCenja. Uzrok tome je razvijena bakterijska
rezistencija usmjerena protiv antibiotika i drugih antimikrobnih metoda lije€enja. lako
joS uvijek nisu poznati svi komunikacijski putevi i sve signalne molekule bakterijske
komunikacije, potrebno je Sto bolje razumjeti postoje¢e mehanizme bakterijske
komunikacije. Takoder, od velikog znanstvenog, ali i klinickog znacaja bila bi potvrda
ili opovrgavanje postojecih teorijskih modela antibiotske rezistencije s bitnim ciljem

ucinkovitijeg lije€enja i kontrole infektivnih bolesti.
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10. Zivotopis
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