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UTJECA] BIOFILMA NA CIJELJENJE RANE I
POSTUPAK ZA IDENTIFIKACIJU BIOFILMA U RANI
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Mikroorganizmi mogu postojati kako u planktonskom, tako i u stanju biofilma. Svaki fenotip ima ulogu u zakasnjelom
zacjeljivanju te uzrokuje infekcije akutnih i kroni¢nih rana. Medutim, virulentni biofilm je osnovni razlog da do zacjeljivanja
rana ne dolazi pravodobno. Zbog hipoteze da mikroorganizmi mogu adherirati za svaku povrsinu, biofilm se moze nadi
u svim kroni¢nim ranama. Medutim, sam po sebi biofilm nije najveca prepreka zacjeljivanju kroni¢nih rana, ve¢ njegova
virulentnost i patogenost. Ustanoviti koji specifi¢ni patogeni biofilm uzrokuje zakasnjelo zacjeljivanje rana pomoglo bi
boljoj praksi u lije¢enju i njezi rana, no poteskoca i daljnje provodenje velikih randomiziranih kontroliranih studija o biofilmu
moguce je samo vizualnom dijagnostikom odnosno dokazom biofilma mikroskopskom analizom histoloski obradenog

bioptata rana.
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UVOD

Biofilm u ranama, implantatima i trajnim ugrade-
nim uredajima stvara kroni¢ne, a vrlo Cesto i za Zivot
opasne infekcije i upale. Takve perzistentne infekcije
mogu dovesti do ostecenja tkiva, neuspjeha ugradiva-
nja implantata, disfunkcije uredaja pa ¢ak i do smrti.
Biofilm infekcije je vrlo tesko lijeciti zbog toga $to ma-
trica (engl. matrix) biofilma uzro¢niku (koji su cesto
rezistentne bakterije) osigurava fizicku zastitu od an-
tibiotske terapije.

Brza detekcija i identifikacija biofilma moze dati prije-
ko potrebne informacije za ranu dijagnozu i u¢inkovi-
to lije¢enje. Medutim, identifikacija bakterijskih vrsta
u biofilmu je izazov zbog njihove fizioloske hetero-
genosti. Konvencionalne metode otkrivanja biofilma
oslanjaju se na kultivaciju koja za dijagnozu zahtijeva
nekoliko dana i ima nisku osjetljivost, dok su mole-
kularne metode detekcije, kao $to su lanc¢ana reakcija
polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction - PCR)
i fluorescentna hibridizacija in situ (engl. Fluorescen-
ce in situ Hybridization - FISH) razvijene na temelju

genotipa i genomskog profiliranja te ostaju izazov za
brzo prepoznavanje biofilma (1).

BIOFILM I RANA

Primarna funkcija koze je da sluzi kao barijera pre-
ma vanjskoj okolini. Zacjeljivanje rana na kozi je
slozeni proces koji uklju¢uje stani¢nu proliferaciju,
migraciju i preoblikovanje tkiva §to ponovno dovodi
do uspostave njezine primarne funkcije. Propust u
lije¢enju rana moze dovesti do daljnjih komplikacija,
ukljuc¢ujuéi septikemiju, kroni¢nu bol, prolongiranu
hospitalizaciju, amputaciju i smrt. U humanoj medi-
cini, kroni¢ne rane uklju¢uju rane donjih ekstremiteta
zbog komorbiditeta kao §to je $ecerna bolest, visoki
tlak ili venska hipertenzija i sl. Bakterije prisutne u
kroni¢nim ranama imaju ulogu u odgodenom zacjelji-
vanju tkiva. Smatra se da bakterije prisutne u kronic-
nim ranama ne postoje samo u planktonskom obliku,
ve¢ su one karakterizirane i kao polimikrobne kolonije
bakterija u zajednici, zvanom biofilm (2).
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Biofilm se sastoji od skupina bakterija koje su adhe-
rirane na povr$inu okruzene ekstracelularnim poli-
mernom matricom. Matrica biofilma ¢ini vise od 90
% suhe mase biofilma stvarajuc¢i trodimenzionalnu
mikrookolinu koja §titi bakterije. Takva arhitektura je
jedinstvena znacajka koja definira biofilm, reguliraju¢i
njegova fizicka i funkcionalna svojstva. U matrici, ovi-
sno o bakterijskoj vrsti razlikujemo fizicku strukturu
biofilma i sastav ekstracelularne polimerne supstancije
(engl. Extracellular Polymeric Substances - EPS) kao §to
su polisaharidi, proteini, nukleinske kiseline i lipidi.
Na primjer, polisaharidi su neutralni u streptokokima
(3), polianionski u pseudomonasu (4) i polikationski
u stafilokoku (5). Unutar vrste EPS su jo$ raznolikiji:
polisaharidi iz razli¢itih sojeva Streptococcus thermo-
philus imaju razli¢ite sastave i omjere monomera te po-
sjeduju razli¢ite molekulske mase. Funkcija biofilma je
raznolika i ukljucuje zastitu od okoline, skladistenje
hrane i stani¢nu komunikaciju (engl. quorum sensi-
ng). Prema tome, ekspresija gena i fenotip bakterija u
biofilmu je razli¢ita od slobodno-zivu¢ih planktonskih
bakterija.

Prisutnost biofilma u kroni¢nim ranama dovodi do
nekoliko zajednickih obiljezja; onemogucuju djelo-
vanje antibiotika na bakterije te odrzavaju zahvace-
no inficirano tkivo u perzistentnom upalnom stanju.
Dodatno, dokazano je da prisutnost biofilma inducira
kroni¢nu i/ili “tihu” upalu te odgada zacjeljivanje rana,
ali su mehanizmi zaka$njelog zacjeljivanja nedovoljno
poznati (6).

U nedavno objavljenom ¢lanku Marano i sur. (2) su
dokazali da sastav sekreta iz biofilma bakterija moze
inhibirati normalno zacjeljivanje rane ukljucujuci
stani¢nu proliferaciju i migraciju. Za eksperiment su
ukljucili dvije najé¢esce bakterije povezane s kroni¢nim
ranama Staphylococcus aureus i Pseudomonas aerugi-
nosa. Toplinskom obradom i mikrofiltracijom dokaza-
no je da je biofilm aktivnost S. aureus zbog proteina, za
razliku od P, aeruginosa Cija je aktivnost posljedica dje-
lovanja malih molekula. Proteomskom analizom iden-
tificirano je nekoliko proteina koji su navodno pove-
zani s usporenim zacjeljivanjem rana, ukljuc¢ujuci: alfa
hemolizin, alkohol dehidrogenazu, fruktoza-bifosfat
aldolazu, laktat dehidrogenazu i epidermalni stani¢ni
razlikovni inhibitor (engl. epidermal cell differentiation
inhibitor).

INFEKCIJE POVEZANE SA STRANIM TIJELOM

Formiranje biofilma je presudni korak u patogenezi
mnogih subakutnih i kroni¢nih bakterijskih infekcija,
ukljucujudi i infekcije povezanih sa stranim tijelom.
Unatoc¢ sterilizaciji i aseptickim postupcima u SAD-u
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2004. g. ucestalost infekcija povezanih s implantatima
kao rezultatom bakterijske adhezije i formacije bio-
filma na implantacijskom mjestu ¢ini preko polovice
svih bolnickih infekcija s procjenom od 1 milijun slu-
¢ajeva na godinu.

Prema National Institutes of Health biofilm produkcija
smatra se medicinski vaznim pojmom, jer sudjeluje u
preko 80 % mikrobnih infekcija u ljudskom tijelu (7).
U prirodi biofilm stvara 99 % bakterija, a kao najcesci
mikroorganizmi odgovorni za dvije tre¢ine infekcija
povezanih sa stranim tijelom su bakterije koje formi-
raju - stafilokoki (Staphylococcus aureus, S. epidermi-
dis, S. lungdunensis), nakon kojih slijede Pseudomonas
aeruginosa i Enterococcus spp, a od gljivi¢nih infekcija
Candida sp.

DIJAGNOSTIKA

Bakterije koje su na dnu biofilma (pod anaerobnim
uvjetima) ujedno su i razlogom ekstremne rezistentne
antibiotske terapije kao i Cesto izrazito teske kultiva-
cije biofilm produciraju¢ih bakterija tradicionalnim
mikrobiolo$kim metodama (8).

Da bi se direktno vizualizirala trodimenzionalna
struktura bakterijskog biofilma Center for Genomic
Sciences razvio je novi dijagnosticki protokol - kon-
fokalnu lasersku skener mikroskopiju (Confocal Laser
Scanning Microscopy - CLSM ) temeljenu na 16S rRNA
uz metodu fluorescentne hibridizacije in situ (Fluores-
cence In situ Hybridization -FISH).

Na temelju strukturnih i kemijskih razlika izmedu
biofilma autori ¢lanka (1) opisuju novu metodu, koja
se na temelju principa “kemijskog nosa” moze kori-
stiti za detekciju i razlikovanje vrsta pa cak i sojeva
unutar biofilma. Rijec¢ je o metodi zlatne nanocestice
temeljene na viSekanalnom fluorescentnom senzoru
(engl. gold nanoparticle /AuNP/ - based multichannel
fluorescence sensor) za detekciju i identifikaciju sastava
biofilma specificnog za vrstu na temelju sveukupnih
fizikalno-kemijskih svojstava.

DIJABETICKO STOPALO

Rane dijabetickog stopala su obi¢no kolonizirane razli-
¢itom mikrobioloskom florom te mogu biti dodatno in-
ficirane specifi¢cnim uzro¢nikom. Kako je poznato da su
uzrocnici unutar biofilma 1000 puta rezistentniji na an-
timikrobnu terapiju (za razliku od planktonskih bakte-
rija), a mogu biti prisutni u kroni¢nim ranama, sve veci
je interes otkriti njihovu etiolosku ulogu. U nedavnom
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istrazivanju (9) prisutnost uzro¢nika unutar biofilma
u ranama dijabetickog stopala dokazalo se upotrebom
nekoliko metoda vizualizacije. Uzorci nakon debride-
ment rana dijabetickih bolesnika, histoloski obradeni
(rezovi) pregledani su pomocu svjetlosnog mikrosko-
pa (preparat po Gramu), fluorescentne metode (engl.
Fluorescence In Situ Hybridisation - FISH) i elektron-
skim mikroskopom (engl. Environmental Scanning Ele-
ctron Microscope - ESEM) obuhvacujudi i kvantifikaciju
broja kolonija (engl. Colony Forming Units - CFU). Svi
su uzorci imali >10° CFU/g tkiva. Rezultat pilot studi-
je bio je da svjetlosni mikroskop i FISH metoda vizu-
aliziraju/isticu bakterijske kolonije i matricu biofilma
uc¢inkovitije nego ESEM, te da se i rutinskim Gram
preparatom mogu dokazati mikrokolonije i/ili amorfne
tvari (indikativno za biofilm) u kroni¢nim ranama.

OSTALE KLINICKE SLIKE

Unutar biofilma mikroorganizmi su zasticeni od fa-
gocitoze i ostalih antimikrobnih djelovanja te se zbog
lokalizacije ne mogu dokazati rutinskim mikrobiolos-
kim metodama. To je ujedno i razlog ,sterilnih kultu-
ra“, narocito kroni¢nih rana (ulcus cruris, dijabeticko
stopalo, ishemijski ulkusi potkoljenica i dr.) kao i in-
fekcija kirurskog mjesta (Surgical Site Infections - SSI).
U recentnoj literaturi autori (10-12) opisuju studije u
kojima su najnovijim metodama FISCH/CLSM doka-
zali uzro¢nike takvih vrsta infekcija.

Biofilm od nekoliko bakterijskih vrsta (Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp, Micrococcus sp. uz domi-
naciju Pseudomonas aeruginosa) opisuju Malic i sur.
(10) u nezacijeljivanim inficiranim kroni¢nim ranama
(13). Sli¢no opisuju i Bjarnsholt i sur. (11) u venskim
i ishemi¢nim ulkusima nogu te dijabetickom stopalu
gdje su u bazalnom dijelu biofilma izolirali Pseudomo-
nas aeruginosa, koji je bio uzrokom neuspjeha antibi-
otske terapije i antifagocitnog djelovanja domacina.

Osim navedenih infekcija, biofilm je mnogo cesce
uzrokom neeradiciranih infekcija povezanih sa stra-
nim tijelom, tj. implantatima kao $to su: centralni
venski kateter, sréane valvule, mehanicko srce (VAD),
koronarne premosnice (bypass), sr¢ani stimulator (pa-
cemaker), neurokiruski ventrikularni shunt, ugradbeni
neuroloski stimulatori, artroproteze, medicinski proi-
zvodi za fiksaciju fraktura, te druge razli¢ite vrste im-
plantata - dojke, kohleje, intraokularne lece, zubiju i dr.

Prevencija adhezije biofilma je puno bolje rjeSenje
nego lijecenje istoga, jer se time izbjegava potreba za
dugotrajnom, vjerojatno neucinkovitom sistemskom
antibiotskom terapijom, a i reducira se rizik od razvoja
rezistencije uzro¢nika kao i crijevne flore.

ZAKLJUCAK

Mikroorganizmi rutinski kontaminiraju, koloniziraju i
Cesto inficiraju sve tipove rane. Infekcija rane i moguce
kriti¢na kolonizacija su glavne prepreke za zacjeljiva-
nje. Unutar zadnjih 10 godina, kod kroni¢nih rana sve
se viSe prepoznaju prisutnost i negativni ucinci biofil-
ma. Zakasnjelo zacjeljivanje rana uglavnom se odno-
si na prisutnost mikroorganizama u biofilmu, koji su
otporni na obranu domacina i antimikrobnu terapiju

Pomocu brzog (nekoliko minuta) i ucinkovitog vi-
$ekanalnog nano-senzora moze se uspjesno detekti-
rati i diferencirati biofilm od patogenih i apatogenih
bakterija. Ove odrednice ucinkovite su za biofilm na
povrsini i u ekperimentalnom modelu rane, a rezultat
dijagnostike moze biti vizualan ili snimljen kamerom.
Sumarno, takvom se dijagnostikom moze omoguciti
ciljano lije¢enje biofilma antimikrobnim oblogama
umjesto terapije antibioticima Sirokog spektra, koji
puta i empirijski (1).
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SUMMARY

IMPACT OF BIOFILM ON HEALING AND A METHOD
FOR IDENTIFYING IT IN THE WOUND

J. SKRLIN

Dubrava University Hospital, Department of Clinical Microbiology and Hospital Infections, Zagreb, Croatia

The skin microbiome is the aggregate of microorganisms that reside on the surface and in deep layers of the skin.
Skin is colonized by bacteria, fungi, viruses and mites, maintaining a balance. Disruption in the ecosystem results in
skin infections. Chronic wounds in diabetics, elderly and immobile individuals are at risk of skin organisms to invade
and become pathogenic upon breach of the skin barrier. The bacteria of the skin microbiome may contribute to delayed
healing and persistent inflammation. Staphylococcus epidermidis is an invasive skin organism that causes infection, i.e.
hospital acquired infection (HAI) on medical devices and form biofilm. At the most basic level, biofilm can be described as
bacteria embedded in a thick, slimy barrier of sugars and proteins. The biofilm barrier protects the microorganisms from
external threats. Biofilms provide a reservoir of potentially infectious microorganisms that are resistant to antimicrobial
agents, and their importance in the failure of medical devices and chronic inflammatory condition is increasingly being
recognized. Particular research interest exists in the association of biofilms with wound infection and non-healing, i.e.
chronic wounds. There is now strong evidence that biofilm is present in the majority of chronic wounds. Specialized
microscopic techniques used since 2008 have allowed several research groups to demonstrate that 60% to 90% of chronic
wounds have biofilm versus only 6% of acute wounds. While many studies confirm that chronic wounds often contain
a polymicrobial flora, controversy remains with regard to whether these organisms directly contribute to non-healing. It
seems most likely that individual bacteria themselves are not directly responsible for non-healing wounds. Rather, there is
direct correlation between the presence of four or more distinct bacterial species in a wound and non-healing, suggesting
that mixed microbial populations are the cause of pathology. The most reliable method to confirm the presence of a biofilm
is specialized microscopy, e.g., bright-field, fluorescence in situ hybridization (FISH), and environmental scanning electron
microscope (ESEM). Surface wound cultures underestimate total wound microbiota — misleading. Histological staining of
deep debrided tissue shows evidence of biofilms. Now it is recognized that the majority of microbial species in chronic
wounds are anaerobic bacteria (deep swabbing techniques yield similar findings to biopsies) if samples are processed
within two hours. Traditional (wound culture method) cultures have limitations because all microbes (the organisms within
the biofilm) cannot be isolated in culture or cannot be detected. Therefore, the most effective methods are molecular
analyses.

Newer methods using microbial DNA may help decipher the role the microbes play in infection and critical colonization and
provide quantitative and qualitative information on the range of microorganisms, including bacteria and biofilm formation.

Key words: bacteria, biofilm, chronic infections, diagnosis
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