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Abstract

Introduction: Acinetobacter baumannii is a ubiquitous gram-negative bacillus that has
emerged as one of the most important cause of healthcare-associated infections primarly
due to multidrug resistance and its ability to survive within biofilm on nonliving objects.
Acinetobacter possesses pili that mediates its adherence to abiotic surfaces and certain types
of motility such as twitching and swarming.

Aim: The aim of this study was to determine the capacity of the biofilm production of A.
baumannii and the twiching and swarming motility.

Material and methods: A total of 128 strains of A. baumannii isolated from blood (34), wound
swabs (35), respiratory tract (39) and other clinical materials (20) were included in the study.
Biofilm-producing ability was tested in the microtiter plates at 26°C and 37°C for 24 hours
incubation period and at 37°C for 48h incubation as well. The presence of the pili was deter-
mined by the testing of the twitching and swarming motility in a semi-solid nutrient medium.
Results: More than 90% of isolates showed moderate or strong biofilm production capacity
regardless of the experimental conditions. Decreasing in biofilm production was noticed in
the group of strong biofilm producers (p < 0.001) during prolonged incubation time (48h).
During the 24-hour incubation period, wound and respiratory isolates were significantly
more frequent in the group of strong biofilm producers compared to blood and other isolates.
No correlation between specific types of motility and biofilm production was noticed.
Conclusion: The biofilm production remained stable under the tested experimental condi-
tion. There was no decisive influence of pili on this virulence factor.
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Sazetak

Uvod: Acinetobacter baumannii je ubikvitaran gram negativan bacil, koji zahvaljuju¢i
multirezistenciji i prezivljavanju na nezivim objektima u vidu biofilma, postaje sve cesci
uzro¢nik nozokomijalnih infekcija. Bakterije roda Acinetobacter poseduju pile koji imaju
znacajnu ulogu u adherenciji, ali i u pokretljivosti bakterija po tipu trzanja i rojenja.

Cilj: Cilj ovog rada je bio da se utvrdi sposobnost produkcije biofilma i pokretljivosti po
tipu trzanja i rojenja kroz hranljivu podlogu kod sojeva A. baumannii izolovanih iz razli-
¢itih klinickih uzoraka.

Materijal i metode: Ukupno je testirano 128 izolata A. baumannii poreklom iz krvi (34),
briseva rana (35), respiratornog trakta (39) i ostalih klinickih materijala (20). Izolatima je
ispitana sposobnost produkcije biofilma u mikrotitarskoj plo¢i na 26°C i 37°C tokom 24
sati i na 37°C tokom 48 sati. Prisustvo pila je ispitano testiranjem pokretljivosti po tipu
trzanja i rojenja kroz polucvrstu hranljivu podlogu.

Rezultati: Preko 90% ispitivanih izolata je pokazalo umerenu ili izrazenu sposobnost pro-
dukcije biofilma, nezavisno od uslova testiranja, pri ¢emu je sa produzenjem vremena
inkubacije uoceno smanjenje ucestalosti jakih produktora biofilma (p < 0,001). Tokom
24-casovne inkubacije otkriveno je da su izolati iz rana i respiratornog trakta bili znacajno
ce$¢i u grupi jakih produktora biofilma u odnosu na izolate iz krvi i ostalih uzoraka. Nije
uocena povezanost izmedu specifi¢nih tipova pokretljivosti i produkcije biofilma.

Kljucne reci:
Acinetobacter baumannii,

biofilm, Zakljucak: Produkcija biofilma izolata A. baumannii je u ispitivanim uslovima bila rela-
pokretljivost, tivno stabilna fenotipska osobina. Nije uoc¢ena povezanost kretanja po tipu trzanja i roje-
pili nja ispitivanih uzoraka sa produkcijom biofilma.

Uvod

Acinetobacter baumannii je ubikvitaran gram nega-
tivan bacil koji je poslednjih godina postao znacajan uzroc-
nik bolnickih infekcija, posebno u jedinicama intenzivne
nege (1). Belezi se i porast ucestalosti multirezistentnih
(engl. multidrug-resistant, MDR) izolata A. baumannii, a
znacajan problem predstavlja povecanje rezistencije ovih
bakterija na karbapeneme (2,3). Pored stecenih meha-
nizama rezistencije, acinetobakter karakteri$e i urodena
rezistencija na brojne antibakterijske agense, sto dodatno
komplikuje terapijski pristup. A. baumannii izaziva $irok
spektar infekcija poput sepse, infekcija urinarnog trakta,
pneumonija povezanih sa asistiranom ventilacijom, in-
fekcija mekih tkiva itd. Zbog ucestale multirezistencije,
neretko i panrezistencije, infekcije izazvane acinetobakte-
rom su povezane sa visokim stopama smrtnosti (4).

Kolonizacija zive i nezive materije je preduslov ra-
zvoja bolnickih infekcija, a ujedno predstavlja i jednu od
znacajnih faza u formiranju biofilma (5,6). Procenjuje se
da je i do 65% svih infekcija posredovano biofilmom (7).
U pitanju je kompleksna multicelijska trodimenzionalna
struktura, u kojoj su blisko postavljene celije uronjene u
ekstracelijsku polimernu supstanciju, koju same proizvo-
de. Ekstracelijski matriks moze biti sastavljen od ugljenih
hidrata, nukleinskih kiselina, proteina i drugih makromo-
lekula (5). Unutar biofilma, bakterije postaju nedostupne
¢elijama imunskog sistema, a dejstvo antibiotika je sma-
njeno, zahvaljujuci fizickoj barijeri u vidu matriksa.

Acinetobacter je otporan na brojne dezinficijense i
isusivanje, $to doprinosi uspesnoj kolonizaciji i prezivlja-
vanju na nezivim materijama kao $to su medicinski apa-
rati, implantati, razli¢ite povrsine i oprema koju bolesnici
u jedinicama intenzivne nege cesto zahtevaju (kateteri,

tubusi, proteze, i slicno) (8). Sposobnost A. baumannii da
formira biofilm na razlic¢itim vestackim podlogama poput
plastike i stakla (9,10) ima veliki znac¢aj u u nastanku in-
fekcija koje izaziva ova bakterija (11). A. baumannii po-
seduje brojne faktore virulencije koji ucestvuju u procesu
formiranja biofilma. U fazi adherencije znacajnu ulogu
imaju pili tipova I i IV, koji takode doprinose i pokretljivo-
sti acinetobaktera po tipu trzanja i rojenja, premda se ova
bakterija zbog nedostatka flagela, tradicionalno ubraja u
nepokretne bakterije.

Pored uslova sredine, kod najveceg broja bakterija
kriti¢nu ulogu u nastanku biofilma imaju delovi bakterij-
ske celije koji su znacajni za adherenciju, pili i povrs$in-
ski proteini (12). S obzirom na to da je uloga pila kod
A. baumannii jos uvek nerasvetljena u potpunosti (9,13),
cilj ove studije je bio da se ispita sposobnost produkcije
biofilma kao i da li je kod testiranih sojeva A. baumannii
prisustvo pila povezano sa sposobnos¢u bakterija da pro-
dukuju biofilm.

Materijal i metode

Bakterijski izolati

Istrazivanje je obuhvatilo 128 izolata A. baumannii
koji su izolovani tokom 2017. godine i deo su kolekcije
Instituta za mikrobiologiju i imunologiju. Sojevi su izolo-
vani iz briseva rana (35 izolata), krvi (34 izolata), respira-
tornih uzoraka (bronhoalveolarni lavat, sputum i traheal-
ni aspirat - 39 izolata) i iz drugih klinickih materijala (urin,
drena - 20 izolata).

Izolovani sojevi su identifikovani automatizovanim
sistemom Vitek 2 (Biomerieux, Francuska) pomo¢u GN ID
kartice, a nakon toga su zamrzavani u bujonu od obranog
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mleka (HiMedia, Indija) na -70°C. Kulture su po potrebi od-
mrzavane, presejavane na hranljivi agar (HiMedia, Indija) i
inkubirane 24 sata na 37°C. Od sveze bakterijske kulture su
pravljene suspenzije u puferovanom fizioloskom rastvoru
ili triptikaza soja bujonu (TSB) (Sigma-Aldrich, Nemacka),
koje su kori§¢ene tokom daljih eksperimenata.

Ispitivanje produkcije biofilma

Ispitivanje produkcije biofilma je radeno po metodi
Stepanovica i saradnika (14), sa modifikacijom u koncentra-
ciji ispitivanog inokuluma. U 2 ml sterilnog TSB inokulirano
je 20 ul bakterijske suspenzije gustine 1x108 cfu/ml, da bi se
dobila suspenzija gustine 106 cfu/ml. Svaki soj je testiran u
triplikatu, tako $to je po 100 ul pripremljene suspenzije sipa-
no u po tri bunarcica u ploci za mikrotitraciju (Kartel, Italija).
Ploce su zatim inkubirane pod razli¢itim uslovima: na 26°C i
37°C tokom 24 sati i na 37°C tokom 48 sati. Izolatima koji su
inkubirani 48 casova je nakon 24-casovne inkubacije dodato
50 pl TSB. Sadrzaj ploce je zatim odstranjen pipetiranjem, a
svaki bazenci¢ je tri puta ispiran fosfatnim puferom da bi
se odstranile neadherisane bakterije. Adherisane bakterije
su fiksirane suSenjem na vazduhu, a zatim je u svaki bazen-
¢i¢ pipetirano po 100 pl boje kristal violet iz seta za bojenje
po Gramu (Merck, Nemacka). Nakon 15 minuta, koliko je
trajalo bojenje, ploce su ispirane tri puta fosfatnim puferom
i susene na vazduhu. Da bi se resuspendovala boja, u sva-
ku rupicu je dodato po 100 pl 30% sircetne kiseline (Zorka
Sabac, Srbija). Ekstinkcije (engl. optical density, OD) su o&i-
tavane na automatizovanom ICN Flow Titrek Multiscan Plus
¢itacu na A od 570 nm.

Za svaku mikrotitracionu ploc¢u su radene po 3 nega-
tivne probe, koje su sadrzale samo sterilan TSB. Grani¢na
vrednost ekstinkcije (engl. cutt-off OD - ODc) je za svaku
plo¢u dobijana kao zbir srednje vrednosti ekstinkcija ne-
gativnih proba i trostruke vrednosti standardne devijacije.
Prema sposobnosti produkcije biofilma, izolati su podeljeni
u Cetiri kategorije: neproduktore, slabe, umerene i jake pro-
duktore biofilma. Za kategorisanje je koris¢ena formula:

OD < ODc neproduktori

ODc < OD < 2 x ODc - slabi produktori

2x0Dc < OD <4 x ODc - umereni produktori

4 x ODc < OD - jaki produktori.

Kao pozitivna kontrola korisc¢en je Staphylococcus epi-
dermidis ATCC 14990.

Ispitivanje pokretljivosti po tipu trzanja i rojenja

Ispitivanje pokretljivosti po tipu trzanja i rojenja je
izvodeno po metodi Klemera (Clemmer) i saradnika (15).
Oba tipa pokretljivosti su ispitivana u poluc¢vrstim podlo-
gama koje su razlivene u plasti¢ne Petrijeve ploce (podloga
za ispitivanje trzanja: TSB+0,8% hranjivog agara; podloga
za ispitivanje rojenja: TSB+0,4% hranjivog agara). Ispitivani
bakterijski izolati su zasejavani ubodnom ezom kroz celu
dubinu obe hranljive podloge i inkubirani 24 sata na tempe-
raturi od 37°C. Podloge za ispitivanje pokretljivosti po tipu
trzanja su nakon inkubacije pazljivo odstranjivane nakon
¢ega je dno Petrijeve ploce bojeno 0,2% rastvorom gencija-
ne violet (Merck, Nemacka) u trajanju od 5 minuta. Boja je

zatim pazljivo ispirana, a meren je precnik pokretljivo-
sti bakterija, tj. zona Petrijeve ploce na kojoj se zadrza-
la boja usled prisustva bakterija. Izolati su klasifikova-
ni kao nepokretni (pre¢nik manji od 5 mm), umereno
pokretni (pre¢nik od 5 do 20 mm) i izuzetno pokretni
(precnik veci od 20 mm). Pokretljivost po tipu rojenja
je ispitivana merenjem precnika dobijenih kolonija na-
kon inkubacije zasejane podloge. Sojevi su oznaceni kao
nepokretni (pre¢nik kolonije < 10 mm) ili kao pokret-
ni (precnik kolonije > 10 mm). Oba eksperimenta su za
svaki ispitivani soj ponavljana tri puta, a prikazani rezul-
tati odgovaraju aritmetickoj sredini sva tri merenja.

Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je vrsena SPSS 15 si-
stemom za analizu podataka. Za procenu znacajnosti
razlike ucestalosti korisceni su x* i FiSerov test. Razlika
je bila statisticki znacajna ukoliko je p < 0,05, a visoko
znacajna ako je p < 0,001.

Rezultati

Sposobnost produkcije biofilma

Produkcija biofilma pri razli¢itim temperaturnim
ivremenskim uslovima (26°C/24h, 37°C/24h137°C/48h)
je prikazana na grafikonu 1.
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Grafikon 1. Sposobnost produkcije biofilma 128 izolata
Acinetobacter baumannii u razli¢itim uslovima

Sposobnost produkcije biofilma je ispitivana: a) nakon 24-c¢a-
sovne inkubacije na 26°C, b) nakon 24-¢asovne inkubacije na
37°C i ¢) nakon 48-c¢asovne inkubacije na 37°C. Prema spo-
sobnosti produkcije biofilma ispitivani sojevi A. baumannii su
podeljeni u Cetiri kategorije: neproduktori, slabi produktori,
umereni produktori i jaki produktori. N - broj izolata.

Pri inkubaciji zasejanih bujona u mikrotitracio-
nim plo¢ama u uslovima 26°C/24h, 90% ispitivanih so-
jeva je produkovalo biofim, pri ¢emu je 5,5% sojeva bilo
svrstano u grupu slabih produktora, 46% u grupu ume-
renih produktora, a 39% u grupu jakih produktora.
Nakon inkubacije sojeva na temperaturi 37°C u trajanju
od 24h, c¢ak 92,2% izolata je produkovalo biofilm, a na-
kon produzene inkubacije na istoj temperaturi
(37°C/48h) biofilm je produkovalo 93,8% ispitivanih
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sojeva. Nije uocena statisticki znacajna razlika ucestalosti
sojeva koji produkuju biofilm u navedenim eksperimental-
nim uslovima (p > 0,05). Medutim, vreme inkubacije jeste
uticalo na promenu broja izolata koji pripadaju odredenoj
kategoriji sojeva koji produkuju biofilm. Pri inkubaciji soje-
va na temperaturi od 37°C, nakon 48-¢asovne inkubacije
znacajno manji broj sojeva bio svrstan u kategoriju jakih
produktora (n = 13; 10,2%) u odnosu na 24-¢asovnu inku-
baciju (n = 43;33,6%) p < 0,001. Suprotno tome, ucestalost
slabih i umerenih produktora biofilma je povecana nakon
produzene inkubacije (slabi produktori: 24h - 10,9% vs. 48h
- 23,4 p £ 0,001; umereni produktori: 24h - 46,9% vs. 48h -
60,2%, p < 0,001).

Sposobnost produkcije biofilma kod izolata razli¢itog
porekla

Statisticki znacajne razlike u produkciji biofilma u od-
nosu na poreklo izolata (p < 0,05) su uocene nakon inkubacije
od 24 sata na obe testirane temperature (grafikon 2 i grafi-
kon 3), dok su nakon 48 sati svi uzorci (bez obzira na poreklo)
pokazali istu sposobnost formiranja biofilma (grafikon 3).

Povezanost vrste uzoraka i sposobnosti formiranja
biofilma na temperaturi 37°C nakon 24h inkubacije je

a) Vreme inkubacije — 24h

prikazana na grafikonu 2. Pod navedenim uslovima in-
kubacije, uoceno je da su sojevi izolovani iz briseva rana
bili najzastupljeniji u grupi jakih produktora biofilma
(46,5% nakon 24h) (p < 0,001), dok su u grupi umerenih
produktora dominantni bili sojeva poreklom iz respira-
tornog trakta (39,3% nakon 24h) (p < 0,05).

Pri inkubaciji sojeva na sobnoj temperaturi (26°C)
nakon 24-¢asovnog perioda, 54,2% sojeva izolovanih iz
ranai43,6% respiratornih izolata su kategorisani kao jaki
produktori, dok je 73,5% sojeva izolovanih iz krvi bilo
svrstano u grupu umerenih produktora (grafikon 3).

Pokretljivost po tipu trzanja i rojenja

Pokretljivost po tipu rojenja je potvrdena kod
43,8% ispitivanih izolata, dok je 56,3% izolata oznace-
no kao nepokretno (grafikon 4). Izuzetna pokretljivost
po tipu trzanja je uocena kod 12 izolata (9,4%), umere-
na pokretljivost kod 64 izolata (50%), dok su 52 izolata
(40,6%) bila nepokretna. Dobijeni rezultati ne ukazuju
na statisticki znacajnu povezanost pokretljivosti izolata
po tipu trzanja ili rojenja i produkcije biofilma ni u jed-
nom od tri sprovedena eksperimenta (p > 0,05).

b) Vreme inkubacije — 48h
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Grafikon 2. Razlika u formiranju biofilma sojeva Acinetobacter baumannii izolovanih iz razli¢itih klinickih uzoraka na temperaturi

37°C nakon inkubacije od 24h i 48h

a) Produkcija biofilma nakon 24-casovne inkubacije na temperaturi od 37°C: vecina izolata A. baumannii je svrstana u kategoriju
umerenih i jakih produktora; sojevi izolovani iz briseva rana su bili dominantni u grupi jakih produktora biofilma.

b) Produkcija biofilma nakon 48-¢asovne inkubacije na temperaturi od 37°C: nakon produzene inkubacije broj sojeva koji su svrstani
u kategoriju jakih produktora je znac¢ajno smanjen (p < 0,001), a broj izolata koji su kategorisani kao slabi produktori je znacajno

povecan (p < 0,001). N - broj izolata.

Diskusija

Produkcija biofilma je vazan faktor virulencije veli-
kog broja bakterija. Ova osobina se prevashodno povezuje
sa infekcijama vezanim za vestacke materijale kao i sa hro-
ni¢nim infekcijama (16). Mnogobrojnim istrazivanjima je
dokazano da produkcija biofilma zavisi od bakterijske vr-
ste 1 faktora sredine (17,18), ali je takode poznato da ova
osobina moze biti razlic¢ita kod pojedinih sojeva iste bakte-
rijske vrste (19).

Tokom 24-casovne inkubacije nije uocena statisticki
znacajna razlika u formiranju biofilma na temperaturi od
26°C i 37°C. Dobijeni rezultati ukazuju na stabilnu pro-
dukciju biofilma ispitivanih izolata u odnosu na ambijen-
talnu temperaturu, bilo da je u pitanju humani organizam
(37°C) ili spoljasnja sredina (26°C). Dobijeni rezultat istice
znacaj opstanka A. baumannii u spoljasnjoj sredini, buduci
da sobna temperatura ne utice na smanjenje produkcije
biofilma, §to direktno doprinosi prezivljavanju u bolnickoj
sredini. Navedeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
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Grafikon 3. Razlika u formiranju biofilma 128 sojeva Acinetobacter baumannii nakon 24-¢asovne inkubacije na temperaturi 26°C u

odnosu na vrstu uzorka

Sojevi A. baumannii izolovani iz krvi, briseva rana, respiratornih i drugih uzoraka su prema sposobnosti produkcije biofilma nakon
24-¢asovne inkubacije na temperaturi od 26°C kategorisani u: neproduktore, slabe, umerene i jake produktore biofilma; sojevi
izolovani iz briseva rana su bili najbolji produktori u navedenim uslovima - 54,2% svrstano u kategoriju jakih produktora.

drugih autora koji su, takode, dokazali da ambijentalna
temperatura ne utic¢e ni na produkciju biofilma (kolektivni
nacin razmnozavanja) (20), ni na rast i razmnozavanje slo-
bodnozivecih planktonskih sojeva A. baumannii (21).

S obzirom na to da biofilm nije stabilna formacija,
zanimljivo je bilo ispitivati njegovu produkciju u funkciji
vremena. Na osnovu promene produkcije biofilma tokom
vremena moglo bi se anticipirati njegovo rasipanje tj. dis-
perzija. Medu testiranim izolatima je sa produZenjem in-
kubacionog perioda sa 24h na 48h na temperaturi od 37°C
bilo statisticki znacajno manje sojeva u kategoriji jakih
produktora. Zbog velike gustine bakterija unutar biofilma,
dolazi do smanjenja hranjivih materija i povecanja trosno-
sti matriksa, odnosno do rasipanja biofilma. Suprotno
tome, nakon prolongirane inkubacije uoceno je povecanje
procenta sojeva koji produkuju biofilm u grupi slabih i
umerenih produktora. Kako je produkcija biofilma izuzet-
no kompleksan proces, neophodna su dodatna istrazivanja
koja bi ispitala regulatorne mehanizme acinetobaktera u
produkciji biofilma (22). Najzad, bilo bi interesantno ispi-
tati produkciju biofilma tokom visednevnog vremenskog
perioda, tj. tokom 72h i 96h, ne bi li se dobila kompletna
slika stabilnosti biofilma u vremenu.

Dobijeni rezultati ukazuju da su sojevi izolovani iz
krvi bili naj¢es¢i u kategoriji slabih produktora biofilma u
sva tri eksperimenta. Takode, sojevi izolovani iz rana i res-
piratornih uzoraka su bili znacajno bolji produktori od in-
vazivnih sojeva. Dobijeni rezultat je o¢ekivan, buduci da je
poznato da invazivni sojevi, razmnozavajuci se u telesnim
tecnostima, u uslovima koji ne dozvoljavaju sesilan nacin
zivota, nishodno regulisu produkciju biofilma. I zaista, ve-
liki broj autora ukazuju da produkcija biofilma A. bau-
mannii zavisi od vrste uzorka iz koje su izolovani, tj. zavisi
od vrste infekcije koju bakterija izaziva (23).

A. baumannii se tradicionalno tretira kao nepokret-
na bakterija zbog nedostatka flagela. Medutim, prisustvo
pila tipa I'i tipa IV joj omogucava kretanja po tipu trzanja

100

of M Pokretni
80

B Nepokretni
60

40

20 37

Kretanje po tipu trzanja  Kretanje po tipu rojenja

Grafikon 4. Pokretljivost 128 sojeva Acinetobacter baumannii po
tipu trzanja i rojenja

i rojenja. Poznato je da prisustvo pila kod razli¢itih bakte-
rija pospesuje produkciju biofilma, posebno u pocetnim
fazama ovog procesa (24). Ipak, kada je u pitanju A. bau-
mannii, rezultati razlicitih istrazivaca su opreé¢ni (25,26). U
ovom radu nije dokazano da prisustvo pila i sledstvena po-
kretljivost direktno uti¢u na produkciju biofilma. Dobijeni
rezultati se mogu delom objasniti time $to ove netipicne
vrste pokretljivosti zavise kako od testiranog soja, tako i od
hranljive podloge koja se koristi u ispitivanju (10,15). U
daljim istrazivanjima bi bilo zanimljivo ispitati pomenute
tipove pokretljivosti na razli¢itim podlogama i precizno
ukazati na uticaj sastava podloga na ove osobine A.
baumannii.

Zakljuc¢ak

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju da je
produkcija biofilma izolata A. baumannii relativno stabil-
na fenotipska osobina u ispitivanim uslovima, $to ukazuje
da je sposobnost formiranja biofilma jedan od kriti¢nih
faktora za prezivljavanje ove bakterije u intrahospitalnim
uslovima.
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