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КРАТАК САДРЖАЈ
Увод Хи дро фоб ност бак те риј ске ће ли је и при а ња ње (ад хе рен ци ја) за суп страт су је дан од нај ва жни-
јих фак то ра у на стан ку би о фил ма. Бе та хе мо ли тич ки стреп то кок гру пе А се убра ја у сла бе и не ста-
бил не про из во ђа че би о фил ма, чи ја уло га у па то ге не зи стреп то кок них бо ле сти још ни је раз ја шње на.
Циљ ра да Циљ овог ра да је био да се утвр ди ути цај хи дро фоб но сти и при а ња ња на ства ра ње би-
о фил ма ин ва зив них и не ин ва зив них изо ла та бе та хе мо ли тич ког стреп то ко ка гру пе А, те про це ни 
ста бил ност обра зо ва ња би о фил ма у функ ци ји вре ме на.
Ме то де ра да При а ња ње, хи дро фоб ност и ства ра ње би о фил ма су ис пи та ни за 172 изо ла та ко ја су 
свр ста на у три гру пе: не ин ва зив ни, сла бо ин ва зив ни и ин ва зив ни изо ла ти. При а ња ње за нео бло же-
ну ми кро ти тар ску пло чу и ми кро ти тар ску пло чу об ло же ну ла ми ни ном, као и ства ра ње би о фил ма 
то ком 12, 24 и 48 са ти ин ку ба ци је, ис пи та ни су ме то дом Сте па но ви ћа и са рад ни ка. Хи дро фоб ност 
је ис пи та на MATH те стом по Ро зен бер гу (Ro sen berg), од но сно SAT те стом по Лин да лу (Lind hal).
Ре зул та ти У гру пи не ин ва зив них изо ла та утвр ђе на је по ве за ност при а ња ња и ства ра ња би о фил ма. 
Ови изо ла ти су би ли ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма то ком сва три вре ме на ин ку ба ци је. У гру па ма 
сла бо ин ва зив них и ин ва зив них изо ла та ни је уоче на ста ти стич ка по ве за ност из ме ђу по сма тра них 
ва ри ја бли. Ин ва зив ни изо ла ти су би ли не ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма.
За кљу чак Код не ин ва зив них изо ла та, ко ји су озна че ни као ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма, уоче-
на је ди рект на по ве за ност при а ња ња и на стан ка би о фил ма, док је ути цај хи дро фоб но сти на ства-
ра ње би о фил ма био не га ти ван. Ин ва зив ни изо ла ти су не ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма и код 
њих ни је уоче на по ве за ност при а ња ња и хи дро фоб но сти и ства ра ња би о фил ма.
Кључ не ре чи: ад хе рен ци ја; хи дро фоб ност; би о филм; бе та хе мо ли тич ки стреп то кок гру пе А
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УВОД

Strep to coc cus pyoge nes је је дан од нај че шћих 
ху ма них па то ге на ко ји иза зи ва ши рок спек-
тар обо ље ња, ко ја се на осно ву па то ге нет-
ских ме ха ни за ма на стан ка мо гу по де ли ти на 
пи о ге не ин фек ци је, ток се мич не ин фек ци је 
и постстреп то кок не се кве ле [1]. Уче ста лост 
ових обо ље ња се већ де це ни ја ма не сма њу-
је. По себ но за бри ња ва по раст ин ци ден ци је 
те шких ин ва зив них об ли ка стреп то кок них 
бо ле сти – не кро ти зи ра ју ћег фа сци и ти са, 
це лу ли ти са, стреп то кок ног ток сич ног шок-
син дро ма, с из ме ње ним од ли ка ма у од но су 
на ра ни ји пе ри од [2].

Бе та хе мо ли тич ки стреп то кок гру пе А 
(ГАС) свр ста ва се у сла бе про из во ђа че би о-
фил ма. На осно ву до са да шњих екс пе ри ме на-
та сма тра се да би ства ра ње би о фил ма мо гло 
ути ца ти на на ста нак стреп то кок ног кли цо-
но штва [3]. Та ко ђе, до ка за но је да су не ин ва-
зив ни изо ла ти бо љи про из во ђа чи би о фил ма 
од ин ва зив них изо ла та, као и изо ла ти осе-
тљи ви на ери тро ми цин од ери тро ми цин-ре-
зи стент них [4]. На осно ву ових ра до ва мо же 
се за кљу чи ти да је би о филм од го вор ГАС на 

нео д го ва ра ју ће усло ве сре ди не и да обез бе-
ђу је бак те ри ја ма пре жи вља ва ње имун ског 
од го во ра, од но сно до во ди до не у спе ха ле че-
ња ин фек ци ја иза зва них бак те ри ја ма ко је су 
у усло ви ма in vi tro осе тљи ве на ан ти би о ти ке.

Да би до шло до ства ра ња би о фил ма, нај-
зна чај ни ји ко рак је при а ња ње (ад хе рен ци ја) 
за под ло гу [5]. При а ња ње је про цес при па-
ја ња ГАС за ће ли је до ма ћи на, на кон че га 
сле де при дру жи ва ње (агре га ци ја) бли ско 
по ста вље них бак те ри ја и ства ра ње сиг на ла 
за пре ла зак у ко лек тив ни на чин жи во та, при 
ко јем бак те ри је до би ја ју за штит ни, по ли са-
ха рид ни ма трик сни омо тач. Овај омо тач не 
по сто ји код сло бод но жи ве ћих об ли ка, а од-
го во ран је за ве ћи ну од брам бе них ме ха ни за-
ма ко ји ма бак те ри је у би о фил му из бе га ва ју 
ис ко ре њи ва ње (ера ди ка ци ју) с ме ста ин фек-
ци је [6]. Фак то ри ко ји ути чу на при а ња ње су 
ра зно вр сни и мо гу по ти ца ти од под ло ге на 
ко јој се би о филм ства ра, по чет ног сло ја ко-
ји об ла же суп страт, хи дро ди на мич ких осо-
би на во де не сре ди не (ако се би о филм у њој 
ства ра), те од ли ка сре ди не и са мих бак те ри ја 
[7]. Уз при а ња ње, хи дро фоб ност бак те ри ја 
пред ста вља дру гу бит ну осо би ну ко ја до при-
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но си на стан ку би о фил ма [6]. Бак те ри је по мо ћу хи дро-
фоб них си ла – ко је се оства ру ју из ме ђу по вр шин ских 
про те и на бак те ри ја и ре цеп то ра на циљ ним ће ли ја ма 
или на суп стра ту на ве штач кој под ло зи – ус по ста вља-
ју кон такт с под ло гом и пре ва зи ла зе по чет не од бој не 
си ле. По ступ ци ме ре ња при а ња ња, хи дро фоб но сти и 
спо соб но сти ства ра ња би о фил ма зна чај но се раз ли ку ју 
у опи са ним про це ду ра ма [8-13], те их је ва жно ана-
ли зи ра ти и стан дар ди зо ва ти за сва ку вр сту бак те ри ја.

ЦИљ РАДА

Циљ овог ра да је био да се утвр ди ути цај хи дро фоб-
но сти и при а ња ња на на ста нак би о фил ма ин ва зив них 
и не ин ва зив них изо ла та ГАС. Та ко ђе, ана ли зи ра ни су 
до би је ни ре зул та ти ра ди про це не ста бил ност ства ра-
ња би о фил ма у функ ци ји вре ме на.

МЕТОДЕ РАДА

Бактеријски изолати

У екс пе ри мен тал ном де лу ра да су ко ри шће на 172 
изо ла та S. pyoge nes, ко ја су на осно ву кли нич ког ста-
ња осо бе од ко је су изо ло ва ни по де ље ни у три гру пе. 
Пр ву (СК) гру пу чи ни ло је 100 не ин ва зив них изо ла та 
од кли цо но ша, дру гу (СТ) гру пу 50 сла бо ин ва зив них 
изо ла та – узроч ни ка тон зи ло фа рин ги ти са, док су тре-
ћу (СИ) гру пу чи ни ла 22 ин ва зив на изо ла та ко ја су 
изо ло ва на из кр ви осо ба с ин ва зив ним ин фек ци ја ма. 
Не ин ва зив ни и сла бо ин ва зив ни изо ла ти од кли цо но-
ша би ли су из ко лек ци је со је ва Ме ди цин ског фа кул те-
та Уни вер зи те та у Бе о гра ду при ку пље ни то ком 2011. 
и 2012. го ди не. Ин ва зив ни изо ла ти су та ко ђе би ли из 
ко лек ци је со је ва Ме ди цин ског фа кул те та у Бе о гра ду, 
али су саку пља ни то ком 22 го ди не.

Испитивање приањања за необложену 
микротитарску плочу и микротитарску плочу 
обложену ламинином

Ла ми нин (Sig ma­Al drich, САД) у кон цен тра ци ји од 0,5 
mg/ml је раз ре ђен у Хенк со вом сла ном рас тво ру (Sig­
ma­Al drich, САД) до кон цен тра ци је од 5 μg/ml. Пре ма 
упут стви ма про из во ђа ча, у сва ку ру пи цу ми кро ти-
тар ске пло че је ука па но по 75 μl раз бла же ног ла ми-
ни на и ин ку би ра но то ком два са та на тем пе ра ту ри од 
37°C. На кон то га пло че су ис пра не три пу та сте рил ним 
Хенк со вим сла ним рас тво ром и ко ри шће не у екс пе ри-
мен ту. Да би се утвр ди ло има ли раз ли ке из ме ђу ис пи-
ти ва них гру па при по сто ја њу по вр шин ских про те и на 
ко ји ве зу ју ла ми нин, изо ла ти су прет ход но тре ти ра ни 
хи ја лу ро ни да зом ра ди от кла ња ња кап су ле.

Ис пи ти ва ње при а ња ња је вр ше но у пла стич ним 
пло ча ма за ми кро ти тра ци ју (Kar tell, Ита ли ја) у ат-
мос фер ским усло ви ма, пре ма ме то ди Сте па но ви ћа 

и са рад ни ка [14], са мо ди фи ка ци јом гу сти не ис пи-
ти ва ног ино ку лу ма, ко ји је из но сио 106 cfu/ml. На кон 
ин ку ба ци је, бак те ри је се фик си ра ју ме та но лом, за тим 
бо је ген ци ја на љу би ча стом бо јом, а бо ја ре су спен ду је 
сир ћет ном ки се ли ном у кон цен тра ци ји од 33%. Оп-
тич ка гу сти на (OD) ре су спен до ва не бо је је очи та на на 
ауто ма ти зо ва ном чи та чу ICN Flow Ti trek Mul ti scan Plus 
на l од 570 nm. На осно ву оп тич ке гу сти не не га тив них 
про ба од ре ђе на је гра нич на вред ност (ODc), ко ја се 
из ра чу на ва ла као сред ња вред ност три не га тив не про-
бе уве ћа на за три стан дард не де ви ја ци је. Изо ла ти су 
озна че ни као „не ад хе рент ни“ ако је вред ност OD би ла 
ма ња од ODc или јед на ке вред но сти, а као „ад хе рент-
ни“ ако је вред ност ODc би ла ма ња од вред но сти OD.

Као по зи тив на про ба ко ри шћен је сој Staphylo coc cus 
epi der mi dis ATCC 14990.

Одређивање хидрофобности

Од ре ђи ва ње хи дро фоб но сти је ра ђе но MATH те стом 
пре ма ме то ди Ро зен бер га (Ro sen berg) и са рад ни ка [15] 
и SAT те стом пре ма ме то ди Лин да ла (Lind hal) и са рад-
ни ка [16].

Ис пи ти ва ње хи дро фоб но сти пре ма Ро зен бер го вој 
ме то ди ра ђе но је тзв. MATH те стом (енгл. mic ro bial 
ad he sion to hydro car bons), од ре ђи ва њем про цен та бак-
те ри ја ко је су при а ња ле за угљо во до ни ке хек са де кан 
и кси лен. Овим те стом се ме ри оп тич ка гу сти на бак те-
риј ске су спен зи је пре (А0) и на кон до да ва ња кси ле на 
(А1), пре ма фор му ли: [(А0-А1)/А0]×100. Да би се от-
кло нио ути цај кап су ле на ве зи ва ње хек са де ка на, исти 
екс пе ри мент је по но вљен по сле трет ма на бак те ри ја 
хи ја лу ро ни да зом (Sig ma­Al drich, САД) у кон цен тра-
ци ји од пет је ди ни ца по ми ли ли тру бу јон ске кул ту ре.

SAT тест (енгл. salt ag gre ga tion test) је ра ђен ме то-
дом „исо ља ва ња“ по вр шин ских про те и на и за сни ва 
се на бак те риј ској пре ци пи та ци ји рас тво ром амо ни-
јум-сул фа та раз ли чи те мо лар но сти, ко је су из но си ле 
од 0,008 M до 4 M. Рас твор амо ни јум-сул фа та нај ве ће 
мо лар но сти ко јом је оства рен ви дљи ви пре ци пи тат 
сма тран је вред но шћу SAT те ста. Што је ма ња мо лар-
ност амо ни јум-сул фа та ко јом је оства ре на ви дљи ва 
пре ци пи та ци ја, од но сно вред ност SAT те ста, то је ве ћа 
хи дро фоб ност те сти ра ног изо ла та.

Стварање биофилма

Ис пи ти ва ње ства ра ња би о фил ма то ком 12, 24 и 48 
ча со ва ра ђе но је пре ма ме то ди Сте па но ви ћа и са рад-
ни ка [14], с мо ди фи ка ци јом кон цен тра ци је ис пи ти-
ва ног ино ку лу ма ко ји је из но сио 106 cfu/ml. Изо ла-
ти су озна че ни као „не про из во ђа чи“ би о фил ма, те 
сла би, уме ре ни и ја ки „про из во ђа чи“ на осно ву сле-
де ћих од но са вред но сти OD и ODc: OD<ODc – не-
про из во ђа чи, ODc<OD<2×ODc – сла би про из во ђа-
чи, 2×ODc<OD<4×ODc – уме ре ни про из во ђа чи и 
4×ODc<OD – ја ки про из во ђа чи.
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Статистичка обрада података

За об ра ду по да та ка ко ри шћен је ста ти стич ки про-
грам SPSS 20. За утвр ђи ва ње раз ли ке у при а ња њу, 
хи дро фоб но сти и ства ра њу би о фил ма из ме ђу гру па 
при ме ње на је ана ли за ва ри јан се. Као post­hoc тест ко-
ри шћен је Бон фе ро ни јев тест. Ути цај хи дро фоб но сти 
на про цес при а ња ња и на ста нак би о фил ма ис пи тан је 
по мо ћу Пир со но вог те ста. Сви ре зул та ти су сма тра ни 
ста ти стич ки зна чај ним ако је p<0,05, а ви со ко ста ти-
стич ки зна чај ним ако је p<0,01.

РЕЗУЛТАТИ

Приањање за необложену микротитарску плочу 
и плочу обложену ламинином

Из ме ђу ис пи ти ва них гру па ни је уоче на ста ти стич ки 
зна чај на раз ли ка у при а ња њу за нео бло же ну ми кро ти-
тар ску пло чу (F=0,203; p=0,816). Ре зул та ти су при ка за-
ни у ви ду про пор ци је, од но сно као ре ла ти ван број ко ји 
по ка зу је део при а ња ју ћих изо ла та у од но су на уку пан 
број ис пи ти ва них изо ла та (Та бе ла 1).

Кад је ис пи та но при а ња ње за ла ми нин, утвр ђе на 
је ста ти стич ки ви со ко зна чај на раз ли ка из ме ђу гру па 
(F=12,914; p≤0,001), ко ја је по сле ди ца бо љег при а ња ња 
изо ла та СИ гру пе у од но су на дру ге две гру пе (p=0,019; 
p≤0,001), као и бо љег при а ња ња изо ла та СК гру пе у 
од но су на СТ гру пу (p=0,002). Ре зул та ти при а ња ња 
ин ва зив них изо ла та при ка за ни су у та бе ли 1.

Испитивање хидрофобности

Хи дро фоб но ст бак те ри ја је у пр вом те сту ис пи тана 
пре ко про цен та ве за ног хек са де ка на, при че му изо-
ла ти ни су уоп ште ве зи ва ли хек са де кан. Пре ма пре-
по ру ка ма дру гих ауто ра [17], изо ла ти су тре ти ра ни 
хи ја лу ро ни да зом ра ди от кла ња ња кап су ле, ко ја фи-
зич ки пре кри ва хи дро фоб не по вр шин ске ад хе зи не. 
Та ко тре ти ра ни изо ла ти све три гру пе су сла бо ве зи-
ва ли хек са де кан и ни је уоче на ста ти стич ки зна чај на 
раз ли ка из ме ђу гру па (Та бе ла 2). На кон то га је, пре ма 
пре по ру ка ма дру гих ауто ра [18], ис пи та на хи дро фоб-
ност по мо ћу кси ле на (Та бе ла 2). Изо ла ти су од лич но 
ве зи ва ли кси лен, а на кон екс пе ри мен та је уоче на ста-
ти стич ки зна чај на раз ли ка из ме ђу гру па, ко ја је по сле-
ди ца ве ће хи дро фоб но сти СК гру пе у од но су на дру ге 
две (p<0,001; p=0,041), као и ве ће хи дро фоб но сти СИ 
гру пе у од но су на СТ гру пу (p=0,044).

Кад је ис пи та на хи дро фоб ност SAT те стом, ни је 
уоче на ста ти стич ки зна чај на раз ли ка из ме ђу гру па 
(p=1,000 у све три гру пе). За изо ла те СК гру пе про-
сеч на вред ност SAT те ста је би ла 0,11 M, за изо ла те СТ 
гру пе 0,14 M, а за изо ла те СИ гру пе 0,13 M. Вред ност 
те ста у све три гру пе ва ри ра ла је од 0,008 M до 2 M, тј. 
изо ла ти све три гру пе су пре ци пи ти ра ли с амо ни јум-
сул фа том мо лар но сти 0,008–2 M.

Та бе ла 1. Про пор ци ја изо ла та ко ји су при а ња ли за нео бло же ну и 
ми кро ти тар ску пло чу об ло же ну ла ми ни ном
Table 1. Proportion of adherent isolates to uncoated and laminin-
coated microtiter plate

Пропорција
Proportion

Приањање за 
необложену 

микротитарску плочу
Adherence to uncoated 

microtiter plate

Приањање за 
микротитарску плочу 
обложену ламинином
Adherence to laminin-
coated microtiter plate

СК група
NI group 0.53 2.24**

СТ група
LI group 0.52 1.94

СИ група
HI group 0.45 2.77*

F 0.203 12.914
p 0.816 ≤0.001

* статистички значајна разлика између група; ** статистички високо значајна 
разлика између група
СК група – неинвазивни изолати од клицоноша; СТ група – слабо инвазивни 
изолати, узрочници тонзилофарингитиса; СИ група – инвазивни изолати 
изоловани из крви особа с инвазивним инфекцијама; F – вредност 
статистичког теста; p – вредност статистичке значајности

* significant difference between groups; ** highly significant difference between 
groups
NI – non-invasive isolates from streptococcal carriers; LI – low invasive isolates 
from patients with tonsillopharyngitis; HI – highly invasive isolates from patients 
with invasive diseases; F – value of statistical analysis; p – value of statistical 
significance

Та бе ла 2. Хи дро фоб ност изо ла та ис ка за на вред но шћу MATH те ста
Table 2. Hydrophobicity of isolates according to MATH test

Хидрофобност
Hydrophobicity

Вредност MATH теста
Value of MATH

Хексадекан
Hexadecane

Ксилен
Xylene

СК група
NI group 10.81% 48.49%**

СТ група
LI group 9.02% 22.78%

СИ група
HI group 11.68% 36.09%*

Укупно
Total 10.40% 39.43%

F 0.504 25.006
p 0.605 ≤0.001

* статистички значајна разлика између група; ** статистички високо значајна 
разлика између група

* significant difference between groups; ** highly significant difference between 
groups

Та бе ла 3. Про пор ци ја изо ла та Strep to coc cus pyoge nes ко ји ства-
ра ју би о филм
Table 3. Proportion of biofilm productors of Streptococcus pyogenes

Пропорција
Proportion

Инкубација
Incubation

12 h 24 h 48 h

СК група
NI group 0.29 0.17 0.36*

СТ група
LI group 0.32 0.42** 0.34*

СИ група
HI group 0.14 0.09 0.05

F 1.349 7.785 4.396

p 0.262 0.01 0.014

* статистички значајна разлика између група; ** статистички високо значајна 
разлика између група

* significant difference between groups; ** highly significant difference between 
groups
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На кон 12-ча сов не ин ку ба ци је ни је утвр ђе на ста ти-
стич ки зна чај на раз ли ка из ме ђу гру па (p>0,05). На-
кон 24-ча сов не ин ку ба ци је уоче на је ста ти стич ки ви-
со ко зна чај на раз ли ка, јер је гру па СТ бо ље ства ра ла 
би о филм у од но су дру ге две гру пе изо ла та (p=0,002; 
p=0,006). На кон 48-ча сов не ин ку ба ци је уоче на је ста-
ти стич ки зна чај на раз ли ка због бо ље про из вод ње би-
о фил ма изо ла та из гру па СК и СТ у од но су на гру пу 
СИ (p=0,012; p=0,038). Ре зул та ти ства ра ња би о фил ма 
при ка за ни су у та бе ли 3.

Испитивање утицаја различитих метода  
мерења приањања и хидрофобности  
на стварање биофилма

Ана ли зом изо ла та СК гру пе уоче на је не га тив на по-
ве за ност из ме ђу хи дро фоб но сти ме ре не по мо ћу кси-
ле на и на стан ка би о фил ма од ре ђе ног на кон 12 ча со ва 
(r=-0,236; p=0,018) и на кон 24 ча са (r=-0,201; p=0,045), 
тј. со је ви ко ји бо ље ве зу ју кси лен би ли су сла би ји 
про из во ђа чи би о фил ма. Та ко ђе, уоче на је по зи тив на 
по ве за ност при а ња ња изо ла та за нео бло же ну ми кро-
ти тар ску пло чу са на стан ком би о фил ма на кон 48 ча-
со ва (r=0,205; p=0,040), тј. изо ла ти ко ји су бо ље при-
а ња ли би ли су и бо љи про из во ђа чи би о фил ма на кон 
48-ча сов не ин ку ба ци је. У гру пи кли цо но ша уоче на 
је ста ти стич ки зна чај на по ве за ност из ме ђу на стан ка 
би о фил ма на кон 12 ча со ва и на кон 24 ча са (r=0,166; 
p=0,03) и ста ти стич ки ви со ко зна чај на по ве за ност из-
ме ђу ства ра ња би о фил ма на кон 12 ча со ва и 48 ча со ва, 
тј. изо ла ти ко ји су ства ра ли би о филм на кон 12 ча со ва 
про из во ди ли су га и на кон 24 ча са и 48 ча со ва (r=0,255; 
p=0,001). Ни је уоче на по ве за ност на стан ка би о фил ма 
на кон 24 ча са и на кон 48 ча со ва. То по ка зу је да ГАС 
изо ла ти ни су ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма, већ да 
се би о филм ства ра и ра за ра у ми кро ти тар ској пло чи 
то ком вре ме на, али да ће ра ни про из во ђа чи би о фил ма 
ства ра ти би о филм и ка сни је.

Ана ли зом узроч ни ка тон зи ло фа рин ги ти са, од но-
сно сла бо ин ва зив них изо ла та СТ гру пе, ни је уоче на 
по ве за ност при а ња ња и хи дро фоб но сти са на стан ком 
би о фил ма то ком за да тог вре ме на тра ја ња екс пе ри мен-
та (p>0,05). Уоче на је ста ти стич ки ви со ка по ве за ност 
ства ра ња би о фил ма на кон 24 ча са и про из вод ње би-
о фил ма на кон 48 ча со ва у овој гру пи со је ва (r=0,501; 
p<0,01). У овој гру пи су ка сни про из во ђа чи би о фил ма 
би ли ста бил ни про из во ђа чи.

Ана ли зом ин ва зив них изо ла та СИ гру пе ни је уоче-
на по ве за ност при а ња ња и хи дро фоб но сти са на стан-
ком би о фил ма то ком за да тог вре ме на тра ја ња екс пе-
ри мен та (p>0,05). Ни је уоче на ни по ве за ност на стан ка 
би о фил ма то ком екс пе ри мен та, што ука зу је на то да 
су ови со је ви из у зет но не ста бил ни при ли ком ства ра-
ња би о фил ма, тј. да се њи хов би о филм то ком вре ме на 
стал но ства ра и ра си па.

ДИСКУСИЈА

При а ња ње бак те ри ја за по вр ши ну је нај ва жни ји ко рак 
за на ста нак ин фек ци је, као и би о фил ма. При а ња ње 
(ад хе рен ци ја) је ди на ми чан про цес ко ји омо гу ћа ва 
бак те ри ја ма да оста ну при по је не за ће ли је до ма ћи на 
то ком од го ва ра ју ћих усло ва сре ди не (pH, ок си да ци о-
но-ре дук ци о ни по тен ци јал, ни во ки се о ни ка и слич но). 
Уко ли ко усло ви сре ди не ни су од го ва ра ју ћи, стреп то-
ко ке по се ду ју ен зи ме по мо ћу ко јих раз гра ђу ју ре цеп-
то ре и одва ја ју се од ће ли је до ма ћи на [19].

Бе та хе мо ли тич ки стреп то кок гру пе А (ГАС) као 
рет ко ко ја бак те ри ја рас по ла же ра зно вр сним и мно-
го бр ој ним ад хе зи ни ма ко ји му омо гу ћа ва ју ефи ка сно 
при а ња ње за раз ли чи те људ ске ће ли је [20]. Спо соб-
ност стреп то ко ка да се ве зу ју по мо ћу ви ше раз ли-
чи тих про те и на до во ди до оте жа не иден ти фи ка ци је 
стреп то кок них ад хе зи на. S. pyoge nes при па да гру пи 
бак те ри ја ко је сла бо при а ња ју за ве штач ке ма те ри ја-
ле, та ко да не до во ди до на стан ка ин фек ци ја у ве зи 
с им план ти ма и про те за ма. До би је ни ре зул та ти су у 
са гла сно сти с тим и по ка зу ју да не по сто ји раз ли ка у 
при а ња њу за нео бло же ну ми кро ти тар ску пло чу из ме-
ђу три ис пи ти ва не гру пе изо ла та. Би ло је за ни мљи во 
ис пи та ти да ли ће све три гру пе исто при а ња ти за ла-
ми нин, про те ин ван ће лиј ског ма трик са. Утвр ђе но је да 
су за ла ми нин нај бо ље при а ња ли ин ва зив ни изо ла ти 
(СИ гру па), за тим изо ла ти од кли цо но ша (СК гру па), 
а нај ло ши је сла бо ин ва зив ни изо ла ти иза зи ва чи тон-
зи ло фа рин ги ти са (СТ гру па). Све уоче не раз ли ке су 
би ле ста ти стич ки ви со ко зна чај не. Ови ре зул та ти би 
се мо гли об ја сни ти прет по став ком да нај бо ље при а-
ња ње оства ру ју ин ва зив ни со је ви и со је ви од кли цо-
но ша, јер рас по ла жу с ви ше по вр шин ских ад хе зи на 
или ад хе зи ни ма ве ћег афи ни те та, ко ји до при но се па-
то ге не зи стреп то кок них обо ље ња. Ин ва зив ним изо ла-
ти ма и изо ла ти ма од кли цо но ша нео п ход но је сна жно 
при а ња ње ко је им омо гу ћа ва ка сни ји про дор у ду бо-
ка тки ва или на ста нак кли цо но штва, док иза зи ва чи 
тон зи ло фа рин ги ти са као до ми нан тан ме ха ни зам у 
па то ге не зи има ју ло кал ну упал ну ре ак ци ју. На осно-
ву до ступ не ли те ра ту ре уоча ва се да се бо ље при а ња-
ње ин ва зив них изо ла та за ла ми нин мо же об ја сни ти 
ве ћим сте пе ном екс при ми ра но сти ци сте ин-про те а зе 
(SpeB) [21]. По ред сво је про те а зне уло ге, овај про те ин 
је и од ли чан ад хе зин за ла ми нин [22]. Сви со је ви ГАС 
има ју на хро мо зо му ген за SpeB, али нај бо љу екс пре-
си ју ово га ге на по ка зу ју ин ва зив ни изо ла ти [23, 24].

При ли ком из во ђе ња MATH те ста бак те риј ска су-
спен зи ја се оба ве зно пра ви у пу фе ру чи ја је мо лар ност 
ве ћа од 150 mM, јер у та квим усло ви ма хи дро фоб не 
си ле има ју ве ћу зна чај ност у од но су на елек тро стат ске 
си ле. Пре ма пре по ру ци ауто ра за MATH тест [15], у на-
шем ра ду је ко ри шћен тзв. PUM пу фер, ко ји се са сто јао 
од фос фа та, ка ли ју ма, урее и маг не зи ју ма, мо лар но сти 
од 150 mM и вред но сти pH од 7,1. И по ред овог, на ши 
изо ла ти су ве о ма сла бо ве зи ва ли хек са де кан, чак и на-
кон укла ња ња кап су ле, пре ма ис ку стви ма Офе ка (Of fek) 
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и са рад ни ка [17]. На осно ву екс пе ри мен та На га оа 
(Na gao) и са рад ни ка [18], уме сто хек са де ка на у из во-
ђе ње MATH те ста смо укљу чи ли кси лен и изо ла ти су 
по ка за ли зна чај но ве ћу хи дро фоб ност. Хек са де кан је 
за си ће ни ал кан, ко ји је сла бо ре ак ти ван, а кси лен је 
не за си ће ни аро ма тич ни ал кен ко ји је ре ак тив ни ји од 
хек са де ка на. Ова раз ли ка у гра ђи и раз ли ке у по ла ри за-
ци ји мо ле ку ла су раз лог сла би јег ве зи ва ња хек са де ка на. 
У на шем екс пе ри мен ту смо ко ри сте ћи кси лен ус пе ли 
да до ка же мо раз ли ку у хи дро фоб но сти из ме ђу гру па. 
Нај ве ћу хи дро фоб ност су по ка за ли не ин ва зив ни и ин-
ва зив ни изо ла ти, док су сла бо ин ва зив ни изо ла ти има-
ли нај ма њу хи дро фоб ност. Ови ре зул та ти су у скла ду с 
ре зул та ти ма ис пи ти ва ња при а ња ња за ла ми нин, је су у 
оба те ста сла бо ин ва зив ни изо ла ти по ка за ли нај сла би је 
ре зул та те. Овим смо до ка за ли на шу прет по став ку да 
сла бо ин ва зив ним изо ла ти ма хи дро фоб ност и ефи ка-
сно при а ња ње ни су нај зна чај ни ји па то ге нет ски ме ха-
ни зам, већ је то акут на за па љењ ска ре ак ци ја.

Не ин ва зив ни изо ла ти од кли цо но ша су по ка за ли 
по зи тив ну, тј. ди рект ну, по ве за ност при а ња ња за нео-
бло же ну ми кро ти тар ску пло чу и ка сног на стан ка би о-
фил ма. Та ко ђе, ови изо ла ти су се по ка за ли нај ста бил-
ни јим про из во ђа чи ма би о фил ма, што је у са гла сно сти 
с нај но ви јим прет по став ка ма да би ства ра ње би о фил-
ма мо гло би ти од го вор но за на ста нак стреп то кок ног 
кли цо но штва [3]. Оно што до не кле из не на ђу је је сте 
по да так о не га тив ној по ве за но сти хи дро фоб но сти ме-
ре не по мо ћу кси ле на и ства ра ња би о фил ма. У на шем 
ра ду смо по ка за ли да су ма ње хи дро фоб ни изо ла ти 
ка сни је бо ље ства ра ли би о филм. Ово се мо же об ја сни-
ти чи ње ни цом да ГАС по се ду је из у зет но ве ли ки број 
по вр шин ских про те и на ко ји ни су пот пу но ис пи та ни 
и ко ји на раз ли чи те на чи не ути чу на хи дро фоб ност, 
при а ња ње и ка сни ју про из вод њу би о фил ма. За М про-
те ин и ли по те и хо ин ску ки се ли ну је до ка за но да има ју 
нај ве ћи зна чај у хи дро фоб но сти стреп то ко ка [25]. Ко-
нач ном од го во ру и об ја шње њу на шег ре зул та та зна-
чај но би до при не ла бу ду ћа М ти пи за ци ја ис пи та них 
изо ла та, као и од ре ђи ва ње ко ли чи не ли по те и хо ин ске 
ки се ли не у ће лиј ском зи ду ових изо ла та.

На шим ис тра жи ва њем ни је про на ђе на по ве за ност 
ни јед ног на чи на ме ре ња хи дро фоб но сти и при а ња ња 
са ства ра њем би о фил ма за ин ва зив не и сла бо ин ва зив-
не изо ла те. Та ко ђе, ин ва зив ни изо ла ти су се по ка за ли 
као из у зет но не ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма, што 
све по др жа ва на ла зе прет ход них екс пе ри ме на та ко ји ма 
је до ка за но да ин ва зив ним изо ла ти ма ства ра ње би о-
фил ма не пред ста вља би тан фак тор ви ру лен ци је [4].

На осно ву до ступ не ли те ра ту ре и пре ма на шим са-
зна њи ма, ово је пр ви рад ко ји се ба вио утвр ђи ва њем 
по ве за но сти при а ња ња, хи дро фоб но сти и на стан ка 
би о фил ма код ГАС. У до са да шњим екс пе ри мен ти ма 
утвр ђе на је ко ре ла ци ја из ме ђу хи дро фоб но сти бак-
те ри ја и ства ра ња би о фил ма код изо ла та Ste no trop­

ho mo nas mal top hi lia, Ne is se ria me nin gi ti dis, Li ste ria mo­
nocyto ge nes и Staphylo coc cus aure us [26-29]. Та ко ђе, кад 
је по ре ђе на по ве за ност при а ња ња и ства ра ња би о фил-
ма, за изо ла те Staphylo coc cus epi der mi dis и Aci ne to bac ter 
ba u man nii ни је утвр ђе на ди рект на ко ре ла ци ја, што по-
ка зу је да до бро при а ња ње не во ди оба ве зно ка до број 
про из вод њи би о фил ма [30, 31]. Очи глед но је да ра-
зно ли ки де ло ви бак те риј ске ће ли је на раз ли чит на чин 
до при но се и при а ња њу изо ла та и ства ра њу би о фил ма, 
јер до бро при а ња ње и на ста нак би о фил ма ни су фе но-
тип ске осо би не свих изо ла та, не го су ин ди ви ду ал на 
осо би на сва ког со ја по на о соб. С дру ге стра не, увек 
тре ба на по ме ну ти да су и осо би не са мог до ма ћи на 
нај че шће ве о ма ва жне за на ста нак и раз вој обо ље ња.

Бит но је на гла си ти да су на ши екс пе ри мен ти из-
во ђе ни у усло ви ма in vi tro, те да би за ко нач но ра све-
тља ва ње уло ге при а ња ња, хи дро фоб но сти и ства ра ња 
би о фил ма у па то ге не зи стреп то кок них бо ле сти тре-
ба ло узе ти у об зир број не ин тер ак ци је ра зно вр сних 
стреп то кок них ад хе зи на с про те и ни ма ван ће лиј ског 
ма трик са и ће ли ја ма до ма ћи на. С дру ге стра не, упра во 
за хва љу ју ћи та ко ра зно вр сним и мно го бр ој ним ад хе-
зи ни ма стреп то кок има спо соб ност од лич ног при а-
ња ња ко је му омо гу ћа ва на ста нак ин фек ци ја, од ко јих 
ве ћи на ни је то ли ко озбиљ на као што би тре ба ло да 
бу ду на осно ву ра зно вр сних фак то ра ви ру лен ци је ко-
ји ма ова бак те ри ја рас по ла же.

ЗАКљУЧАК

На осно ву до би је них ре зул та та се мо же за кљу чи ти да 
су не ин ва зив ни изо ла ти ста бил ни про из во ђа чи би о-
фил ма. Код не ин ва зив них изо ла та је уоче на ди рект на 
по ве за ност при а ња ња и ка сни је ефи ка сне про из вод ње 
би о фил ма, као и не га ти ван ути цај хи дро фоб но сти на 
ства ра ње би о фил ма код бе та хе мо ли тич ког стреп то-
ко ка гру пе А. Ови по да ци ука зу ју на то да је при а ња ње 
зна чај ни ји пре дик тив ни фак тор у на стан ку би о фил-
ма од хи дро фоб ност. С об зи ром на то да су ин ва зив-
ни изо ла ти не ста бил ни про из во ђа чи би о фил ма, ни је 
уоче на ве за из ме ђу приањања и хи дро фоб но сти са 
на стан ком би о фил ма. На ши по да ци, за јед но с по да-
ци ма дру гих ауто ра, на во де на за кљу чак да ства ра ње 
би о фил ма ни је пре су дан и зна ча јан фак тор ви ру лен-
ци је у на стан ку ин ва зив них стреп то кок них бо ле сти.

НАПОМЕНА

Ис тра жи ва ње је ура ђе но у окви ру про јек та „Бак те ри је 
ре зи стент не на ан ти би о ти ке у Ср би ји: фе но тип ска и 
ге но тип ска ре зи стен ци ја“ (број 175039), ко ји је фи нан-
си ра ло Ми ни стар ство про све те, на у ке и тех но ло шког 
раз во ја Ре пу бли ке Ср би је.
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SUMMARY
Introduction Bacterial cell hydrophobicity and adherence to a 
substrate are one of the most important factors in biofilm for-
mation. Group A streptococcus is an unstable and low biofilm 
productor. Importance of biofilm production in streptococcal 
pathogenesis is still unknown.
Objective The aim of this study was to determine the impact 
of hydrophobicity and adherence on the biofilm production of 
group A streptococcal invasive and noninvasive isolates, and also 
to evaluate the stability of biofilm production in time function.
Methods Adherence, hydrophobicity and biofilm production 
were investigated in a total of 172 isolates divided into three 
groups: noninvasive, low invasive and highly invasive. Adher-
ence to uncoated and laminin-coated microtiter plates and 
biofilm production after 12, 24 and 48 hours of incubation 
was determined using the method described by Stepanović 
et al. Hydrophobicity was measured using the MATH test by 
Rosenberg and SAT test by Lindhal.

Results Correlation between adherence and biofilm produc-
tion was detected in the group of noninvasive isolates. These 
isolates were stable biofilm productors during all three time 
periods of biofilm production. In the groups of invasive and 
noninvasive isolates no statistical correlation was detected 
among the analysed variables. The invasive isolates were un-
stable biofilm productors.
Conclusion Noninvasive isolates were stable biofilm producers; 
as detected, they showed a direct correlation between adher-
ence and biofilm production, and a negative impact of hydro-
phobicity on the biofilm production. Invasive isolates were 
unstable biofilm productors; it was observed that there was 
no correlation between adherence and hydrophobicity with 
biofilm production.

keywords: adherence; hydrophobicity; biofilm; group A strep-
tococcus
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