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Depolimerizacija matriksa medicinski značajnih biofilmova glikozid-hidrolazama poreklom iz 

mikrobiote škrga deverike (Abramis brama) 

SAŽETAK 

Biofilmovi predstavljaju dominantan način života mikroorganizama. Ekstracelularni matriks 

biofilma, izgrađen od polisaharida, proteina, lipida i DNK, predstavlja zaštitnu barijeru koja 

ograničava prodor antimikrobnih agenasa do bakterija i smanjuje njihovu efikasnost. Jedan od 

perspektivnih pristupa za kontrolu biofilmova se zasniva na primeni glikozid-hidrolaza koje ciljano 

depolimerizuju polisaharide, glavnu strukturnu komponentu matriksa. Cilj ove doktorske disertacije 

bio je identifikacija, produkcija i karakterizacija glikozid-hidrolaza poreklom iz mikrobiote škrga 

deverike sa potencijalom za depolimerizaciju matriksa medicinski značajnih biofilmova. U okviru 

disertacije okarakterisana su tri enzima - β-glukozidaza BglB-BG28, poligalakturonaza PG-BG31 i 

β-1,2-manozidaza GH130-BG31. BglB-BG28 je inhibirala formiranje biofilma bakterije Salmonella 

Enteritidis, ciljajući celulozu, glavnu polisaharidnu komponentu matriksa. Antibiofilm aktivnost 

poligalakturonaze PG-BG31 je pokazana na biofilmovima kliničkih izolata Escherichia coli. 

Pretpostavljena meta ovog enzima su polisaharidi koji sadrže glukuronsku kiselinu, kao što je 

kolanska kiselina, komponenta biofilmova E. coli. β-1,2-manozidaza GH130-BG31, koja pokazuje 

aktivnost prema mananskim strukturama, je ispoljila sposobnost inhibicije i delimične degradacije 

biofilmova bakterija povezanih sa bolničkim infekcijama, kao što su Klebsiella pneumoniae, E. coli 

i Staphylococcus epidermidis. Ovi enzimi ne ispoljavaju direktno baktericidno delovanje, što 

smanjuje verovatnoću za razvoj rezistencije. Takođe, nisu citotoksični prema ćelijama u kulturi i ne 

utiču na preživljavanje nematode Caenorhabditis elegans, što ukazuje na njihov povoljan 

bezbednosni profil i potencijal za bezbednu primenu u antibiofilm strategijama. 

 

Ključne reči: bakterijski biofilm, infekcija, ekstracelularni matriks biofilma, egzopolisaharidi, 

enzimi, glikozid-hidrolaze, β-glukozidaza, poligalakturonaza, β-1,2-manozidaza 
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Depolymerization of the biofilm matrix of medically relevant biofilms by glycoside hydrolases 

derived from the common bream (Abramis brama) gill microbiota 

ABSTRACT 

Biofilms represent the dominant lifestyle of microorganisms. The extracellular biofilm 

matrix, composed of polysaccharides, proteins, lipids and DNA, acts as a protective barrier that 

limits the penetration of antimicrobial agents to bacterial cells and reduces their effectiveness. One 

of the promising approaches for biofilm control is using the glycoside hydrolases that selectively 

depolymerize polysaccharides, the main structural components of the matrix. The aim of this 

dissertation was identification, production and characterization of glycoside hydrolases originating 

from the common bream gill microbiota, with the potential to depolymerize the matrix of medically 

relevant biofilms. Three enzymes were characterized within the dissertation, β-glucosidase BglB-

BG28, polygalacturonase PG-BG31 and β-1,2-mannosidase GH130-BG31. BglB-BG28 inhibited 

biofilm formation of Salmonella Enteritidis by targeting cellulose, the main polysaccharide 

component of its matrix. The antibiofilm activity of the PG-BG31 was demonstrated on biofilms 

formed by clinical isolates of Escherichia coli. The presumed target of this enzyme are glucuronic 

acid-containing polysaccharides, such as colanic acid, a component of E. coli biofilms. The GH130-

BG31, which exhibits activity toward mannan structures, inhibited and partially degraded biofilms 

formed by bacteria associated with hospital-acquired infections, such as Klebsiella pneumoniae, E. 

coli, and Staphylococcus epidermidis. These enzymes do not exhibit direct bactericidal activity, 

which reduces the likelihood of resistance development. Furthermore, they are not cytotoxic and do 

not affect the survival of the nematode Caenorhabditis elegans, indicating their favorable safety 

profile and potential for safe application in antibiofilm strategies. 

 

Key words: bacterial biofilms, infection, biofilm matrix, exopolysaccharides, enzymes, glycoside 

hydrolase, β-glucosidase, polygalacturonase, β-1,2-mannosidase 

Scientific field: biology 

Scientific subfield: microbiology  



Spisak skraćenica i oznaka korišćenih u radu: 

AI autoinducer 

AU medijum koji imitira urin (eng. Artificial Urine) 

BglB-BG28 β-glukozidaza BglB-BG28 

BDAR braon, suv i hrapav morfotip (eng. Brown, Dry and Rough) 

CAUTI infekcije urinarnog trakta povezana sa kateterom (eng. Catheter Associated 

Urinary Tract Infection) 

c-di-GMP ciklični di-guanozin-monofosfat 

CF cistična fibroza 

CFTR gen čoveka koji kodira transmembranski jonski kanala (eng. Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator) 

CIP sistem za čišćenje bez demontaže (eng. Clean In Place) 

DNKaza deoksiribonukleaza 

eDNK ekstracelularna DNK 

GH130-BG31  β-1,2-manozidaza GH130-BG31  

HPAEC-PAD anjonsko-izmenjivačka hromatografija visokih performansi sa pulsnom 

amperometrijskom detekcijom (eng. High-Performance Anion-Exchange 

Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) 

MBK minimalna baktericidna koncentracija 

MIK minimalna inhibitorna koncentracija  

MRSA meticilin rezistentni Staphylococcus aureus 

NTS netifoidni sojevi roda Salmonella  

PG-BG31 poligalakturonaza PG-BG31 

PNAG poli-β-1,6-N-acetil-D-glukozamin 

QQ ometanje međućelijske komunikacije bakterija (eng. Quorum Quenching) 

QS međućelijska komunikacija zasnovana na gustini populacije (eng. Quorum 

Sensing) 

RDAR crven, suv i hrapav morfotip (eng. Red, Dry and Rough) 

sRNK male nekodirajuće regulatorne RNK 

STEC sojevi Escherichia coli koji proizvode šiga toksin  

TLC tankoslojna hromatografija (eng. Thin Layer Chromatography) 
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1. UVOD 

Jedan od najvećih savremenih izazova u oblasti javnog zdravlja jeste antimikrobna 

rezistencija. Prema procenama, infekcije uzrokovane patogenima rezistentnim na antibiotike bile su 

povezane sa oko 4,95 miliona smrtnih ishoda širom sveta tokom 2019. godine. Sa druge strane, 

aktuelne projekcije pokazuju da bi se, ukoliko se trenutni trend nastavi, ovaj broj do 2050. godine 

mogao popeti na čak 10 miliona godišnje (Walsh et al., 2023). Razvoju i širenju antimikrobne 

rezistencije značajno doprinosi sposobnost mikroorganizama da formiraju biofilmove, koji 

predstavljaju dominantan način života većine bakterija. U okviru biofilma bakterije ispoljavaju niz 

fenotipskih karakteristika koje im omogućavaju znatno veću toleranciju na antimikrobne agense u 

poređenju sa planktonskim ćelijama. Zahvaljujući tome, kao i zaštiti koju pruža ekstracelularni 

matriks, infekcije povezane sa bakterijskim biofilmovima su posebno problematične i često 

zahtevaju produženu terapiju antibioticima i karakteriše ih ponovno javljanje nakon završetka 

tretmana (Lebeaux et al., 2014). Biofilmovi su značajan uzrok brojnih bakterijskih infekcija, 

naročito hroničnih stanja, pri čemu njihovo dugotrajno prisustvo može izazvati adaptivni 

inflamatorni odgovor bez uspešne eliminacije patogena. Intenzivne interakcije između ćelija u 

biofilmovima stvaraju pogodno okruženje za horizontalni transfer gena, što dodatno ubrzava 

evoluciju i širenje rezistencije (H. Y. Liu et al., 2024). Ovi izazovi ukazuju na hitnu potrebu za 

razvojem novih i efikasnijih terapijskih strategija usmerenih na prevenciju formiranja i eliminaciju 

biofilmova, kako bi se unapredila uspešnost lečenja infekcija i usporilo dalje širenje antimikrobne 

rezistencije. 

1.1 Bakterijski biofilmovi 

Bakterijski biofilmovi su agregati mikroorganizama uronjenih u ekstracelularni matriks koji 

se sastoji od ekstracelularnih polimernih supstanci koje bakterije same proizvode. Ti polimeri im 

omogućavaju pričvršćivanje za različite površine ili udruživanje u agregate koji ne moraju biti 

vezani za podlogu (Flemming et al., 2016). Biofilmovi predstavljaju dominantan oblik života 

mikroorganizama i mogu se naći u gotovo svim sredinama (Flemming & Wuertz, 2019). Formiraju 

se na stenama, u zemljištu, tkivima biljaka i životinja, u ekstremnim uslovima kao što su termalni 

izvori, kao i na brojnim antropogenim površinama poput cevi i radnih površina. Iako u nekim 

industrijskim procesima mogu biti korisni (Philipp et al., 2024), biofilmovi predstavljaju veliki 

izazov za zdravlje ljudi i životinja, bezbednost hrane i snabdevanje vodom (Cámara et al., 2022; 

Sentenac et al., 2022). Medicinski relevantni biofilmovi se mogu razvijati kako na biotičkim, tako i 

na abiotičkim površinama. Oni se formiraju na bolničkim površinama, medicinskim uređajima, 

tkivima pacijenata i implantatima (Atanaskovic & Senerovic, 2024; Percival, Suleman, et al., 2015) 

(Slika 1). Pored toga, biofilmovi mogu postojati i u vidu nevezanih agregata i kontaminirati 

medicinsku opremu, industrijska postrojenja i pogone za preradu hrane. U prehrambenoj industriji, 

biofilmovi mogu biti rezervoari patogenih mikroorganizama koji kontaminiraju prehrambene 

proizvode i predstavljaju ozbiljan rizik po bezbednost hrane i javno zdravlje (X. Liu et al., 2023). 



2 
 

Slika 1. Rasprostranjenost biofilmova u bolničkom okruženju i prehrambenoj industriji. Preuzeto i 

modifikovano iz Atanaskovic & Senerovic, 2024. 

Ključni problem u terapiji infekcija povezanih sa bakterijskim biofilmovima predstavlja 

njihova izuzetna tolerancija i otpornost na delovanje antimikrobnih agenasa. Infekcije povezane sa 

biofilmovima često su perzistentne i teško se leče, te zahtevaju dugotrajne i agresivne terapijske 

pristupe. I in vitro i in vivo studije pokazuju da su minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) i 

minimalna baktericidna koncentracija (MBK) kliničkih antibiotika uglavnom 10 do 1.000 puta veće 

za bakterije u biofilmu nego za planktonske bakterije (Høiby et al., 2011). Postizanje efektivne 

MBK za eradikaciju biofilma in vivo predstavlja veliki izazov zbog toksičnosti i neželjenih efekata 

primene antibiotika u visokim dozama. Ova tolerancija potiče od različitih faktora (Ciofu et al., 

2022). Matriks koji se sastoji od polisaharida, proteina, lipida i ekstracelularne DNK (eDNK) 

(Hobley et al., 2015) inhibira difuziju antimikrobnih agenasa i time smanjuje njihovu efektivnu 

koncentraciju unutar biofilma (Powell et al., 2021). Pored toga, matriks može hemijski inaktivirati 

pojedine antimikrobne agense ili sadržati enzime koji mogu da ih razgrade (S. Singh et al., 2017). 

Sam matriks nije jedini faktor, i spor rast ćelija u biofilmu takođe doprinosi njihovoj toleranciji. 

Ćelije u biofilmovima često ulaze u stacionarnu fazu rasta ili u stanje kada su bakterije vijabilne ali 

ne i kultivabilne, što ih čini manje osetljivim na antibiotike koji deluju na ćelije koje se aktivno dele 

(Ayrapetyan et al., 2018; Stewart & Franklin, 2008). Okruženje biofilma pogoduje i horizontalnom 

transferu gena, procesu u kojem bakterije razmenjuju genetički materijal, između ostalog i gene za 

rezistenciju na antibiotike (Metzger et al., 2022). Ovaj proces je naročito efikasan u bakterijskim 

biofilmovima zbog velike gustine ćelija i njihove bliske prostorne povezanosti (Mah, 2012). 

Zbog niske osetljivosti bakterija u biofilmu na antibiotike, lečenje infekcija koje uključuju 

formiranje biofilmova često je otežano i neretko neefikasno. Dok se mladi biofilmovi lakše 

uklanjaju, zreli biofilmovi su posebno otporni na terapiju, zbog čega je rana dijagnostika ključna za 

uspešnu intervenciju (Hengzhuang et al., 2011). Međutim, većina kliničkih infekcija povezanih sa 

biofilmom dijagnostikuje se u zreloj fazi njegovog razvoja. To značajno otežava njihovu eradikaciju 

primenom antibiotika, te je često neophodno sprovesti dugotrajnu supresivnu terapiju ili kontrolu 

recidiva (Høiby et al., 2011; H. Wu et al., 2015). 

1.2 Bakterijski biofilmovi u medicinskom okruženju 

Mikroorganizmi koji formiraju biofilm odgovorni su za 65–80% infekcija kod ljudi (Jamal 

et al., 2018). Formiranje biofilma na bolničkim površinama predstavlja značajnu pretnju po 

bezbednost pacijenata i ishod lečenja. Biofilmovi se mogu formirati na površinama medicinskih 

uređaja, često dodirivanim mestima i medicinskim instrumentima (Assefa & Amare, 2022). Ovi 

biofilmovi su poznati po tome što ih je teško ukloniti i čest su uzrok bolničkih infekcija, čineći više 

od 65% ovih slučajeva (Preda & Săndulescu, 2019). Prisustvo biofilma naglašava hitnu potrebu za 
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efikasnim protokolima čišćenja i dezinfekcije kako bi se smanjio rizik od prenosa infekcija u 

zdravstvenim ustanovama. Kontaminacija vodovodnih linija takođe predstavlja značajan rizik od 

prenosa mikroorganizama na bolničke površine, što doprinosi potencijalnom širenju infekcija među 

pacijentima i zdravstvenim radnicima (Suleyman et al., 2018).  

Biofilmovi nisu ograničeni samo na kolonizaciju abiotičkih površina, već se mogu formirati 

i na biotičkim površinama. Ove mikrobne zajednice mogu se razviti u tkivima pacijenata i dovesti 

do hroničnih infekcija koje je teško lečiti. Neke od najčešćih infekcija praćenih formiranjem 

bakterijskih biofilmova se javljaju kod pacijenata sa hroničnim ranama, u disajnim putevima 

pacijenata sa cističnom fibrozom (CF) i kod pacijenata koji poseduju ugrađene medicinske 

implantate (Del Pozo, 2018). 

Oštećenje kože omogućava prodor mikroorganizama iz mikrobiote pacijenta ili spoljašnje 

sredine. Iako imunski sistem u početku može kontrolisati ove mikroorganizme, vezivanje bakterija 

za površinu rane i njihovo razmnožavanje može dovesti do formiranja biofilma, koji tokom 

sazrevanja postaje sve otporniji na imunski odgovor i antimikrobne terapije (Percival, McCarty, et 

al., 2015). S obzirom na to da pacijenti sa hroničnim ranama često imaju pridružena medicinska 

stanja koja kompromituju njihov imunski sistem (Falanga et al., 2022), većina ovih rana (~80%) 

postaje kolonizovana biofilmovima (Malone et al., 2017), što značajno otežava zarastanje i 

povećava rizik od ozbiljnih komplikacija, uključujući sepsu i amputacije (Eriksson et al., 2022). 

Većina biofilmova u hroničnim ranama je polimikrobna, ali kada se javljaju monospecijski 

biofilmovi, oni su najčešće izazvani bakterijama iz rodova Pseudomonas ili Staphylococcus 

(Wolcott et al., 2016). 

Još jedan tip povrede koji pruža povoljno okruženje za razvoj biofilma je opekotina. Ona 

čini pacijenta imunokompromitovanim i podložnim oportunističkim patogenima poput 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii i Staphylococcus aureus (Maslova et al., 

2021). Većina smrtnih ishoda kod pacijenata sa opekotinama (oko 75%) posledica je infekcije rana 

(Maslova et al., 2021). 

CF je genetički poremećaj koji primarno pogađa pluća i digestivni sistem, a karakteriše ga 

proizvodnja guste, lepljive sluzi koja opstruira disajne puteve, dovodeći do ozbiljnih respiratornih 

komplikacija. CF nastaje usled mutacija u CFTR genu (eng. Cystic Fibrosis Transmembrane 

Conductance Regulator), što narušava transport jona i dovodi do proizvodnje dehidrirane sluzi 

(Cutting, 2015). Ovo nakupljanje sluzi stvara okruženje koje pogoduje hroničnim bakterijskim 

infekcijama, posebno onim uzrokovanih bakterijama P. aeruginosa i S. aureus, i dovodi do upale i 

oštećenja pluća (Cohen & Prince, 2012). 

Medicinski implantati se ugrađuju u telo pacijenata u dijagnostičke, terapijske ili 

rehabilitacione svrhe. Najčešće korišćeni medicinski uređaji uključuju neurološke, dentalne, 

kardiovaskularne, gastrointestinalne, urološke, intravaskularne i ortopedske implantate, kontaktna 

sočiva, silikonske implantate dojke, intrauterine implantate i penilne implantate (Caldara et al., 

2022). Infekcije povezane sa ovim uređajima često su praćene formiranjem  biofilma i predstavljaju 

značajan globalni zdravstveni problem sa ozbiljnim kliničkim i ekonomskim posledicama (Percival, 

Suleman, et al., 2015). Vrste Staphylococcus roda su najčešće izolovane bakterije sa većine 

medicinskih uređaja (Caldara et al., 2022). Najveći diverzitet izolata potiče sa gastrointestinalnih 

uređaja, gde se pored  Staphylococcus spp. često izoluju enterokoke, Enterobacteriaceae, Bacillus 

spp. i streptokoke (Dautle et al., 2003). Dentalni implantati sadrže najrazličitije mikrobne zajednice, 

uključujući Fusobacterium spp., Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp., Selenomonas spp., 

Staphylococcus spp. i Streptococcus spp. (Caldara et al., 2022). Urološki implantati i 

intravaskularni uređaji često su kolonizovani bakterijama Escherichia coli, Proteus mirabilis, 

Enterobacter spp., Enterococcus faecalis, P. aeruginosa i Klebsiella pneumoniae (Holá et al., 2010; 

Schulze et al., 2021). Infekcije urinarnog trakta povezane sa kateterom (CAUTIs) čine preko 40% 

bolničkih infekcija i više od 80% svih urinarnih infekcija, zbog čega predstavljaju globalni 
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zdravstveni problem (Milo et al., 2019), a najčešći uzročnici su E. coli i K. pneumoniae  (Broughton 

et al., 2025; X. Liu et al., 2020).  

1.3 Bakterijski biofilmovi u prehrambenoj industriji 

Formiranje bakterijskih biofilmova u prehrambenoj industriji ima višestruke negativne 

posledice kako za bezbednost hrane, tako i za proizvodne procese. Mnoge bakterijske vrste 

sposobne za formiranje biofilma u pogonima prehrambene industrije jesu humani patogeni koji 

mogu kolonizovati različite materijale u proizvodnim postrojenjima, uključujući nerđajući čelik, 

polietilen, drvo, staklo, polipropilen i gumu (Abdallah et al., 2014). Biofilmovi na opremi i u 

kontaktu sa hranom mogu biti izvor trovanja ili infekcija, jer bakterije unutar biofilmova luče 

toksine koji kontaminiraju hranu i izazivaju pojedinačne ili grupne epizode trovanja. Lokacije na 

kojima se najčešće formiraju biofilmovi su vodovodni sistemi i mlekovodi, pasterizatori, membrane 

za reverznu osmozu, radne površine, rukavice zaposlenih, ali i trupovi životinja, skladišta sirovina i 

linije za pakovanje. Prisustvo biofilma na ovim mestima značajno povećava rizik po zdravlje 

potrošača i dodatno usložnjava higijenske procedure (Galié et al., 2018). Najčešći patogeni iz hrane 

sposobni za formiranje biofilma uključuju pripadnike roda Salmonella, E. coli, Bacillus cereus, 

Listeria monocytogenes i S. aureus, koji predstavljaju značajan zdravstveni rizik u prehrambenim 

postrojenjima (Galié et al., 2018).  

Dijareja je najčešća zdravstvena posledica konzumiranja kontaminirane hrane, a Salmonella 

se smatra jednim od četiri najčešća uzročnika, pri čemu je S. enterica subsp. enterica serovar  

Enteritidis bio najčešće prijavljivani uzročnik u evropskim zemljama od 2021. do 2023. godine 

(EFSA & ECDC, 2022, 2023, 2024). Netifoidni sojevi iz roda Salmonella (NTS) obično izazivaju 

inflamatorni gastroenteritis sa relativno blagim simptomima kod imunokompetentnih osoba, dok su 

deca, starije osobe i imunokompromitovani pacijenti podložniji ozbiljnim komplikacijama, 

uključujući dehidrataciju, sistemske infekcije sa bakterijemijom, meningitis, osteomijelitis, septički 

artritis, infekcije dubokih mekih tkiva i pneumoniju (Wen et al., 2017). Iako imunokompetentni 

pacijenti obično ne zahtevaju specifične terapije, ponovljena izloženost NTS, čak i bez simptoma, 

može predstavljati faktor rizika za razvoj ozbiljnijih bolesti, poput kolorektalnog karcinoma (Van 

Elsland et al., 2022). 

E. coli, posebno sojevi koji proizvode šiga toksin (STEC), predstavljaju značajan problem 

zbog sposobnosti da izazovu enterohemoragični gastroenteritis. Konzumacija hrane kontaminirane 

STEC sojevima može izazvati ozbiljne zdravstvene poremećaje koji u najtežim slučajevima 

rezultiraju smrtnim ishodom (Yang et al., 2017). U težim slučajevima bolest može napredovati do 

hemolitičko-uremičkog sindroma, koji karakterišu akutno oštećenje bubrega i trombocitopenija 

(Bowen & Coward, 2018). Posebno zabrinjava visoka infektivna sposobnost sojeva poput E. coli 

O157:H7, kod kojih je potrebno manje od 50 bakterijskih ćelija da bi izazvale infekciju, što znači da 

čak i niska kontaminacija biofilmom ove bakterije u prehrambenim pogonima predstavlja 

zdravstveni rizik i zahteva stroge kontrolne mere (Marouani-Gadri et al., 2010). 

B. cereus je sporogena bakterija sposobna za rast u širokom temperaturnom opsegu i 

preživljavanje nepovoljnih uslova, uključujući termičke i hemijske tretmane, što je čini značajnim 

patogenom u prehrambenoj industriji (Bottone, 2010). Njena sposobnost formiranja endospora 

omogućava preživljavanje industrijskih procesa pasterizacije i doprinosi perzistenciji biofilmova na 

površinama za preradu hrane, naročito u postrojenjima za preradu mleka (Auger et al., 2009). 

Pojedini sojevi proizvode dijarealne enterotoksine ili emetički toksin cereulid, koji izazivaju 

trovanje hranom sa simptomima dijareje, abdominalnog bola ili povraćanja, a u težim slučajevima i 

ozbiljnu dehidrataciju i smrt (López et al., 2015; Soni et al., 2016; Tschiedel et al., 2015).  

L. monocytogenes je široko rasprostranjena bakterija i jedan od značajnih patogena 

prenosivih hranom. Nije otporna na pasterizaciju, ali se ipak često prenosi putem različitih 

prehrambenih proizvoda (Milillo et al., 2012; Rothrock et al., 2017). Ova bakterijska vrsta lako 
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formira biofilmove, pretežno sastavljene od teihoičnih kiselina, na različitim industrijskim 

površinama, odakle se može preneti na prehrambene proizvode i umnožavati čak i na 

temperaturama hlađenja (Silva et al., 2008). Sposobnost rasta na niskim temperaturama, uz 

povećanu hidrofilnost i indukciju formiranja biofilma, kao odgovor na hladnoću, doprinosi njenoj 

povećanoj adheziji na površine i otpornosti na procedure čišćenja u prehrambenim postrojenjima 

(B.-H. Lee et al., 2017). Kod zdravih osoba ova bakterija najčešće izaziva gastroenteritis, dok kod 

trudnica, novorođenčadi, starijih i imunokompromitovanih osoba može dovesti do listerioze, teške 

bolesti praćene sepsom i meningitisom, a u trudnoći i do spontanog pobačaja ili oštećenja ploda (V. 

Ferreira et al., 2014; Silk et al., 2012).  

S. aureus je značajan oportunistički patogen u prehrambenoj industriji, prvenstveno zbog 

svoje sposobnosti produkcije enterotoksina u širokom temperaturnom opsegu (Hennekinne et al., 

2012). Ova bakterija se često nalazi na koži i sluzokoži radnika, što predstavlja važan izvor 

kontaminacije hrane, naročito imajući u vidu da su stafilokokni enterotoksini termostabilni i mogu 

se akumulirati u hrani tokom rasta bakterije (Giaouris et al., 2015). Ovi toksini izazivaju akutne 

gastrointestinalne simptome poput dijareje i povraćanja. Poseban problem predstavlja pojava 

meticilin-rezistentnih sojeva (MRSA) u stočarstvu, jer hrana životinjskog porekla može biti 

značajan rezervoar ovog rezistentnog patogena (Vergara et al., 2017). S. aureus je sposoban da 

formira biofilmove na biotičkim i abiotičkim površinama duž čitavog lanca proizvodnje hrane, što 

otežava njegovo uklanjanje i ima značajne ekonomske posledice.  

Svi ovi patogeni predstavljaju veliki izazov u prehrambenoj industriji, jer se lako vezuju za 

površine i formiraju biofilmove koji odolevaju standardnim procedurama čišćenja i dezinfekcije što 

dovodi do perzistentne kontaminacije i ozbiljnog narušavanja bezbednosti hrane (Galié et al., 2018). 

Prisustvo biofilmova ne samo da povećava verovatnoću izbijanja bolesti prenosivih hranom, već i 

otežava čišćenje i higijenske mere zbog povećane otpornosti biofilmova na antimikrobne agense i 

fizičke metode uklanjanja (X. Liu et al., 2023). 

1.4 Formiranje biofilmova 

Formiranje biofilmova je cikličan proces. Započinje adhezijom planktonskih ćelija za 

podlogu, a završava se kada pojedinačne ćelije počnu da napuštaju zreo biofilm u cilju rasejavanja 

(Sauer et al., 2022) (Slika 2). U fazi adhezije, planktonske ćelije dolaze u kontakt sa površinom, 

koja može biti biotička (npr. koža ili kost) ili abiotička (npr. medicinski uređaji poput urinarnih 

katetera ili veštačkih zglobova). Ova početna adhezija je slaba i reverzibilna i zavisi od osobina 

površine i uslova okoline. Uz pomoć pilusa i fimbrija, vezivanje bakterija za površinu postaje 

znatno jače. Kada bakterije započnu proizvodnju ekstracelularnih polimernih supstanci, koje 

omogućavaju snažno međusobno povezivanje ćelija i njihovo vezivanje za površinu, adhezija 

postaje ireverzibilna (Sauer et al., 2022). Tokom faze maturacije, vezane bakterije počinju da se 

razmnožavaju i formiraju mikrokolonije. Proizvodnja ekstracelularnih polimernih supstanci se 

povećava, čime se formira potporni matriks koja drži rastuću zajednicu na okupu i razvija se u 

trodimenzionalnu arhitekturu biofilma. Kako biofilm nastavlja da raste i sazreva, postaje sve 

kompleksniji i organizovaniji sistem, stvarajući mikrookruženje koje karakterišu gradijenti 

nutrijenata i kiseonika. To dovodi do fiziološke heterogenosti, sa brzorastućim ćelijama na površini 

i spororastućim, tolerantnim ćelijama u dubljim slojevima. Kao posledica toga, biofilm u ovoj fazi 

postaje tolerantniji na antibiotike i stresne uslove sredine (Sauer et al., 2022). Na kraju, u fazi 

disperzije, pojedinačne ćelije ili ćelijski klasteri se odvajaju od biofilma i kolonizuju nove površine. 

Ovaj proces se pokreće promenama u okruženju ili nedostatkom hranljivih materija (Sauer et al., 

2022).  

Istraživanja formiranja, strukture i funkcije biofilmova intenzivno napreduju i usmerena su 

ka razvoju inovativnih strategija za borbu protiv biofilmova. Kako bi se razvili efikasni pristupi za 

eliminaciju biofilmova, savremena istraživanja fokusirana su na otkrivanje novih antimikrobnih 

agenasa koji mogu sprečiti formiranje biofilmova i razgrađivati prethodno formirane biofilmove. Za 
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prevenciju formiranja biofilmova od presudnog je značaja sprečiti adheziju mikroorganizama na 

površine, jer je adhezija prvi korak u razvoju biofilma i trenutak kada je biofilm najosetljiviji (P. 

Gupta et al., 2016). 

Slika 2. Shematski prikaz procesa formiranja biofilma. Planktonske bakterije i bakterije na površini 

zrelog biofilma (zeleno) koje se aktivno disperguju su metabolički aktivnije u odnosu na bakterije u 

dubljim slojevima biofilma (plavo). 

1.4.1 Regulacija formiranja biofilmova 

 Formiranje biofilma zavisi od različitih regulatornih signala, uključujući glasnike kao što su 

ciklični di-guanozin-monofosfat (c-di-GMP), male nekodirajuće regulatorne RNK (sRNK, eng. 

small regulatory RNAs, sRNAs) i mali molekuli poznati kao autoinduceri (AI) koji posreduju u 

međućelijskoj komunikaciji (eng. quorum sensing, QS). 

Prelazak između planktonskog načina života i biofilma kontroliše c-di-GMP (Römling et al., 

2013). Visoke koncentracije c-di-GMP molekula podstiču proizvodnju adhezina i polisaharida 

matriksa i inhibiraju različite tipove pokretljivosti, čime se favorizuje formiranje biofilma. Suprotno 

tome, niski nivoi c-di-GMP molekula smanjuju proizvodnju adhezina i egzopolisaharida i 

povećavaju pokretljivost bakterija, što dovodi do disperzije biofilma (Valentini & Filloux, 2016). 

sRNK regulišu formiranje biofilma modulacijom ekspresije gena, često na 

posttranskripcionom nivou (Taylor et al., 2017; Thomason et al., 2012). One pomažu bakterijama 

da se prilagode stresnim uslovima sredine, poput nedostatka hranljivih materija i prisustva 

antimikrobnih agenasa, regulacijom ekspresije gena uključenih u odgovor na stres, čime se 

poboljšavaju stabilnost i otpornost biofilmova. Pored toga, sRNK utiču na sintezu ekstracelularnih 

polimernih supstanci i regulišu ekspresiju gena uključenih u disperziju biofilma, omogućavajući 

bakterijama povratak u planktonsko stanje kada se uslovi promene. Na ovaj način, sRNK kontrolišu 

složene procese koji leže u osnovi formiranja, održavanja i disperzije biofilmova (Mitra & 

Mukhopadhyay, 2023).  

QS je sistem komunikacije između ćelija koji omogućava bakterijama da donose kolektivne 

odluke u zavisnosti od gustine populacije i da se ponašaju poput višećelijskog organizma. QS 

sistem se sastoji od AI, sintaza koje proizvode AI i receptora/transkripcionih regulatora koji 

prepoznaje signal. Vezivanjem AI za receptor dolazi do aktivacije transkripcije gena, uključujući i 

biosintezu samog AI, čime se uspostavlja pozitivna povratna sprega. Pri niskoj gustini ćelija, nivoi 
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AI su niski i receptor je samo slabo aktivan. Sa porastom gustine ćelija, koncentracija AI dostiže 

prag koji dovodi do potpune aktivacije receptora i pojačane ekspresije ciljnih gena (Senerovic et al., 

2020). QS signalni putevi regulišu gene koji su najčešće povezani sa patogenošću i utiču na 

proizvodnju faktora virulencije, formiranje biofilma i različite tipove pokretljivosti (Rutherford & 

Bassler, 2012).  

1.5 Sastav matriksa biofilmova 

Matriks biofilmova predstavlja visoko organizovanu, dinamičnu ekstracelularnu strukturu 

koja čini dominantnu komponentu biofilma i ključni je faktor njegove stabilnosti i funkcionalnosti. 

To je kompleksna mešavina polisaharida, proteina, eDNK, lipida i drugih biopolimera, uz visok 

sadržaj vode koja omogućava difuziju hranljivih materija i signalnih molekula (Flemming et al., 

2016). Sastav i relativni udeo pojedinih komponenti matriksa variraju u zavisnosti od bakterijske 

vrste, uslova okoline i faze razvoja biofilma, predstavljajući adaptivni sistem koji omogućava 

biofilmu da funkcioniše kao koordinisana, višećelijska zajednica (Flemming et al., 2016). 

Proteini učestvuju u strukturnoj organizaciji kroz vezivanje za polisaharide i eDNK i 

adheziju za različite površine (Flemming et al., 2023). Učestvuju i u održavanju i regulaciji 

metaboličkih procesa, pri čemu ekstracelularni enzimi omogućavaju razgradnju složenih supstrata i 

lokalnu dostupnost hranljivih materija, dok pojedini proteini učestvuju u redoks procesima i 

vezivanju metabolita i jona, čime se povećava metabolička efikasnost biofilma (Flemming et al., 

2023).  

eDNK doprinosi stabilnosti matriksa i formiranju mikrogradijenata vezivanjem jona i 

molekula, čime indirektno utiče na dostupnost nutrijenata i metabolita (Okshevsky et al., 2015). 

Takođe, eDNK može služiti kao lokalni rezervoar genetičkog materijala, omogućavajući 

horizontalni transfer gena povezanih sa metaboličkom adaptacijom i rezistencijom, što doprinosi 

funkcionalnoj plastičnosti biofilma (Madsen et al., 2012).  

Lipidi u matriksu bakterijskih biofilmova doprinose funkcionalnoj organizaciji i 

metaboličkoj efikasnosti zajednice mikroorganizama u biofilmu (Constantino-Teles et al., 2022). 

Kroz povećanje hidrofobnosti matriksa i formiranje membranskih vezikula, lipidi utiču na 

zadržavanje i distribuciju metabolita, enzima i signalnih molekula unutar biofilma (Flemming et al., 

2023).  

Polisaharidi se smatraju glavnom i najvažnijom komponentom matriksa biofilma (Flemming 

et al., 2023). Oni obezbeđuju mehaničku stabilnost, adheziju za površine i međusobno povezivanje 

ćelija. Pored toga, zadržavaju vodu čime stvaraju povoljno mikrookruženje za međubakterijsku 

komunikaciju i difuziju hranljivih materija. Međutim, njihovo proučavanje je složeno, jer su 

polisaharidi izuzetno raznovrsni po sastavu, tipu glikozidnih veza, stepenu grananja i prisustvu 

različitih hemijskih supstituenata i naelektrisanja.  

1.5.1 Struktura i uloga egzopolisaharida  

Različite bakterijske vrste proizvode različite polisaharide, a čak i jedan isti soj može 

sintetisati više polisaharida u zavisnosti od faze razvoja biofilma i uslova sredine. Dodatno, 

polisaharidi matriksa mogu biti naknadno modifikovani nakon eksporta, što dodatno utiče na 

njihovu funkciju i stabilnost biofilma (Flemming et al., 2023). Polisaharidi imaju ključnu ulogu u 

adheziji, formiranju mikrokolonija, strukturi i arhitekturi biofilmova. Njihov sastav značajno 

doprinosi kolektivnim osobinama biofilma, uključujući zaštitu od nepovoljnih uslova okoline i 

imunskog odgovora domaćina (Limoli et al., 2015). Iako sastav matriksa biofilma pokazuje veliku 

varijabilnost među vrstama i sojevima, u nastavku su opisani egzopolisaharidi koji su do sada 

najtemeljnije okarakterisani i za koje postoji najviše eksperimentalnih dokaza o njihovoj ulozi u 

formiranju patogenih bakterijskih biofilmova (Slika 3). 
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Bakterije P. aeruginosa proizvode tri hemijski različita egzopolisaharida koji čine glavne 

polisaharidne komponente njihovih biofilmova: alginat, Pel i Psl. Svaki od ovih polisaharida ima 

jedinstvenu hemijsku strukturu i funkcionalnu ulogu u formiranju, stabilnosti i otpornosti biofilma 

(Gheorghita et al., 2023).  

Alginat je anjonski, acetilovani polimer koji se sastoji od neponavljajućih monomera L-

guluronske i D-manuronske kiseline povezanih β-1,4 glikozidnim vezama, koji se naročito 

prekomerno proizvodi u mukoidnim sojevima izolovanim iz pluća pacijenata sa CF i doprinosi 

hidriranosti biofilma, njegovoj arhitekturi i toleranciji na imunski odgovor i antibiotike (Mann & 

Wozniak, 2012).  

Psl je neutralni polisaharid koji se sastoji od ponavljajućih pentasaharidnih jedinica D-

manoze, D-glukoze i L-ramnoze, u odnosu 3:1:1. Učestvuje u adheziji na površine, međusobnom 

vezivanju ćelija i ranim fazama formiranja biofilma. Značajno doprinosi otpornosti biofilma na 

antibiotike i učestvuje u interakcijama sa drugim komponentama matriksa kao što su eDNK i 

proteinski adhezini (Mann & Wozniak, 2012). 

Pel je katjonski polisaharid čija je slobodna forma uglavnom sastavljena od ponavljajućih 

jedinica α-1,4-galaktozamina i N-acetilgalaktozamina, a ključan je za međućelijske interakcije, 

agregaciju i formiranje struktura biofilma, često interagujući sa eDNK radi povećanja mehaničke 

kohezije matriksa (Le Mauff et al., 2022).  

Slika 3. Shematski prikaz strukture bakterijskih egzopolisaharida. 
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U biofilmovima E. coli identifikovana su tri glavna egzopolisaharida: poli-β-1,6-N-acetil-D-

glukozamin (PNAG), celuloza i kolanska kiselina, za koje je pokazano da imaju ključnu ulogu u 

formiranju i stabilnosti biofilma (Beloin et al., 2008).  

PNAG je katjonski polisaharid sastavljen od β-1,6-povezanih jedinica N-acetilglukozamina, 

pri čemu je deo acetil grupa uklonjen, što rezultuje pozitivnim neto naelektrisanjem. Predstavlja 

važan adhezivni element koji učestvuje u međusobnom povezivanju ćelija i vezivanju za površine. 

PNAG je karakterističan i za biofilmove S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Actinobacillus pleuropneumoniae i A. baumannii (Beloin et al., 2008; 

Choi et al., 2009) 

Celuloza, linearni neutralni homopolisaharid građen od β-1,4-povezanih D-glukopiranoznih 

jedinica, predstavlja važnu strukturnu komponentu biofilma i povezana je sa formiranjem rigidnih 

struktura biofilma, naročito na granici vazduh-tečnost. Proizvodnja celuloze je široko rasprostranjen 

fenomen u familiji Enterobacteriaceae, uključujući Salmonella enterica, K. pneumoniae, 

Citrobacter spp. i Enterobacter spp (Beckman et al., 2024; Beloin et al., 2008). 

Kolanska kiselina je anjonski heteropolisaharid sastavljen od glukoze, galaktoze, fukoze i 

glukuronske kiseline i može formirati kapsulu ili biti oslobođena u ekstracelularni prostor 

(Tsvetikova & Koshel, 2024). Iako kolanska kiselina može inhibirati početnu adheziju bakterija, 

njena sinteza je pojačana u zrelim biofilmovima, gde doprinosi razvoju trodimenzionalne 

arhitekture i zaštiti ćelija od stresa (Beloin et al., 2008). Kolanska kiselina ulazi i u sastav 

biofilmova S. enterica (Sande & Whitfield, 2021). 

Pored ovih slobodnih egzopolisaharida, ulogu u održavanju strukture biofilma imaju i brojni 

kapsularni polisaharidi i lipopolisaharidi koji pokazuju izraženu strukturnu raznovrsnost i mogu 

značajno varirati između različitih izolata, čak i unutar iste bakterijske vrste (Beloin et al., 2008; 

Mann & Wozniak, 2012; Sande & Whitfield, 2021). 

1.6 Strategije za inhibiciju formiranja biofilmova i razgradnju prethodno formiranih 

biofilmova 

Strategije za inhibiciju formiranja biofilmova i razgradnju prethodno formiranih biofilmova 

zasnovane su na primeni hemijskih agenasa i fizičkih metoda sa različitim načinima delovanja: 

1) Baktericidni agensi: Ovi agensi sprečavaju formiranje biofilma inhibicijom rasta ili 

ubijanjem bakterija. Uobičajeni baktericidni inhibitori formiranja biofilma uključuju male molekule 

i strukturne analoge kliničkih antibiotika (Blasco et al., 2024; Kokot et al., 2023), metalne 

komplekse (Glišić et al., 2016; Rinehart et al., 2023; Savić et al., 2016; Sovari et al., 2021), 

nanočestice (A. Gupta et al., 2018), biljne ekstrakte i eterična ulja (Gómez-Sequeda et al., 2020; 

Sánchez et al., 2016; Zizovic et al., 2018), antimikrobne peptide (Klubthawee et al., 2023), 

bakteriofage (Vukotic et al., 2020) i probiotike koji proizvode antimikrobne metabolite (Al-Shamiri 

et al., 2023; J.-E. Lee et al., 2021). Dok su efikasni u ranim fazama infekcije, dugotrajna upotreba 

baktericidnih agenasa može dovesti do razvoja rezistencije, što kompromituje efikasnost terapije. 

Pored ovih farmakoloških agenasa, u ovu grupu spadaju i baktericidna sredstva koja se široko 

koriste u postupcima čišćenja i dezinfekcije u medicinskim, prehrambenim i industrijskim 

sistemima, kao što su hlor, vodonik-peroksid, jod, izotiazolinoni, kiseline, biocidi na bazi aldehida, 

fenoli, bigvanidi, surfaktanti, halogeni i kvartenerna amonijumova jedinjenja (Nahar et al., 2018). 

2) Antivirulentni agensi: Za razliku od baktericidnih agenasa, ovi agensi ciljano deluju na 

virulentne osobine patogena, uključujući formiranje biofilma, bez ometanja rasta bakterija. Ovo čini 

antivirulentne strategije posebno korisnim, jer nose manji rizik od razvoja rezistencije na tretman. 

Efikasna prevencija formiranja biofilma antivirulentnim agensima može se postići ciljanjem 

različitih faza procesa formiranja biofilma. 
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Prekid adhezije bakterija na površine može se postići upotrebom biosurfaktanata (Aleksic et 

al., 2017; Amirinejad et al., 2022; Sambanthamoorthy et al., 2014) kao što su glikolipidi, 

ramnolipidi, lipopeptidi, polisaharid-protein kompleksi, fosfolipidi ili masne kiseline, antitela koja 

ciljaju adhezinske proteine poput pilusa ili fimbrija (de Freitas et al., 2021; D. Sun et al., 2005), ili 

helatori koji mogu ukloniti katjone (Fe, Ca²⁺ i Mg²⁺) uključene u mikrobnu adheziju i formiranje 

biofilma (Abraham et al., 2012; O’May et al., 2009). 

QS se može ometati na više nivoa signalnih puteva. Pristupi uključuju inhibiciju sinteze AI 

pomoću malih molekula koji ciljaju sintaze (Chang et al., 2014), upotrebu enzima koji hidrolizuju 

AI smanjujući njihovu koncentraciju (Djokic et al., 2022; Koch et al., 2014; Malešević et al., 2020; 

Pustelny et al., 2009) i blokiranje interakcije AI sa receptorima kompetitivnom inhibicijom pomoću 

prirodnih, sintetičkih ili polusintetičkih molekula sličnih prirodnim AI (Aleksic et al., 2017, 2018, 

2019; Pekmezovic et al., 2016).  

Signalizacija posredovana c-di-GMP molekulom se može modulirati malim molekulskim 

inhibitorima sinteze c-di-GMP molekula (Andersen et al., 2021; Chua et al., 2015) ili direktnim 

smanjenjem nivoa c-di-GMP molekula pomoću peptida koji ga vezuju (Hee et al., 2020). 

Inhibicija maturacije biofilma može se postići blokiranjem biosintetskih puteva 

ekstracelularnih polimernih supstanci malim molekulima (Razvi et al., 2023) ili hidrolizom 

komponenti ekstracelularnih polimernih supstanci pomoću specifičnih enzima (Atanaskovic & 

Senerovic, 2024; Baker et al., 2016; Banar et al., 2016; Lim et al., 2019).  

3) Fizičke metode: Hirurško uklanjanje biofilma podrazumeva mehaničko odstranjivanje 

inficiranog tkiva, nekrotičnih delova ili uklanjanje/zamenu kontaminiranih medicinskih implantata 

kako bi se redukovalo prisustvo bakterija i omogućilo efikasnije delovanje antimikrobne terapije 

(Wilkins et al., 2014). Ovaj pristup se primenjuje kada konzervativno lečenje, uključujući primenu 

antibiotika i antiseptika, nije dovoljno efikasno, naročito zbog visoke tolerancije bakterija unutar 

biofilma. Hirurška intervencija je često neophodna kod hroničnih rana, dubokih infekcija mekih 

tkiva, infekcija povezanih sa implantatima ili protezama, kao i u slučajevima prisustva nekrotičnog 

tkiva koje sprečava zarastanje rane i predstavlja rezervoar patogena. 

Ostale fizičke metode za prevenciju ili uklanjanje bakterijskih biofilmova obuhvataju 

mehaničke, termičke i energetski zasnovane tehnike koje narušavaju integritet matriksa, adheziju ili 

vijabilnost ćelija bez primene hemijskih ili bioloških agenasa (Otto et al., 2011). Mehanička 

razgradnja uključuje pranje pod visokim pritiskom, ribanje, četkanje, što fizički uklanja biofilmove 

sa površina kao što su cevi ili zubi (Barry & Kanematsu, 2015; Sahni et al., 2016). Termički pristupi 

podrazumevaju primenu povišenih temperatura, koje dovode do denaturacije proteina 

ekstracelularnog polimernog matriksa i ubijanja ćelija (O’Toole et al., 2015). Metode zasnovane na 

primeni energije najčešće koriste zračenje (Jahid et al., 2014; Jung et al., 2018), ultrazvuk i zvučne 

talase za eroziju biofilma (Hazan et al., 2006; H. Yu et al., 2020). Postoje i napredniji pristupi, 

poput primene nanomehurića, koji formiraju hidrofobni sloj na površini koji sprečava adheziju 

bakterija i formiraju reaktivne kiseonične vrste koje ubijaju bakterije. Hladna plazma proizvodi 

reaktivne kiseonične i azotne vrste, UV zračenje i naelektrisane čestice koje prodiru u matriks i 

razgrađuju i matriks i ćelijske membrane. Naizmenična elektromagnetna polja mehanički erodiraju 

biofilmove, dok električne struje mogu indukovati elektroporaciju ćelijskih membrana i dodatno 

doprineti destabilizaciji biofilma (Gilmore et al., 2018; Gu et al., 2020; H. Wang & Ren, 2017). 

1.6.1 Strategije zasnovane na enzimima  

Strategije zasnovane na enzimima predstavljaju jedan od perspektivnijih pristupa u borbi 

protiv biofilmova, jer omogućavaju ciljano delovanje na specifične komponente matriksa biofilma 

ili na signalne molekule uključene u regulaciju formiranja biofilma. U tu svrhu proučavani su 

različiti tipovi enzima, uključujući enzime koji ometaju međućelijsku komunikaciju bakterija (engl. 

quorum quenching, QQ) kao i  enzime koji razgrađuju egzopolisaharide matriksa, proteolitičke i 
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lipolitičke enzime, oksidativne enzime, kao i deoksiribonukleaze (DNKaze) (Al-Madboly et al., 

2024; Nahar et al., 2018). Za razliku od konvencionalnih antibiotika, koji uglavnom deluju direktno 

na rast i preživljavanje bakterijskih ćelija, enzimi prvenstveno narušavaju strukturu i funkcionalnost 

biofilma. Na taj način dolazi do razgradnje ekstracelularnog matriksa, smanjenja adhezije bakterija 

za površine ili ometanja bakterijske komunikacije, čime se biofilm destabilizuje i postaje podložniji 

delovanju drugih antimikrobnih agenasa. Zbog ovakvog mehanizma delovanja, primena enzima je 

povezana sa manjim selektivnim pritiskom na bakterije i samim tim manjim rizikom od razvoja 

rezistencije u poređenju sa klasičnim antibioticima (Al-Madboly et al., 2024). 

Međutim, pošto većina enzima nema izražen baktericidni efekat, njihova primena kao 

samostalne terapije često nije dovoljna za potpunu eliminaciju bakterija. Iz tog razloga, enzimi se 

najčešće koriste u kombinaciji sa antibioticima ili drugim antimikrobnim agensima (Borges et al., 

2020).  

Tretmani zasnovani na enzimima se suočavaju sa izazovima koji mogu ograničiti njihovu 

širu primenu u kliničkoj i industrijskoj praksi. Jedan od glavnih problema predstavlja nestabilnost 

enzima pod određenim uslovima sredine, kao što su promene temperature, pH vrednosti ili 

prisustvo proteolitičkih enzima, što može dovesti do smanjenja njihove aktivnosti i efikasnosti 

(Rigoldi et al., 2018). Pored toga, proizvodnja i prečišćavanje enzima često zahtevaju složene 

biotehnološke procese, zbog čega su troškovi njihove proizvodnje relativno visoki (R. D. G. 

Ferreira et al., 2018). Takođe, postoji rizik od imunskih reakcija organizma na primenjene enzime. 

Imunski sistem može prepoznati enzime kao strane molekule i pokrenuti imunski odgovor, što 

dovodi do smanjenja terapijske efikasnosti usled neutralizacije enzima, ali i do pojave neželjenih 

reakcija, poput lokalne inflamacije ili alergijskih reakcija (de la Fuente et al., 2021). Zbog toga je 

prilikom razvoja enzimskih terapija neophodno pažljivo proceniti njihovu biokompatibilnost, 

stabilnost i bezbednost primene. 

Jedini enzim koji ima sposobnost razgradnje biofilmova, a koji se već primenjuje u lečenju 

je rekombinantna humana DNKaza poznata kao Dornaza alfa. Primenjuje se u lečenju pacijenata sa 

CF i uglavnom se koristi za smanjenje viskoznosti sluzi u disajnim putevima i poboljšanje funkcije 

pluća. Ovaj enzim razgrađuje DNK koja se oslobađa iz neutrofila (Shak, 1995), ali i onu koja ulazi 

u sastav matriksa bakterijskog biofilma (Z. Wang et al., 2024). Iako su kliničke studije do 2006. 

godine pokazale da dosledna upotreba DNKaze može značajno smanjiti učestalost plućnih 

egzacerbacija, usporiti pogoršanje funkcije pluća i sprečiti bakterijske infekcije (Frederiksen et al., 

2006), do danas nije korišćen nijedan drugi enzim sa uporedivim svojstvima. 

Sa druge strane, enzimi se široko primenjuju u čišćenju medicinskih instrumenata zbog 

svoje sposobnosti da efikasno razgrađuju organske nečistoće koje ostaju nakon kliničke upotrebe, 

poput krvi, proteina, lipida i polisaharida, što poboljšava uklanjanje ostataka čak i sa teško 

dostupnih površina i složenih instrumenata (Cortés et al., 2017). Preparati zasnovani na enzimima, 

kao što su Lysonox Enzy4Clean, Lysonox Instruments DR, Gigazyme® Enzymatic Cleaner, 

CIDEZYME™, MEDAZYM, NOSOZYM i Instruton E, koriste proteaze, lipaze i amilaze kako bi 

ciljano razložili proteine, masnoće i skrob, omogućavajući temeljno čišćenje pri nižim 

temperaturama i neutralnom pH, uz smanjen rizik od oštećenja instrumenata ili fiksiranja organskih 

ostataka. Enzimski tretmani su posebno pogodni za fazu pred-čišćenja, jer putem uklanjanja 

matriksa biofilma i organskih depozita omogućavaju da kasniji koraci dezinfekcije i sterilizacije 

budu efikasniji, značajno doprinoseći kontroli i prevenciji bolničkih infekcija (Cortés et al., 2017). 

Zbog svoje sposobnosti da efikasno razgrađuju organske nečistoće i komponente 

biofilmova, kao što su proteini, lipidi i polisaharidi, enzimi se sve češće primenjuju i u čišćenju i 

održavanju higijene u prehrambenoj industriji (Siddikey et al., 2025). Enzimski preparati koji 

sadrže kombinacije proteaza, lipaza i amilaza, omogućavaju uklanjanje tvrdokornih naslaga sa 

površina i iz CIP (eng. Clean In Place) sistema pri nižim temperaturama i uz manju upotrebu 

agresivnih hemikalija. U tu svrhu koriste se proizvodi kao što su MIDA ENZY 1004, MIDA ENZY 
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1005 i MIDA ENZY 1006, namenjeni čišćenju otvorenih površina i CIP sistema u prehrambenim 

pogonima (Blasi et al., 2025). Upotrebom ovakvih proizvoda postiže se efikasnije uklanjanje 

biofilmova, smanjuje rizik od perzistentne kontaminacije i poboljšava bezbednost hrane, uz 

istovremeno manji negativni uticaj na opremu i životnu sredinu. 

1.6.1.1 Glikozid-hidrolaze u razgradnji egzopolisaharida iz bakterijskih biofilmova 

Potpuna enzimska razgradnja polisaharida uključuje različite enzime, među kojima glikozid-

hidrolaze imaju ključnu ulogu, jer katalizuju raskidanje glikozidnih veza u polisaharidima i 

oligosaharidima, oslobađajući kraće, metabolički iskoristive proizvode (Berlemont & Martiny, 

2016). Glikozid-hidrolaze se klasifikuju u različite familije na osnovu strukturnih karakteristika, pri 

čemu mnoge pokazuju visoku specifičnost prema određenim supstratima, dok pojedine imaju širu 

supstratnu specifičnost.  

S obzirom na to da ciljano deluju na polisaharidne komponente ekstracelularnog polimernog 

matriksa, koje imaju centralnu ulogu u obezbeđivanju strukturnog integriteta, mehaničke stabilnosti 

i zaštitne funkcije biofilma, glikozid-hidrolaze predstavljaju perspektivnu strategiju zasnovanu na 

enzimima u borbi protiv patogenih biofilmova. Razgradnjom glikozidnih veza unutar ovih 

polisaharida, glikozid-hidrolaze dovode do destabilizacije matriksa, povećanja njegove poroznosti i 

narušavanja kohezije biofilma, čime se značajno olakšava prodor antibiotika, dezinfekcionih 

sredstava i efektorskih molekula imunskog sistema (S. Wang et al., 2023). 

Poseban značaj ima kombinovana primena glikozid-hidrolaza sa antibioticima ili hemijskim 

dezinfekcionim sredstvima, pri čemu je u brojnim studijama opisan izražen sinergistički efekat 

(Donelli et al., 2007; Fleming et al., 2016; Kaplan et al., 2025). Ovakav pristup omogućava 

smanjenje efektivnih doza antimikrobnih agenasa, skraćenje trajanja terapije i potencijalno 

smanjenje neželjenih efekata, ali i umanjenje selektivnog pritiska koji doprinosi razvoju i širenju 

antimikrobne rezistencije. Zbog svoje specifičnosti, biorazgradivosti i relativno niskog rizika od 

indukovanja rezistencije, glikozid-hidrolaze se sve češće razmatraju kao inovativna biološka 

sredstva za prevenciju i kontrolu biofilmova u različitim medicinskim, prehrambenim i 

industrijskim sistemima (S. Wang et al., 2023). 

U tom kontekstu, brojne komercijalno dostupne glikozid-hidrolaze ispitivane su kao 

potencijalni antibiofilm agensi, uključujući celulaze, α-amilaze, alginat-lijaze, pektinaze, 

amiloglukozidaze, inulinaze i ksilanaze, koje se odlikuju širokom supstratnom specifičnošću i 

sposobnošću degradacije različitih polisaharidnih komponenti matriksa (Redman et al., 2021). Iako 

ovi enzimi često deluju nespecifično, njihova primena dovodi do značajnog narušavanja strukture 

biofilma. Pored toga, identifikovane su i geni za specifične glikozid-hidrolaze koje predstavljaju 

sastavne delove operona uključenih u biosintezu egzopolisaharida kod pojedinih patogenih 

bakterija, a čija je antibiofilm aktivnost detaljno proučavana. Među najznačajnijim primerima 

ovakvih enzima su Disperzin B, PslG i PelA, koji učestvuju u kontrolisanom remodelovanju 

matriksa bakterijskih biofilmova. Kada se primene egzogeno, u dozama višim od fizioloških, oni 

ciljano razgrađuju ključne strukturne polisaharide biofilmova i time direktno doprinose njegovoj 

dezintegraciji (Baker et al., 2015; Dobrynina et al., 2015; Szymańska et al., 2020). 

Iako se već više od deset godina proučavaju enzimi sa sposobnošću razgradnje odnosno 

uklanjanja biofilmova, do danas samo Dornaza alfa ima kliničku primenu. Razlog tome nije samo 

smanjena efikasnost enzima u in vivo model sistemima u poređenju sa in vitro esejima koji se 

uobičajeno koriste u laboratorijskim uslovima, već u česte probleme spadaju i niska stabilnost ovih 

enzima i široka specifičnost što za posledicu neretko ima pojavu toksičnosti. Sa druge strane, 

previše uska specifičnost takođe predstavlja izazov, jer takvi enzimi deluju samo na ograničen broj 

bakterijskih vrsta, čime se značajno sužava mogućnost njihove šire primene, naročito u prevenciji i 

tretmanima biofilmova čiji bakterijski sastav nije poznat. Iz ovih razloga i dalje postoji potreba za 

identifikacijom novih glikozid-hidrolaza koje bi istovremeno imale dovoljno selektivnu aktivnost da 
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ne ispoljavaju toksičnost prema humanim ćelijama niti baktericidno dejstvo, ali i dovoljno širok 

spektar delovanja da obuhvate različite patogene vrste, čime bi bile pogodne za primenu u 

prevenciji i tretmanu biofilmova nepoznatog ili mešovitog bakterijskog sastava. 

1.7 Mikrobiota škrga deverike (Abramis brama) kao izvor novih glikozid-hidrolaza 

Mikrobiota škrga ima važnu ulogu u imunskom sistemu riba i ispoljava izražena 

antimikrobna svojstva, te predstavlja prvu liniju odbrane od patogena (Ortiz et al., 2023). Zbog 

stalne izloženosti spoljašnjoj sredini, promenama fizičko-hemijskih uslova i prisustvu potencijalno 

patogenih mikroorganizama, bakterije koje naseljavaju škrge izložene su specifičnim selektivnim 

pritiscima (Merrifield & Rodiles, 2015). Škrge deverike predstavljaju posebno interesantnu 

ekološku nišu za potragu za novim glikozid-hidrolazama. Deverika je bentivorna slatkovodna vrsta 

koja najveći deo vremena provodi u priobalnim i sporotekućim zonama dna, bogatim sedimentom i 

organskom materijom. Tokom ishrane i ventilacije, velika količina vode i suspendovanih čestica 

prolazi preko škrga, izlažući ih mikroorganizmima i organskim supstratima poreklom iz sedimenta 

(Hoogenboezem & Boogaart, 1993). Mikrobiota škrga često odražava diverzitet spoljašnje sredine i 

pokazuje sličnosti sa mikrobnim zajednicama prisutnim u okolnoj vodi i sedimentu. Sediment dna, 

posebno u eutrofnim slatkovodnim ekosistemima koje deverika nastanjuje je bogat algama i 

detritusom koji predstavljaju značajan rezervoar strukturno raznovrsnih polisaharida (Merrifield & 

Rodiles, 2015). Algalni polisaharidi, kao i drugi ugljeno-hidratni polimeri prisutni u sedimentu, 

mogu predstavljati izvor ugljenika i energije za pridružene mikroorganizme, favorizujući selekciju 

bakterija sposobnih za sintezu glikozid-hidrolaza.  

Dodatni faktor koji podržava hipotezu da je mikrobiota škrga riba dobar izvor glikozid-

hidrolaza je prisustvo mukusa na površini škrga. Mukus škrga predstavlja hidrogelnu zaštitnu 

barijeru čiju dominantnu komponentu čine mucini, visoko glikozilovani proteini bogati različitim 

ugljeno-hidratnim strukturama (Reverter et al., 2018). Ovakvo glikanima bogato okruženje 

predstavlja potencijalni nutritivni supstrat i selektivni pritisak za mikroorganizme sposobne da 

sintetišu enzime za razgradnju ili modifikaciju glikanskih i polisaharidnih komponenti. Iako se 

mukus škrga strukturno razlikuje od ekstracelularnog matriksa bakterijskih biofilmova, oba sistema 

karakteriše prisustvo kompleksnih ugljeno-hidratnih mreža, zbog čega mikrobiota škrga može 

predstavljati perspektivan izvor novih glikozid-hidrolaza sa potencijalom za degradaciju 

egzopolisaharidnih komponenti matriksa bakterijskih biofilmova. 

Glikozid-hidrolaze poreklom iz ovakvog ekološkog okruženja potencijalno poseduju visok 

afinitet prema polisaharidnim komponentama ekstracelularnog matriksa biofilma, kao i povećanu 

stabilnost i aktivnost u uslovima promenljive temperature, saliniteta i pH vrednosti. Zbog svega 

navedenog, mikrobiota škrga ribe predstavlja obećavajući i do sada nedovoljno istražen rezervoar 

novih glikozid-hidrolaza sa potencijalnom primenom u kontroli i suzbijanju infekcija uzrokovanih 

biofilmovima. 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Glavni cilj ovog istraživanja je da se identifikuju nove glikozid-hidrolaze specifične za 

polisaharide iz matriksa biofilmova odabranih medicinski značajnih patogenih bakterija. 

Specifični ciljevi istraživanja: 

1. Evaluacija glikozid-hidrolazne aktivnosti kolekcije bakterijskih izolata izolovanih iz škrga 

deverike, 

2. Identifikacija, rekombinantna ekspresija i biohemijska karakterizacija novih glikozid-

hidrolaza koje imaju potencijal da razgrade matriks biofilmova različitih patogenih bakterija, 

3. Uspostavljanje modela biofilmova koji simuliraju uslove u prehrambenoj industriji ili 

medicinskom okruženju koristeći patogene bakterije okarakterisanog egzopolisaharidnog sastava, 

njihove kliničke izolate ili generisane delecione mutante za pojedinačne egzopolisaharide,  

4. Ispitivanje antibiofilm aktivnosti glikozid-hidrolaza u monotretmanu i u kombinaciji sa 

antibioticima ili dezinfekcionim sredstvima na odgovarajućim modelima biofilmova, 

5. Ispitivanje bezbednosnog profila odabranih enzima određivanjem njihovog potencijalnog 

baktericidnog dejstva na ispitivane patogene bakterije, citotoksičnosti na kulturi humanih 

fibroblasta i uticaja na vijabilnost model-organizma Caenorhabditis elegans. 

  



15 
 

 

3. NAUČNI RADOVI PROIZAŠLI IZ DOKTORSKE DISERTACIJE 
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3.1 Inhibition of Salmonella Enteritidis adhesion and biofilm formation by β-glucosidase B 

from Microbacterium sp. BG28 
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3.2 Novel polygalacturonase PG-BG31 prevents biofilm formation and increases antibiotic 

efficacy against catheter-associated Escherichia coli  
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3.3 A novel β-1,2-mannosidase GH130-BG31 from glycoside hydrolase family 130 targets 

healthcare-associated bacterial biofilms and potentiates antibiotic activity 
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4. DISKUSIJA 

4.1 Bakterijska kolekcija izolovana iz škrga ribe kao izvor novih glikozid-hidrolaza 

Laboratorijska kolekcija, koju čini 75 bakterijskih izolata izolovanih sa škrga deverike 

(Abramis brama) (BG kolekcija), je testirana na glikozid-hidrolaznu aktivnost. Korišćene su 

minimalne hranljive podloge koje kao glavni izvor ugljenika imaju celulozu, ksilozu, skrob ili 

alginat i na osnovu veličine hidrolitičkih zona i fenotipske i filogenetske raznovrsnosti bakterijskih 

izolata izabrana su četiri kandidata čiji su genomi zatim sekvencirani. Ovi bakterijski sojevi su 

identifikovani kao Aeromonas sp. BG2, Rhodococcus sp. BG20, Microbacterium sp. BG28 (odeljak 

3.1) i Pedobacter sp. BG31 (odeljak 3.2; odeljak 3.3).  

Gram-negativne bakterije iz roda Aeromonas naseljavaju prirodne vodene sredine, 

uključujući reke i jezera, ali se često izoluju i iz sistema za distribuciju pijaće vode. Neke vrste su 

identifikovane kao oportunistički patogeni koji izazivaju infekcije kod ljudi, riba i drugih životinja, 

prvenstveno putem faktora virulencije kao što su aerolizinski toksini, lipopolisaharidi, 

ekstracelularni enzimi i sistemi sekrecije tipa III (Janda & Abbott, 2010). Vrste ovog roda pokazale 

su hidrolitičku aktivnost na različitim polisaharidima, uključujući alginat, celulozu, hitin, pektin i 

skrob (Hsu et al., 1985). 

Rod Rhodococcus obuhvata Gram-pozitivne bakterije koje se odlikuju značajnom 

efikasnošću u procesima bioremedijacije i biokonverzije teško razgradivih polutanata. Ovaj 

potencijal primarno proističe iz njihove sposobnosti adaptacije na nepovoljne ekološke uslove i 

visoke tolerancije na toksična jedinjenja (Nazari et al., 2022). Vrste ovog roda pokazuju i izraženu 

QQ aktivnost pa se mogu koristiti i u biokontroli (Bourigault et al., 2021). Neke vrste mogu biti i 

oportunistički patogeni (Weinstock & Brown, 2002). Genomska analiza vrsta iz roda Rhodococcus 

je pokazala da imaju potencijal za razgradnju najzastupljenijih polisaharida kao što su celuloza, 

pektin, skrob i glikogen (Ghimire et al., 2021). 

Vrste roda Microbacterium nalaze se u raznovrsnim okruženjima, uključujući biljke, tlo, 

hranu, morske i slatkovodne ekosisteme. To su Gram-pozitivne bakterije i neke vrste su 

ekstremofili otporni na sušu i zračenje. Uglavnom se smatraju nepatogenim za ljude, ali mogu 

izazvati infekcije kod imunokompromitovanih osoba, često sa visokom stopom smrtnosti (Hill et 

al., 2025). U genomima vrsta roda Microbacterium pronađeni su geni za celulaze, hemicelulaze, 

amilaze, pektinaze, hitinaze i druge endoglukozidaze i egzoglukozidaze (S. Gupta et al., 2022). 

Vrste roda Pedobacter su Gram-negativne i pretežno su izolovane iz zemljišta, ali su takođe 

identifikovane i u vodi (uključujući i pijaću vodu), rashlađenim prehrambenim proizvodima, 

ribama, kompostu, mulju, glečerima, kao i u drugim ekstremnim sredinama. Patogeni sojevi u 

okviru ovog roda do sada nisu identifikovani (Viana et al., 2018). Vrste ovog roda poslužile su kao 

izvor brojnih glikozid-hidrolaza, uključujući galaktozidaze, ksilanaze, hitozanaze, karagenaze i 

celulaze (Miyazaki et al., 2015; Ravindran & Yang, 2016; Sharma et al., 2018; Song et al., 2019; B. 

Zhu et al., 2018). 

U cilju identifikacije enzima sa potencijalom za razgradnju bakterijskih egzopolisaharida 

prisutnih u medicinski relevantnim biofilmovima (alginat, Pel, Psl, celuloza, PNAG i kolanska 

kiselina), sprovedena je detaljna bioinformatička analiza 173 gena koji kodiraju glikozid-hidrolaze 

u anotiranim genomima ispitivanih bakterijskih izolata. Selekcija kandidata za heterolognu 

ekspresiju zasnivala se na nekoliko kriterijuma, uključujući predviđenu supstratnu specifičnost 

enzima, prisustvo katalitičkih domena karakterističnih za razgradnju polisaharida sličnih ciljnim 

egzopolisaharidima, kao i prisustvo signalnih peptida i modularnih domena koji ukazuju na 

potencijalnu ekstracelularnu aktivnost. Na osnovu ovih kriterijuma, odabrano je 17 enzima koji 

pripadaju različitim funkcionalnim klasama: celulaze i β-glukozidaze, koje ciljaju glukozne ostatke 

prisutne u celulozi, Psl-u i kolanskoj kiselini; hitinaze, β-N-acetilheksozaminidaze i endo-α-1,4-

poligalaktozaminidaze, koje ciljaju amino-šećere prisutne u Pel-u i PNAG-u; β-manozidaze, koje 
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ciljaju manozne ostatke u Psl-u; ramnogalakturonil hidrolaze i poligalakturonaze, odabrane zbog 

sposobnosti da ciljaju polisaharide bogate uronskim kiselinama, poput alginata i kolanske kiseline; 

te α-amilaze i β-ksilanaze, koje su uključene na osnovu dokumentovane uspešnosti ovih klasa u 

tretmanima biofilma, iako nemaju očigledno specifičnu metu u okviru odabranih egzopolisaharida 

(Craigen et al., 2011; J.-H. Lee et al., 2018; Mustafa et al., 2025; Redman et al., 2021). 

Od 17 kloniranih gena samo četiri je eksprimirano u E. coli sistemu za heterolognu 

ekspresiju u solubilnoj formi. Sve četiri glikozid-hidrolaze su uspešno prečišćene, a tri od njih su 

pokazale antibiofilm aktivnost. Ova tri enzima su opisana u tri naučna rada iz ove disertacije i to su 

β-glukozidaza BglB-BG28 (odeljak 3.1), poligalakturonaza PG-BG31 (odeljak 3.2) i β-1,2-

manozidaza GH130-BG31 (odeljak 3.3).  

Bakterijski ekspresioni sistemi se često koriste u istraživanjima zbog sposobnosti brzog rasta 

bakterija na jeftinim supstratima, dobro okarakterisanih genoma i dostupnosti velikog broja 

klonirajućih vektora i mutantnih sojeva. Zbog detaljno proučenog genoma i širokog spektra 

razvijenih alata za genetičku manipulaciju E. coli se i dalje najčešće koristi za proizvodnju 

rekombinantnih proteina. Međutim, ekspresija u ovom organizmu nije podjednako efikasna za sve 

gene, pri čemu je proizvodnja intracelularnih enzima znatno uspešnija u poređenju sa sekretovanim 

(L. Liu et al., 2013). Ovo se može uočiti i u našim rezultatima gde je prinos intracelularne BglB-

BG28 (odeljak 3.1 str. 20) bio 20 puta veći od prinosa PG-BG31 (odeljak 3.2 str. 33) i 50 puta veći 

od prinosa GH130-BG31 (odeljak 3.3 str. 45) koje su ekstracelularni enzimi. Ekspresioni sistemi 

zasnovani na rodu Bacillus mogu se razmatrati u budućim eksperimentima kao dodatni pristup za 

ekspresiju onih enzima kod kojih u E. coli nije postignut optimalan prinos jer Bacillus ima visok 

sekretorni kapacitet i može eksportovati eksprimirane proteine direktno u medijum (L. Liu et al., 

2013). 

Osim podataka iz anotacije genoma, korišćen je i skup komplementarnih bioinformatičkih 

alata za funkcionalnu karakterizaciju i predikciju specifične aktivnosti glikozid-hidrolaza, 

uključujući analizu sekvence (NCBI BLAST, Clustal Omega, UniProt, InterProScan), predviđanje 

subcelularne lokalizacije i signalnih peptida (SignalP), strukturno modelovanje (SWISS-MODEL, 

AlphaFold2), kao i vizuelizaciju sekvenci i struktura (Jalview, Discovery Studio Visualizer). Alati 

zasnovani na poravnanju sekvenci, poput BLAST-a i anotacija u UniProt bazi, omogućavaju brzo i 

relativno pouzdano predviđanje funkcije enzima kada postoji visok stepen sličnosti sa 

eksperimentalno okarakterisanim proteinima (Altschul et al., 1990; The UniProt Consortium et al., 

2023). Međutim, pouzdanost ovih predikcija značajno opada kod udaljenih homologa, naročito u 

slučaju enzima kao što su glikozid-hidrolaze, kod kojih male promene u aminokiselinskoj sekvenci 

ili aktivnom mestu mogu dovesti do značajnih razlika u supstratnoj specifičnosti i katalitičkoj 

efikasnosti. InterProScan alat dodatno unapređuje funkcionalnu interpretaciju identifikacijom 

konzervisanih domena i motiva, ali i dalje ne može sa sigurnošću predvideti enzimsku aktivnost bez 

eksperimentalne potvrde (Zdobnov & Apweiler, 2001). Strukturni pristupi, uključujući homologno 

modelovanje (SWISS-MODEL) i predikcije bazirane na mašinskom učenju (AlphaFold2), pružaju 

dublji uvid u prostornu organizaciju enzima, potencijalna aktivna mesta i interakcije sa supstratima, 

što je posebno korisno u hipotezama o mehanizmu delovanja (Jumper et al., 2021; Waterhouse et 

al., 2018). Baze podataka i anotacije zasnovane samo na homologiji sekvenci nose rizik od 

propagacije pogrešnih ili previše opštih funkcionalnih opisa, dok su eksperimentalno potvrđeni 

podaci znatno pouzdaniji, ali često ograničeni u obimu. U ovom istraživanju su bioinformatički alati 

korišćeni kao snažan polazni okvir za selekciju enzima i racionalan dizajn eksperimenata (odeljak 

3.1 str. 20; odeljak 3.2 str. 32; odeljak 3.3 str. 45). S obzirom na veliku raznovrsnost glikozid-

hidrolaza i često nizak procenat identičnosti odnosno sličnosti sa eksperimentalno okarakterisanim 

enzimima, za identifikaciju novih glikozid-hidrolaza su kombinovane baze podataka zasnovane na 

analizi sličnosti sekvenci i baze eksperimentalno potvrđenih podataka, nakon čega je aktivnost 

glikozid-hidrolaza potvrđena eksperimentalnim analizama. 
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4.2 Biohemijska karakterizacija enzima BglB-BG28, PG-BG31 i GH130-BG31 

Biohemijska karakterizacija prečišćenih rekombinantnih enzima urađena je primenom 

specifičnih supstrata i metoda detekcije, odabranih u skladu sa njihovim pretpostavljenim 

mehanizmom delovanja i predviđenom specifičnošću. Aktivnost β-glukozidaze BglB-BG28 

ispitivana je korišćenjem hromogenog supstrata (odeljak 3.1 str. 20), što omogućava visoku 

osetljivost, dobru reproducibilnost i kvantitativnu analizu reakcije u realnom vremenu, čime je 

omogućeno pouzdano određivanje kinetičkih parametara enzima (odeljak 3.1 str. 20). Za praćenje 

razgradnje prirodnih supstrata detektovano je oslobađanje redukujućih šećera pomoću DNS 

reagensa (odeljak 3.1 str. 20, odeljak 3.2 str. 33, odeljak 3.3 str. 45). U poređenju sa p-nitrofenilnim 

supstratima, DNS metoda je manje precizna i podložnija interferencijama jer meri ukupnu količinu 

redukujućih šećera, bez razlikovanja pojedinačnih produkata hidrolize (Sengupta et al., 2000). Zbog 

toga je u ovom istraživanju korišćena prvenstveno za određivanje relativne enzimske aktivnosti. 

Ipak, njena značajna prednost leži u širokoj primenljivosti, jer omogućava detekciju različitih 

mono- i oligosaharida nezavisno od njihove strukture, što je čini posebno pogodnom za analizu 

aktivnosti enzima sa različitim i kompleksnim polisaharidnim supstratima, kao i za inicijalnu 

evaluaciju aktivnosti. Iz tog razloga, kao i zbog karakteristika polisaharidnih supstrata koji su 

heterogeni - promenljive dužine lanaca i stepena polimerizacije, za PG-BG31 i GH130-BG31 nisu 

određene kinetičke konstante. S obzirom da je kao supstrat za GH130-BG31 korišćen mananski 

ekstrakt iz Candida albicans koji nije komercijalni supstrat, prisustvo manoze kao produkta rekcije 

je potvrđena prvo pomoću tankoslojne hromatografije (TLC) (odeljak 3.3 str. 45), a potom i 

senzitivnijom metodom, anjonsko-izmenjivačkom hromatografijom visokih performansi sa 

pulsnom amperometrijskom detekcijom (HPAEC-PAD) (odeljak 3.3 str. 45). Izolacija 

egzopolisaharida direktno iz bakterijskih biofilmova predstavljala bi biološki relevantniji model 

ispitivanja aktivnosti antibiofilm enzima, ali je tehnički izuzetno zahtevna zbog niskih prinosa, 

heterogenosti sastava, prisustva proteina, eDNK i drugih komponenti matriksa, kao i velike 

varijabilnosti između uzoraka (Bales et al., 2013). Zbog toga je karakterizacija enzima sprovedena 

na komercijalno dostupnim ili standardizovanim supstratima, što omogućava bolju uporedivost 

rezultata i veću reproducibilnost. Poseban izazov predstavljala je karakterizacija β-1,2-manozidazne 

aktivnosti, budući da su komercijalni supstrati za ovaj tip enzima veoma ograničeni. Iz tog razloga, 

manan je izolovan iz C. albicans, čiji ćelijski zid sadrži visoke količine relativno homogenih 

mananskih polisaharida sa dobro definisanim vezama (Shibata et al., 2007) (odeljak 3.3 str. 45). 

Izolacija polisaharida iz kvasaca je znatno jednostavnija u poređenju sa bakterijskim biofilmovima, 

jer ćelijski zid C. albicans sadrži dominantne polisaharidne komponente, a sam proces ne zahteva 

razbijanje kompleksnog matriksa biofilma (Cuskin et al., 2015). 

Glikozid-hidrolaze mogu delovati kao endo-enzimi, raskidanjem veza unutar polisaharidnog 

lanca ili kao egzo-enzimi postepenim oslobađanjem monosaharida ili kratkih oligosaharida sa 

krajeva polisaharidnih lanaca (Morais et al., 2023). U kontekstu razgradnje egzopolisaharida 

bakterijskih biofilmova, glikozid-hidrolaze endo- i egzo- tipa imaju komplementarne, ali 

funkcionalno različite uloge (Samaniego et al., 2024). Glikozid-hidrolaze endo- tipa se generalno 

smatraju efikasnijim za inicijalnu destabilizaciju matriksa biofilma, jer brzo smanjuju molekulsku 

masu i viskoznost egzopolisaharida, dovodeći do gubitka strukturnog integriteta biofilma. Nasuprot 

tome, glikozid-hidrolaze egzo- tipa deluju postepeno, te same po sebi obično imaju ograničen 

kapacitet da u kratkom vremenu dovedu do potpune razgradnje strukture biofilma. Ipak, egzo-

enzimi imaju značajnu ulogu u potpunijoj depolimerizaciji proizvoda razgradnje, naročito kada 

deluju sinergistički sa endo-hidrolazama (Samaniego et al., 2024). 

Sva tri enzima ispitana u ovoj disertaciji pripadaju grupi glikozid-hidrolaza egzo- tipa, što 

ukazuje da njihova primena u razgradnji egzopolisaharida nije optimalna kao samostalna strategija 

za uklanjanje biofilma, ali bi mogla imati značajnu ulogu u kasnijim fazama razgradnje, odnosno u 

uklanjanju krajnjih produkata i sprečavanju ponovne polimerizacije ili reorganizacije matriksa. U 

praktičnoj primeni, najefikasniji pristup razgradnji ekstracelularnih polimernih supstanci 
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podrazumeva kombinaciju endo- i egzo-enzima, gde endo-hidrolaze omogućavaju brzo narušavanje 

strukture matriksa, dok egzo-hidrolaze doprinose potpunijoj razgradnji oslobođenih fragmenata. 

Ova činjenica ujedno pruža i objašnjenje za to što sva tri enzima iz ove disertacije primarno deluju 

na inhibiciju formiranja biofilma, dok na već formiran biofilm imaju slabiji efekat ili uopšte ne 

utiču na njegovu strukturu (odeljak 3.1 str. 21; odeljak 3.2 str. 33; odeljak 3.3 str. 47). Kao glikozid-

hidrolaze egzo- tipa ovi enzimi nisu u stanju da efikasno i brzo naruše već uspostavljenu strukturu 

egzopolisaharidnog matriksa, već deluju prvenstveno u ranim fazama razvoja biofilma. Glikozid-

hidrolaze egzo- tipa imaju visoku specifičnost prema monosaharidima i njegovim anomernim 

konfiguracijama, što rezultuje manje kompleksnom strukturom  njihovog aktivnog mesta. Nasuprot 

tome, glikozid-hidrolaze endo- tipa prepozanju veće regione unutar polisaharidnog lanca, pa 

njihova aktivna mesta imaju veće džepove, kao i multimodalne domene za vezivanje za polisaharid 

(Kobata, 2013). Zbog kompleksne strukture moguće su poteškoće u heterolognoj ekspresiji 

glikozid-hidrolaza endo- tipa u standardnim bakterijskim ekspresionim sistemima, poput E. coli 

(Watts et al., 2021). U cilju optimizacije ekspresije glikozid-hidrolaza endo- tipa u budućim 

eksperimentima može se razmotriti primena sistema ekspresije poput Bacillus spp., koji imaju 

visoku sposobnost sekrecije rekombinovanih proteina, ili eukariotskih sistema poput Pichia pastoris 

i Komagataella phaffii, koji omogućavaju pravilnije savijanje i obradu složenijih enzima (Lambertz 

et al., 2014). Uz opisane glikozid-hidrolaze egzo- tipa, uspešna heterologna ekspresija glikozid-

hidrolaza endo- tipa bi omogućila razvoj efikasnijih enzimskih koktela za ciljanu razgradnju 

egzopolisaharida iz biofilma. 

Uticaj temperature i pH na aktivnost i stabilnost ispitivanih enzima ukazuje da oni mogu 

efikasno delovati u uslovima predviđenim za njihovu primenu. BglB-BG28 pokazuje maksimalnu 

katalitičku aktivnost pri 42 °C i neutralnom pH, uz širok operativni opseg aktivnosti u 

temperaturnom intervalu od 8 do 55 °C i pH vrednostima od 3.0 do 11.0, što predstavlja značajnu 

prednost za primenu u prehrambenoj industriji (odeljak 3.1 str. 20). Ovakva fleksibilnost 

omogućava efikasno delovanje enzima u uslovima koji mogu varirati duž proizvodnih i hladnih 

lanaca, gde temperaturna odstupanja od preporučenih vrednosti nisu neuobičajena. Posebno je 

važno što BglB-BG28 zadržava antibiofilm aktivnost i pri niskim temperaturama (8 °C), gde tokom 

produžene inkubacije značajno smanjuje formiranje biofilma S. Enteritidis, kao i pri 25 °C, gde 

gotovo u potpunosti inhibira biofilm (odeljak 3.1 str. 22). S obzirom na sposobnost Salmonella spp. 

da formiraju biofilmove na abiotičkim površinama, ova svojstva enzima BglB-BG28 ukazuju na 

njegov potencijal za primenu u čišćenju i dezinfekciji rashladne opreme i prehrambenih postrojenja. 

Nasuprot tome, enzimi PG-BG31 i GH130-BG31 pokazuju optimalnu aktivnost u temperaturnim i 

pH opsezima koji odgovaraju fiziološkim uslovima ljudskog organizma, što ih čini pogodnim 

kandidatima za medicinsku primenu u prevenciji urinarnih infekcija asociranih sa kateterom. 

Optimalna aktivnost enzima PG-BG31 pri 25–42 °C i blago kiselom pH (5.0–6.0) posebno je 

relevantna u kontekstu urinarnog trakta, gde mnogi uropatogeni održavaju pH vrednosti oko 6.0 

(Lai et al., 2021), dok njegova visoka termička i pH stabilnost dodatno proširuje mogućnosti 

skladištenja i imobilizacije (odeljak 3.2 str. 33). Slično tome, enzim GH130-BG31 pokazuje 

stabilnost i punu aktivnost pri telesnoj temperaturi i u blago kiselim do neutralnim pH uslovima, uz 

izuzetnu pH stabilnost u širokom rasponu (odeljak 3.3 str. 46), što ukazuje na njegovu strukturnu 

robusnost. Zajedno, ovi rezultati potvrđuju da su biohemijska svojstva sva tri enzima usklađena sa 

zahtevima njihovih predviđenih primena. 

4.3 Antibiofilm aktivnost opisanih glikozid-hidrolaza 

Opisane glikozid-hidrolaze deluju na različite bakterijske patogene ciljajući specifične 

polisaharidne komponente matriksa biofilma. Enzim BglB-BG28 pokazao je antibiofilm aktivnost 

protiv E. coli i S. enterica subsp. enterica serovara Enteritidis, Typhimurium i Infantis, patogena 

čiji biofilmovi u značajnoj meri sadrže celulozu kao strukturni element, naročito kada su formirani 

na abiotičkim površinama (odeljak 3.1 str. 20). S obzirom na to da β-glukozidaze predstavljaju 

sastavni deo celulaznog kompleksa, degradacija β-1,4-glikozidnih veza u celulozi dovodi do 
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destabilizacije celokupne arhitekture biofilma (A. Singh et al., 2021). Iako polisaharidi biofilma P. 

aeruginosa nisu primarni supstrati za β-glukozidaze, prethodna istraživanja su pokazala da β-

glukozidaza iz badema može značajno inhibirati formiranje biofilma ovog patogena, što ukazuje na 

širi, indirektan potencijal ove klase enzima (Banar et al., 2019).  

Enzim PG-BG31 је pokazao inhibiciju formiranja biofilma kod različitih kliničkih izolata E. 

coli, što se može dovesti u vezu sa njegovom sposobnošću da razgrađuje polisaharide koji sadrže 

galakturonsku i glukuronsku kiselinu (Tan et al., 2020) (odeljak 3.2 str. 30). Matriks biofilma E. 

coli uključuje i komponente kao što su lipopolisaharidi, kolanska kiselina i drugi kapsularni 

polisaharidi bogati glukuronskom kiselinom, koji predstavljaju potencijalne mete poligalakturonaza 

(Klein et al., 2013; Sande & Whitfield, 2021). Poligalakturonaze pripadaju grupi pektinolitičkih 

enzima koji imaju široku primenu u različitim biotehnološkim industrijama (Jayani et al., 2005). 

Antibiofilm aktivnost pektinolitičkih enzima već je prethodno opisana, budući da je komercijalna 

pektinaza iz Aspergillus niger uspešno sprečila formiranje biofilma laboratorijskog soja E. coli K-

12, čime se potvrđuje relevantnost ove enzimske klase za kontrolu biofilmova (Villa et al., 2015). 

Glikozid-hidrolaza GH130-BG31 је pokazala antibiofilm aktivnost protiv E. coli, S. 

epidermidis i K. pneumoniae, što se može pripisati visokom sadržaju manoze u egzopolisaharidima 

ovih patogena (odeljak 3.3 str. 47). Sličan mehanizam opisan je za PslG, glikozid-hidrolazu P. 

aeruginosa, koja destabilizuje biofilm vezivanjem za manozne ostatke unutar Psl polisaharida, iako 

je njena antibiofilm aktivnost do sada potvrđena isključivo na ovom patogenu (Baker et al., 2015). 

Iako su neke α- i β-manozidaze takođe pokazale izraženu antibiofilm aktivnost protiv manozom 

bogatih biofilmova, njihova primena je ograničena zbog citotoksičnosti pri efektivnim 

koncentracijama (Banar et al., 2016). U tom kontekstu, karakterizacija GH130-BG31 predstavlja 

poseban doprinos, jer enzim pokazuje antibiofilm efikasnost protiv različitih klinički relevantnih 

patogena a ne ispoljava citotoksičnost. Pored toga, ovo je prva glikozid-hidrolaza iz familije GH130 

sa opisanom antibiofilm aktivnošću. 

U dosadašnjim istraživanjima delovanja glikozid-hidrolaza protiv biofilmova, ispitivanja su 

najčešće rađena na P. aeruginosa, koji predstavlja najčešće korišćen i najbolje okarakterisan model 

infekcija asociranih sa biofilmom (Baker et al., 2016; Fleming et al., 2016; Ostapska et al., 2022). 

Međutim, takav pristup može dovesti do previđanja enzima sa potencijalno visokom efikasnošću 

protiv drugih klinički značajnih patogena. U tom kontekstu, dostupni literaturni podaci ukazuju da 

je relativno mali broj glikozid-hidrolaza ispitan na patogenima kao što su S. enterica, E. coli, K. 

pneumoniae i S. epidermidis. Celulaze su među najčešće ispitivanim glikozid-hidrolazama i 

pokazale su sposobnost razgradnje biofilmova Salmonella spp. i E. coli, međutim, efekti su 

postignuti tek pri vrlo visokim koncentracijama (20 mg/ml), koje se mogu smatrati nepraktičnim za 

širu primenu (Lim et al., 2019; H. Wang et al., 2016). Enzim uključen u degradaciju kolanske 

kiseline, ispitivan na S. Typhimurium i E. coli, doveo je do umerene inhibicije formiranja (≈35–

37%) i razgradnje biofilma (≈27–34%) pri znatno nižim koncentracijama (100 µg/ml) (Mayton et 

al., 2021). Disperzin B i srodne N-acetil-β-D-heksozaminidaze (npr. DisH) predstavljaju neke od 

potentnijih antibiofilm enzima, pri čemu Dispersin B pri koncentraciji od 50 µg/ml dovodi do 

gotovo potpune inhibicije formiranja biofilma E. coli i S. epidermidis, dok DisH pri istoj 

koncentraciji smanjuje formiranje biofilma E. coli za oko 35% i razgrađuju prethodno formirani 

biofilm za oko 42% (Itoh et al., 2005; L. Zhu et al., 2018). U slučaju K. pneumoniae, α-amilaza pri 

koncentracijama od 32–64 µg/ml inhibira oko 80% formiranja biofilma (Mustafa et al., 2025), a 

često se opisuju i polisaharid-depolimeraze poreklom iz bakteriofaga koje pokazuju efikasno 

razlaganje matriksa biofilma ovog patogena (Li et al., 2021; X. Sun et al., 2023; Y. Wu et al., 

2019). U poređenju sa navedenim podacima iz literature, enzimi ispitivani u okviru ovog 

istraživanja pokazali su višu ili uporedivu antibiofilm efikasnost. Enzim BglB-BG28 je inhibirao 

formiranje oko 50% biofilma S. Enteritidis, S. Typhimurium i S. Infantis, kao i približno 80% 

biofilma E. coli pri koncentraciji od 200 µg/ml (odeljak 3.1 str. 21). Efekat na prethodno formirani 

biofilm je bio ograničen. Enzim je pokazao sposobnost da razgradi do 40% biofilma S. Enteritidis 
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starog 9 sati, dok se efekat na starije biofilmove gubi (odeljak 3.1 str. 23). Glikozid-hidrolaza PG-

BG31 je ispoljila izrazito snažno delovanje na E. coli, sa inhibicijom formiranja biofilma od oko 

90% pri koncentraciji od 5-100 µg/ml zavisno od izolata (odeljak 3.2 str. 33). Enzim je pokazao 

slabu sposobnost razgradnje (≈20–30%), 24 h starih biofilmova za samo dva od četiri ispitivana 

soja E. coli (odeljak 3.2 prilog). Najveću efikasnost pokazao je enzim GH130-BG31, inhibirajući 

formiranje oko 80% biofilma E. coli i S. epidermidis već pri koncentraciji od 10 µg/ml, dok je za K. 

pneumoniae sličan efekat postignut pri 100 µg/ml (odeljak 3.3 str. 47). Pri koncentraciji od 100 

µg/ml enzim je pokazao sposobnost razgradnje 24 h starih biofilmova S. epidermidis i K. 

pneumoniae za oko 40% (odeljak 3.3 str. 50). Ovi rezultati jasno ukazuju da enzimi identifikovani i 

okarakterisani u ovom istraživanju predstavljaju potentnije antibiofilm agense u poređenju sa 

većinom prethodno opisanih glikozid-hidrolaza, dodatno potvrđujući značaj proširenja istraživanja 

na druge medicinski relevantne patogene, koji se ređe koriste kao modeli biofilmova. 

4.4 Sposobnost izolata patogenih bakterija da formiraju biofilm u laboratorijskim uslovima 

Antibiofilm efekat glikozid-hidrolaza ispitivan je na patogenima različitog porekla, 

uključujući referentne sojeve iz ATCC kolekcije, kliničke izolate i njihove delecione mutante za 

određene egzopolisaharide. Ono što je zajedničko za ove sojeve je heterogenost u sposobnosti 

formiranja biofilma koja zavisi od soja i uslova gajenja, a koja u velikoj meri određuje dizajn 

eksperimenata i interpretaciju dobijenih rezultata.  

U slučaju S. Enteritidis, sistematsko ispitivanje panela kliničkih izolata i referentnog soja S. 

Enteritidis ATCC 13076 pokazalo je da sposobnost formiranja biofilma nije univerzalna osobina 

čak ni unutar istog serovara. Od 55 ispitivanih izolata, samo 4 su pokazala značajnu sposobnost 

formiranja biofilma, definisanu na osnovu intenziteta boje biomase biofilma nakon bojenja kristal 

violetom (optička gustina rastvorene boje > 1) (odeljak 3.1 str. 20). Odabrani sojevi sa visokim 

kapacitetom formiranja biofilma ispoljili su RDAR morfotip (eng. red, dry and rough), koji ukazuje 

na produkciju celuloze i kurli vlakana. Nasuprot tome, BDAR morfotip (eng. brown, dry and 

rough) referentnog soja, koji ne sadrži celulozu, ukazuje na to da i suptilne razlike u sastavu 

matriksa mogu značajno promeniti arhitekturu biofilma i, posledično, njegovu osetljivost na agense 

koji ciljaju matriks (odeljak 3.1 str. 20). Uzimajući u obzir ekologiju S. Enteritids i pojačanu 

ekspresiju celuloze na sobnoj temperaturi i ovaj faktor je uključen u testiranje aktivnosti BglB-

BG28. Na sobnoj temperaturi S. Enteritidis jeste formirala bogatiji biofilm, ali je i inhibitoran efekat 

enzima bio izraženiji nego u tretmanu na 37 °C (odeljak 3.1 str. 22). Drugi značajan faktor u 

prehrambenoj industriji su i površine na kojima se biofilm formira. Za simuliranje realnih uslova u 

prehrambenoj industriji, pored mikrotitracionih ploča formirani su modeli biofilmova i na 

plastičnim i staklenim pokrovnim stakalcima i na aluminijumskoj foliji. Iako je stepen formiranja 

biofilma varirao u zavisnosti od vrste površine, nijedna od ispitivanih površina nije umanjila 

inhibitorni efekat enzima na formiranje biofilma (odeljak 3.1 str. 22). 

Slično tome, sposobnost formiranja biofilma E. coli značajno varira između kliničkih izolata 

i uslova gajenja, što odražava dobro poznatu plastičnost biofilma E. coli kao odgovor na faktore 

sredine, poput sastava nutrijenata i osmolarnosti (Alqasim et al., 2014). Upotreba različitih 

hranljivih podloga, uključujući medijum koji imitira urin (AU medijum), omogućila je 

identifikaciju izolata sa najizraženijim fenotipom formiranja biofilma u uslovima relevantnim za 

infekcije urinarnog trakta (odeljak 3.2 str. 35). Urinarna infekcija asocirana sa upotrebom urinarnog 

katetera simulirana je modelom biofilma na segmentima silikonskog katetera uronjenog u medijum 

koji simulira urin (odeljak 3.2 str. 35). 

Iako tačan sastav polisaharida bogatih manozom i veze koje cilja GH130-BG31 u 

biofilmovima E. coli, S. epidermidis i K. pneumoniae još uvek nisu u potpunosti okarakterisani, 

dosledna sposobnost ovog enzima da inhibira formiranje biofilma kod ovih vrsta ukazuje na 

postojanje strukturno očuvanih β-1,2-manozidnih motiva u njihovim egzopolisaharidima. U ovom 

slučaju za formiranje modela biofilmova su korišćeni sojevi iz referentne ATCC kolekcije. S 
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obzirom na visok sadržaj manoze (80%) u egzopolisaharidima P. aeruginosa, izostanak efekta 

enzima na biofilm P. aeruginosa je bio neočekivan. Sa pretpostavkom da je manoza dominantno 

prisutna u Psl polisaharidu, i da je slabija efikasnost enzima posledica kompleksne strukture 

matriksa ove bakterije i značajne uloge drugih polisaharida u formiranju i održavanju stabilnosti 

biofilma generisan je ΔpelA mutant, s pretpostavkom da će to smanjiti kompleksnost matriksa i 

povećati dostupnost manoznih struktura enzimu. Međutim, efekat enzima je izostao i kod mutanta, 

što ukazuje na prisustvo manozidnih veza koje ne predstavljaju ciljnu strukturu za GH130-BG31. 

Isti rezultat dobijen je i za biofilm A. baumannii koji takođe poseduje visok sadržaj manoze (80%) u 

svojim egzopolisaharidima. 

4.5 Potencijalna primena opisanih glikozid-hidrolaza 

Glikozid-hidrolaze opisane u ovom istraživnju ispoljavaju značajan potencijal za razvoj 

specifičnih strategija usmerenih ka ciljanoj degradaciji i kontroli biofilmova. 

S obzirom na pokazanu aktivnost, BglB-BG28 može naći primenu kao enzimski pretretman 

u protokolima dezinfekcije površina u prehrambenoj industriji, gde bi razgradnjom strukturnih 

polisaharida biofilma, pre svega celuloznih vlakana Salmonella spp. i E. coli, omogućila efikasnije 

delovanje konvencionalnih dezinfekcionih sredstava. Njena kompatibilnost sa dezinfekcionim 

sredstvom Oxicid S i sinergistički efekat u sekvencijalnom tretmanu potvrđuju da enzimski 

pretretman može značajno povećati uspešnost dezinfekcije i istovremeno smanjiti potrebu za 

agresivnijim hemijskim uslovima. Pokazano je da je za uklanjanje 80% biofilma S. Enteritidis 

potrebna dvostruko niža koncentracija Oxicid S ukoliko je biofilm formiran u prisustvu 200 µg/ml 

BglB-BG28, u poređenju sa tretmanom samim dezinfekcionim sredstvom (odeljak 3.1 str. 23). Iako 

postoji potencijal za kombinovanje sa deterdžentima, važno je naglasiti da jonski deterdženti 

dovode do denaturacije enzima, te je primena BglB-BG28 moguća isključivo u kombinaciji sa 

nejonskim deterdžentima (odeljak 3.1 str. 24).  

Sličan koncept enzimske destabilizacije matriksa biofilma opisan je za celulazu, koja na E. 

coli pokazuje veoma snažno antibiofilm delovanje u mikrotitracionoj ploči, gde pri koncentraciji od 

20 mg/ml inhibira formiranje do 98,5% biofilma i uklanja oko 30% već formiranog biofilma (Lim 

et al., 2019). Međutim, potreba za tako visokom koncentracijom enzima može predstavljati 

značajno ograničenje za praktičnu primenu. U modelu biofilma formiranog na metalnim kuponima 

pokazano je da sekvencijalni tretman celulazom praćen natrijum-hipohloritom (NaClO) dovodi do 

redukcije preformiranog biofilma od 1,74 log, dok je još izraženiji efekat postignut primenom 

proteinaze K, zatim celulaze i NaClO, sa redukcijom od 2,84 log (Lim et al., 2019). Istovremeno, 

promena redosleda tretmana (celulaza–proteinaza K–NaClO) rezultovala je slabijim efektom 

(redukcija od 1,58 log), što ukazuje na značaj pravilnog sekvencijalnog razlaganja proteinskih i 

polisaharidnih komponenti matriksa biofilma. Pored enzima koji ciljaju celulozne strukture, u 

literaturi je opisan i enzim predviđen za degradaciju kolanske kiseline, važnog egzopolisaharida u 

biofilmovima enterobakterija. Ovaj enzim pri koncentraciji od 100 µg/ml inhibira formiranje  

biofilma E. coli za oko 40% i S. Typhimurium za oko 35%, dok u poređenju sa 10 mM KCl, koji 

simulira uslove ispiranja česmenskom vodom, uklanja 35% više biofilma E. coli i 27% više 

biofilma S. Typhimurium, sa pretpostavkom da će oslobođene planktonske bakterije biti osetljivije 

na dezinfekciona sredstva (Mayton et al., 2021).  

Glikozid-hidrolaze PG-BG31 i GH130-BG31 mogu naći primenu u razvoju 

funkcionalizovanih urinarnih katetera. PG-BG31 je pokazala značajan efekat u inhibiciji formiranja 

biofilma na urinarnim kateterima, pri čemu je enzimski tretman omogućio znatno bolju eradikaciju 

biofilma naknadnom antibiotskom terapijom, potvrđujući ulogu glikozid-hidrolaza kao senzitizera 

biofilma (odeljak 3.2 str. 35). Dodatno, enzim GH130-BG31 je ispoljio izražen aditivni efekat sa 

antibioticima, kako u prevenciji formiranja biofilma, tako i u razgradnji već formiranog biofilma na 

površini katetera (odeljak 3.3 str. 50). Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim studijama 

koje pokazuju da imobilizacija glikozid-hidrolaza na medicinskim materijalima može značajno 
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produžiti funkcionalni vek implantata, smanjiti učestalost infekcija povezanih sa kateterima i 

doprineti racionalnijoj upotrebi antibiotika. Imobilizacija enzima na silikonske katetere predstavlja 

izazov zbog hemijske inertnosti i hidrofobnosti silikona, ali dosadašnja istraživanja pokazuju da 

ovakav pristup može značajno unaprediti prevenciju biofilmova. Pokazano je da imobilizacija PslG 

na površinu venskih katetera dovodi do smanjenja adhezije i formiranja biofilma P. aeruginosa za 

približno 99,9% u odnosu na netretirane površine (Asker et al., 2021). Slično tome, enzimski 

premazi koji sadrže amilazu, samostalno ili u kombinaciji sa drugim agensima, pokazali su 

značajno smanjenje formiranja biofilma E. coli, S. aureus i P. aeruginosa, kao i odlaganje razvoja 

infekcija povezanih sa kateterima u in vitro i in vivo modelima (A. Ivanova et al., 2021; K. Ivanova 

et al., 2015). Opisani rezultati ukazuju da imobilizacija enzima predstavlja perspektivnu strategiju 

za razvoj funkcionalizovanih medicinskih materijala sa antibiofilm svojstvima. U tom kontekstu, 

dalja istraživanja će obuhvatiti procenu mogućnosti imobilizacije PG-BG31 i GH130-BG31, uz 

fokus na očuvanje njihove aktivnosti i stabilnosti premaza na površinama katetera. 

4.6 Biološka bezbednost i biokompatibilnost glikozid-hidrolaza  

 Jedan od ključnih preduslova za razvoj enzimskih strategija za borbu protiv biofilmova jeste 

njihova bezbednost po bakterijsku ekologiju, model organizme i ćelije domaćina, naročito u 

kontekstu dugotrajne ili ponovljene primene. Opšta pretpostavka je da antibiofilm enzimi čiji je 

mehanizam dejstva razgradnja komponenti matriksa biofilma ne ubijaju bakterijske ćelije i ne 

inhibiraju bakterijski rast (Kaplan, 2009). To je dokazano i na najčešće korišćenim glikozid-

hidrolazama kao što su celulaza, α-amilaza, disperzin B, PelA i PslG (Baker et al., 2016; Fleming et 

al., 2016; Kaplan et al., 2024). Međutim, u literaturi se mogu pronaći i slučajevi gde glikozid-

hidrolaze sa antibiofilm aktivnošću, kao što su β-glukozidaza i α-manozidaza, ujedno ispoljavaju i 

baktericidno dejstvo (Banar et al., 2016, 2019). U ovom radu pokazano je da nijedna od tri 

ispitivane glikozid-hidrolaze ne ispoljava direktno baktericidno ili bakteriostatsko delovanje, budući 

da nisu negativno uticale na rast planktonskih bakterijskih kultura (odeljak 3.1 str. 21; odeljak 3.2 

str. 34; odeljak 3.3 str. 47). Ovaj nalaz je od posebnog značaja, jer potvrđuje da enzimi deluju 

primarno na strukturne komponente matriksa biofilma, a ne na esencijalne metaboličke procese 

bakterijskih ćelija, čime se značajno smanjuje verovatnoća razvoja rezistencije. 

Citotoksični potencijal enzima u ovom radu procenjen je na humanim ćelijskim linijama, pri 

čemu nije zabeležen nikakav negativan efekat na vijabilnost ćelija (odeljak 3.2 str. 36; odeljak 3.3 

str. 51). Odsustvo citotoksičnosti je od posebnog značaja u kontekstu potencijalne primene ovih 

enzima na medicinskim uređajima, kao što su urinarni kateteri, ali i u okruženjima gde može doći 

do indirektnog kontakta sa ljudskim tkivom, uključujući i prehrambenu industriju. Značajnost ovih 

rezultata ističu i podaci iz literature koji pokazuju da je od 16 testiranih komercijalnih glikozid-

hidrolaza sa antibiofilm dejstvom, svih 16 imalo citotoksičan efekat na humanim fibroblastima 

nakon tročasovnog tretmana u dozama koje su pokazale antibiofilm dejstvo (Redman et al., 2021). 

Većina ovih glikozid-hidrolaza je poreklom iz gljiva, dok su dve izolovane iz bakterija, a po jedna 

iz algi, biljaka i životinja. Za razliku od njih većina opisanih antibiofilm glikozid-hidrolaza, 

poreklom iz bakterijskih operona za sintezu egzopolisaharida, ne ispoljavaju citotoksičnost prema 

humanim ćelijama u kulturi (Donelli et al., 2007; Snarr et al., 2017; S. Yu et al., 2015). 

Ispitivanja na model organizmu Caenorhabditis elegans pokazala su da nijedna od glikozid-

hidrolaza ne utiče negativno na preživljavanje nematoda, što ukazuje na dobar bezbednosni profil u 

in vivo uslovima (odeljak 3.1 str. 25; odeljak 3.2 str. 37; odeljak 3.3 str. 51). C. elegans se često 

koristi kao pouzdan preliminarni model za procenu sistemske toksičnosti i biokompatibilnosti 

(Hunt, 2017), te ovi rezultati dodatno potvrđuju da opisani enzimi ne izazivaju štetne biološke 

efekte van ciljanog antibiofilm delovanja. 

Sveukupno, dobijeni rezultati ukazuju da opisane glikozid-hidrolaze poseduju povoljan 

bezbednosni i toksiološki profil, koji ih jasno razlikuje od agresivnih hemijskih dezinfekcionih 

sredstava i nekih enzima sa širim, nespecifičnim delovanjem. Ovakva kombinacija odsustva 
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baktericidnosti, netoksičnosti prema eukariotskim modelima i visoke antibiofilm efikasnosti 

dodatno podržava njihovu primenu kao ciljanih, biokompatibilnih alata u savremenim antibiofilm 

strategijama. 
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5. ZAKLJUČCI 

1. U mikrobioti škrga deverike (A. brama) identifikovani su bakterijski izolati sa značajnom 

glikozid-hidrolaznom aktivnošću, Aeromonas sp. BG2, Rhodococcus sp. BG20, Microbacterium sp. 

BG28 i Pedobacter sp. BG31, čiji anotirani genomi sadrže ukupno 173 gena koji kodiraju glikozid-

hidrolaze. Uz tri funkcionalno okarakterisane glikozid-hidrolaze sa antibiofilm aktivnošću, ovi 

izolati predstavljaju značajan i nedovoljno istražen rezervoar enzima sa potencijalnom primenom u 

kontroli medicinski relevantnih biofilmova. 

2. β-glukozidaza BglB-BG28 iz soja Microbacterium sp. BG28 inhibira formiranje biofilma 

bakterija S. enterica i E. coli i omogućava eradikaciju biofilma sekvencijalnim tretmanom 

dezinficijensom Oksicid S pri čemu se postiže isti efekat uz dvostruko nižu koncentraciju 

dezinfijensa u odnosu na tretman bez enzima. 

3. Poligalakturonaza PG-BG31 iz soja Pedobacter sp. BG31 efikasno inhibira formiranje biofilma 

strukturno heterogenih kliničkih izolata E. coli.  

4. Enzim PG-BG31 omogućava primenu nižih doza antibiotika u sekvencijalnom tretmanu za 

eradikaciju biofilma na modelu inficiranog urinarnog katetera. 

5. β-1,2-manozidaza GH130-BG31 iz soja Pedobacter sp. BG31 inhibira formiranje biofilmova 

bogatih manozom bakterija K. pneumoniae, E. coli i S. epidermidis  

6. Enzim GH130-BG31 pospešuje efekat kolistina u tretmanu silikonskih katetera inficiranih 

bakterijom K. pneumoniae pri formiranju biofilma i pri razgradnji prethodno formiranog biofilma. 

7. β-glukozidaza BglB-BG28, poligalakturonaza PG-BG31 i β-1,2-manozidaza GH130-BG31 su 

efikasne u inhibiciji formiranja biofilmova, ali je efekat na prethodno formirane biofilmova 

značajno slabiji, što se može pripisati njihovom mehanizmu delovanja kao glikozid-hidrolazama 

egzo- tipa koje nisu u stanju da efikasno i brzo naruše već uspostavljenu strukturu 

egzopolisaharidnog matriksa, već deluju prvenstveno u ranim fazama sinteze. 

8. β-glukozidaza BglB-BG28, poligalakturonaza PG-BG31 i β-1,2-manozidaza GH130-BG31 

pokazuju optimalnu aktivnost i stabilnost u temperaturnim i pH uslovima relevantnim za njihovu 

potencijalnu primenu u prehrambenoj industriji i medicini. 

9. β-glukozidaza BglB-BG28, poligalakturonaza PG-BG31 i β-1,2-manozidaza GH130-BG31 ne 

ispoljavaju direktno baktericidno ili bakteriostatsko delovanje, što smanjuje verovatnoću za razvoj 

rezistencije na tretmane ovim enzimima. 

10. β-glukozidaza BglB-BG28, poligalakturonaza PG-BG31 i β-1,2-manozidaza GH130-BG31 nisu 

citotoksične prema humanim ćelijama u kulturi i ne utiču na preživljavanje nematode C. elgans, što 

ukazuje na njihov povoljan bezbednosni profil i potencijal za bezbednu primenu u antibiofilm 

strategijama 
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