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POPIS KRATICA

ATP — adenozin-trifosfat

ADP — adenozin-difosfat
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eDNK — izvanstani¢cna DNK
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LPS — lipopolisaharid

MRSA — meticilin rezistentni Staphylococcus aureus

Na — natrij

NaCl — natrij klorid

Pa — Pseudomonas aeruginosa

PCL — eng. pericillar layer, hrv. pericilijarni sloj

PFGE — eng. pulse field gel electrophoresis hrv. gel elektoforeza u pulsirajuéem polju
PMN — polimorfonukleari

RNK — ribonukleinska kiselina
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SAZETAK

Kroni¢na pseudomonasna infekcija pluc¢a oboljelih od cisti¢ne fibroze

Marcela Mendek

Cisti¢na fibroza najée$¢a je autosomno recesivna nasljedna bolest u bijele rase. To je
multisustavna bolest, uzrokovana mutacijom u genu koji kodira transmembranski regulator
cisti¢cne fibroze (CFTR). Posljedica njegove disfunkcije je stvaranje je gustog, ljepljivog
sekreta koji oblaze disne puteve i onemogucava normalni mukocilijarni klirens. Dolazi do
nakupljanja bakterija i razvoja infekcije. Pseudomonas aeruginosa je ubikvitarno prisutan
oportunisti¢ki patogen, sa sposobno§c¢u prezivljenja u bolni¢kim uvjetima. Kolonizira di$ne
puteve vecine pacijenata koji boluju od cisti¢ne fibroze ve¢ u ranoj dje¢joj dobi. Ako se tada
ne lije¢i agresivnom antibiotskom terapijom, akutne intermitentne infekcije prelaze u
kroni¢nu infekciju, S postupnim propadanjem pluc¢ne funkcije, sve do respiratornog zatajenja.
Tome doprinosi jaki polimorfonuklearni upalni odgovor, koji otpustanjem kisikovih radikala,
uzrokuje mutacije u genomu P. aeruginosa, i pojavu mukoidnog fenotipa obiljezenog
pojacanim Stvaranjem polisaharida alginata i stvaranjem biofilma. Biofilm je nakupina
bakterija uloZenih u egzopolisaharidni matriks, unutar kojeg bakterije postaju slabije
virulentne i metabolic¢ki aktivne te ostaju zaSticene od djelovanja imunoloskog sustava
domacina i antibiotika. Na taj nacin, pseudomonas prezivljava i perzistira u plu¢ima oboljelih.
Konvencionalna terapija kroni¢ne pluéne infekcije je kroni¢na supresivna terapija
inhalacijskim antibioticima, s ciljem odrzavanja primjerene plu¢ne funkcije. Zbog pojave
visoke antibiotske rezistencije, razvoj lijekova usmjeren je prema novim formulacijama i
kombinacijama antibiotika, te prema tvarima koje sprjecavaju formiranje biofilma (inhibitori

quorum sensing sustava, antioksidansi, kelatori Zeljeza) ili uzrokuju njegovu razgradnju.

Kljuéne rijeci: Cisti¢na fibroza; Pseudomonas aeruginosa; kroni¢na infekcija pluéa; biofilm



SUMMARY

Chronic pseudomonas lung infection in cystic fibrosis patients

Marcela Mendek

Among Caucasians, cystic fibrosis is the most common autosomal recessive inherited disease.
It is a multisystem disease caused by a genetic mutation of the cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR). As a consequence, a thick mucus layer coating the surface of
airway epithelium is formed, disabling normal mucocilliary clearance. Pseudomonas
aeruginosa is an ubiquitous opportunistic pathogen, with the ability to survive in hospital
environment. By early childhood, it colonizes the airways of most cystic fibrosis patients. If it
is not promptly treated by aggressive antibiotic therapy at that stage, the acute intermittent
infections become chronic, with a gradual decrease in pulmonary function leading to
respiratory failure. This is perpetuated by a strong polimophonuclear inflammatory response,
with production of oxygen radicals which cause mutations in Pa genome, and induce the
mucoid phenotype, characterized by alginate overproduction and biofilm formation. Biofilm
is a bacterial consortium, embedded in an exopolysaccharide matrix, within which the
bacteria have reduced virulence and metabolic activity, but are protected against the activities
of host immune system and the effects of antibiotic substances. This allows pseudomonas to
survive and persist in the cystic fibrosis lung. Conventional chronic pulmonary infection
therapy is chronic suppressive therapy, via inhaled antibiotics, with the primary goal of
maintaining lung function in patients. Due to emergence of high antibiotic resistance,
development of new drugs is focused on producing different antibiotic fomulations and
combinations, and towards investigation of substances which can prevent biofilm formation

(quorum sensing inhibitors, antioxidants, ion chelators), or achieve its disintegration.

Keywords: Cystic fibrosis; Pseudomonas aeruginosa; chronic lung infection; biofilm



1. UVOD

Cisti¢na fibroza je naj¢e$¢a monogenska autosomno recesivna nasljedna bolest u bijele rase.
Uzrokovana je mutacijom u genu koji kodira transmembranski regulator provodnosti cisti¢ne
fibroze (CFTR), transmembranski protein, koji vr$i ulogu kloridnog kanala ovisnog o
ciklickom adenozin-monofosfatu. Nalazimo ga na apikalnim povrSinama epitelnih stanica
gdje je odgovoran za normalan promet vode i elektrolita, a kod njegove nedostatne funkcije
javlja se promjena u sekretima Zlijezda s vanjskim izlu¢ivanjem. Bolest zahvaca vise
organskih sustava, a klinickom slikom dominira uc¢inak na di$ni, gastrointestinalni i
reproduktivni sustav. Bolest uzrokuje promjenu u gustoéi sekreta di$nih puteva, i ¢ini oboljele
od cisticne fibroze podloznima infekcijama oportunistiCkim patogenima. Jedan patogen
tijekom vremena uspostavlja dominaciju u diSnim putevima oboljelih od cisti¢ne fibroze, te
perzistira unato¢ mehanizmima obrane imunoloskog sustava i lijeenju antibioticima.
Pseudomonas aeruginosa je gram-negativna oportunisticka bakterija koja kolonizira di$ne
puteve pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze, i s vremenom uzrokuje kroni¢nu pluénu
infekciju. Dok je u proslosti glavni uzrok smrtnih ishoda bio povezan s gastrointestinalnim
komplikacijama bolesti ve¢ u dje¢joj dobi, danas zahvaljujuéi znatnom napretku u lijeCenju i
osnivanju centara za lijeCenje cisti¢ne fibroze, pacijenti koji boluju od ove bolesti ve¢inom
dozivljavaju stariju odraslu dob. Produljenjem zivotnog vijeka, glavni uzork morbiditeta i
mortaliteta postaje kroni¢na pluéna bolest, u kojoj dolazi do postupne destrukcije pluénoga
tkiva upalom i infekcijama sve do respiratornog zatajenja i smrti pacijenata. Cilj ovog rada je
prikazati karakteristike oboljelih od cisticne fibroze koje ih ¢ine podloznima ovakvoj vrsti
infekcije i karakteristike P. aeruginosa koje mu omogucavaju da inficira i trajno kolonizira
plu¢a oboljelih, prikazati tijek kroni¢ne pluéne bolesti i njene karakteristike, te prikazati
trenutno dostupne terapijske opcije i ideje za nove terapijske moguénosti koje su jos u fazi

istrazivanja.



2. CISTICNA FIBROZA

Cisti¢na fibroza je autosomno recesivna multisustavna bolest koja zahvaca sekrecijske stanice
epitelnih organa, odnosno egzokrine zlijezde, a nastaje zbog poremecaja u sintezi proteina
koji ima ulogu regulatora membranskog protoka vode i elektrolita. U bijele rase, cisti¢na
fibroza je najucestalija smrtonosna autosomno recesivna nasljedna bolest. Od nje boluje oko
75,000 ljudi svih rasnih i etni¢kih skupina diljem svijeta, no najucestalija je U bjelacke rase, S
najvisim stopama incidencije U Sjevernoj Americi, Europi i Australiji. U Europi joj
incidencija znatno varira, najvec¢a je u Irskoj, Slovackoj, Rumunjskoj i Ujedinjenom
Kraljevstvu (~1:1300 — 1:2500 novorodenih) a najmanja u Finskoj, na Cipru i u Portugalu
(~1:6000 — 1: 25000 novorodenih) (1). U Hrvatskoj je 2007. osnovan nacionalni registar
cisti¢ne fibroze, tada je u Republici Hrvatskoj od ove bolesti bolovalo 108 osoba (2). Procjene
su da je svaka 25. osoba u europskoj populaciji heterozigot, tj. posjeduje jedan mutirani alel.
U djeteta ¢ija su oba roditelja heterozigoti, postoji vjerojatnost od 25% da dijete bude

homozigot i oboli od cisti¢ne fibroze (3).

2.1. Etiopatogeneza
Bolest je uzrokovana mutacijom na dugom kraku 7. kromosoma gdje se nalazi gen koji
kodira glikoprotein — transmembranski regulator propusnosti cisti¢ne fibroze (eng. cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator — CFTR). Taj gen kodira CFTR proteinski
produkt koji se ugraduje u apikalnu membranu epitelnih stanica i vr$i funkciju kloridnog
kanala. Do danas je identificirano 2027 razli¢itih mutacija koje mijenjaju strukturu gena te
gradu i sudbinu proteinskog produkta (4). Veéina mutacija nadenih u bolesnika s cisti¢nom

fibrozom spada u mutacije koje tek neznatno mijenjaju gradu molekule CFTR-a.



Najcesca je mutacija AF508, koja izaziva deleciju aminokiseline fenilalanina na 508. mjestu
polipeptidnog lanca. Tako nastaje poremecaj u gradi CFTR-a koji ometa njegovo sazrijevanje

u endoplazmatskoj mrezici, i uzrokuje manjak CFTR-a na stani¢noj membrani (5).

AF508 mutaciju na barem jednom kromosomu nosi oko 70% bolesnika u zapadnoj i sjevernoj
Europi, dok je u Hrvatskoj njena ucestalost 60%. Sve ostale mutacije su vrlo rijetke i dosezu
tek nekoliko postotaka u ukupnom broju oboljelih. Cesti su sluajevi slozenih heterozigota
koji na jednom homolognom kromosomu posjeduju jednu, a na drugom kromosomu drugu

mutaciju. Tezinu klinicke slike tada u pravilu odreduje blaza mutacija (3).

2.2. Patofiziologija
Kao $to je ve¢ navedeno, poznat je velik broj mutacija u CTFR genu koje mogu izazvati
bolest, ali znaCajnost tih mutacija za funkciju samog proteina poznata je u manjem broju
slucajeva. Jedan od Kklasifikacijskih sustava dijeli posljedice mutacija u Sest klasa (I-VI)
ovisno o poremecaju sinteze, prijenosa, i funkcije CFTR produkta. U klasi I nalazimo
mutacije koje dovode do stvaranja stop-kodona pa izostaje sinteza CFTR-a. Kod klase I,
mutacije uzrokuju neispravnu obradu i sazrijevanja proteina. Klasa Ill mutacija CFTR
uzrokuju stvaranje proteina s neispravnim regulacijskim mehanizmom, koji ne odgovara na
podrazaj za otvaranje kanala. U klasi IV oSte¢ena je provodnost kanala jer je mutacijom
promijenjena grada pore kroz koju prolaze ioni. U klasu V spadaju mutacije koje dovode do
alternativnog prekrajanja glasnicke RNK i time do znatno smanjene sinteze normalnog
CFTR-a. U posljednju klasu VI, spadaju mutacije ¢ija je posljedica ubrzana razgradnja i
uklanjanje CFTR proteina s povrsine stanice. Kod klasa I-11l, CFTR funkcija je ukinuta, dok
je kod klasa VI-IV ona reducirana, $to dovodi do razlike u klinickoj slici ovisno o tipu

mutacije i njihovim kombinacijama (6, 7).



Prema tome, svi bolesnici ne obolijevaju od jednako teSkih oblika cisticne fibroze, ali gotovo
svi bolesnici razviju kroni¢nu pluénu bolest. Odprilike 10-15% ima ocuvanu egzokrinu
funkciju gusterace, te u njih u pravilu izostaju crijevni poremecaji (mekonijski ileus, crijevna
pseudoopstrukcija) i jetrena bolest. Homozigoti za najc¢es¢u mutaciju AF508, obolijevaju i od

teSke pluéne bolesti i od insuficijencije gusterace (3).

2.2.1. Grada i funkcija CFTR
Cisti¢no-fibroticki transmembranski regulator — CFTR je protein koji je dobio naziv po
funkeciji regulacije prolaska klorida kroz stani¢énu membranu, a graden je od pet molekularnih
podrucja (,,domene). Dva transmembranska hidrofobna podruc¢ja umetnuta su u lipidni
dvosloj stani¢cne membrane kroz ¢iju punu Sirinu vijuga Sest intramembranskih segmenata u
tri puna zavoja. Druga su dva podru¢ja hidrofilna, smjestena na citoplazmatskoj povrsini
membrane. Ona povezuju ATP i njegovu hidrolizu s temeljnom funkcijom prijenosnika. Peto
podrucje ¢ini R-domena, regulacijsko podrucje s jakim elektriénim nabojem 1 nekoliko
mogucih mjesta za fosforilaciju, za koje se pretpostavlja da regulira prolazak klorida kroz
kanal. Vezanjem ATP-a dolazi do njegove hidrolize i stvara se cCAMP koji aktivira proteinsku
kinazu A. Kinaza fosforilira podru¢je R, i time mijenjajuc¢i konfiguraciju molekule otvara

kloridni kanal (5).

Otvaranjem kanala dolazi do izlaska iona klora, koji zatim slijede natrij i voda, te ulaze u
lumen izvodnog kanali¢a Zlijezde. Fizoloski mehanizmi donekle se razlikuju s obzirom na
vrstu epitelnih stanica, posebice u zlijezdama znojnicama, gdje u zdravih osoba izlazak
klorida iz stanica aktivira antiport CI'/HCO3" i rezultira pojacanom apsorpcijom NaCl-a, ¢ime

se u zdravom organizmu sprjecava gubitak soli znojem.



U osoba koje boluju od cisticne fibroze protein CFTR se ne sintetizira ili nije funkcionalan,
Sto ometa izlu¢ivanje kloridnih iona iz epitelnih stanica i dovodi do poveéane resorpcije Na i
vode iz lumena u stanicu. Time se stvara sekret koji je gust i zilav, te se oteZano odstranjuje iz
kanala zlijezda. Tako zgusnuti sekret na respiracijskoj sluznici nije moguée odstraniti
fizioloskim mukocilijarnim mehanizmima, te on postaje podloga za razvoj patogenih
mikroorganizama, u pocetku najces¢e pneumokoka i hemofilusa, a potom mukoidnih
pseudomonasa i burkholderije. Do zgus$njavanja i precipitacije sadrzaja dolazi i u zu¢nim
vodovima, u lumenu crijeva, te u sjemenovodima muskarca. U guSteraci, uz opstrukciju
Zljezdanih izvodnih kanalica, izostaje sekrecija bikarbonata, a u Zlijezdama znojnicama javlja

se pojacan gubitak NaCl-a zbog smanjene reapsorpcije (3, 5).

2.3. Patologija
Viskozan i zgusnut sadrzaj u lumenu kanali¢ca onemoguéava normalnu sekreciju egzokrinih
zlijezda u razli¢itim epitelnim organima. PatoloSke promjene kojima je cisticna fibroza

obiljezena najizrazenije su u diSnom i probavnom sustavu (3).

U disnom sustavu dolazi do nakupljanja guste sluzi u bronhioloma uz znakove upalne reakcije
u stijenci, §to dovodi do ponavljajué¢ih sekundarnih infekcija, te u kasnijim stadijima
kroni¢nog bronhitisa i bronhiolitisa. Kako opstrukcije i upala napreduju, u bolesnika se
radioloski i histoloski mogu naéi pneumonije, emfizem, pneumotoraks, bronhiektazije,
atelektaze, pluc¢ne priraslice, apscesi, i kona¢no, masivna destrukcija pluénog parenhima. Oko

10% bolesnika starijih od deset godina boluje i od kroniéne polipoze nosa (8, 3).

U izvodnim kanali¢ima sluznic¢kih Zlijezda debelog i tankog crijeva dolazi do precipitacije
sadrzaja i stvara se velika koli¢ina gustog sekreta koji prilijeze uz crijevne stijenke, no

struktura crijevnih resica i njihova funkcija ostaju ocuvane (8).



U probavnom sustavu, jo§ za vrijeme intrauterinog razvoja, moze do¢i do opstrukcije
crijevnog lumena izrazito gustim crijevnim sadrzajem — mekonijem, i razvoje mekonijskog
ileusa. U slucaju rupture crijeva zbog grcevite peristaltike, moze do¢i i do mekonijskog

peritonitisa (3).

U gusteraci dolazi do dilatacije intralobularnih kanalica, a zatim do destrukcije acinusa i
zamjene zijezdanog tkiva masnim tkivom. Kod 85% pacijenta koji boluju od cisti¢ne fibroze
razvije se kroni¢ni pankreatitis, kao posljedica opstrukcije izvodnih kanalica egzokrinog
dijela zlijezde gustim sekretom, i njihovog cisti¢nog prosirenja. Visok tlak u kanali¢u
uzrokuje oSteenje stijenke pritiskom, i dolazi do upalne reakcije s umnozavanja veziva i
gubitkom egzokrinog tkiva gusSterace. Makroskopski, guSteraca postaje mala, Cvrsta i
nepravilnog oblika, a moze sadrzavati i ciste. Na kraju se razvije insuficijencija gusterace i
posljedicna malapsorpcija ugljikohidrata, masti i bjelanCevina iz lumena tankog crijeva.
Endokrina funkcija gusterace ostaje dugo oCuvana, no u dugotrajnoj bolesti smanjuje se i

lucenje inzulina (8, 3).

Do sli¢nih promjena moze do¢i i u zlijezdama slinovnicama zbog nakupljanja guste sline.
Gusta sluz u jetrenim zuénim vodovima, onemogucuje normalno izluéivanje Zuci, $to
doprinosi malapsorpciji, a uslijed oSte¢enja zu¢nih kanali¢a pacijenti mogu razviti sekundarnu

bilijarnu cirozu (8).

U reproduktivnom sustavu muSkarca, slicne se promjene zbivaju u Wolffovu kanalu.
Seminalne vezikule se ne mogu identificirati, epididimis je hipoplastican, dok je sjemenovod
u vise od 95% bolesnika obliteriran, zbog ¢ega je vecina odraslih bolesnika muskog spola

neplodna (8, 3).



2.4. Dijagnostika
Dijagnosticki postupci za dokazivanje citicne fibroze ukljucuju: a) odredivanje koncentracije
iona klora 1 natrija u znoju, b) promjene elektricne vodljivosti na nosnoj sluznici i c)

nazoc¢nost mutacija utvrdenih DNK analizom (3).

Test odredivanja klorida u znoju naj¢esc¢a je metoda, a znoj za analizu dobiva se iontoforezom
pilokarpin-nitrata u ograni¢eno podrucje koze. Normalna vrijednost koncentracije klorida u
znoju iznosi do 40 mmol/L, vrijednosti izmedu 40-60 mmol/L grani¢ne su i test se mora
ponoviti, a vrijednosti iznad 60 mmol/L su patognomonic¢ne za cisti¢nu fibrozu. Osim CF,
postoje i neke druge bolesti u kojima koncentracija klorida u znoju moze biti povisena, i treba

ih uzeti u obzir kod diferencijalne dijagnoze (3).

Mjerenje elektricnog potencijala nosne sluznice temelji se na pojavi transepitelijalnog
elektriénog potencijala kroz respiracijski epitel, zbog protoka iona natrija i klora, koji je u

pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze karakteristi¢no promijenjen (3).

Dokazivanje mutacija CFTR gena rabi se u prenatalnoj i postnatalnoj dijagnostici cisticne
fibroze. Rutinski se traze 15-20 mutacija, najzastupljenijih u odgovarajucoj populaciji §to

omogucuje identifikaciju genskog defekta u 80-95% ispitanika (3).

Za postavljanje dijagnoze potrebno je ispuniti barem po jedan uvjet iz obiju sljedecih skupina:
a) prisutnost jedne ili vise karakteristi¢nih fenotipskih pojava za cisti¢nu fibrozu ili cisti¢na
fibroza u brata ili sestre, ili pozitivni novorodenacki test probira; b) uz jednu od moguénosti iz
skupine a), mora postojati i laboratorijski dokaz o poremecaju svojstvenom za cisti¢nu
fibrozu: povecana koncentracija klorida u znoju u najmanje dva neovisna mjerenja, ili
identifikacija dviju mutacija gena CFTR, ili dokazan abnormalni potencijal nosne sluznice u

najmanje dva mjerenja (9, 3).



Fenotipska obljezja svojstvena cistinoj fibrozi ukljucuju: kroni¢nu bolest diSnog sustava,
probavne i prehrambene poremecaje, sindrom gubitka soli ili metabolicku alkalozu, i

opstruktivnu azoospermiju (3).

Neonatalni probir, ve¢ uveden u mnogim zemljama, vr$i se odredivanjem imunoreaktivnog
tripsinogena u osusenom uzorku krvi novorodenceta. U djece s CF vrijednosti tripsinogena su
povisene jer dolazi do prodora enzima u krv zbog opstrukcije kanali¢a gusterace. One ostaju
takve do 7.- 8. godine zivota, kada zbog smanjenja aktivnosti gusStera¢e dolazi i do pada
razine tripsinogena u krvi. U Hrvatskoj jos nije uveden sustav novorodenackog probira, ali se

razmatra uvodenje u narednim godinama (10, 3).

2.5. Klinicka slika
Iako je CF bolest s kojim se covjek rada, manje od 20% oboljelih ima klini¢ke manifestacije
bolesti u novorodenackom i ranom dojenackom razdoblju. Medutim, promjene u diSnim
putevima nastaju rano u djetinjstvu, prije nego §to se mogu klini¢ki prepoznati, stoga bi ranim
prepoznavanjem bolesti kroz novorodenacki probir imali moguénost ranog pocetka lijecenja 1
ublazavanja posljedica bolesti (10). Kao multisustavna bolest, cisticna se fibroza moze
ocitovati razli¢itim klinickim slikama Sto ovisi jednim dijelom o tome koje se mutacije CFTR

gena nalaze u bolesnika, ali i o utjecaju tzv. modificirajuc¢ih gena i faktora iz okolisa (11).

Plu¢na bolest prisutna je u gotovo svih oboljelih od cisti¢ne fibroze i danas je najvazniji
determiniraju¢i faktor prezivljenja. Neki pacijenti ve¢ u dojenackoj dobi razvijaju prve
simptome u obliku neproduktivnog, iscrpljujuceg kaslja, opstruktivne dispneje i zvizduka koji
oponasaju simptome bronhiolitisa. U drugih pacijenata plu¢na bolest se razvija postupno,
mjesecima 1 godinama, uz sliku kroni¢ne bronhoopstrukcije, bronhitisa, recidivirajucih

pneumonija 1 hiperinflacije pluénog parenhima.



S napretkom i progresijom bolesti, dolazi do razvoja peribronhalne fibroze, atelektaza i
bronhiektazija. Klinicki tijek bolesti karakteriziraju pluéne egzacerbacije uz moguénost
razvoja pneumotoraksa, te razvoj kroni¢ne pluéne bolesti uz pojavu kroni¢ne respiratorne
insuficijencije i pluénog srca. Kod adolescenata i odraslih, u refrakternih egzacerbacija pluéne

bolesti, u obzir dolazi i alergijska bronhopulmonalna aspergiloza (12).

U pluénim infekcijama djecje dobi najces¢i izolirani uzrocnici su oni uobicajeni za dob djeteta
— respiratorni virusi, bakterije roda Haemophilus i Streptococcus pneumoniae. U kasnijim
stadijima bolesti naj¢esce se izoliraju Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, i
Burkholderia cepacia. Eradikacija pseudomonasa iz respiratornog trakta predstavlja poseban

izazov zbog njegove sposobnosti transformacije i stvaranja biofilma (13).

Kroni¢na insuficijencija guSterace javlja se u 85% oboljelih. Deficit u egzokrinoj sekreciji
enzima gusterace uzrokuje maldigestiju i sekundarnu malapsorpciju, steatoreju i povecan
crijevni gubitak dusika (14). Djeca su blijeda, slabo dobivaju na teZini, izbo¢enog trbuha,
imaju masne obilne stolice i flatulenciju, razvijaju malapsorpciju, malnutriciju i manjak
vitamina topivih u mastima. Kao posljedica toga, mogu se razviti akrodermatitis, anemija,
neuropatija, no¢na sljepocéa, osteoporoza i poremecaj krvarenja (10). Malnutricija, posebice
kod dugotrajnog energetskog deficita, ima negativan utjecaj na diSni sustav. Povecava
ucestalost plu¢nih infekcija 1 upalnih procesa koji uzrokuju strukturalne promjene di$nih
puteva (13,14). Endokrina funkcija Langerhansovih otoci¢a gusterace obi¢no ostaje ofuvana
do adolescencije i1 odrasle dobi. Jedna trecina oboljelih ipak razvije dijabetes povezan s
cisticnom fibrozom (cystic fibrosis related diabetes — CFRD), jedinstvenu formu Seéerne

bolesti koja ima karakteristike dijabetesa i tipa I i tipa Il (15).



Novoroden¢ad s CF mogu razviti prolaznu kolestatsku Zuticu, uzrokovanu opstrukcijom
intrahepati¢nih zu¢nih vodova. Stariji pacijenti su pod povecanim rizikom od razvoja fokalne
bilijarne ciroze, ali samo manji dio pacijenata razvije klini¢ki manifestnu bolest jetre, obi¢no
do 15. godine zivota. Zatajenje jetre na drugom je mjestu vodeéih uzroka smrti u oboljelih od
cisti¢ne fibroze (13). Vec je spomenuto da novorodencad moze razviti mekonijski ileus, a
starija djeca i1 odrasli, distalni opstruktivni sindrom i prolaps rektuma - zbog opstrukcije
gustom stolicom na razini distalnog tankog crijeva (11). Zbog povecanog gubitka natrija i
klorida znojem, djeca su sklonija hiponatremijskoj dehidraciji i hipokloremijskoj
metaboli¢koj alkalozi. U oboljele djece pubertet je Cesto odgoden za godinu, dvije, zbog

usporenog rasta i maturacije, kao posljedica malnutricije (3).

Vecina muskih pacijenata imaju azoospermiju i neplodnost kao posljedicu opstrukcije
sjemenovoda. Bolesnice su fertilne, ali je zbog promijenjenih osobina sluzi u spolnom traktu,

zacece otezano (16).

2.6. Lijecenje
Danas dostupnu terapiju mozZemo podijeliti u dvije glavne skupine, a to su: a) simptomatsko i
potporno lijeéenje i b) etioloska (kauzalna) terapija. Iako se eksperimentira s genskom
terapijom, te danas imamo par lijekova odobrenih za uporabu u etioloskom lijecenju CF,

temeljno lijeCenje ostaje simptomatsko (3).

Simptomatsko lije¢enje uglavnom je fokusirano na respiratorne i gastrointestinalne simptome,
uz pruzanje odgovarajuée nutritivne potpore. Obuhva¢a nadomjesnu terapiju enzima

gusterace, te visokokalorijsku dijetu uz nadoknadu vitamina topivih u mastima.
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Posebna dijeta zahtjeva 20% veéi unos od preporucenog dnevnog unosa, kako bi se
zadovoljile povecane dnevne potrebe uzrokovane hipermetabolickim stanjem koje se javlja u
oboljelih. Kod neadekvatnog prehrambenog statusa dolazi do pogors$anja pluéne funkcije i
povecava se ucestalost pluénih infekcija, pa je stoga adekvatna prehrana esencijalni dio

lijecenja (16).

LijeCenje respiratornih komplikacija bazira se na kontroli infekcija i upale, te na poticanju
drenaze sekreta iz diSnih puteva. Pacijenti s terminalnim stadijem pluéne bolesti kandidati su
za transplantaciju plu¢a. Antibiotska terapija glavni je nacin lijeCenja pluénih infekcija u svim
stadijima bolesti, a agresivna terapija znatno je doprinijela produljenju zivotnog vijeka
oboljelin. Od ostalih lijekova primjenjuju se sekretolitici, bronhodilatatori, protuupalni
lijekovi poput nesteroidnih antireumatskih lijekova i makrolida, te se primjenjuju razlicite
metode respiratorne fizikalne drenaze. Primjena cjepiva moze biti korisna u sprjeavanju
komplikacija u diSnom sustavu i bolesti jetre (10, 17). Detaljnije o lije¢enju plu¢ne bolesti bit

¢e navedeno zasebnom poglavlju.

EtioloSko lijecenje zasada se bazira na pokusajima sinteze lijekova koji bi mogli utjecati na
neki od procesa sinteze, prijenosa, obrade, ugradnje proteina CFTR u stani¢nu membranu,
odnosno funkciju ve¢ ugradenog kanala. Za klini¢ko lije¢enje je 2012. godine odobren prvi
CFTR modulator - Ivacaftor, za pacijente s G551D mutacijom (klasa Ill), koji djeluje kao
potencijator, odnosno povecava frekvenciju otvorenosti CFTR kanala koji kod ove mutacije
ima defekt u provodenju. Lijek poboljsava pluénu funkciju, prehrambeni status, i smanjuje
ucestalost egzacerbacija pluéne bolesti, ali lijeCenje je moguce tek u manjeg broja bolesnika
koji nose tu mutaciju. Nastavlja se s istraZivanjem spojeva koji bi djelovali u bolesnika

homozigotnih za naj¢es¢u mutaciju AF508 (17).
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3. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Bakterije roda Pseudomonas su aerobni, gram-negativni, pokretni Stapici, koji spadaju u
skupinu oportunisti¢kih patogena zivotinja, biljaka i ljudi. Ubikvitarno su prisutni u svim
medijima poput tla, vode, vegetacije i materijalu nastalom organskim raspadom, uz
predilekciju prema vlaznom okolisu. U mikroskopskom preparatu bojenom po Gramu imaju
izgled kratkih ravnih $tapica duljine 1,5 — 5 um, Sirine 0,5 — 1 pm i pojavljuju se pojedinacno,
u lancima ili redovima. Posjeduju enzime citokrom-oksidazu i katalazu, a neki sojevi
posjeduju i polisaharidnu kapsulu. Pokretne su bakterije te posjeduju jedan ili vise polarnih
biceva, a neke vrste posjeduju i fimbrije. Odredeni sojevi mogu rasti u anaerobnim uvjetima,
koriste¢i se nitratima ili argininom kao terminalnim akceptorom elektrona. lako neke vrste
imaju sposobnost rasta i razmnozavanja na 4°C — 42°C, veéina ih je mezofilna s optimalnom
temperaturom za rast i umnozavanje izmedu 30 1 37°C. Jedna od karakteristika pseudomonasa
jest i sposobnost stvaranja vodotopljivih pigmenata: pijocijanina (plavi pigment), pioverdina

(zuti pigment), piorubina (crveni pigment) i piomelanina (crni pigment) (18).

Prvi opisi pseudomonasa potjecu iz 19. stoljeca, kada je francuski vojni kirurg Sellidot opisao
stvaranje plavkastog gnoja u rani ozlijedenog vojnika. Opis samog mikroorganizma daje
1882. godine Gessard, koji ga naziva Bacillus pyocyaneus. Godine 1900. Migula uvodi naziv
Pseudomonas (gr¢. pseudo — lazan, lazno, monas — jedinka, jedinica) i epitetom aeruginosa
(lat. aeruginosus — pun bakrene hrde, tj. zeleno-plav) zamjenjuje dotadaSnji naziv vrste
pyocyaneus, pa nastaje naziv Pseudomonas aeruginosa koji je i danas sluzbeni naziv ove

vrste koja tipski najbolje opisuje cijeli rod (18).

Unutar roda Pseudomonas medicinski najznacajnija vrsta jest Pseudomonas aeruginosa, zbog
svoje sposobnosti invazije tkiva domacina te brojnih ¢imbenika virulencije i toksi¢nosti.
Sposobnost prezivljavanja u razli¢itim teku¢inama omogucuje mu trajnu postojanost u
bolni¢kom okruzenju, te je jedan je od najznacajnijih uzro¢nika bolnickih infekcija.
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Cini tipiénu bakterijsku vrstu iz skupine oportunisti¢kih patogena, i uzroénik je infekcija u
bolesnika s oslabljenom imuno$¢u. P. aeruginosa je po svojoj prirodi bakterija rezistentna na
antimikrobne kemoterapeutike te je Cest nastanak izrazito rezistentnih sojeva, najcesce u
bolnicama i domovima za njegu starijih osoba, na gotovo sve klase antibiotika. U ovom radu
razmatra se ponajprije njegova uloga u kroni¢nim plu¢nim infekcijama u pacijenata oboljelih

od cisti¢ne fibroze (18).

3.1. Epidemiologija
Pseudomonasi su opotrunisti¢ki patogeni ubikvitarno prisutni u razli¢itim okolisnim uvjetima.
Medicinski je relevantno §to P. aeruginosa mozemo pronaci u bolni¢kom okruzenju gdje
prezivljava u dezinficijensima, kremama, sapunima, tekucini za ispiranje, kapima za oci,
otopinama i opremi za dijalizu, i §to je posebeno bitno, nebulizatorima koje pacijenti oboljeli
od CF Koriste u primjeni terapije. Takoder ga se u¢estalo moze pronaci u ovlaziva¢ima zraka,
sanitarnim odvodima, umivaonicima, kadama, hidroterapijskim bazenima, kupkama i na
povrsini razli¢itih biljaka. Izvor infekcije mogu biti 1 javna kupaliSta, otopine za lece,
kozmetika, umjetni nokti, intravenske droge, 1 unutrasnja povrSina sportske obuce. P
aeruginosa moze biti i sastavni dio normalne flore u zdravih pojedinaca, ali uglavnhom kao
prolazna flora. Gastroinetstinalni sustav naj¢e$¢e je mjesto kolonizacije, ucestalije u
vegetarijanaca, ali i drugi vlazni dijelovi tijela poput Zdrijela, nazalne sluznice, i vlaznih
dijelova koze (aksila i perineum) takoder mogu biti kolonizirani. U hospitaliziranih pacijenata
ucestalost kolonizacije je veca, a raste s duljinom hospitalizacije te primjenom antimikrobne
terapije Sirokog spektra ili kemoterapije. U tih bolesnika, pseudomonas moZze kolonizirati i
donje dijelove repiratornog trakta, od ¢ega su pod visokim rizikom intubirani bolesnici. Na

suhoj i intaktnoj zdravoj kozi, ovaj mikroorganizam ugiba u kratkom razdoblju (18).
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3.2. Patogeneza
Obzirom na mogucnost rasta i razmnozavanja u gotovo svim uvjetima, brojne ¢imbenike
virulencije i rezistenciju na antibiotike, iznenadujuée je da P. aeruginosa nije ucestaliji
patogen. Umjesto toga, infekcije koje izaziva, primarno su oportunisticke i pogadaju
bolesnike s oslabljenom ili oSteCenom imunos$c¢u. Stanja koja pogoduju razvoju infekcije su
nestanak odnosno osStecenje kozno-sluznicne Dbarijere (opekline, rane, intubacija,
kateterizacija), stanja kompromitiranih obrambenih imunosnih mehanizama (neutropenija,
hipogamagloblinemija, starija zivotna dob, dijabetes, cisti¢na fibroza, karcinom, AIDS) te
stanja u kojima je zastitna funkcija normalne flore poremecena terapijom antibioticima
Sirokog spektra (18). Kod infekcije pluca koja se javlja u cisti¢noj fibrozi, najvjerojatnije je
rije¢ je o kombinaciji oSteenih obrambenih imunosih mehanizama i koriStenja antibiotika
Sirokog spektra, uz anatomsku predispoziciju promijenjenih di$nih puteva koji omoguéavaju

dugotrajnu kolonizaciju ovom bakterijom.

3.2.1. Cimbenici virulencije

Cimbenike virulencije koje P. aeruginosa posjeduje dijelimo na strukturne i sekrecijske.
Cimbenici vezani na povr§inu stanice odgovorni za pokretljivost i adherenciju su: polarni bi¢
(flagela), fimbrije, i sluzava amorfna masa nazvana alginat. Sekrecijski ¢imbenici virulencije
koje bakterija izluCuje su: ekstracelularni produkti (enzimi, hemolizini, egzotoksin A),
proteini tipa Il sekrecijskog sustava, quorum sensing signalne molekule, te alginat
(ekstracelularni sluzavi matriks). Povrsinske strukture Stite bakteriju od fagocitoze, protutijela
1 sustava komplementa, dok enzimi i toksini koje bakterija lu¢i omogucavaju prodor kroz

tkiva i stvaranje pogodne sredine za prehranu i umnozavanje bakterije (18).
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P. aeruginosa uzrokuje infekciju tijekom nekoliko koraka. Prvo se uspostavlja bakterijska
kolonizacija na kozi ili sluznicama organizma procesom adherencije, nakon cega je moguca
daljnja invazija tkiva i organskih sustava, te nastanak diseminirane bolesti, bakterijemije i
sepse. U procesu adherencije identificirane su ¢etiri glavne grupe adhezina: fimbrije, mucin-
vezuci protein vanjske membrane F, povrSinski lektini i mukoidni egzopolisaharidi (alginat i
kapsula). Kod kroni¢nih infekcija najvazniji je alginat, koji se sastoji od ponavljajuceg
polimera manuronske i glukuronske kiseline, te omogucava adherenciju i zastitu bakterijama
na mjestu kolonizacije. Prekomjerna ekspresija alginata javlja se kod prelaska na mukoidni
fenotip, te ova sluzava masa stiti P. aeruginosa od fagocitoze, antibiotskog djelovanja i

onemogucuje obrambeni odgovor domacina (18, 19).

Obzirom da je adherencija znacajan prvi korak u patogenezi veéine infekcija, ve¢ina patogena
posjeduje vise razli¢itih adhezina, koje iskazuje ovisno o fazi infekcije, odnosno okolisnim
uvjetima, pa premda patogene bakterije posjeduju gene i za desetke razli¢itih adhezina nisu
svi u isto vrijeme aktivirani. Dokazano je da alginat nije uklju¢en u adherenciju P. aeruginosa
na epiteloidne stani¢ne kulture, ve¢ je ona posredovana fimbrijama (21), a postaje znacajan

tek u kasnijem tijeku infekcije.

Proteoliticki enzimi i hemolizini glavni su ¢imbenici koji omogucuju invazivnost
pseudomonasa, te razaranjem tkiva stvaraju potrebne uvjete za umnozavanje bakterija. Medu
enzimima najvaznije su proteaze: alkalna fosfataza i elastaza, a od hemolizina fosfolipaza C
osjetljiva na toplinu, i ramnolipid otporan na toplinu. Hemolizini sinergisticki djeluju
razgradujudi lipide, §to je posebno bitno kod invazije pluénog tkiva gdje fosoflipaza C
razgraduje fosfatidilkolin, glavni sastojak pluénog surfaktanta. Ramnolipid detergentskim
djelovanjem pospjesuje ucinak fosfolipaze, a u visokim koncentracijama privlaci i lizira

leukocite, te ima ciliostati¢ki u¢inak.
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Jo§ jedan vazan ¢imbenik virulencije P. aeruginosa je i tip 11l sekrecijskog sustava, koji se
sastoji od tri komponente: sekrecijskog aparata, translokacijskog aparata i efektorskih
proteina — toksina. On je povezan s akutnim invazivnim infekcijama i zahtjeva fimbrijama
posredovan kontakt bakterije i epitelne stanice, a omogucava sekreciju pseudomonasnih

egzotoksina: ExoS, ExoT, ExoU i ExoY, - ¢ije je djelovanje citotoksi¢no (21, 18).

Lipopolisaharid (endotoksin) i egzotoksin A omogucuju sustavnu toksi¢nost P. aeruginosa u
teSkim proSirenim infekcijama. Vecina klinickih izolata (oko 90%) stvara egzotoksin A.
Njegov je mehanizam djelovanja ADP-ribozilacija elongacijskog ¢imbenika 2, Sto prekida
sintezu proteina i dovodi do smrti stanice. Lipopolisaharid ima glavnu ulogu u etiologiji sepse
uzrokovane pseudomonasom. Osim tih ¢imbenika virulencije odgovornih za invazivnu bolest,
P. aeruginosa izlucuje i siderofore, piokelin, i pioverdin, kleatore Zeljeza nuzne za uspostavu

i odrzavanje infekcije, a moze koristiti i siderofore drugih mikrooganizama (18).

3.2.2. Medustani¢na signalizacija

Osim invazivnih ¢imbenika, P. aeruginosa je takoder razvio mehanizam za koordiniranu
ekspresiju gena znacajnih za adaptaciju na okolisSne uvjete. Ova je reakcija kontrolirana
sustavom detekcije kvoruma (eng. quorum sensing) — slozenim regulatornim krugom Kkoji
uklju¢uje medustani¢nu signalizaciju. Ovaj signalni sustav omogucuje psudomonasu
regulaciju genske ekspresije, ovisno o gusto¢i samih bakterijskih stanica u nekom podrudju,
pomoc¢u malih difuzibilnih molekula zvanih autoinduktori. Quorum sensing signalne
molekule jesu acil-homoserin laktoni (AHL), slobodno difuzibilne molekule, koje po
postignutoj granicnoj koncentraciji vezu LasR/RhIR aktivatore transkripcije, te induciraju

ekspresiju odredenih gena.
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Aktivacija quorum sensing kaskade promice formiranje biofilma — strukturiranih zajednica

bakterija koje naseljavaju povrsine sluznica i invazivna medicinska pomagala (18).

Stvaranje biofilma omogucuje bolje uvjete bakterijske perzistencije u tkivima i1 organima, $to
je posebice izraZzeno u kroni¢nim plu¢nim infekcija koje P. aeruginosa uzrokuje u pacijenata s
cisticnom fibrozom. Bakterije unutar biofilma zasti¢ene su sluzavom masom koju su same
stvorile i mnogo ih je teze eradicirati u odnosu prema onima u pojedina¢nom, tzv.

planktonskom obliku, te su i do 1000 puta rezistentnije na antibiotike (18, 22).

3.3. Laboratorijska dijagnostika
Uzorci za izolaciju pseudomonasa odredeni su mjestom infekcije, pa su kod infekcija disSnog
sustava to iskasljaj, aspirat donjih diSnih puteva i bronhoalveolarni lavat. U izravnom
preparatu uzorka bojenog po Gramu mogu se vidjeti gram-negativni S$tapi¢i Cija se
morfologija ne moze razlikovati od morfologije enterobakterija ili drugih gram-negativnih
Stapi¢a. Pseudomonasi imaju jednostavne zahtjeve za uzgoj 1 lako rastu na uobiCajenim
krutim hranjivim podlogama za uzgoj mikrooorganizama poput krvnog agara, kao i na vecini
selektivnih i diferencijalnih hranjivin podloga za uzgoj enterobakterija. Za uzgoj im je
potrebna aerobna atmosfera, osim ako je u podlozi prisutan nitrat, a ukoliko se uzgajaju u
tekucoj hranjivoj podlozi (bujonu), njihov rast je najizrazeniji na povrsini, u kontaktu sa
zrakom, gdje je koncentracija kisika najvisa. P aeruginosa na krvnom agaru najcesce raste u
obliku plosnatih kolonija s nazubljenim rubovima, koje imaju metalni sjaj i kakakteristican
slatkasti voéni miris koji podsje¢a na miris lipe. Psudomonas moze rasti i u nekoliko drugih
morfoloskih oblika, poput glatkih kolonija sli¢nih enterobakterijskima, sitnih kolonija, te
mukoidinih sluzavih kolonija koje nastaju zbog produkcije alginata. Na krvnom je agaru

izrazena B-hemoliza.
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Na Muller-Hintonovu agaru vidljiva je produkcija vodotopljivih pigmenata koji difundiraju u
okolinu kolonija te boje agar u karakteristicnu boju u ovisnosti 0 pigmentu ili kombinaciji
izlu¢enih pigmenata. Pioverdin daje flouroscentno zutu, piocijanin plavu boju, piocijanin i
pioverdin zajedno Zuto-zelenu boju, a rijede se vidaju piorubin koji daje crvenu boju i
pomelanin koji daje crnu. Uz to, pseudomonas je laktoza negativna bakterija, po ¢emu ga
razlikujemo od laktoza-pozitivnih enterobakterija. Buduc¢i da je nefermentativna bakterija, na
Kliglerovom agaru daje negativnu reakciju zbog nemoguénosti fermentacije Secera u njemu, a
pozitivna je rekcija oksidaze. Ima sposobnost dehidrozilacije arginina, koristi se citratom, i

raste na 42°C (18).

Serotipizacija je moguca s obzirom na raznolikost O-postrani¢nog lanca strukturnog antigena
— lipoplisaharida (LPS) vanjske membrane. 1zvodi se postupkom aglutinacije na predmetnom
stakalcu pomoc¢u dijagnostickih seruma koji su komercijalno dostupni. Tako se moze
razlikovati 20 razli¢itih serotipova sukladno medunarodnoj Kklasifikaciji Pa na temelju
antigenskog sastava. Konacna tipizacija pseudomonasa najto¢nija je primjenom molekularnih
metoda koje Cine ,,zlatni standard” — cijepanje restrikcijskim enzimima i gel elektoforeza u

pulsiraju¢em polju - PFGE (engl. pulse field gel electrophoresis) (18).

3.4. Lijecenje, prevencija i kontrola
P. aeruginosa je po svojoj prirodi bakterija rezistentna na antimikrobne kemoterapeutike i
posjeduje raznolike mehanizme za stjecanje otpornosti na antibiotike, uz cest nastanak
visestruko i ekstenzivno rezistentnih sojeva, najc¢es¢e u bolni¢kim uvjetima. Najvazniji
mehanizmi rezistencije su 1. slaba propusnost stani¢ne stijenke koja omogucuje intrinzi¢nu
rezistenciju na mnoge antibiotike; 2. proizvodnja komosomalnih i plazmidnih B-laktamaza,

aminoglikozidaza i cefalosporinaza; 3. promjene u ciljnom mjestu vezanja antibiotika;
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4. aktivni efluksni mehanizam izbacivanja antibiotika iz stanice. Rezistenciji takoder
doprinosi sposobnost stvaranja biofilma, koji svojim osobitostima djeluje kao fizikalna i

kemijska barijera u zastiti bakterija od djelovanja razlic¢itih antibiotika (18).

Psudomonas akumulira mnoge genske mutacije koje se fenotipski oc€ituju jednim od vec
navedenih mehanizama, a horizontalnim prijenosom genskog materijala (putem konjugacije i
transdukcije) moze ste¢i i mnoge druge enzime poput B-laktamaza prosSirenog spektra (eng.

extended spectrum [-lacatamases — ESBL) i karbapenemaza (18).

U lijeCenju infekcija uzrokovanih P. aeruginosa, u ovisnosti o rezultatima antibiograma,
uspjesno se upotrebljavaju antipseudomonasni penicilini (tikarcilin, piperacilin, karbenicilin),
cefalosporini I1l. i IV. generacije (ceftazidim i cefepim), karbapenemi (meropenem i
imipenem), monobaktami (aztreonam), fluorokinoloni (ciprofloksacin), i aminoglikozidi
polimiksina (polimiksin B i kolistin). (18). Za $to uspjesniji ishod lijeCenja, Cesto se
kombiniraju B-laktamski antibiotici s aminoglikozidnim antibioticima, iako monoterapija
jednim antibiotikom moZe biti jednako uspjeSna kao 1 lijeCenje kombinacijom, ako je
zapoCeta u pravo vrijeme i odgovarajucoj dozi. Primijeeno je da pojedini antibiotici u
koncentracijama nizim od minimalne inhibitorne koncentracije onemogucuju lucenje
pojedinih ¢imbenika virulencije pseudomonasa S$to je iskoriSteno u lijeCenju pacijenata
oboljelih od cisti¢ne fibroze. Azitromicin, U koncentracijama manjim od minimalne
inhibitorne koncentracije, pseudomonasu onemogucuje lucenje alginata, te Se time postize
dodatni terapijski u¢inak u kroni¢nim pluénim infekcijama karakteristicnim za cisti¢nu
fibrozu (18). Poseban problem je nastanak multirezistentnih sojeva koji se pojavljuju u
zdravstvenim ustanovama i domovima za starije osobe, osobito na odjelima s rizicnom

populacijom bolesnika (jedinice intenzivnog lijecenja i hematoloski odjeli).
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P. aeruginosa je najces$¢i nonfermentor izoliran u infekcijama udruzenim sa zdravstvenom
skrbi (18). Multipla rezistencija na antibiotike naj¢e$ce se definira kao neosjetljivost na barem

jedan antibiotik iz tri ili viSe grupa antipseudomonasnih antibiotika (24).

Pokusaji eliminacije bakterije iz bolnickog okruZenja su u praktiénom smislu nemoguci, s
obzirom na njenu ubikvitarnost. Stoga je posebice vazno primjenjivati mjere kojima se
sprjeava i suzbija Sirenje rezistentnih sojeva P. aeruginosa. To su osobito mjere kojima se
sprjecava oneciS¢enje sterilne i kriticne medicinske opreme kao $to su respiratorna i dijalizna
oprema, te prijenos uzro¢nika izmedu bolesnika posredovan zdravstvenim radnicima. Nuzno
je provodenje kontaktne izolacije, higijene ruku, prikladno ¢is¢enje i dezinfekcija pribora,
opreme 1 bolesnicke okoline, te je takoder vazna mjera - racionalna uporaba antibiotika
sirokog spektra (18). U Republici Hrvatskoj u 2016. Godini bilo je 10% sojeva rezistentnih na
piperacilin-tazobaktam, 14% na ceftazidim, 9% na cefepim, 21% na meropenem, 20% na
imipenem, 25% na ciprofloksacin, 22% na gentamicin i 9% na amikacin. U posljednjih 10
godina vidljiv je trend porasta rezistencije na ciprofloksacin, ceftazidim i imipenem, uz pad

rezistencije na gentamicin i peperacilin-tazobaktam (25).

4. PSEUDOMONAS AERUGINOSA | BIOFILM

Ve¢ se dugi niz godina smatra da su kroni¢ne pseudomonasne infekcije pluca u oboljelih od
cisticne fibroze povezane s stvaranjem sluzavog izvanstani¢nog matriksa - biofilma, iako su
sama definicja biofilma i znacenje bakterijskog biofilma u paogenezi infekcija prihvaceni
mnogo kasnije. Ve¢ od 1960-tih bilo je poznato da je mukoidni fenotip P. aeruginosa usko
povezan sa kroni¢nim infekcijama plu¢a u ovih pacijenata. 1989. Baltimore i sur. dokazali su
postojanje intraluminalnih agregata P. aeruginosa u plu¢ima pacijenata preminulih od cisti¢ne

fibroze koristenjem protutijela na mukoidini tip P. aeruginosa (26).
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Agregati su takoder nadeni u pluénim apscesima i iskasljaju pacijenata koji boluju od CF
(27). Danas znamo da je P. aeruginosa bakterija koja izaziva biofilm infekcije u plu¢ima
pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze, te da su takve infekcije ¢esto kroni¢ne i mogu trajati

desetlje¢ima (26).

4.1. Biofilm
U prirodi, mikroorganizmi mogu egzistirati kao planktonski organizmi - individualne stanice
koje slobodno plivaju u teku¢em mediju; ili u obliku sesilne zajednice - biofilma. Biofilm je
zajednica mikroorganizama vezana za povrSinu supstrata. Kao sesilni oblik Zivota bakterija,
omogucuje opstanak bakterijske populacije, te je u prirodi dominantan nad slobodno-zivuéim,
planktonskim oblikom. Bakterije koje ¢ine biofilm zaStiCene su od negativnih utjecaja
okoliSa, imaju sposobnost disperzije i pokazuju vrlo veliku rezistenciju na djelovanje
antibakterijskih ¢imbenika kao $to su antibiotici i efektorske molekule imunosonog sustava. U
protekla dva desetlje¢a definicija biofilma mijenjala se s novim spoznajama o formiranju,
strukturi, dozrijevanju i rezistenciji biofilma. Danas se biofilmom smatra sesilna zajednica
mikroorganizama ¢ije Su stanice ireverzibilno povezane sa supstratom i medusobno, te
uronjene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih polimera koji su same stvorile, a o€ituju
izmjenjen fenotip zbog promijenjene brzine reprodukcije i transkripcije gena koja se ne

uocava u planktonskih mikroorganizama (19).

Nakon pocetne adherencije bakterija na povrSinu i formiranja zrelog biofilma, na sluzavi
izvanstani¢ni matriks otpada ¢ak 80-85% biofilma, dok mikroorganizmi ¢ine samo 15-20%
biomase. Biofilm ¢ine Cesto razli¢ite bakterije, ili bakterije i gljive, ali ga moze Ciniti i samo

jedna vrsta mikroorganizama.
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Mikroorganizmi koji ¢ine biofilm medusobno komuniciraju pomocu autoinduktorskih
molekula, i tako detektiraju kada je broj jedinki dostatan da bi se aktivirali geni odgovorni za
virulenciju, taj mehanizam znanstvenici nazivaju detekcijom kvoruma (eng. quorum sensing)

(19).

4.2. Mukoidni fenotip P. aeruginosa
Osim signalnog molekularnog sustava, u razvoju kroni¢ne pseudomonasne infekcije u
pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze, vaznu ulogu imaju geni i putevi ukljuéeni u pretvorbu
psudomonasa normalnog (nemukoidnog) fenotipa u mukoidni oblik. Mukoidni fenotip
povezuje se sa infekcijama u cisti¢noj fibrozi, pogotovo kroni¢nim. Obiljezava ga gubitak
pokretljivosti bakterije i ekscesivna proizvodnja viskoznog egzopolisaharida — alginata.
Alginat okruzuje bakteriju i stvara omota¢ koji podsjeca na sluz pa ga stoga takav fenotip
nazivamo mukoidnim (Slika 1). Povezuje ga se sa stvaranjem biofilma, opom rezistencijom
na vise vrsta antibiotika i okoli$ne stresore kao §to su isuSenje i nedostatak hranjivih tvari.
Najvazniji gen ukljucen u proces produkcije alginata je algU, on kodira sigma faktor koji je
slabo izrazen u nemukoidnih sojeva, a bazalna koli¢ina koja se u normalnim uvjetima
proizvodi biva sekvestrirana od strane anti-sigma faktora MucA. Ta je interakcija klju¢na kod
konverzije soja u mukoidni fenotip. Kada MucA normalno sekvestrira Algu u nemukoidnom
obliku, bakterija ne proizovdi znacajne koli¢ine alginata. U uvjetima stresa (oksidativni,
osmotski, toplinski, nedostatak hranjivih tvari, isusenje, antibiotici), bakterija dobiva signal za

pokretanje mehanizama proteoliticke razgradnje MucA. (28).
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Sluzavi soj P. aeriginosa Kojrproducira alginat

Slika 1. Sluzavi izgled kolonija mukoidnog soja P.aeruginosa koji producira polisaharid alginat

(Ijubaznos$éu prof. J.V.).

Time se oslobada vezani AlgU i slobodno djeluje kao transkripcijski faktor te zajedno s
nekoliko drugih proteina stimulira produkciju alginata i tako omoguéava privremenu
ekspresiju mukoidnog fenotipa. No, kod pacijenata koji boluju od cisti¢ne fibroze S
kroni¢cnom pluénom infekcijom, Cesto imamo pojavu konstitutivno izrazenog mukoidnog
fenotipa kao posljedicu mutacije u mucA genu (28). Smatra se da do indukcije mutacija
dolazi zbog pokretanja polimorfonuklearnog (PMN) imunosnog odgovora uz otpustanje
reaktivnih Kisikovih radikala koji o$te¢uju bakteriju i stvaraju za nju nepogodne uvjete. Haiby
I sur. u svojoj su studiji provedenoj na uzorcima skandinavskih pacijenata oboljelih od CF
dokazali da vodikov peroksid i aktivirani polimorfonukleari mogu inducirati istu mutaciju u
MucA genu Pa soja PAO1 (29). Mutacije toga gena pronasli su u 93% mukoidnih sojeva

izoliranih iz pluca oboljelih pacijenata, u suradnji s drugim autorima (30).
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Prema tome, mozemo zakljuciti da je ta mutacija dovela do promjene PO1 soja u mukoidni

fenotip 1 da je kljucna uloga aktiviranih PMN 1 kisikovih radikala.

Alginat djeluje kao sakuplja¢ kisikovih radikala, i1 §titi Pa od fagocitoze i fizoloskih
mehanizama ¢iS¢enja disnih puteva. To ¢ini Pa mukoidnog fenotipa otpornijim od
nemukoidnog na eradikaciju putem mehanizama obrambenog imunoloskog sustava (31).
Kada jednom dode do infekcije mukoidnim tipom P. aeruginosa, ili konverzije normalnog u
mukoidni tip, javlja se pogorsanje klinickog tijeka bolesti. Do konverzije obi¢no dolazi
tijekom kroni¢ne infekcije pluca, bez znacajnih trenutnih promjena u klini¢koj slici, ali
pacijenti tijekom vremena razvijaju kroni¢nu upalu, koja smanjuje pluénu funkciju (28). U
sputumu pacijenata oboljelih od CF sa kroni¢nom infekcijom pluéa, nalazimo velike koli¢ine
alginata i pseudomonasnih agregata u mikrokolonijama. Stoga se on smatra znatajnim
faktorom virulencije, a inducira i jaki humoralni imunosni odgovor sa stvaranjem protutijela
IgG i IgA razreda. Visok titar protutijela na P. aeruginosa koji nalazimo u pacijenata s
mukoidnim tipom pseudomonasa, negativan je prediktivni faktor bolesti, jer pokrece burniji
upalni odgovor koji brze unisStava pluéno tkivo. PoviSenje titra protutijela na pseudomonas

identificirano je kao indikator prelaska akutne u kroni¢nu pluénu infekciju (26).

4.3. Stvaranje biofilma u oboljelih od cisti¢ne fibroze
Nekoliko studija potvrduje teoriju o mogucnosti stvaranja biofilma u plu¢ima oboljelih od
cisti¢ne fibroze. U jednoj od njih, mikroskopskom studijom iskasljaja oboljelih, otkrivena je
poviSena rezistencija na fagocitozu 1 antibiotike zahvaljuju¢i visokoj produkeiji
izvanstani¢nih polimera u biofilmu (32). U normalnim diSnim putevima, povrsina epitelnih
stanica se odrzava hidriranom pomoc¢u sloja sluzi koju ¢ini mjeSavina elektrolita,

glikoproteina mucina, lipida, i proteina.
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Kako bi formirao biofilm u plu¢ima oboljelih od CF, P. aeruginosa mora probiti mukozni sloj
i uc¢i u zonu hipoksi¢nih uvjeta, gdje prelazi na anaerobni metabolizam, u kojem se Koristi
nitritiom, nitratom i duSi¢nim oksidom kao alternativnim akceptorima elektrona. Zato se
sposobnost rasta pseudomonasa u anaerobnim uvjetima smatra vaznim preduvjetom za

stvaranje biofilma u oboljelih od CF (28).

Kod formiranja biofilma P. aeruginosae na biotickim i abiotickim povr§inama in vitro,
uocCavaju se odredeni stadiji razvoja biofilma (Slika 2). Proces zapocinje vezanjem
planktonskog ili slobodnozivuéeg oblika bakterije na ponudenu povrsinu, u slucaju cisti¢ne
fibroze, respiratorni epitel donjih dijelova diSnog sustava. Taj korak zahtijeva aktivaciju
nekoliko gena i faktora, ¢ija je posljedica ekspresija flagela i fimbrija na povrSini bakterijske
stanice. Tijekom drugog stadija, bakterija pocCinje stvarati i lu€iti dijelove izvanstani¢nog
matriksa, koji poti¢u i olakSavaju zdruzivanje bakterija i stvaranje mikrokolonija (33).
Matriks se sastoji od polisaharida, proteina i eDNK, S§to igra vaznu ulogu u povecanju
rezistencije biofilm-formirajuc¢ih bakterija oko 1000 puta u odnosu na planktonski oblik
bakterija (34). Zatim, tako stvorene mikrokolonije ulaze u proces dozrijevanja (maturacije) u
gusci oblik biofilma, a time dolazi do stvaranja gradijenta kisika u biofilmu. To znaci da ¢e
koncentacija kisika biti ve¢a na povrSini biofilma, a manja u dubljim slojevima, te ¢emo
untutar samog biofilma razlikovati podru¢ja aerobnih, mikroaerofilnih i1 anaerobnih uvjeta.
Zadnji korak u razvoju ¢ini pojava odlamanja 1 rasprSenja dijelova biofilma, $to je uvjetovano
razgradnjom njegovih dijelova ili modifikacijom pri kojoj dolazi do oslobadanja povrSinskih

proteina, a rezultira promjenom strukture i moguc¢nosti stvaranja novog biofilma (28).

25



plan?ctonske b p— mreli biofilm
stanice

7
Q0 :
fn n . \
pokretljivost, v W,
adhezni, EPS, 4 signalne v
_ signali iz okoli$a & molekule B ; ‘
Yy
\ { » g ‘ { ‘/

Slika 2. Stvaranje biofilma: u prvoj fazi mikroorganizmi se reverzibilno veZu za povrSinu, zatim slijedi
ireverzibilno vezanje, potom faza dozrijevanja biofilma, i na kraju faza disperzije. Prema: Kaleni¢ i sur.

(2013.) str. 89, uz dopustenje Medicinske naklade.

Cini se da heterogenost uvjeta koji vladaju u cisticnom fibrozom promjenjenim plu¢ima,
uvjetuje i fenotipsku heterogenost P. aeruginosa izoliranih iz iskasljaja oboljelih pacijenata
(35). Najcesce perzistira jedan klon Pa, uz pojavu nekoliko razli¢itih fenotipova, Koji su
posljedica mutacija u genomu bakterije induciranih uvjetima iz okoliSa u kojem se bakterija
nalazi. Fenotipovi koji se iskazuju u plu¢ima oboljelih od CF su mukoidni, nemukoidni, i
mikrokolonije, a dolazi i do stvaranja visoko mutabilnih tipova tzv. hipermutatora, nastalih
zbog oSteCenja mehanizama popravka DNK. Njih karakterizira sposobnost reverzije iz
mukoidnog ponovno u nemukoidni fenotip (31). U pacijenata oboljelih od cisti¢ne fibroze,
65-80% svih infekcija su povezujemo sa prisustvom biofilma (36). Biofilm infekcije su
kroni¢ne 1 karakterizira ih kontinuirani upalni proces u kojem dominira humoralni imunoloski
odgovor s produkcijom visokog titra protutijela i invazijom mjesta infekcije velikim brojem

polimorfonuklearnih leukocita koji unistavaju okolno tkivo.
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Tijekom takve kroni¢ne infekcije koja moze trajati desetlje¢ima, P. aeruginosa, kako bi
prezivio, prolazi proces prilagodbe na upalni imunosni odgovor i na razli¢ite uvjete koji
vladaju u respiratornim i provodnim zonama pluca, kao i na antibiotike koriStene u lijecenju

pacijenata (31).

5. KRONICNA INFEKCIJA PLUCA U OBOLJELIH OD CISTICNE FIBROZE

Iako je bolest disnog sustava u CF bazirana na genskoj mutaciji CFTR gena, to nije glavni
uzrok morbiditeta i mortaliteta u ovih pacijenata. Nefunkcionalnost CFTR-a stvara pogodne
uvjete za prezivljenje i razmnozavanje odredenih mikroogranizama. Nakupljanje guste sluzi u
plu¢ima onemogucava uklanjanje bakterija iz di$nih puteva i stvara medij bogat nutrijentima
u kojem bakterije mogu rasti i umnoZzavati se (28). Ve¢ je naglaSeno da je dominantan
bakterijski uzro¢nik infekcija pluéa u starijih pacijenata upravo P. aeruginosa. Karakterizira
ga sposobnost prilagodbe 1 perzistencije u odjeljcima diSnih puteva u kojima vladaju razli¢iti

uvjeti, uz razvoj kroni¢ne infekcije koju povezujemo sa stvaranjem biofilma (31).

5.1. Patofizioloske promjene disnih puteva u CF — podloga za infekciju
U zdravim plu¢ima, povrsina diSnih puteva oblozZena je tankim slojem pericilijarne vodenaste
sluzi. Sluz oblaze trepetljike epitelnih stanica respiratornog epitela u bifaznom sloju. Gornji
sloj nesto je viskozniji od donjeg sloja, i hvata Cestice i bakterije koje prolaze prema donjim
disnim putevima. Donji sloj sluzi, koji nazivamo pericilijarnim slojem (eng. pericillar layer —
PCL), manje je gusto¢e i fluidniji, Sto omogucava kretanje trepeljiki unutar njega.
Pomicanjem trepetljiki, pomice se 1 mukozni sloj, te se mehanicki odstranjuje prema gornjim

dijelovima diSnog sustava, gdje dolazi do ekspektoracije sadrzaja (28).
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Tim mehanizmom se iz plu¢a normalno odstranjuju bakterije i debris koji bivaju udahnuti ili
na neki drugi na¢in uneseni u di$ni sustav. CFTR protein koji se nalazi na apikalnim
membranama stanica diSnog epitela, zajedno s drugim ionskim kanalima, izmjenom iona
odrzava normalnu hidraciju 1 osmotsku ravnotezu pericilijarnog mukoznog sloja. Uloga
CFTR-a je u transportu aniona klorida i bikarbonata iz stanica u lumen di$nih puteva, te u
njegovom odsustvu ili nefukncionalnosti dolazi do zgusnjavanja PCL-a. Danas vjerujemo da
je to posljedica primarnog poremecéenog tranporta kloridnih iona i sekundarnog transporta
hidrogenkarbonatnih iona putem CFTR. Cini se da nedostatak hidrogenkarbonata, i
posljedi¢ni pad pH utjeCe na gusée slaganje proteina mucina, koji ¢ine glavnu proteinsku
komponentu mukoznog sloja. PCL koji oblaze trepetljike jako je osjetljiv na promjene udjela
vode, a kod nedovoljne sekrecije iona, javlja se i manjak vode u secerniranom sadrzaju, §to

dovodi do njegovog zgusnjavanja (28).

Velika gustoéa mukoznog sloja onemogucava normalnu pokretljivost cilija, te dolazi do
nakupljanja sadrzaja odnosno stvaranja sluzavog Cepa koji se sastoji od sluzi, bakterija,
staniénog debrisa i neodstranjenih Cestica. Unato¢ tome, vrlaste stanice diSnog epitela
nastavljaju Iuciti jednake koli¢ine sluzi, koja Se ne moze normalno odstraniti i pocinje
ispunjavati disne puteve. Pokrece se snazna reakcija imunosnog sustava koja dovodi do upale
u stijenci zahvacenog bronha. Upalne stanice koje dominiraju su PMN i makrofagi, ¢ija se
koli¢ina zna€ajno povecava u disSnim putevima ovih pacijenata. Oni fagocitraju bakterije 1
debris stanica imnosnog sustava, te lu¢e pro-upalne citokine koji pojac¢avaju upalni odgovor i
privlace druge stanice imunosnog sustava. Dolazi do otpustanja vecih koli¢ina enzima poteaza
I elastaza iz upalnih stanica, koje osim §to uniStavaju prisutne bakterije, oste¢uju epitelne
stanice diSnih puteva, S$to kroz viSegodiSnje ponavljanje dovodi do trajnih oSte¢enja s

fibroznim promjenama plué¢nog tkiva (28).
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5.2. Rana kolonizacija i infekcija
Ubikvitarnost P.aeruginosa u okolisu vjerojatno uvjetuje visoku pojavnost ovog patogena u
pacijenta koji boluju od cisti¢ne fibroze. Kao $to je prije spomenuto, P. aeruginosa je gram-
negativna bakterija koja spada u oportunisticke patogene, a izaziva asimptomatsku
kolonizaciju gastrointestinalnog trakta u 6-30% oboljelih od CF. Disni sustav, sinusi, te
probavni trakt (pretpostavlja se uslijed gutanja sputuma), inicijalno su Kkolonizirani
nemukoidnim sojevima P. aeruginosa, koji se tipi¢no nalaze u okolisu. Do kolonizacije
respiratornog sustava pseudomonasom u ovih pacijenata moze doc¢i u bilo kojem razdoblju
Zivota, a rezultati istrazivanja pokazuju da je 70-80% njih inficirano do rane odrasle dobi, s
time da do inicijalne infekcije dolazi najvjerojatnije ve¢ u prve tri godine zivota. Infekciju
mogu zadobiti putem socijalnog kontakta ili tijekom boravka u bolnicama, no, raznolikost Pa
klonova izoliranih u pacijenata koji boluju od CF, upucuje na okoliSno podrijetlo vecine

klini¢kih izolata (37).

Na temelju istrazivanja, riziénim ¢imbenicima za ranu akviziciju Pa infekcije smatraju se:
zenski spol, homozigotnost za AF508 — CFTR mutaciju, 1 kontakt sa starijim pacijentima vec¢
koloniziranima s P. aeruginosa (38). Ranu kolonizaciju u pacijenata koji boluju od CF
povezujemo s losijim rentgenskim nalazima pluca, losijim klinickim nalazom, i smanjenjem

pluéne funkcije u odnosu na neinficirane pacijente (39).

Pri rodenju, pluéa djece oboljele od cisticne fibroze normalnog su izgleda, ali ubrzo se
javljaju znakovi infekcije i upale u bronhoalveolarnim lavatima (BAL), ¢ak i u klini¢ki zdrave
djece. Jos§ uvijek ne mozemo sa sigurnoscu tvrditi $to se prvo javlja, infekcija ili upala, no

postoje dokazi o upalnim aktivnostima u disnim putevima djece i bez prisustva infekcije (13).
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Takva su saznanja dovela u pitanje dotadasnji tradicionalni stav da se upalna reakcija
plu¢ima javlja kao posljedica kolonizacije i infekcije patogenima, i potaknula daljnja
istrazivanja usmjerena na dokazivanje da je povisena razina upalnih medijatora koja se moze
na¢i u BAL-u neinficiranih pacijenata, posljedica pretjeranog upalnog odgovora diSnog
epitela na neke od ranih prolaznih patogena koji se uspjesno uklanjaju iz diSnog sustava prije
nego uzrokuju infekciju, ili ih nije moguée detektirati kultivacijom i metodama klasi¢ne

bakteriologije (37).

Plu¢a dojencadi s cisticnom fibrozom rano su kolonizirana bakterijama Haemophilus
influenzae i Staphilococcus aureus, koji su inace benigni kolonizatori gornjih di$nih puteva i
nosne Supljine. S. aureus povezujemo uglavnom s infekcijama u prvim godinama zivota, te se
javlja se u gotovo 40% dojencadi tijekom prva tri mjeseca zivota. No ubrzo, P. aeruginosa
postaje predominantna bakterija u disnim putevima ispitanika (35). U jednoj studiji 39 od 40
dojencadi s CF imalo je seroloski ili kulturom dokazanu infekciju P. aeruginosa ve¢ do 3.
godine Zivota (40). Kroni¢na infekcija S. aureusom obic¢no prethodi infekciji s P. aeruginosa,
pa se stoga smatra da oStecenje diSnih puteva tijekom infekcije stafilokokom stvara uvjete za

kolonizaciju pseudomonasom (35).

Kod profilakticke primjene antistafilokoknih antibiotika u djece s dokazanom vrstom S.
aureus u obriscima grla, ¢es¢e dolazi do kolonizacije s Pa nakon eradikacije stafilokoka, a
moguca je i pojava meticiln-rezistentnog S. aureusa (MRSA) §to znatno pogorsava klinicki

tijek bolesti i otezava lijecenje (36, 27).

Od drugih patogena koji naseljavaju disne puteve pacijenata koji boluju od cisti¢ne fibroze,
Cesti su Burkholderia cepacia, Stentotrophomonas maltophilia, MRSA, te atipi¢ne
mikobakterije. Burkholderia cepacia kompleks (vise genovara) pokazuje inherentnu

antibiotsku rezistenciju, visoku virulenciju i lak prijenos s jedne osobe na drugu.
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Opasnost lezi u brzom padu pluéne funkcije 1 porastu mortaliteta u pacijenata koji razviju B.

cepacia pluénu infekciju (41).

5.3. Patologija kroni¢ne pluéne bolesti

Promjene u cisti¢noj fibrozi primarno zahvadaju diSne puteve i submukozne Zlijezde uz
postedu intersticija 1 alveolarnih prostora do kasnijih stadija bolesti. Ekspresija CFTR-a
lokalizirana je u spomenutim primarno zahvaéenim podrucjima, s najdominantnijom
ekspresijom u podru¢ju submukoznih Zlijezda. Cak i prije klini¢ki manifestne infekcije,
prisutna je hipertrofija submukoznih zlijezda, hiperplazija mukoznih stanica dusnika i glavnih
bronha uz hipersekreciju sluzi. Bronhalne seromukozne zlijezde poveéanog su volumena uz
poveéan omjer debljine Zlijezde i stijenke bronha. Nedugo nakon rodenja, zapocinju prve
infekcije bakterijskim patogenima, uz intenzivan neutrofilni odgovor u peribronhalnim i
endobronhalnim prostorima. Dolazi do stvaraju mukopurulentnih ¢epova u malim i srednjim
bronhiolima uz papilarnu hipertrofiju epitela, ve¢ u djecjoj dobi. To uzrokuje ponavljajuce
bronihitise i bronhiolitise s upalnim odgovorom neutrofila, histiocita, limfocita i plazma
stanica. U starijih bolesnika, upalnim procesima di$nih puteva dominiraju takoder neutrofili
uz povisene razine interleukina 8 1 neutrofilne elastaze, a kao posljedica proteolize i
hondrolize potpornog tkiva diSnih puteva dolazi do njihove dilatacije sa stvaranjem
bronhiektazija (13).

Bronhiektazije se pogorSavaju s dobi, a prvi su znakovi dilatacije diSnih puteva u nekih
pacijenata vidljivi ve¢ pri rodenju, da bi do dvadesete godine bili prisutni u gotovo svih
oboljelih od cisti¢ne fibroze. P. aeruginosa infekcije u pacijenata s bronhiektazijama
povezane su sa ucestalijim egzacerbacijima, hospitalizacijama 1 pogorSanjem kvalitete Zivota,

uz povecanu stopu smrtnosti kod ucestalih egzacerbacija (42).
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Pogodeni su najcesce proksimalni diSni putevi: gornji pluéni reznjevi, desni srednji rezanj,
lingula, i gonji segmenti donjih pluénih reznjeva. Promjene u pluénom parenhimu uz znakove
pneumonije moguce su od rodenja, a prisutne su u ¢ak 82% oboljelih do 24. godine Zivota.
Pneumonije se javljaju u svim stadijima bolesti. U pocetku je rije¢ o reverzibilnim fokalnim
promjenama, ali s rekurentnim infekcijama koje karakteriziraju ovu bolest, dolazi do trajnog
oStecenja tkiva i Sirenja infekcije na sve vece dijelove pluca (41).

Infekcije uzrokovane S. aureusom posebice povezujemo sa stvaranjem pneumatocela kao
posljedica parenhimske nekroze. Moze doé¢i do formiranja endobronhalnih apscesa i
atelektaza dijelova pluénog prenhima kao posljedica opstrukcije bronha mukopurulentnim
sadzajem ili pritiska uvecanim limfnim ¢vorovima, §to se ¢esto javlja u dojenackoj dobi.
Emfizematozne promjene manje su ucestale, i javljaju se u starijih pacijenata. Moguca je
pojava i plu¢nih cista koje mogu ili ne moraju komunicirati s bronhalnim stablom, a najéesc¢e
su bronhiektaticne komuniciraju¢e ciste. Upala zahvada i intersticij pluénog tkiva gdje
nalazimo kroni¢ne inflitrate upalnih stanica i u kasnijim stadijima bolesti dolazi do razvoja
intersticijske fibroze. Neki pacijenti razviju pluénu hiptertenziju s intimalnom fibrozom i
hipertrofijom medije plu¢nih arterijskih ogranaka (41).

Hemoptize su Ceste, 1 posljedica puknuca dilatiranih bronhalnih arterija ili vena u stijenkama
disnih puteva ili bronhiektatiénim Supljinama. Mogu nastati i kao posljedica direktnog
oste¢enja krvnih Zzila upalnim 1 infektivnim c¢imbenicima, te pluénom hipertenzijom
potaknutih novostvorenih anastomoza i oslabljenog elasticiteta krvnih zila. Masivne

hemoptize u mnogih su pacijenata uzrok smrtnog ishoda (41).
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5.4. Pseudomonasna infekcija pluca
Disni putevi oboljelih od CF pogodni su za kolonizaciju pseudomonasom iz nekoliko razloga:
permisivnog mikrookolisa u hipoksi¢nim odjeljcima adherentnih mukoznih plakova,
pojacanog vezanja bakterija za epitel, i smanjenog bakterijskog klirensa urodenim imunosnim

i neimunosnim mehanizmima (7).

Prethodno opisani promjenjeni sastav sekreta disnih puteva u plu¢ima pacijenata koji boluju
od CF, cesto se navodi kao predisponirajuci ¢cimbenik od strane domacina za razvoj kroni¢ne
kolonizacije s P. aeruginosa.. Pretpostavlja se da promjena u ionskom sastavu sekreta diSnih
puteva narusava obrambene mehanizme domacina. Studija koju su proveli Tager i sur.
pokazuje da poviSena razina klorida u sekretu ostecuije sposobnost PMN da fagocitiraju
bakterije, povecava ucestalost njihove apoptoze, i smanuje u¢inkovitost djelovanja peptidnih
baktericidnih produkata koje oni otpustaju (42, 43). Noviji koncept pretpostavlja da CFTR ne
djeluje samo kao ionski kanal i regulator drugih kanala, ve¢ i kao receptor na epitelnim
stanicama koji omogucava vezanje P. aeruginosa i njegovu internalizaciju u epitelne stanice
disnih puteva. Smanjen bakterijski klirens zbog nemoguénosti vezanja i internalizacije Pa u
misjih modela dovodi do povecanog nakupljanja bakterija u disnim putevima (45). Stoga se
moze zakljuiti da je u zdravim plu¢ima internalizacija i apoptoza epitelnih stanica jedan od
mehanizama uklanjanja bakterija iz disnih puteva, kojim se sprjecava kolonizacija Pa, a

njegovim gubitkom dolazi do opterecenja disnih puteva bakterijama.

P. aeruginosa posjeduje ¢imbenike virulencije, opisane u prethodnim poglavljima, pomocu
kojih prodire u pericilijarni mukozni sloj, prihvaca se povrSinu respiratornog epitela, i
zapocinje kolonizaciju. Kako bi prezivio, Pa se mora prilagoditi uvjetima koji vladaju u
plu¢ima oboljelih od CF, a samo neke od njih ¢ine: uvjeti osmotskog stresa, konkurencija
drugih mikroorganizmima, siromastvo hranjivim tvarima, antibiotici i uvjeti oksidativnog
stresa.
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Pa se tomu prilagodava promjenom genske ekspresije. Kroni¢na se kolonizacija povezuje s
genotipskim 1 fenotipskim promjenama kod Pa kao §to su porast antibiotske rezistencije,
usporavanje metabolizma, sporija stopa rasta, gubitak pokretljivosti, gubitak quorum sensing

sustava i pojacano stvaranje alginata (46).

Kod pocetnih stadija infekcije P. aeruginosa raste u nemukoidnom obliku kojeg
karakteriziraju pokretljivost, aerobni metabolizam, i slabiji humoralni odgovor domacina uz
predominantnu kolonizaciju u provodnim zonama pluc¢a. U tom je stadiju moguca eradikacija
agresivnom antibiotskom terapijom i imunosnim sustavom domacina. Za nemukoidne sojeve
se pokazalo da ne dovode do znatnog pogoSanja plu¢ne funkcije i prognoze u inficiranih
pacijenata. To podupire nalaz kolonizacije uglavnom provodnih zona pluéa, gdje im je glavni
patoloski u¢inak indukcija proizvodnje sputuma i potenciranje opstrukcije. Tijekom progresije
infekcije, njihova se virulencija za razliku od Pa mukoidnog fenotipa ne povecava, a brzo

gube sposobnost formiranja biofilma in vitro tijekom duljeg uzgoja (31).

U perzistentnoj infekciji, kemotakticki citokini privlaée velik broj polimorfonuklearnih
upalnih stanica u diSne puteve. P. aeruginosa pojacava taj odgovor otpusStanjem toksina i
elastaza koji oStecujuci upalne stanice uzrokuju otpusStanje njihovih proteaza i elastaza, Sto
osteCuje tkiva i okolne upalne stanice. Bakterijski toksini i proizvodi ostecenih neutrofila

pojac¢avaju PMN odgovor i dodatno poticu upalnu reakciju, uz osteéenje tkiva (35).

Slobodni radikali koje upalne stanice otpuStaju tijekom tzv. oksidativnog praska, oStecuju
DNK bakterije i smatraju se glavnim pokretaem mutacija u genomu pseudomonasa koji
dovodi do fenotipskih promjena Pa koje nalazimo u kroni¢nim infekcijama. Odredeni
regulatorni signalni putevi omoguéuju pojacanu ekspresiju ili supresiju gena povezanih s
¢imbenicima virulencije ovisno o uvjetima koji vladaju u okoliSu, a to je klju¢no kod prelaska

iz akutne u kroni¢nu infekciju (47).
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Perzistencijom infekcije, kolonije P. aeruginosa mutacijama mijenjaju fenotip u mukoidni,
pocinju sintetizirati alginatni omotac¢, gube pokretljivost, usporavaju metabolizam i stvaraju
biofilm. Alginatni sloj i mukoidni egzopolisaharid igraju vaznu ulogu u zastiti bakterije od
stanica imunosnog sustava, i na taj nain osiguravaju prezivljenje i perzistenciju bakterija
unutar biofilma. Mukoidni je fenotip ¢esto nestabilan, te je tijekom kroni¢nih infekcija i kod
in vitro uzgoja uocena pojava regresije mukoidnog u nemukoidni fenotip, koji zbog mutacija

U quorum sensing sustavu imaju smanjenu virulenciju (31).

U kroni¢nim infekcijama Cest je nalaz mukoidnih i nemukoidnih varijanti Pa zajedno u
uzorcima pacijenata. Nedavna je studija istrazivala medusobnu interakciju ova dva fenotipska
oblika i zakljucila da postoji suradnja u obrani od efektora imunosnog sustava, gdje mukoidni
soj §titi nemukoidni produkcijom alginata, a nemukoidni Stiti mukoidni produkcijom katalaze
koja razgraduje vodikov peroksid. Prema tome, moze se zakljuciti da bi mijeSane bakterijske
zajednice mogle imati veéu otpornost na djelovanje imunosnog sustava od zajednica

isklju¢ivo mukoidnog fenotipa (48).

lako postoje znatne varijacije u klinickom tijeku bolesti medu pacijentima, kad jednom dode
do uspostave biofilm infekcije, teSko je ili gotovo nemogucée posti¢i eradikaciju odnosno
izljeGenje standardnim antibiotskim lijeCenjem. Pacijenti koji izbjegnu pseudomonasnu
infekciju imaju znatno bolje stope prezivljenja, i stoga je pojacan nadzor nad Sirenjem Pa i
uvedena je na temelju istraZivanja strategija rane eradikacije pseudomonasa koriStenjem

inhalacijskih antibiotika i sistemskih fourokinolona (7).
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6. PREVENCIJA I TERAPIJA KRONICNE PLUCNE INFEKCIJE

Kroni¢na pseudomonasna pluc¢na infekcija 1 prate¢i upalni odgovor, danas su glavni izazov u
klini¢kom lijeCenju osoba s cisticnom fibrozom. Oc¢ekivani Zivotni vijek pacijenata oboljelih
od cisticne fibroze znatno se produljio u zadnja Cetiri desetljeCa istrazivanja i novih
postignuéa u podru¢ju medicine. Unato¢ tome, vecéina pacijenata i dalje umire od
respiratornog zatajenja, i stoga je usporenje napretka pluéne bolesti jedan od glavnih ciljeva u
lije¢enju oboljelih od CF. Kroni¢nu infekciju karakterizira pojava akutnih egzacerbacija koje
zahtijevaju promptno i ucinkovito lijeCenje kako bi se umanjilo daljnje oSteCenje diSnih

puteva a pacijentu olaksale tegobe (9).

LijeCenje kroni¢ne pluéne bolesti nacelno se sastoji od: a) sprjecavanja, rane dijagnoze i
lijeenja infekcija, b) primjene razli¢itih mjera za razrjedenje i odstranjenje zilavog sekreta iz
bronhalnog stabla, poput inhalacija hipertoni¢ne otopine natrijeva klorida, fizikalne terapije,
inhalacije aerosola razliCita sastava, i upotrebe bronhodilatatora, c) kontrole upalne reakcije
steroidnim i nesteroidnim protuupalnim lijekovima. No, kako je kroni¢na pluéna bolest,
usprkos lijeenju progresivne naravi, metoda izbora je je i bilateralna transplantacija pluca.

Zbog bolesnikova stanja, katkada je istodobno potrebna i transplantacija srca i jetre (3).

6.1. Antibiotska terapija
Opcije antibiotske primjene ukljuCuju peroralni, intravenski i inhalacijski nain primjene.
Kako bi znali koji od njih koristiti za postizanje maksimalnog u¢inka, moramo znati u kojem
dijelu pluca se nalazi infekcija. U tu svrhu, plu¢éa mozemo podijeliti u dvije zone koje se
razlikuju po svojim karakteristikama i prodoru antibiotika. To su provodna (konduktivna)

zona i respiratorna zona.
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Provodna zona je manja i ¢ini svega 5% plu¢nog volumena, a sastoji se od dusnika, bronha i
terminalnih bronhiola koje oblaze trepetljikavi diSni epitel s vrcastim stanicama, a u
stijenkama se nalaze submukozne zijezde. Respiratorna zona zauzima oko 95% plu¢nog
volumena i ukljucuje podrucje od terminalanih bronihola do alveola, tu nedostaju trepetljike,
vréaste stanice i sbmukozne zlijezde. Konduktivna je zona slabije prokrvljena od repiratorne,
ali se nalazi mnogo bliZe usnoj Supljini, §to ¢ini infekcije u ovoj zoni pogodnima za lijeCenje
inhalacijskim antibioticima. Respiratorna zona ima bogatu mrezu pluénih kapilara, veliki
protok krvi, i dobru izmjenu tvari na alveo-kapilarnoj membrani, pa se maksimalni uéinak

antibiotske terapije postize lijeCenjem intravenskim ili peroralnim antibioticima (28, 31).

Antibiotici se u lijecenju pluéne infekcije u cisti€noj fibroze koriste u Cetiri razlicita slucaja:
kao profilaksa, za eradikaciju rane infekcije, za supresiju kroni¢ne infekcije, i u lijeCenju

ezgacerbacija (49).

Na temelju provedenih studija, profilakticka primjena anitpseudomonasnih antibiotika se ne
preporuc¢a za prevenciju P. aeruginosa infekcija u oboljelih od cisticne fibroze (50).
Trogodi$nja prospektivna studija pokazala je da nakon 3-mjesecne profilakti¢ke primjene
inhalacijskog kolistina i oralnog ciprofloksacina nije bilo razlike u prevenciji inicijalne
pseudomonasne infekcije izmedu kontrolne i testne skupine (51). Trenutne smjernice u
Ujedinjenom Kraljevstvu 1 vecini europskih zemalja preporucuju profilakti¢ku primjenu
antistafilokoknih antibiotika kao $to je flukloksacilin od dijagnoze do 3. godine Zivota.
Opravdanje za primjenu takvog rezima temelji se na nalazima smanjenja incidencije infekcije
meticilin-osjetljivim S. aureusom, ali bez potvrde poboljsanja klinickog ishoda. Smjernice
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava protiv su profilakticke primjene antistafilokoknih antibiotika,
temeljem rezultata studija koji pokazuju povisenu incidenciju P. aeruginosa infekcije u tako

lijecenih pacijenata (49).
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Prepoznato je da strategija ranog lijeCenja P. aeruginosa infekcija, zapocetog odmah po
detekciji infekcije, nosi iznimnu vaznost, jer je kod kasnije uspostave kroni¢ne infekcije i
promjene fenotipa bakterije eradikacija gotovo nemoguca. Nuzna je agresivna terapija koja u
veéini sluCajeva ukljucuje inhalacijski tobramicin ili kolistin uz jedan od intravenskih
antibiotika. Inhalacijska otopina tobramicina, primijenjena dva puta dnevno tijekom 28 dana,
se u nedavno provedenoj placebo-kontroliranoj studiji, koja je obuhvatila djecu mladu od
sedam godina, pokazala u¢inkovitom i sigurnom u eradikaciji rane pseudomonasne infekcije

(52).

Ukoliko se ne postigne eradikacija pseudomonasa u ranom stadiju infekcije, pacijenti ulaze u
kroni¢ni stadij. U tom je stadiju glavna strategija lijeCenja supresija kroni¢ne infekcije i
kontrola egzacerbacija. Kao terapije kroni¢ne infekcije koriste se uglavnom inhalacijski
antibiotici tobramicin, kolistin i u novije vrijeme aztreonam, primijenjeni putem nebulizatora
ili inhalatora kojima se postize rasprSenje antibiotika u diSnim putevima. Prednost pred
intravenski primijenjenim antibioticima jest u manjem riziku od sustavne toksi¢nosti zbog
potrebnih nizih doza za jednaku djelotvornost i lokalne primjene ograni¢ene na diSne puteve.
Akutne egzacerbacije lijeCe se s obzirom na tezinu, 14-dnevnom peroralnom ili intravenskom
primjenom antibiotika, najc¢esce kombinacijom aminoglikozidnog i B-laktamskog antibiotika,

po potrebi kombiniranim s bronhodilatatorima i protuupalnim lijekovima (49).

Antibiotike bi trebalo primjenjivati u bolesnika sa simptomima, za lijeCenje bakterijskih
infekcija diSnog sustava na temelju rezultatu kultivacije i antibiograma. Kod stafilokokne
infekcije, lijek izbora je penicilin otporan na penicilinazu (npr. kloksacilin ili dikloksacilin) ili
cefalosporin (npr. cefaleksin). Za dugotrajno ambulantno lije¢enje plucnih infekcija
uzrokovanih nizom uzro¢nika pojedina¢no ili u kombinaciji, mogu se primjenjivati
eritromicin, amoksicilin—klavulonska kiselina, trimetoprim—sulfametoksazol ili, ponekad,

kloramfenikol.
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Fluorokinoloni su ucinkoviti protiv osjetljivin sojeva P. aeruginosai bez poteskoca se
primjenjuju kod male djece. Kod teskih egzacerbacija pluénih infekcija, osobito u bolesnika
koloniziranih s Pa, savjetuje se parenteralna primjena antibiotika, za §to je Cesto potrebna
hospitalizacija, ali se terapija moze provoditi i kod kuc¢e u pazljivo izabranih bolesnika.
Kombinacije aminoglikozida (tobramicin, gentamicin) i anti-pseudomonasnog penicilina daju
se intravenski. Korisna takoder moze biti intravenska primjena cefalosporina i monobaktama
s anti-pseudomonasnom aktivno$¢u. Uobicajena pocetna doza tobramicina ili gentamicina
iznosi 2,5 do 3,5 mg/kg 3x/dan, ali za postizanje prihvatljivih razina koncentracija u serumu,
mogu biti potrebne veée doze (3,5 do 4 mg/kg 3x/dan). Druga je mogucnost bezopasna i
ucinkovita primjena tobramicina u jednoj dnevnoj dozi (10 do 12 mg/kg). Zbog pojacanog
bubreznog klirensa, za postizanje odgovarajucih razina nekih penicilina u serumu mogu biti
potrebne velike doze. Cilj lije¢enja pluénih infekcija trebao bi biti poboljSanje klinickog
stanja bolesnika u dovoljnoj mjeri da trajna primjena antibiotika ne bude potrebna. Medutim,
u bolesnika ¢ija su pluéa kolonizirana s P. aeruginosa, moze biti indicirana dugotrajna
primjena antibiotika. U odabranih bolesnika za poboljsanje ili ustaljenje pluéne funkcije i
smanjenje ucestalosti plu¢nih infekcija, moze biti u¢inkovit tobramicin u obliku aerosola i

oralni azitromicin tri puta tjedno, s izmjenjivanjem svaki drugi mjesec (53).

U simptomatskih bolesnika, ¢ija su pluca kolonizirana nemukoidnim sojevima P. aeruginosa,
zadaca antibiotskog lijeCenja je poboljSanje klinickih parametara i po mogucénosti, smanjenje
broja bakterija u diSnim putovima. Pseudomonas nije moguce U potpunosti iskorijeniti,
medutim, dokazano je kako rana primjena antibiotika, otprilike u vrijeme pocetnog
naseljavanja nemukoidnim sojevima pseudomonasa u diSne putove, moze iskorijeniti
uzro¢nika na odredeno vrijeme. Strategije pri lijeCenju se razlikuju, no obicno se sastoje od

inhalacije tobramicina ili kolistina, ¢esto uz oralnu primjenu fluorokinolona (53).
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Osim prevencije provodenjem higijenskih mjera, kako bi se sprijecio prijenos infekcije medu
pacijentima, prevencija kroni¢ne P. aeruginosa biofilm infekcije moguéa je samo ranom
agresivnom antibiotskom terapijom pocetnih intermitentnih kolonizacija nemukoidnim
sojevima P. aeruginosa, prije uspostave kroni¢ne biofilm infekcije (54). Prijelaz iz
intermitentne u kroni¢nu infekciju obiljezava porast titra protutijela na Pa i pojava
karakteristicnog mukoidnog fenotipa (55). Takav se terapijski protokol od 1989. godine
uspjesno koristi u Danskom centru za cisti¢nu fibrozu sa prevencijom kroni¢ne Pa infekcije u
oko 80% pacijenata, bez indukcije rezistencije, za razliku od kroni¢ne terapije (56). Kad
jednom dode uspostave biofilm infekcije, definitivna eradikacija P. aeruginosa gotovo nije
moguca. Jedina terapijska opcija tada je kroni¢na supresivna antibiotska terapija ¢iji je cilj Sto

dulje odrzati primjerenu pluénu funkciju i primjerenu kvalitetu Zivota u tih pacijenata (54).

6.2. Metode uklanjanja sekreta iz diSnih puteva i mukolitici
Opstrukcija diSnih puteva gustim sluzavim sadrzajem koja se javlja u ovoj bolesti smanjuje
protok zraka do respiratorne zone pluca i pruza hranjivu podlogu bakterijama. Pacijenti nisu u
mogucnosti samostalno iskasljati takav sekret koji je gust 1 oblaze povrSine diSnih puteva.
Kod opseznijih promjena, dolazi do smanjenja oksigenacije krvi i razvoja cijanoze. Koristenje
raznih metoda uklanjanja sekreta iz disnih puteva ¢ini svakodnevnicu pacijenata koji boluju
od cisti¢ne fibroze. U pacijenata kod kojih se ne primjenjuje toaleta disnih puteva, to
doprinosi destruktivnom ciklusu infekcija — upala — opstrukcija — bronhiektazije — terminalni

stadij plu¢ne bolesti (28).

Prve metode koriStene u uklanjanju sluzavog sadrzaja iz diSnih puteva pacijenata bazirale su
se na perkusiji prsnog koSa pacijenta, koja je morala biti dovoljno snazna da dovede do

odljepljenja sluzi sa stijenke bronha i ekspektoracije sadrzaja.
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U novije vrijeme, osmisljeni su prsluci koji vrSe automatsku perkusiju, a jo§ novije su metode
koje se baziraju na zvu¢nim valovima i vibracijama za jednak ali bezbolan efekt. Na prvi znak
zahvacanja pluca, preporucuje se fizikalna terapija koja se sastoji od polozajne drenaze,
lupkanja, vibracije i potpomognutog iskasljavanja. U starijih bolesnika mogu biti uéinkoviti
drugi nacini prociS¢avanja diSnih putova, poput aktivnog disanja, autogene drenaze, aparata S
pozitivnim ekspiratornim tlakom i prsluka za mehanicko vanjsko disanje. Kod reverzibilnog
zacepljenja diSnih putova mogu se oralno i/ili putem aerosola primjenjivati bronhodilatatori a
putem aerosola i kortikosteroidi. Jo§ uvijek se istrazuje pozitivni utjecaj fizicke aktivnosti na
poboljsanje pluéne funkcije, odnosno idealni rezimi fizicke aktivnosti za dugoro¢no najbolje

rezultate (26, 46).

Ostale metode baziraju se na inhalaciji tvari koje dovode do razrjedenja sekreta ili njegove
razgradnje i tako olakSavaju njegovu prirodnu ekspektoraciju. Tvari koje su koristene u te
svrhe su N-acetil-L-cistein, alfa dornaza, hipertonic¢na fizioloska otopina, i U novije vrijeme
otopine manitola. Za N-acetil-L-cistein se pokazalo da ima mukoliti¢ki efekt u cisti¢noj

fibrozi, ali jo$ nije doslo do konsenzusa vezano uz njegovu klini¢ku u¢inkovitost.(49)

Dornaza alfa je rekombinantna ljudska deoksiribonukleaza koja u sekretima diSnih puteva
pacijenata razgraduje DNK materijal raspadnutih polimorfonuklearnih stanica, koji inace
znatno pridonosi viskoznosti sekreta. Inhalacijskom primjenom dornaze alfa dolazi do
smanjenja viskoznosti 1 lakSeg uklanjanja sekreta iz diSnih puteva, a zapaZeni su i smanjenje
broja egzacerbacija i poboljSanje pluéne funkcije u pacijenata sa blagom do srednje teSkom
pluénom bolesti. Jedini je mukolitik dokazane efikasnosti u cisti¢noj fibrozi, a posto se ucinci

gube s prestankom uporabe, potrebna je dugoro¢na terapija odrzavanja (46, 53).
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Hipertonic¢na fizioloSka otopina i manitol djeluju kao osmotski agensi koji navlace vodu u
disne puteve i time razrjeduju sekrete. Dostupni su za uporabu u inhalacijskom obliku u
Europi i djeluju komplementarno s alfa dornazom. Inhalacijska primjena hipertoni¢ne
fizioloske otopine kratkoro¢no povecava hidraciju povrSinske sluzi disnih puteva. U
usporedbi s placebom, smanjuje broj teskih pluénih egzacerbacija ali ne poboljSava znatno
pluénu funkciju. Terapija manitolom nedavno je uvedena u praksu jer poboljsava pluénu
funkciju. Manitol i hipertoni¢na fizioloska otopina uzrokuju bronhokonstrikciju i stoga se

primjenjuju zajedno s bronhodilatatorima (9, 43).

6.3. Protuupalna terapija
Upala je znacajna komponentna pluéne bolesti u cisti¢noj fibrozi, gdje dominira neutrofilni
upalni odgovor. Uobicajeni protuupalni lijekovi kao $to su kortikosteroidi, inhalacijski ili
sistemski primjenjeni, nemaju dokazane ucinkovitosti u lije¢enju pacijenata oboljelih od

cisti¢ne fibroze (9).

Oralna primjena kortikosteroida indicirana je u dojencadi s dugotrajnim bronhiolitisom i u
bolesnika s refraktornim bronhospazmom, alergijskom bronhopulmonalnom aspergilozom i
upalnim komplikacijama (npr. artritisom, vaskulitisom). Dugotrajna primjena kortikosteroida
svaki drugi dan moZe usporiti pogorSanje diSne funkcije, no ne preporucuje se za rutinsku
primjenu zbog komplikacija povezanih s Kkortikosteroidima. Bolesnike koji primaju
kortikosteroide treba pazljivo nadzirati zbog mogucih poremecaja metabolizma ugljikohidrata

I linearnog zastoja u rastu (53).

Dokazano je kako ibuprofen, primjenjivan u visokoj dozi, usporava pogor$anje pluéne
funkcije, osobito u djece izmedu pet i trinaest godina. Ne preporuca se istovremeno Kkoristenje

s intravenskim aminoglikozidima ili drugim lijekovima koji mogu biti nefrotoksi¢ni.

42



LijeCenje zahtjeva pracenje koncentracije lijeka i donosi rizik od gastrointestinalnog
krvarenja, te unato¢ obecavaju¢im rezultatima, nije Siroko prihvaéeno. Mogucnost uporabe
drugih protuupalnih lijekova jo$ se istrazuje, trenutno nisu dovoljno istrazeni ni dostupni za

klini¢ku uporabu (9).

Makrolidni antibiotici, kao $to je azitromicin pokazali su se korisnima u lije¢enju oboljelih
od cisti¢ne fibroze, najvjerojatnije zahvaljujuéi svom imunomodulatornom i antibiotskom
u¢inku. Iako nije primarno djelotvoran protiv P. aeruginosa, dokazi upucuju na njegovo
djelovanje na sprjecavanje sazrijevanja biofilma, koje P. aeruginosa stvara u kroni¢nim
infekcijama. Terapija odrzavanja azitromicinom pobolj$ava pluénu funkciju i smanjuje broj
egzacerbacija u pacijenata s kroni¢nom infekcijom. Postoji, medutim, zabrinutost da bi

njegova dugoro¢na primjena mogla inducirati rezistenciju u drugih bakterija (49).

7. NOVE MOGUCNOSTI U PREVENCIJI I TERAPLJI PLUCNE INFEKCIJE

Vecina novih trendova vezanih uz terapiju cisti¢ne fibroze mogu se naéi na web stranici
fondacije za cisti¢nu fibrozu (Cystic Fibrosis Foundation) (57), koja prati sve vrste podataka
vezanih uz istrazivanja cisticne fibroze. Na stranici fondacije mogu se pronaéi podatci o
lijekovima koji su jo§ fazi klinickih ispitivanja, i lista ve¢ dostupnih terapijskih opcija,
dokazane ucinkovitosti i sigurnosti. Prema terapijskoj funkciji, lijekovi su podijeljeni su u pet
skupina: lijekovi koji obnavljaju funkciju CFTR, protuupalni lijekovi, antimikrobni lijekovi,
prehrana, i lijekovi koji utje¢u na mukocilijarni klirens. Velik dio istrazivanja usmjeren je na
protuupalne i antimikrobne lijekove. Istrazivanja u podruc¢ju antimikrobnih lijekova uglavnom
su fokusirana na prilagodavanje dostupnih antibiotika u formulacije pogodne za inhalacijsku

primjenu (vankomicin i amikacin u aerosolu) (57).
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Jedna od vaznijih nuspojava koriStenja terapije odrzavanja antibioticima kod kroni¢ne
infekcije pluca jest razvoj rezistencije bakterija na koriStene antibiotike. Stoga su napori
istrazivacke zajednice usmjereni prema razvoju novih antibiotskih formulacija za koristenje u
inhalacijskoj terapiji odrzavanja. Zanimljiv pristup tom problemu je ideja o koriStenju
kombinacije dvaju antibiotika, fosfomicina i tobramicina u obliku inhalacijske otopine. Taj
ljekoviti pripravak trenutno je u fazi II klinickih ispitivanja, a dosada se pokazao
ucinkovitijim od pojedinacno primjenjenjih antibiotika u lijecCenju pseudomonasne infekcije
kod osoba koje boluju od cisti¢ne fibroze (58). U dosadas$njim in vitro eksperimentima,
studijama na zivotinjskim modelima, i pilot studiji na pacijentima, postignuti rezultati
kombinirane antibiotske terapije superiorni su onima dobivenim zasebnom primjenom

antibiotika kod pseudomonasne biofilm infekcije (59).

Kombinirana terapija ciprofloksacina s kolistinom takoder je pokazala sinergisticki u¢inak in
vitro, obzirom da ciprofloksacin djeluje na bakterije u povrsinskim dijelovima biofilma, u
aerobnim uvjetima, dok kolistin bolje djeluje da one smjestene u dubljim dijelovima biofilma
gdje vladaju pretezno anaerobni uvjeti (60). Zasad se jo§ ne zna puno o framakokinetici i

farmakodinamici antibiotika unutar biofilma, pa to ostaje vazna tema za buduca istrazivanja.

Kako bi se skratilo vrijeme dostave lijeka u di$ne puteve i skratilo vrijeme primjene terapije,
razvijene su antibiotske formulacije kolistina i tobramicina u obliku praska koji se primjenjuju
putem posebnog inhalatora, kao alternativna opcija primjeni lijekova u obliku aerosola
nebulizatorom, uz jednaku ucinkovitost (58, 59). U procesu klini¢kih istrazivanja je i
liposomalna formulacija amikacina, s mogu¢nos¢u primjene jednom dnevno u kroni¢noj
supresivnoj terapiji. Karakteristika liposoma jest da dolazi do njegove razgradnje
ramnolipidima koje P. aeruginosa luci tijekom infekcije, pa bi do aktivacije lijeka trebalo

doc¢i ciljano na mjestu infekcije, uz produljenu retenciju u disSnim putevima.
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Dosada$nji rezultati pokazuju ucinak slican uc¢inku tobramicina na povecanje forsiranog

ekspiracijskog volumena u prvoj sekundi (FEV1) (63).

Takoder, inhalacijska otopina levofloksacina nedavno se pokazala po djelotvornosti
usporedivom s tobramicinom, uz dobru toleranciju (64). Provedena je duplo slijepa placebo
kontrolirana multicentri¢na studija koja je usporedila terapiju kombinacijom fosfomicina i
tobramicina s placebom, nakon 28-dnevne terapije aztreonamom. Studija je pokazala
zadrZavanje znatnog poboljSanja u FEV1 koje se javilo nakon primjene aztreonama u grupe
koja je nakon toga primila kombinaciju fosfomicina i tobramicina, sto navodi na zakljuc¢ak da
je buducnost lijecenja P. aeruginosa infekcija alterniraju¢a kontinuirana primjena razlicitih

antibiotika (58).

Kod kroni¢nih pseudomonasnih infekcija pluca, klju¢ perzistencije i rezistencije bakterija na
terapijske postupke, ¢ini se, leZi u sposobnosti stvaranja biofilma, gdje alginat stiti bakterije, a
promjena bakterijskog fenotipa omogucava izbjegavanje kako imunosnog sustava domacina,
tako i eradikaciju antibioticima. Time bi novi terapijski ciljevi mogli ukljucivati terapijska
sredstva koja sprjecavaju formiranje biofilma ili razgraduju ve¢ stvoreni biofilm putem
enzima ili polivalentnih aniona koji pokazuju sposobnost razgradnje matriksa biofilma
(DNAza i alginatna liaza) (31). OligoG, alginatni oligosaharid podrijetla morske alge, u fazi
je 1lb Klinickih ispitivanja, a pokazuje dobra mukoliticka svojstva i pojac¢anje ucinka nekih
antibiotika. Razvijen je u praSkastoj formulaciji za primjenu inhalatorom i u obliku otopine za

primjenu nebulizatorom (57).

Jo§ jednu skupinu potencijalnih lijekova ¢ine inhibitori quorum sensing sustava,
medustanicne molekulske signalizacije. Inhibicija tog sustava ¢ini bakteriju podloznijom
antibiotskom djelovanju, zbog njegove vazne uloge u regulaciji proizvodnje cimbenika

virulencije i formaciji biofilma (65).
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Mete u signalnom putu su raznolike, a identificiran je niz bakterijskih enzima koji razgraduju
signalne molekule i utiSavaju gensku ekspresiju faktora virulencije. Inhibitorna aktivnost
otkrivena je i kod nekih namirnica (mrkva, kamilica, ¢eSnjak, alge). Furanoni koji su produkt
morskih algi vrlo su potentni inhibitori stvaranja biofilma, ali su toksi¢ni za ¢ovjeka, no
pruzaju dobru podlogu za razvoj netoksicnih ekvivalenata. Ekstrakt CeSnjaka takoder se
pokazao ucinkovitim na misjim modelima, ali rezultate nije moguce ekstrapolirati na ljude jer
su koriStene doze iznad praga tolerancije za ljude (66). Temeljem in vitro studija i onih na
animalnim modelima, otkriveno je da makrolidni antibiotik azitromicin djeluje kao inhibitor
qguorum sensing sustava i inhibitor sinteze alginata, u koncentracijama nizim od minimalne

inhibitorne koncentracije (67).

Neutralizirajuc¢a protutijela protiv kromosomske B-laktamaze, enzima koji produciraju neki
sojevi P. aeruginosa, mogu poboljsati klini¢ki uéinak B-laktamskih antibiotika. Takva bi
strategija u buduc¢nosti mogla dobiti klinicku primjenu u neutralizaciji jednog od najvaznijih

konvencionalnih mehanizama rezistencije P. aeruginosa (68).

Obzirom na visoke razine oksidativnog stresa u diSnim putevima oboljelih od CF, razmatraju
se primjena antioksidansa i protuupalnih lijekova u prevenciji mutacija koje reaktivne
Kisikove vrste izazivaju u pseudomonasa, i time dovode do kroniciteta i razvoja tezih oblika
pluéne infekcije. Na temelju dosada$njih studija provedenih sa oralnim i inhalacijskim
antioksidansima, glutation se pokazao ucinkovitim u smanjenju oksidativhog stresa i
poboljsanju plu¢ne funkcije, no potrebne su prospektivne studije i veéi uzorci ispitanika, kako

bi se doslo do konkretnih zakljuc¢aka o njihovoj u¢inkovitosti (69).

Kao i mnoge bakterije, P. aeruginosa prozvodi siderofore kojima prikuplja ione Zzeljeza iz
svog okoliSa, nuzne za normalno funkcioniranje 1 prezivljenje. To saznanje potaklo je

istrazivanje u¢inaka kelatora zeljeza galija i deferoksamina na klinic¢ke izolate P. aeruginosa.
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Prirodni kelator Zeljeza u diSnim putevima je laktoferin, no on slabije veze ione Zeljeze od
siderofora psudomonasa i time njegov ucinak ne dolazi do izrazaja (70). Jedna je studija
razmatrala ucinak galij-gentamicin liposomalnog preparata na klinickim izolatima P.
aeruginosa in vitro, te se pokazalo da galij pojacava aktivnost ovog antibiotika. Studije
vezane uz efikasnost i sigurnost primjene na ljudima su u tijeku (71). Takoder je ustanovljeno
da kombinacija primijenjenog deferoksamina i tobramicina in vitro moze znacajno smanjiti

biomasu biofilma i sprijeciti stvaranje biofilma na epitelnim stanicama u cisti¢noj fibrozi (72)
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8. ZAKLJUCAK

Cisti¢na fibroza epidemioloski je znaCajna, smrtonosna, genetska bolest koja pogada ljude
diljem svijeta. Od otkri¢a bolesti pa do danas, doslo je do velikog napretka u simptomatskom
lijeCenju pacijenata uz produljenje zivotnog vijeka i poboljSanja kvalitete skrbi. Iako kontrola
simptoma ostaje temeljni nacin lijecenja, za klini¢ku primjenu nedavno su odobreni lijekovi s
djelovanjem na CFTR koji ublazavaju simptome ali ne mogu dovesti do izljeCenja i nisu
primjenjivi u svih pacijenata. Produljenjem Zivotnog vijeka glavnim uzrokom morbiditeta i
mortaliteta postaje kroni¢na pluéna bolest, u ¢ijoj je podlozi kroni¢na pluéna infekcija
uzrokovana bakterijom P. aeruginosa. Uvjeti koji nastaju u diSnim putevima oboljelih ve¢ od
rane dojenacke dobi ukljucuju neutrofilnu upalnu reakciju koja vodi u strukturalne promjene
diSnih puteva i nakupljanje gustog sluzavog sadrzaja, koji omogucava produljeno zadrzavanje
bakterija u diSnim putevima. Infekcije pluc¢a uzrokovane s P. aeruginosa obi¢no slijede nakon
eradikacija infekcija uzrokovanih bakterijama H. influenzae i S. aureus, $to navodi na
zakljucak da ili sami uzro¢nici ili upotrebljena terapija stvaraju povoljne uvjete za
kolonizaciju disnog sustava s P. aeruginosa. U pocetku su to intermitentne akutne infekcije,
koje kroz odredeno vrijeme postaju kroni¢ne, $to se povezuje S mutacijama u genomu
pseudomonasa i pojavom mukoidnog biofilm-producirajuceg fenotipa. Taj mukoidni fenotip
Pa pokazuje iznimnu otpornost na antibiotike i uspijeva prezivjeti unutar biofilma unatoc
terapiji. LijeCenje kroni¢ne plu¢ne infekcije sastoji se od rezima kroni¢ne supresivne terapije
¢iji cilj nije eadikacija uzrocnika, ve¢ smanjenje ucestalosti epizoda egzacerbacija i Sto dulje
odrzavanje primjerene pluéne funkcije. Veliki problem sada i u buduénosti stvara razvoj
rezistencije Pa na antibiotike koji se primjenjuju u kroni¢noj inhalacijskoj terapiji. Od novih
terapijskih moguénosti istrazuju se nove kombinacije inhalacijskih antibiotika koje su se za
sada pokazale ucinkovitijima od monoterapije antibioticima, i nove praskaste formulacije za
brze i lakse koristenje.
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Buduc¢nost uéinkovitog lijecenja pseudomonasne biofilm infekcije mozda se nalazi u primjeni
lijekova Kkoji imaju sposobnost razgradnje komponenti biofilma, ili inhibitorima
medustani¢nog molekularnog sustava signalizacije klju¢nog za aktivaciju gena razlicitih

faktora virulencije ove bakterije, ukljuujuci i stvaranje biofilma.
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