Mehanizmi bakterijske rezistencije i tolerancije na
antibiotike

Peri¢, Ana Marija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:755893

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:755893
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2537
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2537
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2537

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Ana Marija Peric
7047 /BT

MEHANIZMI BAKTERIJSKE REZISTENCIJE 1
TOLERANCIJE NA ANTIBIOTIKE

ZAVRSNI RAD

Modul: Molekularna genetika

Mentor: Prof. dr. sc. ViSnja Bacun-Druzina

Zagreb, 2017.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad
SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski sveucilisni studij Biotehnologija

Zavod za biokemijsko inZenjerstvo
Laboratorij za biologiju i genetiku mikroorganizama

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

Mehanizmi bakterijske rezistencije i tolerancije na antibiotike

Ana Marija Peric, 7047/ BT

Sazetak: Bakterije mogu steci rezistenciju na antibiotike novim mutacijama ili horizontalnim
prijenosom gena. Mehanizmi koji omogucéavaju rezistenciju na antibiotike, a koji se javljaju kao
posljedica tih mutacija, mogu se podijeliti u tri glavne skupine: inaktivacija antibiotika,
modifikacija mete djelovanja antibiotika i izlucivanje antibiotika iz stanice pomoc¢u transportnih
proteina, efluks pumpi. Osim genetickih mutanata, unutar populacije bakterija kao odgovor na
prisustvo antibiotika mogu se pojaviti fenotipske varijante divljeg soja bakterija koje pokazuju
znacajnu toleranciju na antibiotike, a nazivaju se stanice perzisteri. Osim rezistencije i tolerancije
bakterija na razni pojedinacne stanice, tolerancija se moze uociti i na razini populacije. Ulogu u
skupnoj toleranciji na antibiotike mogu imati signali detekcije kvoruma (eng/. quorum sensing),
socijalne interakcije medu bakterijama, kombinacije razliCitih mehanizama te antibiotikom
posredovana altruisticka smrt.

Kljucne rijeci: genske mutacije, horizontalni prijenos gena, rezistencija na antibiotike, stanice
perzisteri, tolerancija na antibiotike

Rad sadrzi: 22 stranice, 4 slike, 55 literaturna navoda, 1 prilog

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom obliku pohranjen u knjiznici Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Kaciceva 23, 10 000 Zagreb

Mentor: Prof. dr. sc. Visnja Bacun-DruZina

Pomoc pri izradi: Ana Hudek, mag. ing.

Datum obrane: 18. rujna 2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Bachelor thesis

University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
University undergraduate study Biotechnology

Department of Biochemical Engineering
Laboratory for Biology and Microbial Genetics

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

Mechanisms of antibiotic resistance and tolerance in bacteria

Ana Marija Peric/BT

Abstract: Antibiotic resistance in bacteria can be acquired through new gene mutations or
horizontal gene transfer. Mechanisms that ensure antibiotic resistance, occurring as a
consequence of gene mutations, can be split in three main groups: antibiotic inactivation, target
modification and antibiotic secretion from the cell through efflux pumps. Apart from these genetic
mutants, within population there are also phenotypic variants of wild type that demonstrate
considerable antibiotic tolerance and they are called persister cells. Despite resistance and
tolerance at cellular level, tolerance is also seen at population level. The role in collective
antibiotic tolerance could be played by quorum sensing signals, social interactions between
bacteria, mixed strategies and antibiotic mediated altruistic death.

Keywords: antibiotic resistance, antibiotic tolerance, gene mutation, horizontal gene transfer,
persister cells

Thesis contains: 22 pages, 4 figures, 55 references, 1 supplement

Original in: Croatian

Thesis is in printed and electronic form deposited in the library of the Faculty of Food
Technology and Biotechnology, University of Zagreb, Kaciceva 23, 10 000 Zagreb

Mentor: PhDVisnja Bacun-Druzina, Full Professor
Technical support and assistance: Ana Hudek, mag. ing.

Defence date: September 18" 2017



SADRZAJ

1. UvoD
2. TEORIJSKI DIO
2.1. Antibioticka rezistencija i tolerancija na razini pojedinacne bakterijske stanice
2.1.1. Antibioticka rezistencija s genetickog gledista
2.1.1.1. Spontana mutacija
2.1.1.2. Horizontalni prijenos gena
2.1.2. Mehanizmi bakterijske rezistencije s biokemijskog gledista
2.1.2.1. Inaktivacija antibiotika
2.1.2.2. Efluks pumpe i smanjena propusnost stani¢ne stijenke
2.1.2.3. Modifikacija mete djelovanja antibiotika
2.1.3. Stanice perzisteri
2.2.1. Altruisticka smrt posredovana antibiotikom
2.2.2. Detekcija kvoruma
2.2.3. Kombinacija razli¢itih mehanizama
2.2.4. Socijalne interakcije u mjeSovitoj bakterijskoj kulturi
3. ZAKLJUCAK
4. LITERATURA
5. PRILOZI

5.1. Popis i objasnjenje kratica

O W 00 O U1 W N N N NN =

N N B = = = = =
W W oo N U1 A W =



1. UVOD

Otkri¢e antibiotika bilo je prekretnica u ljudskoj povijesti te su njihovim otkricem spaseni
brojni ljudski Zivoti. Nazalost, otkrice ovih ¢udotvornih lijekova prati pojava rezistentnih sojeva i
tako se danas nalazimo u vremenu kada su bakterije razvile rezistenciju na gotovo svaki postojeci
antibiotik. Rezistencija se Siri brzinom koja je alarmantna ako se uzme u obzir vremenski raspon
u kojem se razvijaju novi antibiotici. Takoder, evolucija rezistentnih bakterija je ubrzana buduci
da se antibiotici nastavljaju pretjerano koristiti, a posebnu prijetnju predstavljaju bakterije koje su
razvile rezistenciju na viSe antibiotika (eng/. multidrug resistance, MDR). Uzimajuc¢i u obzir sve
ovo, jasno je da je velika potreba za otkricem novih antibiotika te efikasnijim koristenjem
postojecih, a isto tako se trebaju razmotriti i nove terapijske strategije. Kako bi se to moglo
ostvariti vazno je razumjeti nacine kojima bakterije preZivljavaju tretman antibioticima, odnosno
na koji nacin postaju rezistentne ili toleriraju antibiotike. Rezistencija na antibiotike moze se
sagledati na stanicnoj razini, dok se tolerancija moZe sagledati i na razini cijele bakterijske
populacije. U ovom radu bit ¢ée predstavljeni nacini stjecanja rezistencije te mehanizmi koji
omogucavaju rezistenciju, a isto tako i bakterije koje toleriraju antibiotik bez stjecanja
rezistentnih gena. Razmotrit ¢e se i na koje nacine bakterijska populacija, medusobnim

interakcijama moze ostvariti toleranciju na antibiotik.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Antibioticka rezistencija i tolerancija na razini pojedinacne bakterijske stanice

Pojam antibioticke rezistencije podrazumijeva da se bakterijska stanica nastavlja replicirati
u danoj koncentraciji antibiotika. Antibioticka rezistencija je, dakle, izriito povezana s
koncentracijom antibiotika (Jemila, 2017), a moze se promatrati s genetickog i biokemijskog
gledista (Dzidi¢ i sur., 2007). S genetickog gledista, rezistencija se moze stei novim mutacijama
ili horizontalnim prijenosom gena (Davies i Davies, 2010), a ekspresija rezistentnih gena moze
omoguditi pojedinacnim stanicama da prezive tretman antibiotikom inaktivacijom antibiotika,
modifikacijom mete djelovanja antibiotika ili sprjeCavanjem unutarstanicnog nakupljanja
antibiotika (Levy i Marshall, 2004; Davies i Davies, 2010). Ovo unutarstanicno nakupljanje
antibiotika mozZe se sprijeciti efluks pumpama kojima se smanjuje koncentracija antibiotika bez
modifikacije tog antibiotika (Kumar i Schweizer, 2005). Takoder, unutar bakterijske populacije
pojavljuju se male skupine, subpopulacije, bakterija koje ulaze u stanje mirovanja. Takve stanice
nazivaju se perzisteri i tolerantne su prema svim antibioticima koji su trenutno u upotrebi bez
ekspresije rezistentnog mehanizma. Perzisteri nisu mutanti nego fenotipske varijante divljeg tipa

bakterijskog soja, a pojavljuju se medu populacijom geneticki jednakih stanica (Lewis, 2010).

2.1.1. Antibioticka rezistencija s genetickog gledista

Bakterije mogu biti urodeno rezistentne na neke antibiotike, ali mogu i steci rezistenciju

kroz mutacije u genima i horizontalnim prijenosom gena (Blair i sur., 2015).

2.1.1.1. Spontana mutacija

Jedan od nacina kojima bakterije mogu steéi rezistenciju na antibiotike su mutacije u
genima. Ove mutacije javljaju se kao greske u replikaciji DNK ili kao rezultat neispravnog
popravka ostecene molekule DNK. To su spontane mutacije ili mutacije ovisne o rastu

(engl.growth dependent mutations) i vazan su nacin razvoja rezistencije na antibiotike (Woodford
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i Ellington, 2007). Neki biokemijski mehanizmi rezistencije kao Sto su efluks pumpe, rezultat su
upravo takvih mutacija. Mutacijske promjene koje omogucavaju rezistenciju su nepovoljne za
stanicnu homeostazu i stjeu se jedino ako su potrebne u prisutnosti antibiotika (Munita, 2016).
Kada se pojavi rezistentni mutant bakterije, antibiotik eliminira osjetljivu populaciju, a rezistentna
bakterija prevladava i nastavlja se dijeliti. Treba nadodati i da jednom kada se rezistentni geni
steknu, prenose se direktno svim bakterijskim potomcima tijekom DNK replikacije, a taj je proces

poznat kao vertikalni prijenos gena.

Kod nekih bakterija javljaju se i viSestruke mutacije koje im omogucavaju visoku razinu
rezistencije. Te bakterije nazivaju se superbakterije (eng/. superbugs) i taj se pojam odnosi na
bakterije s niskom stopom smrtnosti zbog viSestrukih mutacija koje im omogucéavaju visoku
razinu rezistencije prema antibioticima namijenjenim njihovu tretiranju. Posljedicno tome,
terapijske opcije su smanjene, a produzuje se i vrijeme terapije kao i troskovi (Davies i Davies,
2010). Takoder, vecina bakterija u kojima se javljaju viSestruke mutacije rezistentna je na vise
razlicitih antibiotika (eng/. multidrug resistance, MDR) i one predstavljaju globalnu prijetnju za

ljudsko zdravlje.

2.1.1.2, Horizontalni prijenos gena

Stjecanje stranog DNK materijala pomocu horizontalnog prijenosa gena jedan je od
najbitnijih pokretaca bakterijske evolucije i ¢esto je odgovoran za razvoj bakterijske rezistencije
(Munita i Arias, 2016). Stokes i Gillings (2011) u svom radu definiraju horizontalni prijenos gena
kao proces u kojem je DNK fizicki prenesena iz jedne stanice u drugu, bez potrebe za dijeljenjem
stanice te ugradnje takve DNK u genom domacina kako bi mogla biti stabilno naslijedena.
Mehanizmi horizontalnog prijenosa gena, kojima bakterije mogu steci rezistenciju su
konjugacija, transformacija i transdukcija, a najc¢es¢i mobilni geneticki elementi koji nose
rezistentne gene, a koji se mogu prenositi mehanizmima horizontalnog prijenosa gena su
plazmidi, transpozoni i integroni. Mehanizmi horizontalnog prijenosa gena prikazani su na slici 1.
DNK iz okoline koja sadrzi gen odgovoran za rezistenciju na antibiotike (na slici obojan rozo)
moze se prenijeti horizontalnim prijenosom gena u bakterijsku stanicu recipijenta na nekoliko

nacina: konjugacijom, transformacijom gole DNK (na plazmidima ili kao linearna DNK) koja je
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oslobodena iz mrtvih stanica i transdukcijom posredovanom bakteriofagom. Rezistencija se
takoder moze pojaviti novom mutacijom (na slici oznacena crvenim znakom X). Od tri navedena
mehanizma horizontalnog prijenosa gena, konjugacija se smatrala najutjecajnijom na Sirenje
gena rezistencije za odredeni antibiotik dok su transformacija i transdukcija smatrane manje
vaznima. No, novija istrazivanja sugeriraju da bi njihova uloga mogla biti veéa nego Sto se

prethodno smatralo (von Wintersdorff i sur., 2016).

Konjugacija \
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Slika 1. Mehanizmi horizontalnog prijenosa gena i stjecanja rezistencije u bakterija (preuzeto i

prilagodeno prema Andersson i Hughes, 2010)

Konjugacija je prijenos DNK viSestupanjskim procesom koji zahtijeva direktni kontakt
izmedu dvije bakterijske stanice preko pilusa i od svih mehanizama koji su ukljuceni u
horizontalni prijenos gena ona je daleko najvise proucena (Guglielmini i sur., 2013). Takoder, od

svih mehanizama konjugacija se smatra najées¢im mehanizmom kojim se prenose mobilni
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geneticki elementi koji nose generezistencije za odredeni antibiotik, a razlog tome je Sto
omogucava bolju zastitu odvijanja mehanizma od utjecaja okoline i djelotvornije nacine unosenja
DNK u stanicu recipijenta od transformacije, dok ¢esto ima i Siri raspon stanica koje konjugiraju

nego transdukcija bakteriofagom (Norman i sur., 2009).

Transformacija je prijenos bakterijske DNK iz okoline u stanicu recipijenta, a dogada se
uz prisutnost plazmida ili kromosomskih fragmenata DNK koji su Cesto oslobodeni iz stanice
stanicnom smrcu ili aktivnim transportom (Chen i Dubnau 2004). Da bi transformacija bila
mogucéa treba biti zadovoljeno nekoliko uvjeta: DNK mora biti prisutna u izvanstanicnom
prostoru, bakterija recipijent mora biti kompetentna i DNK koja se prenosi mora biti stabilizirana
ili integracijom u genom recipijenta ili ponovnom cirkulacijom, u slu¢aju plazmidne DNK (Thomas

i Nielsen, 2005). Ovaj proces pojavljuje se i u Gram-negativnih i u Gram-pozitivnih bakterija.

Transdukcija je prijenos DNK iz stanice donora u stanicu recipijenta pomocu
bakterijskog virusa, bakteriofaga. Transdukcija ne zahtijeva fizicki kontakt izmedu stanice donora
DNK i stanice recipijenta, ali ovaj mehanizam zahtijeva da se bakteriofag replicira unutar stanice
donora. Kada bakteriofag zarazi bakterijsku stanicu, koristi mehanizme reprodukcije stanice
domadina i na taj nacin proizvodi dijelove virusne Cestice. Nakon formiranja cjelovitih faga, dolazi
do lize bakterije domacina, a oni se oslobadaju u okoli§ u kojem mogu zaraziti novu stanicu

domacina (Norman i sur., 2009).

Najvazniji mobilni geneticki elementi za prijenos rezistentnih gena su plazmidi i
transpozoni koji imaju vaznu ulogu u Sirenju antibakterijske rezistencije medu klinicki relevantnim
organizmima, a transfer bakterijskih plazmida konjugacijom smatra se najucinkovitijim nacinom

horizontalnog transfera gena (Grohmann, 2003).

2.1.2. Mehanizmi bakterijske rezistencije s biokemijskog gledista

Mehanizmi koji omogucavaju rezistenciju na antibiotike, a javljaju se kao posljedica
mutacija gena su inaktivacija antibiotika, modifikacija mete djelovanja antibiotika i izluCivanje
antibiotika iz stanice pomocu efluks pumpe.



2.1.2.1. Inaktivacija antibiotika
Bakterije mogu inaktivirati antibiotik njegovom razgradnjom ili modifikacijom, a

mehanizmi inaktivacije antibiotika su inaktivacija hidrolizom, prijenosom grupe te redoks
procesom (Dzidi¢ i sur., 2007). Detaljan prikaz tih mehanizama nalazi se na slici 2. Neke su
bakterije urodeno rezistentne na odredene antibiotike (plavi kvadrati) jednostavno zato Sto imaju
nepropusnu stani¢nu stijenku ili nemaju metu za antibiotik (slika 2a). Efluks pumpe koje
omogucavaju rezistenciju na vise antibiotika (eng/. multidrug resistance, MDR) izluCuju antibiotik
iz stanice, a neki transporteri mogu izluciti antibiotik direktno iz stanice (ruziasto), dok ih drugi
izluCuju u periplazmatski prostor (crveno; slika 2b). Takoder prikazane su i mutacije koje
omogucavaju rezistenciju (slika 2c) te inaktivacija antibiotika koja se moze posti¢i kovalentnom

modifikacijom antibiotika ili razgradnjom antibiotika (slika 2d).

a Nepropusna barijera b Efluks pumpe

= 1 2 a
Stanicna stijenka

Peptidoglikan

v |
X | |
Unutarnja membrana,_ e { I

Slika 2. Mehanizmi rezistencije na antibiotike u Gram-negativnim bakterijama (preuzeto i

prilagodeno prema Allen i sur., 2010)



1) Inaktivacija hidrolizom

Tipi¢an primjer hidrolitickin enzima su B-laktamaze. B-laktamaze inaktiviraju antibiotik
hidrolizom B-laktamskog prstena koji je neophodan za antibioti¢ku aktivnost (Brem i sur, 2014).
Prve B-laktamaze koje su djelovale na prve generacije antibiotika bile su B-laktamaze proSirenog
spektra djelovanja, a one imaju aktivhost protiv oksimino-cefalosporina (Johnson, 2013). B-
laktamaze Sirokog spektra kodirane su genima na plazmidu i osiguravaju rezistenciju na
djelovanje cefalosporina i monobaktama, ali ne i na djelovanje cefamicina (Paterson i Bonomo,
2005).

2) Inaktivacija prijenosom grupe

Mehanizmi inaktivacije antibiotika prijenosom grupe su raznovrsni mehanizmi i ukljucuju
Sest najvaznijih: modifikacija transacetilacijom, fosforilacijom, glikolizacijom, nukleotidilacijom,
ribosilacijom i prijenosom tiola (Wright, 2005). Takoder, podrazumijevaju vezanje kemijske grupe
na osjetljiva mjesta molekule antibiotika pomocu bakterijskin enzima Sto sprjeCava vezanje
antibiotika za ciljani protein zbog prostornog medudjelovanja, steri¢kih smetnji. Razli¢iti enzimi
omogucuju ovaj nacin inaktivacije antibiotika, a jedan od najbolje proucenih primjera rezistencije
koji djeluje ovim nacinom su enzimi koji modificiraju aminoglikozide tako Sto kovalentno

modificiraju hidroksilnu ili amino skupinu molekule aminoglikozida (Blair, 2014).
3) Inaktivacija redoks procesom

Za razliku od inaktivacije antibiotika hidrolizom i prijenosom grupe ovaj mehanizam nije
Cest medu bakterijama te je svega nekoliko primjera u literaturi. Primjer ovog mehanizma je
oksidacija tetraciklinskog antibiotika enzimom TetX. Protein TetX katalizira monohidroksilaciju
tetraciklinskih antibiotika na poziciji 11a $to mijenja Mg** mjesto vezanja antibiotika koje je

potrebno za antimikrobnu aktivnost (Yang, 2004).



2.1.2.2. Efluks pumpe i smanjena propusnost stanicne stijenke

Na slici 2 prikazana je efluks pumpa koju ¢ine membranski proteini, a uloga im je da
izluuju antibiotike iz bakterijske stanice i zadrzavaju njihovu unutarnju koncentraciju na niskoj
razini, dok istovremeno smanjena propusnostbakterijske stani¢ne stijenke rezultira smanjenim
unosom antibiotika (Dzidi¢ i sur., 2007).

Efluks pumpe su proteini koji omogucéavaju bakterijskim, a isto tako i eukariotskim
stanicama da prepoznaju i izlue toksi¢ne tvari iz unutrasnjosti stanice u okolis. Za taj prijenos
potrebna im je energija (Chitsaz i Brown, 2017). Ove pumpe mogu biti supstrat-specificne ili
mogu transportirati Siroki raspon strukturalno razliCitih proteina. Pumpe koje mogu transportirati
viSe razliCitih spojeva mogu biti povezane s rezistencijom na viSe antibiotika (eng/. multidrug
resistance, MDR), a mnoge od ovih pumpi su i od klinicke vaznosti (Piddock, 2006a). Takoder,
hiperprodukcija efluks pumpi moze dovesti do rezistencije na viSe antibiotika te tada bakterijske
efluks pumpe pokazuju fenotip rezistentan na viSe antibiotika, a Cesto kombiniran s drugim
mehanizmima rezistencije kao Sto su ciljana modifikacija i antibioticka inaktivacija (Davin-Regli i
sur., 2008; Bolla J. M., 2011). Smatralo se da se efluks pumpe mogu podijeliti u 5 glavnih grupa
koje se razlikuju prema strukturnoj konformaciji, izvoru energije, rasponu supstrata i vrsti
bakterijskih organizama u kojima su raspodijeljene (Piddock, 2006b), a prema novijim
istrazivanjima dijele se u 7 grupa koje se razlikuju prema homologiji proteinske sekvence, izvoru

energije i cjelokupnoj strukturi (Chitsaz i Brown, 2017).

Smanjena propusnost bakterijske stanicne stijenke pomaze u sprjecavaju antibiotika da
dosegne svoju unutarstanicnu ili periplazmatsku metu. Ovaj je mehanizam posebno vazan u
Gram-negativnih bakterija jer one ne samo da imaju unutarstani¢ne mete vec¢ su im mete Cesto
locirane u citoplazmatskoj membrani (Munita i Arias, 2016). Sto se ti¢e antibiotika na koje
posebno utjeCe promjena propusnosti stanicne stijenke, najveci je utjecaj na PB-laktame,
tetracikline i neke fluorokinolone, koji su hidrofilne molekule i ¢esto koriste proteine porine kako
bi difundirali kroz stani¢nu stijenku (Pagées, 2008).



2.1.2.3. Modifikacija mete djelovanja antibiotika

Bakterije mogu razviti rezistenciju na antibiotike sprjeavanjem vezanja antibiotika za
njegovu metu djelovanja. Bakterije su razvile razli¢ite nacine kako bi to postigle Sto ukljucuje
zastitu i modifikaciju mete djelovanja antibiotika te rezultira smanjenim afinitetom vezanja

molekula antibiotika za metu (Munita i Arias, 2016).

Mehanizam zastite mete moze se uociti pri rezistenciji na tetraciklin i fluorokinolone. U
rezistentima Streptococcus spp. i Campylobacter jejuni otkriveni su proteini TetM i TetO koji se
vezuju na ribosomom i uklanjaju tetraciklin s njegovog mjesta vezanja u ovisnosti 0 gvanozin-
trifosfatu (Munita i Arias, 2016). Kod rezistencije na fluorokinolone za zastitu ciljne mete u
Klebsiella pneumoniae zasluzan je protein Qnr koji djeluje kao homolog DNK koji konkurira s
veznim mjestom DNK-giraze i DNK-topoizomeraze IV. Buduci da molekule fluorokinolona djeluju
na bakterijsku DNA girazu i topoizomerazu, vezanje proteina Qnr na te enzime sprjeCava vezanje

antibiotika na njih (Rodriguez-Martinez i sur., 2011).

Modifikacija ciljinog mijesta djelovanja antibiotika jedan je od najceS¢ih mehanizama
antibiotiCke rezistencije u patogenih bakterija, a obuhva¢a promjene poput tockastih mutacija u
genima koji kodiraju za ciljno mjesto, promjene ciljnog mjesta djelovanjem enzimom kao npr.
adicija metilne grupe i/ili zamjenom ili obilazenjem originalne mete djelovanja antibiotika. Sve
ove promjene za posljedicu imaju smanjeni afinitet antibiotika za ciljanom metom djelovanja
(Munita i Arias, 2016).

2.1.3. Stanice perzisteri

Osim stjecanja antibioticke rezistencije novim mutacijama, bakterije takoder mogu
pokazati fenotipsku toleranciju i prezivieti djelovanje antibiotika (Tuomanen i sur., 1986).
Bakterijske stanice koje pokazuju tolerantan fenotip nazivaju se perzisteri i njihova tolerancija na
antibiotike nije geneticke prirode, a samim time nije niti nasljedna ve¢ je rezultat promjene
normalnog, na antibiotik osjetljivog fenotipa, u tolerantni, odnosno perzistentni (Van den Bergh i
sur., 2017). Temeljna razlika izmedu perzistera i rezistentnih mutanata je Sto su perzisteri
fenotipske varijante koje ne mogu prenijeti toleranciju na potomstvo kao Sto to mogu geneticki
mutanti. Ubijanje populacija koje su osjetljive na antibiotik, a sadrze male frakcije perzistera,

odvija se u dvije faze. To podrazumijeva da je vecina populacije, koja se sastoji od osjetljivih
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stanica, brzo ubijena, a prezivi samo mali dio kojeg Cine perzisteri (Van den Bergh i sur., 2017).
Takoder, tijekom tretmana antibiotikom perzisteri ne ugibaju i ne dijele se, a kada su uvjeti
ponovno povoljni ove perzistentne stanice pocinju rasti i dijele se, vodeéi tako oporavku
populacije (Kester i Fortune, 2014). Ranije se smatralo da perzisteri postoje unutar populacije i
prije tretmana antibiotikom i da se pojavljuju nasumicno, ali novija istrazivanja su pokazala da
tek dodatak antibiotika inducira formiranje stanica perzistera (Ren i sur., 2015). Nadalje,
perzisteri su tolerantni na antibiotike neovisno o koncentraciji antibiotika i vremenskom trajanju
tretmana antibiotikom, a antibiotike mogu tolerirati na razlicite nacine. Mogu se pojaviti
nasumi¢no kao odgovor na stres ili kao posljedica djelovanja razlicitih stani¢nih signalnih
mehanizama (Levin 2007; Renbarger i sur., 2017). Treba jos dodati da su ove stanice heterogene
prirode, odnosno medu njima se mogu pronadi stanice koje su potpuno tolerantne na antibiotike
zahvaljujuéi stanju mirovanja, a pronalaze se i aktivne stanice koje su sli¢nije
rezistentnimmutantima (Van den Bergh i sur., 2017). Stanice perzisteri se mogu nadi i u biofilmu

gdje znacajno pridonose toleranciji na antibiotike (slika 3; Renbarger i sur., 2017).

efluks pumpa
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é degradiranje antibiotika/ e s
modifikacija antibiotika  Medifikacija mete/

obilazenje mete b

modifikacija povrsine stanice

gradijent nutrijenata, kisika i egzogenih tvari

@ metabolicki aktivne povrsinske stanice @ perzisteri
@ metaboli¢ki manje aktivne stanice dubljeg sloja W antibiotik

Slika 3. Antibioticka rezistencija na razini populacije (a) i pojedinacne bakterijske stanice (b)

(preuzeto i prilagodeno prema Penesyan i sur., 2015)
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2.2. Antibioticka tolerancija na razini populacije

Mehanizmi antibioticke rezistencije na razini pojedinacne bakterijske stanice dobro su
poznati i opisani. Medutim, zanimljivo je razmotriti i na koje nacine populacije bakterija mogu
zajednickim snagama, odnosno skupnim medudjelovanjem postici toleranciju na antibiotike. Ove
strategije mogu osigurati ubrzani oporavak populacije nakon tretmana antibioticima. Ono sto je
zajednicko vecini ovih mehanizama je Sto ovise o pocetnoj gustodi populacije, odnosno mnogi od

njih se ni ne aktiviraju ako pocetna gustoca populacije nije dovoljno velika.

2.2.1. Altruisticka smrt posredovana antibiotikom

Poznato je da programirana stani¢na smrt igra kriticnu ulogu u zivotnom ciklusu razlicitih
bakterijskih vrsta. To je, oCigledno, paradoksalno ponasanje buduci da ne doprinosi bakterijama
koje podlijezu programiranoj stani¢noj smrti (eng/. programmed cell death, PCD). Ipak u porastu
su dokazi da PCD moze biti altruisticna odnosno da mrtve stanice mogu direktno ili indirektno

doprinijeti prezivjelim stanicama (Tanouchi i sur., 2013).

Kao Sto je ranije navedeno, jedan od mehanizama koji osiguravaju antibioticku
rezistenciju je degradacija ili modifikacija molekule antibiotika enzimima. Sama ekspresija ovih
proteina mogla bi biti nedovoljna za preZivljavanje bakterijskih stanica, ovisno o tome kolika je
koncentracija antibiotika kojem je bakterija izlozena. Sudbina bakterijske populacije zapravo ¢e
ovisiti 0 gustodi populacije (Meredith i sur., 2015). MoZe se zakljuciti da ako je poCetna gustoca
populacije dovoljno velika , osigurat ¢e dovoljno degradirajucih ili modificiraju¢ih enzima koji ¢e
inaktivirati antibiotik i omoguditi prezivljavanje populacije, a suprotna sudbina zadesit ce
populacije manje pocetne gustoce. Ipak, kod neSto manjih gustoca populacije potencijalno
preZivljavanje moze omoguciti altruisticka smrt bakterija, a prikaz mehanizma altruisticke smrti
nalazi se na slici 4. Antibioticima posredovana altruisticka smrt ukljucuje lizu dijela populacije
kako bi se oslobodili proteini efektori koji koriste ostatku populacije (slika 4a). Skupna tolerancija
na antibiotike (engl.collective antibiotic tolerance, CAT) moZe se pojaviti samo ako je gustola
populacije dovoljno velika da kolektivno generira dovoljnu koncentraciju efektorskih proteina koji
¢e inhibirati antibiotik prije nego usmrti cijelu populaciju. Detekcija kvoruma (eng/ quorum
sensing, QS) Cesto je ukljucena u regulaciju ekspresije efektorskih proteina ili formiranja biofilma,
a obje regulacije mogu dovesti do skupne tolerancija na antibiotike (slika 4b). Populacija klonova

moze koristiti viSestruke mehanizme kako bi prezZivijela tretman antibiotikom (slika 4c). Socijalne
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interakcije mogu omoguciti preZivljavanje vise razli¢itih subpopulacija (obiljezene stani¢nim
stjenkama razli¢ite boje; slika 4d). Na primjer dio populacije moze proizvoditi signalnu molekulu
potrebnu za regulaciju mehanizma rezistencije neke druge subpopulacije i obratno. Takoder
postoje primjeri gdje jedan dio populacije donira signalnu molekulu koja stiti drugi dio populacije,
bez dobivanja ikakve koristi zauzvrat. Kako antibiotik ubija bakterijske stanice, iz stanica se
oslobadaju degradirajuéi ili modificirajuéi enzimi i s tog gledista se smrt moze smatrati
altruistickom bududi da oslobodeni enzimi mogu pomodéi ostatku populacije u degradiranju
antibiotika (Tanouchi i sur., 2013)

U navedenom primjeru bakterijska smrt uzrokovana je samim antibakterijskim
djelovanjem antibiotika, ali antibiotici takoder mogu aktivirati sustav programirane stani¢ne smrti
(Pandey i Geres, 2005). Postoje brojni eksperimentalni dokazi postojanja mehanizama za PCD u
bakterijama. Tako npr. neki antibiotici utjeCu na bakterijsku smrt medudjelovanjem s toksin —
antitoksin sustavima. Jedan od tih sustava je MazEF sustav koji mozZe rezultirati stanichom smrcéu
kada antibiotik inhibira transkripciju i translaciju MazE antitoksina (Engelberg - Kulka i sur.,
2004).
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Slika 4. Prikaz mehanizma altruisticke smrti (preuzeto i prilagodeno prema Meredith i
sur., 2015)

2.2.2. Detekcija kvoruma

Ovaj proces oslanja se na proizvodnju signalnih molekula male molekulske mase cija je
izvanstaniCna koncentracija povezana s gustocom populacije organizma producenta. Stanice
mogu osjetiti signalne molekule omogucavajuci tako cijeloj populaciji da potakne uskladene
radnje kada se dosegne kriticna koncentracija koja odgovara odredenoj gustoci populacije. Gram-
negativne i Gram-pozitivne bakterije koriste razlicite signalne molekule kako bi procijenile gustocu
populacije (Daniels R. i sur., 2004). Dakle, koriste¢i detekciju kvoruma (eng/l. quorum sensing,
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QS) reguliraju ekspresiju gena s obzirom na koncentraciju molekula izlu¢enu u okoli§ medu

bakterije jednake ili razlicite vrste.

Takoder, smatra se da neke bakterije koriste izvanstani¢ne signale QS kako bi se
uspostavilo formiranje biofilma, zajednice koja ¢e omoguditi bakterijskim stanicama vecu
toleranciju na antibiotike (Flemming i Wingender 2010). Bakterijski biofilmovi sastoje se od
stanica koje su iz mikroskopskih dimenzija i pojedinacnog rasta presle u zajednicu formiranu od
mnostva bakterijskih stanica i vidljivi su golim okom. Stanice biofilma okruZene su polisaharidnim
matriksom koji se sastoji od hidratiziranih izvanstani¢nih polimernih tvari proizvedenih od strane
samih bakterijskih stanica te je ta cijela zajednica pri¢vrs¢ena za C¢vrstu podlogu (Flemming i
Wingender, 2010). Ovakve zajednice znacajno su manje osjetljive na djelovanje antimikrobnih
agensa nego pojedinacne stanice pa su infekcije uzrokovane biofilmom iznimno teske za lijeenje
(Hall i Mah, 2017). Biofilm se formira tako da se za ¢vrstu podlogu prvo pricvrste bakterijske
stanice pri niskoj gustoci populacije te se tada proizvode male koli¢ine signalnih molekula QS. S
povecanjem gustoCe populacije, povecava se i broj signala QS te dolazi do aktiviranja gena koji
su zasluzni za formiranje biofilma (Miller i Bussler, 2001). Primjer koriStenja signala QS u svrhu
formiranja biofilma, te na taj nacin povecanja antibioticke tolerancije, uocava se kod bakterije
Pseudomonas aeruginosa koja neprestano kolonizira pluéa zahvaéena cisticnom fibrozom unatoc
agresivnim tretmanima antibioticima (Burns i sur., 1993). U iskasljanom sadrzaju osobe zaraZene
cistichom fibrozom uoceno je da P. aeruginosa formira strukturu biofilma i da proizvodi dva

temeljna signala QS (Singh i sur.,2000).

2.2.3. Kombinacija razli¢itih mehanizama

Uz dosad nabrojane mehanizme postoje i slucajevi u kojima je moguée da bakterijska
populacija kombinacijom visSe mehanizama osigura toleranciju na antibiotik. Tako je na primjer
programirana stani¢na smrt vezana uz ekspresiju gena u Staphylococcus aureus ovisno o gustodi
populacije (Rice i sur., 2003). Liza stanice je dobro kontrolirana i moZe rezultirati kolektivhom
tolerancijom na antibiotike preko formiranja biofilma (Rice i sur.,2007). Ekspresija CidA i LrgA
proteina ukljucuje i iskljuCuje lizu stanice u specificnim fazama rasta, a lizom stanice oslobada se
genomska DNK sto rezultira pojacanim formiranjem biofilma (Rice i sur.,2003). Zbog mehanizama
koji prevladavaju u biofilmu, samim njegovim formiranjem, bakterija poveéava moguénost

tolerancije na antibiotik.
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Meredith i sur. (2015) kao jednu od strategija za prezivljavanje bakterija tijekom tretmana
antibiotikom predlazu kombinaciju promjene fenotipa nekih bakterija iz stanja plivanja u stanje
rojenja,detekciju kvoruma i altruisticne smrti. Rojenje je najbrzi poznati nacin povrSinske
translokacije i definira se kao grupno pokretanje nekih bakterija bicem po povrsini, kada su
promatrane u laboratoriju na ¢vrstom hranjivom mediju (Verstraeten, 2008). Kohler i sur. (2000)
utvrdili su da kruzenje signalnih molekula QS utjeCe na rojenje u P. aeruginosa, odnosno da su
upravo ramnolipidi povrsinski aktivne tvari koje imaju utjecaj na prijelaz u stanje rojenja i nuzni
su za smanjivanje povrsinske napetosti. Nasuprot tome, u istrazivanju koje je provedeno 9
godina kasnije Butler i sur. (2009) nisu pronasli dokaz za mehanizme QS koji kontroliraju rojenje
kao mehanizam grupne rezistencije te su zakljucili kako se rojenje pojavljuje samo ako su
bakterijske stanice direktno izlozene djelovanju antibiotika. Takoder su utvrdili da rojece bakterije
koje se kre¢u u grupama stjeCu adaptivnu rezistenciju na mnoge antibiotike, a analiza ovog
fenomena je pokazala kako visoka gustoa stanica ima veliku zastitnu snagu da podnese
izloZzenost koncentracijama antibiotika koje bi inace bile letalne. Navode i da velika gustoéa
populacije pomaze prezivljavanju bakterija ¢ak i kada se ne nalaze u stanju rojenja, ali
mogucnost kretanja kao i brzina kretanja daju im dodatnu prednost da previadaju djelovanje
antibiotika.

Takoder, signali QS u odredenih bakterija mogu kontrolirati ekspresiju enzima koji
omogucavaju rezistenciju (Meredith i sur, 2015). U Gram-negativhom patogenu Providencia
stuartii, koji uzrokuje urinarne infekcije, signali QS kontroliraju ekspresiju acetiltransferaza koje
inaktiviraju aminoglikozidne antibiotike (Ding i sur, 2001). Sto je veca gustoéa stanica, vise ée se
signalnih molekula QS osloboditi, a posljedicno tome ¢e se sintetizirati i viSe molekula
acetiltransferaze koje ¢e omoguditi toleranciju na aminoglikozide, Sto nije moguce pri manjoj

gustoci bakterijske populacije.

2.2.4. Socijalne interakcije u mjesovitoj bakterijskoj kulturi

Skupna tolerancija na antibiotike u mjeSovitoj kulturi bakterija moZze se postic¢i uzajamnim,
mutualistickim, medudjelovanjem bakterija razli¢itih vrsta na nacin da jedan dio populacije
proizvodi produkt koji pomaZze drugom dijelu populacije bez dobivanja ikakve koristi od toga
(Meredith i sur., 2015).
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Primjer ovakvog medudjelovanja bakterijskih vrsta u mjeSovitoj kulturi moze se uociti u
sustavu gdje dvije populacije suraduju kako bi preziviele tretman razli¢itim antibioticima. Svaka
populacija u sustavu proizvodi signalnu QS molekulu potrebnu drugoj populaciji kako bi regulirala
proizvodnju proteina koji omogucéava rezistenciju (Hu i sur. 2010). JoS jedan primjer ovakvog
medudjelovanja pronaden je u biofilmu formiranom od viSe vrsta bakterija. RazliCiti dijelovi
populacije bakterija unutar biofilma suraduju kako bi smanijili prodiranje antibiotika. Na primjer,
bakterijske vrste P. aeruginosa i Burkhodia cepacia proizvode polisaharide koji medusobno
djeluju kako bi povecale viskoznost biofilma i tako smanijile aktivnost antibiotika (Allison i
Matthews, 1992).

Lee i sur. (2010) pokazali su kako populacija Escherichia coli osjetljiva na antibiotik moze
tolerirati antibiotik pomo¢u samo malog broja rezistentnih ¢lanova populacije. Kada antibiotik nije
prisutan, cijela populacija proizvodi signalnu molekulu indol. U prisutnosti antibiotika, samo dio
populacije s mutiranim genima za proteine,efluks pumpe, ima potrebnu rezistenciju da nastavi
proizvoditi indol. Oslobodeni indol regulira ekspresiju gena za efluks pumpe i mehanizme

oksidativnog stresa, omogucujudi tako cijeloj populaciji toleranciju na antibiotik.

16



3. ZAKLJUCAK

Bakterije mogu steéi rezistenciju na antibiotik mutacijom u genima ili horizontalnim
prijenosom gena ako se u bakterijsku stanicu nasumi¢no unese mobilni geneticki element koji
nosi gene za rezistenciju. Mehanizmi koji omogucéavaju rezistenciju mogu se podijeliti u tri
temeljne skupine, a to su inaktivacija antibiotika, efluks pumpe i smanjena propusnost stani¢ne
stijenke te modifikacija mete djelovanja antibiotika. Medu staniénom populacijom nalaze se i
pojedinacne bakterije koje pokazuju fenotip tolerantan na antibiotike, a te bakterije nazivamo
stanice perzisteri. Stanice perzisteri se od genetickih mutanata razlikuju po tome Sto toleranciju
ne mogu prenijeti na potomstvo. Takoder postoje i primjeri skupne tolerancije na antibiotike.
Tako se na primjer tolerancija na antibiotike moZe ostvariti altruistickom smrti dijela bakterijske
populacije tijekom djelovanja antibiotika, signalima detekcije kvoruma koji mogu inducirati
ekspresiju gena omogucavajuéi time rezistenciju drugog djela bakterijske populacije i
mutualizmom medu bakterijama. Da bi skupna tolerancija bila moguca, klju¢na je pocetna
koncentracija populacije jer Sto je veca pocetna gustola populacije, veéa je i mogucnost
tolerancije na antibiotik. Kombinacija mehanizama koji se javljaju u pojedinacnim stanicama kao i
onih na razini populacije moze se uociti u biofilmu. Kako danas infekcije uzrokovane bakterijskim
biofilmom predstavljaju znacajnu prijetnju zdravlju ljudi, to upucéuje da je znacajno Sto bolje
upoznati mehanizme rezistencije i tolerancije na antibiotike te osmisliti ucinkovitu terapiju protiv

patogenih bakterija.
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5. PRILOZI

5.1. Popis i objasnjenje kratica

e QS — detekcija kvoruma (eng/. quorum sensing)

e DNK — deoksiribonukleinska kiselina

e PCD - programirana stani¢na smrt (eng/. programmed cell death)

e CAT - skupna tolerancija na antibiotike (engl/. collective antibiotic tolerance)
e MDR - rezistencija na viSe antibiotika (eng/. multidrug resistance)



Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoyj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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