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1. UVOD

1.1. Razvoj antibiotika kroz povijest

Pocetak moderne ,,antibiotske ere” obi¢no povezujemo s imenima Paula Ehrlicha i
Alexandera Fleminga. Ehrlichova zamisao o ,,magi¢nom metku® koji selektivno cilja samo
mikrobe koji uzrokuju bolest, a ne domacina, temeljila se na opazanju da anilin i druge sinteticke
boje, koje su u to vrijeme postale dostupne, mogu obojiti odredene mikrobe, ali ne i druge. Godine
1903. Ehrlich je izumio boju, prvu kemoterapeutsku tvar, Trypan Red, koja je bila prvi lijek koji
je pokazao aktivnost protiv tripanosomalnih infekcija u miSeva. Najve¢i uspjeh Ehrlicha, medutim,
bio je otkri¢e (1910.) organskog arsenskog lijeka Salvarsan (arsfenamin). Ehrlich je tvrdio da se
mogu sintetizirati kemijski spojevi koji bi ,,mogli potpuno djelovati isklju¢ivo na parazite koji se
nalaze u organizmu®. Ta ga je ideja dovela do toga da zapo¢ne opsezan pokus 1904. kako bi
pronasao lijek protiv sifilisa. U svom laboratoriju sintetizirao je stotine organoarsenskih spojeva i
testirao ih na kuni¢ima inficiranima sifilisom. Godine 1909. naisli su na $esti spoj u 600. seriji koji
je izlije¢io kunice zarazene sifilisom. Unato¢ zamornom postupku injekcija i nuspojavama, lijek
koji je Hoechst prodao pod nazivom Salvarsan bio je veliki uspjeh, i zajedno s Neosalvarsanom
uzivao status najéesc¢e propisanog lijeka do njegove zamjene penicilinom 1940-ih (LIOYD i sur.,
2005.). Sistematski pristup odabiru lijekova koji je uveo Ehrlich postao je kamen temeljac
strategija pretrazivanja lijekova u farmaceutskoj industriji. Ovaj je pristup doveo do otkrica
sulfonskih lijekova, od kojih je prvi bio boja, prontozil (sulfamidokrizoidin) kojeg je sintetizirao
Bayerov kemicar Domagk (AMINOV, 2010.).

Prvi otkriveni antibiotik bio je penicilin. Sluajno ga je otkrio Skotski znanstvenik
Alexandar Fleming 1928. godine provodedi istrazivanja na stafilokoku. Otvorenu Petrijevu
zdjelicu s bakterijama ostavio je blizu prozora i nakon nekog vremena uocio da su se razvile spore
plijesni. Fleming je takoder uocio da su bakterije u blizini plijesni umirale. Nakon toga izolirao je
te plijesni te ustanovio da se radi o rodu Penicillium. Ustanovio je da su ucinkovite protiv svih
Gram-pozitivnih patogena. Fleming je primijetio da to nije plijesan sama po sebi, ve¢ ,,neki sok*
koje su plijesni prozvele. Produkt tih plijesni, koji je ubijao bakterije, nazvao je penicilin (TAN i
TATSUMURA, 2015.).



Otkri¢e ova prva tri antimikrobna lijeka, Salvarsan, Prontosil i penicilin, postavilo je
paradigmu za buduca istrazivanja o otkrivanju lijekova. Razdoblje izmedu 1950.-ih i 1970.-ih
godina proslog stoljeca bilo je uistinu zlatno doba otkri¢a novih skupina antibiotika, a od tada nisu
pronadene nove skupine. Stoga, s opadanjem stope otkrivanja, glavni pristup za razvoj novih
lijekova za borbu protiv nastanka i ponovne pojave otpornosti patogena na antibiotike je
modifikacija postojec¢ih antibiotika (CHOPRA i sur., 2012.).

1.2. Opravdana i razumna uporaba antimikrobnih lijekova

Otpornost na antimikrobne lijekove postoji oduvijek, no taj urodeni oblik otpornosti na
antibiotike ne predstavlja opasnost za zdravlje ljudi 1 Zivotinja. Stvarna opasnost je steena
rezistencija nastala zbog genskih promjena u samoj bakteriji ili zbog prijenosa genetickog
materijala koji nosi informaciju o rezistenciji na ostale srodne ili nesrodne mikrobe. Sirenje
antimikrobne rezistencije ne poznaje ckoloske granice pa se prijenos rezistentnih bakteriijskih
vrsta sa zivotinja na ¢ovjeka odvija razli¢itim putevima, a najées¢e hranom i vodom koja je izravno

ili neizravno bila u doticaju sa Zivotinjama. (SEOL i sur., 2010.).

Kako bi se smanjila uporaba antibiotika i tako smanjio razvoj rezistencije u veterinarskoj
medicini, u Njemackoj su u prosincu 2000. objavljene obvezne smjernice za racionalnu uporabu
antibakterijskih tvari u Zivotinja. Ove smjernice opisuju minimalne zahtjeve koje veterinari moraju
slijediti prilikom primjene antibiotika za Zivotinja. Kljuéni elementi smjernica su uporaba
antibiotika na temelju to¢ne dijagnoze, izbor najprikladnije antibakterijske tvari, ograni¢ena
upotreba antibiotika, Sto znaci korisiti ih kada je zaista nuZno potrebno te pridrZavanje uputa na
deklaraciji. Sva odstupanja od preporuka smjernica moraju biti zabiljezena (UNGEMACH i sur.,
2006.).

Upotreba antibiotika u stocnoj hrani takoder je pogodovala Sirenju antimikrobne
rezistencije. Osobito je opasno §to se antimikrobni lijekovi u Zivotinja ne koriste samo u terapijske
svrhe nego profilakticki, metafilakticki te kao promotori rasta (FAIR i TOR, 2014.). Mehanizmi
djelovanja na poticanje rasta nisu u cjelosti poznati, no znanstvenici se zalazu za to da se njihova
primjena svede na minimum tako da se poboljSaju uvjeti i nacin drzanja te higijena kako bi se

umanjila moguénost infekcije Zivotinja (SEOL i sur., 2010.).
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Slika 1. Prijenos gena rezistencije sa zivotinja na ljude (TOUTAIN i sur., 2016).

Predvida se da ¢e se potrosnja antimikrobnih lijekova koristenih u zivotinja za proizvodnju
hrane povecati u nadolaze¢im desetlje¢ima. Razborita uporaba antimikrobnih lijekova nece biti
dostatna da se zaustavi rast antimikrobne rezistencije u ljudi koja potjece od Zivotinja. Alternative
za antimikrobne lijekove nisu dostupne ili nisu provedive, stoga postoji hitna potreba za razvojem
novih antimikrobnih lijekova koji ¢e se koristiti u zivotinja za proizvodnju hrane. To je
prvenstveno potrebno, ne radi zdravlja zivotinja, ve¢ da se prekine veza izmedu rezistencije koja
se javlja kod sojeva u ljudi i Zivotinja (TOUTAIN i sur., 2016.).

1.3. Podjela antibiotika prema nacinu djelovanja

Od 1910. razvijeni su mnogi antibiotici s razli¢itim mehanizmima djelovanja, ukljucujuéi:

(1) inhibiciju sinteze stanicne stijenke bakterija; ova skupina antibiotika ukljucuje vankomicin 1 -



laktamske antibiotike kao §to su penicilini, cefalosporini i karbapenemi, (2) inhibicija sinteze
proteina ukljucujuci tetracikline, aminoglikozide, makrolide i kloramfenikol i (3) inhibitore sinteze
DNA kao sto su fluorokinoloni i sulfonamidi koji inhibiraju sintezu folne kiseline. (KARAMAN
1 JUMAA, 2015.).

Pojam antibiotik nastao je iz rijeci ,,antibiosis“ §to u doslovnom prijevodu znaci ,,protiv
zivota®. U proSlosti, antibiotici su smatrani organskim spojevima koje proizvodi jedan
mikroorganizam koji su toksi¢ni za drugi mikroorganizam (RUSSELL, 2004.). Kao rezultat toga
antibiotik je izvorno definiran kao tvar koju proizvodi jedan mikroorganizam, ili tvar bioloSkog
podrijetla, koja u niskim koncentracijama moze inhibirati rast, odnosno djelovati smrtonosno na

drugi mikroorganizam (DENYER i sur., 2004.).

Medutim ova je definicija izmijenjena u novije doba kako bi ukljuéila i one antibiotike Koji
su djelomicno ili potpuno proizvedeni iz sintetickih tvari. Dok neki antibiotici mogu potpuno ubiti
bakterije, neki mogu samo sprijeCiti njihov rast. Oni koji ubijaju bakterije nazvani su
baktericidima, a oni koji inhibiraju rast bakterija, bakteriostaticima. (VON DOHREN, 2009.).
Bakteriostatici pri velikim koncentracijama takoder mogu imati baktericidno djelovanje
(BHATTACHARIJEE, 2016.). Antibiotici su lijekovi koji su selektivno toksi¢ni za bakterije, a

netoksiéni, odnosno prihvatljivo toksi¢ni za organizam domadina (KALENIC i sur., 2013.).
Prema mehanizmu djelovanja na bakterije, antimikrobne lijekove mozemo razvrstati u
Cetiri skupine:

1. Lijekovi koji inhibiraju sintezu stanicne stijenke bakterija;

2. Lijekovi koji ostecuju citoplazminu membranu;

3. Lijekovi koji sprjecavaju sintezu ili funkcioniranje nukleinskih kiselina;
4

. Lijekovi koji inhibiraju sintezu bakterijskih bjelancevina.

1.3.1. Inhibitori sinteze stanicne stijenke

Najbrojniji 1 ujedno najvazniji antibakterijski pripravci su inhibitori sinteze stani¢ne

stijenke bakterija. To su [-laktamski antibiotici (penicilini i cefalosporini), bacitracin i



vankomicin. Da bismo razumjeli mehanizme djelovanja tih antibiotika, potrebno je podsjetiti se

grade gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija (SEOL i sur., 2010.).

Bakterijska stani¢na stijenka izvana okruzuje stani¢nu memabranu i §titi unutarnje dijelove
bakterijske stanice. Kod gram-pozitivnih bakterija stani¢na stijenka sastoji se najve¢im dijelom od
peptidoglikana, koji stijenci daje ¢vrstocu i odrzava unutarstani¢ni osmotski tlak. U gram-
negativnih bakterija stani¢na je stijenka tanja, a unutarnji stanicni osmotski tlak znatno nizi. I
gram-negativne bakterije sadrzavaju peptidoglikan, ali u vrlo maloj koli¢ini. Peptidoglikan se
nalazi u prostoru izmedu citoplazmine i vanjske membrane i1 kovalentno je povezan s
lipoproteinima vanjske membrane. Ta je membrana negativno nabijena Sto je ¢ini otpornom na
fagocitozu i sluzi kao zapreka prodoru nekih tvari, primjerice antibiotika penicilina (SEOL i sur.,
2010.). Da bi ostala ziva, bakterija mora sintetizirati peptidoglikan, a to ¢ini pomoc¢u enzima
transpeptidaze, karboksipeptidaze i ostalih enzima koji sudjeluju u zavr$noj fazi sinteze
peptidoglikana (PARK i UEHARA, 2008.). B-laktamski antibiotici sprjecavaju sintezu stani¢ne
stijenke tako Sto koce aktivnost tih enzima. Ti enzimi poznati su kako proteini koji vezuju
peniciline (Penicillin Binding Proteins, PBP), (SEOL i sur., 2010.). Dakle, penicilni se vezu na
PBP i inaktiviraju ga te bakterijska stanica propada (KATZUNG, 2011.).

Gram-Positive Gram-Negative

cytoplasm cytoplasm

/ \ Plasmamembray' x \

Outer membrane
Peptidoglycan  Periplasmic
Thick peptidoglycan space

Plasma membrane

Slika 2. Grada ovojnica bakterijske stanice (KAPOOR i sur., 2017.)

Cefalosporini su sli¢ni penicilinima, ali su otporniji na B-laktamaze pa zbog toga imaju Siri

spektar djelovanja. Medutim pojava sojeva E.coli i Klebsiella, koji stvaraju p-laktamaze



prosirenog spektra djelovanja (ESBL), koje mogu hidrolizirati ve¢inu cefalosporina, postaju sve
veci problem (KATZUNG, 2011.).

Inhibitori B-laktamaza su klavulanska kiselina, sulbaktam i tazobaktam. B-laktamaze su
enzimi koji razgraduju PB-laktamske antibiotike otvaraju¢i PB-laktamski prsten. Inhibitori [-
laktamaze u kombinaciji s B-laktamima povecavaju njihovu ucinkovitost u lijeCenju ozbiljnih
infekcija uzrokovanih bakterijama iz porodice Enterobacteriaceae i na penicilin rezistentnih
stafilokoknih bakterija (DRAWZ i BONOMO, 2010.).

Karbapenemi izvorno su razvijeni 1970-ih, karbapenemi se ubrajaju medu najdjelotvornije
antibiotike Sirokog spektra. Jedinstveno svojstvo karbapenema jest njihova sposobnost da
inhibiraju i klasu A i klasu C B-laktamaza i njihov velik afinitet za bakterijske transpeptidaze i
karboksipeptidaze koje sintetiziraju peptidoglikansku stani¢nu stijenku (PAPP-WALLACE i sur.,
2011.).

Aztreonam je jedini komercijalno dostupan monobaktamski antibiotik, uskog spektra
djelovanja. Aztreonam je aktivan samo protiv aerobnih gram-negativnih bakterija kao §to su
Neisseria i Pseudomonas. Koristi se za lijeCenje pneumonije, septikemije i infekcija mokra¢nog
sustava uzrokovanih tim bakterijama. Monobaktami nisu ucinkoviti protiv gram-pozitivnih

bakterija ili anaeroba (SYKES i sur., 1981.).

Peptidni antibiotici: bacitracin je polipeptidni antibiotik, proivod bakterije Bacillus subtilis.
Djeluje tako da sprjecava sintezu stani¢ne stijenke interferirajuci s defosforilacijom lipidnog spoja
koji prenosi peptidoglikane na rastuéu stani¢nu stijenku. Antibakterijski spektar bacitracina je
gram-pozitivan i ukljucuje stafilokoke, streptokoke, Corynebacterium i Clostridium (KUMAR,
2017.).

Vankomicin je glikopeptidni antibiotik, fermentacijski proizvod bakterijske vrste
Streptomyces orientalis. Djeluje tako §to se veze na d-alanil-d-alanin prekursor stani¢ne stijenke
potreban za umrezavanje peptidoglikana i tako inhibira sintezu bakterijske stani¢ne stijenke.
Vankomicin djeluje baktericidno na veéinu gram-pozitivnih aerobnih i anaerobnih bakterija
(SCHILLING i sur., 2011.).



1.3.2. Antibiotici koji oStecuju stanicnu membranu i remete funkciju stanice

Antibiotici koji oSte¢uju stani¢nu membranu, remete gradu ili inhibiraju njezinu funkciju,
ubijaju bakterijsku stanicu vrlo brzo. Cjelovitost citoplazmatske membrane i citoplazme od Zivotne
su vaznosti za bakteriju. Antibiotici ove skupine obuhvacaju poliksine, poliene, imidazole i
monenzin. Zbog velike sli¢nosti fosfolipida koji su sastavni dio membrana eukariotskih
organizama i eubakterija, njihovo je djelovanje nespecifi¢no pa je zato njihova uporaba ogranicena
samo na lokalnu primjenu. Jedini antibiotici iz ove skupine koji imaju uporabnu vrijednost u
klini¢koj praksi su polimiksini (SEOL i sur., 2010.).

Polimiksini su cikli¢ni dekapeptidi koje tvori bakterija Bacillus polymyxa. To su kationski
povrsinski aktivne tvari koje oste¢uju fosfolipide stanicne membrane i povecavaju permeabilnost
sli¢no kao i detergenti. Ve¢inom djeluju na gram negativne bakterije vezuci se na lipopolisaharide.
Zbog puno vece kolicine fosfolipida u citoplazmi i vanjskoj membrani, gram-negativne bakterije
mnogo su osjetljivije na polimiskine, nego gram-pozitivne (SEOL i sur., 2010.). Dva su
polimiksina dostupna za klinicku uporabu: polimiksin B 1 kolistin i medu njima postoji unakrizna
rezistencija. Imaju uski antibakterijski spektar, uglavnom protiv gram-negativnih bakterija.
Klinicka primjena polimiksina smanjila se 1970.-ih zbog ranog iskustva nefrotoksi¢nosti i
neurotiksi¢nosti nakon intravenske primjene; medutim brzo povecanje otpornosti na sve druge

antibiotike zahtijevalo je njihovo ponovno ozivljavanje u klini¢koj uporabi (VELKOV i sur.,
2014.).

Monenzin je fermentacijski proizvod vrste Streptomyces cinnamonensis koji djeluje protiv
gram-negativnih bakterija, nekih vrsta roda Campylobacter, Brachyspira hyiodysenteriae,
kokcidija 1 toksoplazma. U buragu utjece na tvorbu hlapljivih masnih kiselina koje pridonose
iskoristivosti krmiva, sprje€ava nadutost u teladi 1 ketozu u muznih krava. Donedavno je rabljen
kao premiks u hranidbi teladi. Danas se u Hrvatskoj primjenjuje isklju¢ivo kao kokcidiostatik
(SEOL i sur., 2010.).



1.3.3.  Inhibitori sinteze nukleinskih kiselina

Metabolicki putevi koji rezultiraju sintezom nukleinskih kiselina su vrlo bitni. Poremecaj
sinteze nukleinskih kiselina onemogucava opstanak bakterijske stanice. Antibiotici iz ove skupine
ometaju sintezu nukleinske kiseline inhibiranjem replikacije ili zaustavljanjem transkripcije
(GALE i sur., 1981.). U ovu skupinu ubrajamo sljedece lijekove: nitroimidazole, nitrofurane,
nalidiksi¢nu kiselinu, fluorokinolone, novobiocin, rifampicin, sulfonamide, trimetoprim i 5-

flucitozin (SEOL i sur., 2010.).

Nitrofurani su lijekovi Sirokog spektra djelovanja, ali se zbog toksi¢nosti, posebno
kancerogenosti, primjenjuju iskljuc¢ivo lokalno. Mogu se primijeniti i u lije¢enju kozZnih infekcija

zivotinja koje ne sluze za hranu (SEOL i sur., 2010.).

Nitroimidazoli su zabranjeni u zivotinja koje sluze za proizvodnju hrane. Uglavnom se rabe
za lijeCenje probavnih infekcija pasa. U¢inkoviti su protiv anaerobnih bakterija i protozoa. Oni se
pretvaraju u metabolite koji sprjeCavaju sintezu intracelularne bakterijske DNA. Glavni

predstavnik nitroimidazola je metronidazol (SHENNAN, 2006.).

Fluorokinoloni obuhvacéaju veliku skupinu sintetskih antimikrobnih lijekova Koji
djelovanjem na bakterijski kromosomski materijal imaju baktericidni uc¢inak na velik broj
mikroba. Djelotvorni su protiv gram-negativnih aerobnih bakterija, ali na gram-pozitivne
anaerobne bakterije gotovo i ne djeluju. U skupinu fluorokinolona spadaju enrofloksacin,
enoksacin, danafloksacin, ciprofloksacin, ofloksacin, difloksacin, orbifloksacin i marbofloksacin
(SEOL i sur., 2010.). Fluorokinoloni i kinoloni inhibiraju enzim DNA-girazu vezanjem na A
podjedinicu enzima zbog Cega bakterija nije u stanju replicirati ili ¢ak sintetizirati proteine
(MEHTA, 2011.).

Prvi kinolon koji je odobren za klini¢ku uporabu bila je nalidiksi¢na kiselina koja je imala
nekoliko bitnih nedostataka kao Sto su uzak spektar djelovanja, djelovala je toksi¢no i loSe se
resorbirala nakon peroralne primjene. Kemijskom modifikacijom osnovne molekule kinolona,
povréana je sposobnost prodora kroz bakterijsku stanicnu membranu, a istodobno je proSiren

antibakterijski spektar (SEOL i sur., 2010.).



Rifampicin se veze za B-podjedinicu bakterijske DNA ovisne RNA polimeraze i tako
inhibira sintezu RNA. Rezistencija nastaje zbog toCkastih mutacija u genu odgovornom za
Bpodjedinicu RNA polimeraze. Te mutacije dovode do smanjenog vezanja rifampicina. Koristi se

najvise za lijeCenje mikobakterijskih infekcija, posebice tuberkuloze (KATZUNG, 2011.).

Sulfonamidi su sintetski lijekovi koji imaju Siroki antimikrobni spektar protiv mnogih
mikroorganizama ukljucujuci bakterije i neke protozoe kao §to su Toxsoplasma i Plasmodium.
Sulfonamidi su se ranije Koristili mnnogo, sami ili u kombinaciji s trimetoprimom, za lijeCenje
infekcija mokra¢nog sustava, ali se viSe ne preporucuju zbog mogucih nuspojava (SCHOLAR,
2007.).

Novobiocin je bakteriostatski antibiotik, proizvod vrste iz roda Streptomyces, a koristi se
gotovo isklju¢ivo u lijeCenju infekcija uzrokovanih bakterijom Staphylococcus aureus te u
lijeCenju mastitisa mlijecnih krava. U kombinaciji s penicilinom i tetraciklinom ima umjeren
sinergijski u¢inak. U veterinarskoj se praksi rabi za lijeenje lokalnih infekcija uzrokovanih vrstom

S. aureus (SEOL i sur., 2010.).

Cell Wall Synthesis Fote synthesis Nucleic Acid Synthesis

Sulfonamides

Beta Lactams Trimethoprim DNA Gyrase

Penicillins Quinolones
Cephalosporins

Carbapenems RNA Polymerase
Monobactams Rifampin

Vancomycin
Bacitracin
50S subunit
Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol
Cell Membrane 30S subunit Streptogramins
Polymyxins Tetracyclines
Aminoglycosides Protein Svnthesis

Slika 3. Mehanizmi djelovanja antibiotika (KAPOOR i sur., 2017.).



1.3.4. Inhibitori sinteze bakterijskih proteina

Sinteza proteina odvija se na ribosomima, prema kalupu mRNA na tRNA, koje sluze kao
adapteri izmedu kalupa i aminokiselina koje se ugraduju u protein. Bakterijski ribosomi sastoje se

od dvije podjedinice, ve¢e 50S i manje, 30S.

Manja podjedinica (30S) veze mRNA te se zatim taj kompleks veze na 50S podjedinicu.
Nakon toga dolazi do vezanja aminoacil-tRNA na ribosom i slijedi sinteza proteina. Antibiotici

inhibiraju sintezu proteina tako S$to se vezu na ribosome i inhibiraju razli¢ite faze translacije

(COOPER i HAUSMAN, 2010.).

Aminoglikozidi su antibiotici razmjerno Sirokog spektra djelovanja. Veéinom djeluju
baktericidno protiv aerobnih bakterija i mikoplazma. U tu skupinu pripadaju streptomicin,
neomicin, kanamicin, gentamicin, amikacin, tobramicin i dr. U kombinaciji s penicilinima djeluju
sinergijski. Da bi iskazali svoj antibiotski ué¢inak moraju prodrijeti u bakterijsku stanicu. Prodiranje
moze biti olakSano B-laktamskim antibioticima. Njihovo antibakterijsko djelovanje je usmjereno

primarno prema aerobnim gram-negativnim bakterijama (SEOL i sur., 2010.).

Tetraciklini inhibiraju sintezu bakterijskih proteina sprjeCavanjem povezivanja aminoacil-
tRNA s bakterijskim ribosomom. Stoga za interakciju s ciljnim jedinicama trebaju pro¢i kroz jedan
ili viSe membranskih sustava ovisno o tome je li osjetljivi organizam gram-pozitivan ili gram-
negativan. U ovu skupinu spadaju klortetraciklin, oksitetraciklin, doksiciklin i minociklin
(CHOPRA i ROBERTS, 2001.). Imaju Siroki spektar djelovanja ukljucuju¢i bakterije, neke
protozoe, Rickettsiae i Ehrlichiae. Koriste se u lije¢enju raznih infekcija, ukljuéujuéi pneumoniju
i infekcije mokra¢nog sustava (PAPICH, 2011.).

Kloramfenikol se ireverzibilno veZze na receptorska mjesta 50S podjedinice bakterijskog
ribosoma 1 tako remeti sintezu novih peptida blokirajué¢i aktivnost peptidil transferaze. Djeluje
bakteriostatski na ve¢inu gram-pozitivnih bakterija. Ne smije se istodobno primjenjivati s ostalim
bakteriostatskim antibioticima (SEOL i sur., 2010.). Ima §irok spektar djelovanja te osim na gram-
pozitivne, djeluje i na gram-negativne bakterije, rikecije, spirohete i mikoplazme. Rezistencija na
kolramfenikol se tesko razvija (RIVIERE i PAPICH, 2018.).
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Makrolidi (eritromicin, klaritromicin, azitromicin) se vezu na ribosomske podjedinice i
inhibiraju sintezu bakterijskih proteina. Antimikrobni spektar obuhvaca uglavnom gram-pozitivne
bakterije, osobito stafilokoke. U terapijskim dozama djeluje bakteriostatski. Mikroorganizmi
postaju razmjerno brzo otporni na tu skupini antibiotika (RIVIERE i PAPICH, 2018.).

Linkozamidi (linkomicin, klindamicin, pirlimicin) inhibiraju sintezu proteina vezuci se na
50S podjedinicu ribosoma. Djelovanje je usmjereno ponajprije protiv gram-pozitivnih bakterija.
Linkomicin se upotrebljava za lije¢enje infekcija kod kojih mikroorganizmi nisu osjetljivi na druge

antibiotike (RIVIERE i PAPICH, 2018.).

1.4. Antimikrobna rezistencija

1.4.1. Povijest nastanka antimikrobne rezistencije

Antibiotici su znac¢ajno unaprijedili medicinu tijekom kasne polovice 20. stoljeca, ali kako
vrijeme prolazi uspjeh antibiotika bi mogao biti potpuno poniSten njihovim borilackim
suparnicima: otpornim bakterijama. Ljudi su prekomjerno koristili antibiotike jednostavno tako
Sto su ih primjenjivali u lijeCenju svih infekcija, od pneumonije do grlobolje, ali i uzimanjem
prevelikog broja antibiotika, ili unoSenjem u poljoprivredne sustave, Zivotinje 1 prehrambene
proizvode. Pretjerana uporaba antibiotika dovela je do toga da su bakterije razvile otporne sojeve
kako bi se obranile od lijekova (BUSHAK, 2016.). Otkad postoje antibiotici, bakterijska
rezistencija je postojala uz njih, ali nikada u ovako velikom opsegu. Bakterije su oduvijek ¢inile

ono u ¢emu su dobre, a to je pronalazenje na¢ina za prezivljavanje (BUSHAK, 2016.).

Godine 1943. penicilin je bio na putu masovne proizvodnje 1 koristio se za lijeCenje
saveznickih trupa koje su se borile u Europi tijekom Drugog svjetskog rata. I prije nego su
problemi s antimikrobnom rezistencijom nastali, Fleming je tijekom primanja Nobelove nagrade
za medicinu izjavio sljedece: ,,Do¢i ¢e vrijeme kada ¢e svatko mo¢i kupiti penicilin u trgovinama.
S druge strane postoji opasnost da si neuki ¢ovjek aplicira manju dozu izlazuci svoju mikrofloru
nesmrtonosnim koli¢inama lijeka i ucini bakterije otpornima*“ (BUSHAK, 2016.). Godine 1948.
prijenos antibiotika iz medicine u poljoprivredu dogodio se slucajno. Robert Stokstad i Thomas

Jukes radili su u tvrtki Lederle kako bi razvili ,,zivotinjski proteinski faktor koji bi mogao povecati
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rast pili¢a i tako povecati profit u peradarstvu. Otkrili su da stani¢ni ostaci bakterija Streptomyces
aureofaciens - iz kojih su ekstrahirani tetraciklini — sadrze mnogo vitamina. Pili¢i koji su primali
dodatke, ukljucujuci Streptomyces aureofaciens porasli su 24% vise od onih koji su primali
ekstrakt jetre. Ovo otkri¢e pokrenulo je proces rutinskog ubrizgavnja antibiotika u Zivotinje. U
meduvremenu, u bolnicama su rasle rezistentne bakterije stafilokoka. Prema Harvard Magazinu,
infekcije rezistentnim stafilokokima porasle su s 14% 1946. na 59% 1948. godine (AMINQV,
2010.).

Do 1952. godine, lije¢nici su bili donekle svjesni moguénosti rezistencije na antibiotike,
ali su ostali optimisti¢ni u pogledu novih lijekova koji bi mogli izlijeciti bolesti koje su dugo plasile
covjecanstvo, poput kolere i sifilisa. Studija o rezistenciji objavljena te godine zakljucila je da se
sifilis moze lijeciti ,,bez ikakvih naznaka povecane ucestalosti rezistentnih infekcija, i taj rad daje
osnovu za nadu da raSirena upotreba penicilina nece rezultirati pove¢anom ucestalo$¢u infekcija
rezitentnih na penicilin.” Sljede¢ih nekoliko desetljeca smatralo se zlatnim razdobljem antibiotika
zbog velikog broja novih lijekova koji su se razvili. U uzbudenju koje je okruzivalo uspjeh tih
antibiotika, oni su brzo postali dostupni $iroj javnosti, poput penicilina, te naposljetku utirali put

lakSem razvoju rezistencije (AMINOV, 2010.).

Godine 1955., kao sto je Fleming predvidio, otpornost na penicilin postupno se poveéavala
zbog dostupnosti lijeka. Do tada, mnoge su zemlje pokuSale usporiti nastanak otpornosti
ogranicavajuci uporabu penicilina izdavanjem samo na recept, ali bilo je prekasno — mnogi
bakterijski sojevi ve¢ su porazili antibiotik, ukljucujuci stafilokoke. Godine 1960. u pokusaju da
savladaju sojeve otporne na penicilin, znanstvenici su razvili meticilin, drugaciji antibiotik u
skupini penicilina koji bi mogao djelovati protiv rezistencije. No u roku od godinu dana bakterijski
su sojevi razvili otpornost i na meticilin — kasnije nazvani MRSA (meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus). Danas MRSA moze odoljeti mnogim antibioticima, a infekcije su
uobicajene u bolnicama i to ga ¢ini jednim od najvecéih prethodnika multirezistentnih bakterija.
Godine 1976. na sveuciliStu Tufts, lijeCnik Stuart Levy postao je jedan od prvih koji su otkrili
otpornost na antibiotike zbog njihove uporabe u Zivotinja. Te je godine radio na studiji koja je
ispitivala kako male koli¢ine antibiotika u hrani za Zivotinje mogu izazvati otpornost kod ljudi.
Levy je na farmi hranio pili¢e tetraciklinima i otkrio da su bakterije otporne na tetracikline pocele

naseljavati crijevnu floru pili¢a u roku od tjedan dana. Godine 1990. zdravi ljudi su se poceli
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razbolijevati ja¢im otpornim sojem MRSA-e 1 to je stvorilo vecu javnu svijest o opasnosti od

antimikrobne rezistencije (AMINOV, 2010.).

Do 2002. godine 60% slucajeva bolnickih infekcija S. aureus bilo je otporno na meticilin.
U 2005. godini vise od 100 000 amerikanaca oboljelo je od infekcije MRSA-om, a oko 20 000 je
umrlo, §to je vise od broja ljudi koji su umirali od HIV-a i tuberkuloze zajedno. Godine 2013.
nakon desetlje¢a pozivanja na akciju, FDA je konacno provela plan za ukidanje odredene uporabe
antibiotika u zivotinja. Medutim tesko je identificirati u kojoj je mjeri ovaj plan ucinkovit u

smanjenju ve¢ uéinjene velike Stete (AMINOV, 2010.).

Danas od farmi do bolnica te svakodnevnih radnih mjesta, ljudi i Zivotinje su vjerojatno
puni razli¢itih oblika otpornih bakterija. Stru¢njaci naglasavaju da opasnost situacije leZi u njezinoj
slozenosti. To nije jedan veliki izazov, rije¢ je o sloZzenom problemu koji zahtijeva uskladene
napore mikrobiologa, ekologa, zdravstvenih stru¢njaka, radnika u zdravestvenoj i farmaceutskoj
industriji. Zapravo, to bi trebala biti briga svih nas, jer na kraju uvijek postoji vjerojatnost da se
netko od nas u nekom trenutku zarazi patogenom koji je otporan na antibiotsko lijeCenje

(AMINOV, 2010.).

1.5. Mehanizmi antimikrobne rezistencije
1.5.1. Genetska osnova antimikrobne rezistencije

Bakterije imaju izvanrednu genetsku plasti¢nost koja im omogucava da odgovore na Siroku
lepezu ekoloskih prijetnji, ukljucujuéi prisutnost molekula antibiotika koje mogu ugroziti njithovo
postojanje. Kao S$to je ve¢ spomenuto, bakterije koje dijele istu ekoloSku niSu s organizmima koji
proizvode antimikrobne tvari, razvile su drevne mehanizme da izdrze u¢inak molekula antibiotik.
Iz evolucijske perspektive, bakterije koriste dvije glavne genetske strategije za prilagodbu na
,hapad* antibiotika: (1) mutacije u genima koje su ¢esto povezane s mehanizmom djelovanja spoja
i (2) stjecanje stranog DNA kodiranja za determinante rezistencije horizontalnim prijenosom gena
(MUNITA i ARIAS, 2016.).
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Mutacija gena

Podskup bakterijskih stanica izvedenih iz osjetljive populacije razvija mutacije u genima
koje utjeCu na aktivnost lijeka, Sto rezultira oCuvanim stani¢nim prezivljavanjem u prisutnosti
antimikrobne molekule. Jednom kada se pojavi rezistentni mutant, antibiotik uklanja osjetljivu
populaciju, a otporne bakterije prevladavaju. U mnogim slu¢ajevima mutacijske promjene nisu
povoljne za stani¢nu homeostazu i odrzavaju se samo ako je potrebno u prisutnosti antibiotika.
Opcenito, mutacije koje rezultiraju antimikrobnom rezistencijom mijenjaju djelovanje antibiotika
putem jednog od sljede¢ih mehanizama: (1) modifikacije antimikrobne mete (smanjenje afiniteta
za lijek), (2) smanjenjem unosa lijeka, (3) aktiviranjem efluks mehanizama za istiskivanje Stetnih
molekula ili (4) globalnim promjenama u vaznim metabolickim putevima putem modulacije

regulatornih mreza. Dakle, otpor koji nastaje uslijed steCenih mutacijskih promjena je raznolik 1

varira u slozenosti (MUNITA i ARIAS, 2016.).

Horizontalni prijenos gena

Stjecanje stranog DNA materijala horizontalnim prijenosom gena jedan je od najvaznijih
pokretaca evolucije bakterija i ¢esto je odgovoran za razvoj antimikrobne rezistencije. Vecina
antimikrobnih sredstava koja se koriste u klini¢koj praksi su (ili potjecu od) proizvoda koji se
prirodno nalaze u okoliSu. Kao §to je ve¢ spomenuto, bakterije koje dijele okoli$ s tim molekulama,
nose unutranje genetske determinante rezistencije. Bakterije stjeCu vanjski genetski materijal kroz

tri glavne strategije: (1) transformacija, (2) transdukcija i (3) konjugacija (KALENIC i sur., 2013.).

Transformacija je mozda najjednostavniji tip horizontalnog prijenosa gena, ali samo mali
broj klini¢ki relevantnih bakterija moZe ,,prirodno* inkorporirati golu DNA kako bi razvili
otpornost (Munita 1 Aries, 2016). Transformacija je prijenos vecih fragmenata DNA iz okoline u
stanicu bakterije. Tu se DNA rekombinira s homolognim dijelom DNA domacina. Ako uneseni
dio DNA ne odgovara, dolazi do razgradnje endonukleazama. Prijenos DNA fragmenata
transormacijom, u prirodnim uvjetima moZe te¢i samo izmedu bakterija iste vrste, dok u
laboratorijskim uvjetima moZe do¢i do uzimanja fragmenata DNA druge bakterijske vrste

(KALENIC i sur., 2013.).

Transdukcija je prijenos DNA iz stanice donora u stanicu recipijenta pomocu bakterijskog

virusa, bakteriofaga. Transdukcija ne zahtijeva fizicki kontakt izmedu stanice donora i stanice
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primatelja, ali ovaj mehanizam zahtijeva da se bakteriofag replicira unutar stanice donora. Kada
bakteriofag zarazi bakterijsku stanicu, koristi mehanizme reprodukcije stanice domacina i na taj
nacin proizvodi dijelove virusne Cestice. Nakon formiranja cjelovitih faga, dolazi do lize bakterije
domacina, a oni se oslobadaju u okoli$ u kojemu mogu zaraziti novu stanicu domaé¢ina (NORMAN

i sur., 2009.).

Konjugacija je prijenos DNA viSestupanjskim procesom koji zahtijeva direktni kontakt
izmedu dvije bakterijske stanice preko pilusa i od svih mehanizama koji su ukljuceni u horizontalni
prijenos gena, ovaj je daleko najvise istrazen (GUGLIELMINI i sur., 2013.). Takoder, od svih
mehanizama konjugacija se smatra najé¢es¢im mehanizmom kojim se prenose mobilni genetski
elementi koji nose gene rezistencije za odredeni antibiotik, a razlog tome je $to omogucava bolju
zaStitu odvijanja mehanizma od utjecaja okoline i djelotvornije nacine unoSenja DNA u stanicu

recipijenta od transformacije (NORMAN i sur., 2009.).

Naposljetku, jedan od najucinkovitijih mehanizama za prijenos gena antimikrobne
rezistencije, predstavljaju integroni koji su specifi¢ni rekombinacijski sustavi koji omogucavaju
bakterijama da se brzo prilagode i brzo evoluiraju kroz nagomilavanje i ekspresiju novih gena. Ti
su geni ugradeni u specifi¢nu genetsku strukturu koja se naziva genska kaseta (MUNITA i ARIAS,
2016.).
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Autibiotic class

Resistance type

Resistance mechanism

Common example

Aminoglycoside

Beta-lactams

Glycopeptides

Macrolides

Oxazolidinones

Quinolones

Tetracyclines

Decreased uptake

Enzymatic
modification

Altered PBP
Enzymatic

degradation
Altered target

Altered target

Efflux pumps
Altered target

Altered target
Efflux

Efflux

Changes in outer membrane
AGE’s

PBP 2a
Penicillinase which are classified as per ambler
classification

D-alanyl-alanine is changed to
D-alanyl-D-lactate

Methylation of ribosomal active site with
reduced binding

Mef type pump

Mutation leading to reduced binding to active
site

Mutation leading to reduced binding to active
site(s)

Membrane transporters

New membrane transporters

P, aeruginosa
Gram-negative bacteria

Mec A in S. aureus, CONS, S. pneumoniae
Gram-negative bacteria

Vancomyecin resistance in E. faecium and
E. faecalis

erm-encoded methylases in S. aureus,
S. pneumoniae, and S. pyogenes

S. pneumoniae and S. pyogenes
E. faecium and S. aureus

Mutations in gyr A in enteric
Gram-negative bacteria and S. aureus
Mutations in gyr A and par C in

S. pneumoniae. Nor-A in S. aureus

tet genes encoding efflux proteins in

Gram-positive and Gram-negative bacteria

et (M) and tet (O) in Gram-positive and
Gram-negative bacteria species

Altered target Production of proteins that bind to the ribosome

and alter the conformation of the active site

Chloramphenicol Antibiotic Chloramphenicol acetyl transferase CAT in S. pneumonia
inactivation
Efflux pump New membrane transporters cml A gene and flo gene efflux in E. coli

Sulfa drugs
DHPS=Dihydropteroate synthase, P aeruginosa=Pseudomonas aeruginosa, S. aureus=Staphylococcus aureus, S. pneumoniae=Streptococcus pneumoniae,

E. faecium=Enterococcus faecium, E. faecalis=Enterococcus faecalis, S. pyogenes==Streptococcus pyogenes, E. coli=Escherichia coli, PBP=Penicillin binding protein,
AGE’s=Aminoglycoside modifying enzymes, CAT=Chloramphinecol acetyl transferases

Altered target Mutation of genes encoding DHPS E. coli, S. aureus, S. pneumoniae

Tablica 1. Mehanizmi rezistencije pojedinih antibiotika (KAPOOR i sur., 2017.).

1.5.2. Mehanisticka osnova antimikrobne rezistencije

Nije iznenadujucée da su bakterije razvile sofisticirane mehanizme otpornosti na lijekove
kako bi izbjegli ubijanje antimikrobnim molekulama. To je proces koji se vjerojatno razvijao
tijekom milijuna godina evolucije. Treba napomenuti da se rezistencija na jednu antimirobnu
skupinu obi¢no moZe postic¢i visestrukim biokemijskim putevima, a jedna bakterijska stanica moze
biti sposobna koristiti niz mehanizama otpornosti da prezivi ucinak antibiotika. Primjerice,
rezistencija na fluorokinolon javlja se kao posljedica triju razli¢itih mehanizama, od kojih svi

mogu postojati u istim bakterijama u odredeno vrijeme (MUNITA i ARIAS, 2016.).

S druge strane, izgleda da su bakterijske vrste stvorile sklonost prema nekim mehanizmima
rezistencije. Primjerice, dominantni mehanizam otpornosti na B-laktame u gram-negativnih
bakterija je proizvodnja B-laktamaza, dok se otpornost na te spojeve u gram-pozitivnih bakterija
uglavnom postize modifikacijama njihovog ciljnog mjesta, proteina koji vezu penicilin (PBP).
Tvrdilo se da je ovaj fenomen vjerojatno posljedica posljedica velikih razlika u omotacu stanica

gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija. U prvih, prisutnost vanjske membrane dopusta da se

16



kontrolira ulazak molekula u periplazmatski prostor. Suprotno tome, ta prednost ne postoji u gram-
pozitivnih organizama (MUNITA i ARIAS, 2016.).

Sprje¢avanje antimikrobnog lijeka da dosegne ciljno mjesto smanjenjem njegove sposobnosti

prodiranja u bakteriju

Antimikrobni spojevi gotovo uvijek zahtijevaju pristup u bakterijsku stanicu da dosegnu
svoje ciljno mjesto gdje mogu ometati normalnu funkciju bakterijskog organizma. Porinski kanali
su prolazi pomocu kojih bi ti antibiotici normalno prelazili bakterijsku vanjsku membranu. Neke
se bakterije Stite tako §to zabranjuju ulazak antimikrobnih spojeva u stijenke njihovih stanica.
Primjerice, mnoStvo gram-negativnih bakterija smanjuje unos odredenih antibiotika, kao §to su
aminoglikozidi i B-laktami, modificiranjem frekvencije, veli¢ine i selektivnosti porinskog kanala
stani¢ne membrane. Zabrana ulaska na ovaj nacin sprijecit ¢e te antimikrobne lijekove da dostignu
zeljene ciljeve, a to su za aminoglikozide i B-laktame, ribosomi i proteini koji vezu penicilin. Ova

strategija primijecena je u:

- Pseudomonas aeruginosa, npr. protiv imipenema
- Enterobacter aerogenes i Klebsiella spp. protiv imipenema
- mnogih gram-negativnih bakterija protiv aminoglikozida

- mnogih gram-negativnih bakterija protiv kinolona (KAPOOR i sur., 2017.).

Inaktivacija antimikrobnih agensa modifikacijom ili razgradnjom

Drugi nacin na koji se bakterije ¢uvaju je uniStavanje aktivne komponente antimikrobnog
agensa. Klasi¢an je primjer hidroliticko deaktiviranje p-laktamskog prstena u penicilina
cefalosporina pomoc¢u enzima nazvanog beta laktamaza. Inaktivirana peniciloinska kiselina ¢e tada
biti neucinkovita u vezanju na PBP (eng. penicilin binding protein), ¢ime se §titi proces sinteze

stanic¢ne stijenke. Ova je strategija primije¢ena u:

- enterobakterija protiv kloramfenikola

- gram-negativne i gram-pozitivne bakterije protiv aminoglikozida (KAPOOR i sur., 2017.).
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Izbacivanje antimikrobnih agensa iz stanice putem op¢ih ili specifiénih pumpi efluksa

Da bi bili ucinkoviti, antimikrobni agensi moraju takoder biti prisutni u dovoljno visokoj
koncentraciji unutar bakterijske stanice. Neke bakterije posjeduju membranske proteine koji
djeluju kao pumpa za izvoz ili efluks za odredene antimikrobne lijekove, istisnuvsi antibiotik iz
stanice jednako brzo kao $to moze uéi. To rezultira niskim unutarstani¢nim koncentracijama koje
su nedovoljne za izazivanje ucinka. Neke efluks pumpe selektivno istiskuju specifi¢ne antibiotike
kao Sto su makrolidi, linkozamidi, streptogramini i tetraciklini, dok drugi izbacuju mnostvo
strukturno razli¢itih antiinfektivnih tvari razliitim nacinima djelovanja. Ova je strategija

primijecena u:

E. coli i drugih Enterobacteriaceae protiv tetraciklina

- razni sojevi Enterobacteriaceae protiv kloramfenikola

- Staphylococcus spp. protiv makrolida i streptogramina

- Staphylococcus aureus i Streptococcus pneumoniae protiv fluorokinolona (KAPOOR i
sur., 2017.).

Modifikacija antimikrobnog ciljnog mjesta unutar bakterija

Neke rezistentne bakterije izbjegavaju antimikrobna sredstva reprogramiranjem ili
kamufliranjem kriti¢nih ciljnih mjesta kako bi se izbjeglo prepoznavanje. Stoga, unato¢ prisutnosti
intaktnog i aktivnog antimikrobnog spoja, nece se dogoditi posljedi¢no vezanje ili inhibicija. Ova

je strategija primijecena u:

- Staphylococcus spp. protiv meticilina i drugih B-laktama (promjene razli¢itih PBP-a koji
ne vezu ucinkovito B-laktame da inhibiraju sintezu stani¢ne stijenke)

- gram-pozitivnih koka: metilaza otporna na eritromicin kodirana je erm genima i uzrokuje
strukturne promjene rRNA koje sprjecavaju vezanje makrolida i omoguéuju nastavak
sinteze bakterijskih proteina

- Enterococcus spp. protiv vankomicina (promjene u komponentama prekursora stani¢ne
stijenke za smanjenje vezanja vankomicina)

- Mycobacterium spp. protiv streptomicina
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- sojevi Enterobacteriaceae s mutacijama u DNA girazi rezultiraju otporno$¢u na kinolone
(KAPOOR i sur., 2017.).
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Slika 4. Strategije za smanjenje antibiotske rezistencije (LEE i sur., 2013.).

1.6. Nacini prijenosa rezistencije sa zivotinja na ljude
1.6.1. Prijenos rezistentnih sojeva bakterija hranom

Hrana koja potje¢e od Zivotinja lijeenih antibioticima ima veliko znacenje u Sirenju
rezistencije. Vecina infekcija u ljudi uzrokovanih rezistentnim sojevima salmonela povezana je s
konzumacijom proizvoda podrijetlom od svinja, peradi ili goveda. Perad je glavni izvor
rezistentnih sojeva bakterija roda Campylobacter. Rezistentni sojevi bakterije E.coli i enterokoka
prenose se proizvodima podrijetlom od svinja, peradi i goveda , ali glavni je izvor takvih sojeva
ipak u ljudskoj populaciji. Kako bi se utvrdila povezanost izmedu Zivotinja kao izvora rezistentnih
bakterija, hrane 1 ljudi rabe se razli¢ite metode poput pracenja epidemioloskih Cimbenika i

laboratorijskih tehnika za tipizaciju izoliranih sojeva bakterija. Primjeri prijenosa rezistentnih
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bakterija hranom su slucajevi zaraze salmonelom rezistentnom na tetraciklin. Sojevi izdvojeni iz
ljudi 1 hrane bili su identi¢ni onima izdvojenima iz goveda lijeCenih tetraciklinom u hrani. Postoje
I primjeri zaraze sojevima rezistentnim na kloramfenikol, nalidiksi¢énu kiselinu pa i
multirezistentnim sojevima salmonela. Analiza podataka koje prikuplja epidemioloska sluzba
dovela je do zakljucka da se ljudi koji Zive u neposrednoj blizi farmi ¢eSce inficiraju rezistentnim
sojevima. Osobito su ugrozene osobe koje rade izravno sa Zivotinjama. Stru¢njaci nailaze na brojne
probleme prilikom pokuSaja dokazivanja veze infekcije izmedu ljudi i Zivotinja kao izvora

rezistentnih bakterija, a to zahtijeva skupe postupke. (SEOL i sur., 2010.).

1.6.2. Prijenos gena za rezistenciju izravnim dodirom sa Zivotinjama koje se
uzgajaju za hranu

ZabiljeZzeni su slucajevi prijenosa multirezistentnih sojeva bakterije Salmonella
typhymurium s oboljelih Zivotinja na osoblje u veterinarskim ustanovama i sklonistima za
zivotinje. Sve je viSe dokaza o tome da je kliconoStvo meticilin — rezistentnih sojeva
Staphylococcus aureus mnogo ¢esée kod ljudi koji rade na svinjogojskim farmama nego u njihovih
susjeda koji nemaju kontakta sa svinjama. Takvi su slu¢ajevi opisani u Nizozemskoj i Danskoj
gdje je iz svinja izdvojen soj ST398 MRSA koji se povezuje s bolnickim infekcijama ljudi. Do
danas su sojevi MRSA izdvojeni iz goveda, konja, svinja, ovaca, peradi i Zivotinja kuc¢nih
ljubimaca. U Nizozemskoj i Kanadi je dokazano da su klonovi bakterije E. coli izdvojeni iz radnika

na farmama svinja genetski identi¢ni sojevima koji su izdvojeni iz svinja (SEOL i sur., 2010.).

1.6.3. Prijenos gena za rezistenciju izravnim dodirom s ku¢nim ljubimcima

Unato¢ cinjenici da se sli¢ni antibiotici rabe za lijeCenje zivotinja koje se uzgajaju za
proizvodnju hrane i kuénih ljubimaca, sve donedavno moguénosti prijenosa rezistencije s kuénih
ljubimaca na ljude nije se pridavao znacaj. Pracenjem pojavnosti rezistentnih sojeva bakterija u
kuénih ljubimaca dokazano je da, jedanko kao i Zivotinje za proizvodnju hrane, i ku¢ni ljubimci
mogu biti rezervoari i prenositelji tih bakterija. Suzivot ljudi i kuénih ljubimaca omogucava

prijenos rezistentnih sojeva bakterija s ku¢nih ljubimaca na ¢ovjeka. Takoder, postoji mogucnost
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kontaminacije hrane sekretima i ekskretima zivotinja. Osobit problem u lijeCenju kuénih
ljubimaca predstavlja upotreba antibiotika Sirokog spektra koji se nalaze na listi iznimno vaznih
antimikrobnih lijekova u humanoj medicini, npr. cefalosporina i fluorokinolona. Ti se antibiotici
koriste puno ¢es¢e u pasa nego u ljudi, a zbog Sirokog spektra djelovanja postoji vrlo velik pritisak
na razvoj rezistentnih bakterija. Postoje dokazi 0 brojnim slu¢ajevima zaraze ljudi salmonelama
kontaktom s kliconoSama ili oboljelim kuénim ljubimcima. Procjenjuje se da je 3-5% slucajeva
salmoneloze ljudi uzrokovano sojevima podrijetlom iz egzoti¢nih kuénih ljubimaca. Stenad i
macke mogu biti nositelji sojeva bakterije Campylobacter jejuni, a najcesce se zaraze djeca.
Pojavnost MRSA-¢ u kuénih ljubimaca je u stalnom porastu. Zabiljezeni su sluajevi zaraze

veterinara 1 vlasnika kuénih ljubimaca te je dokazano da su kuéni ljubimci potencijalni izvor

MRSA infekcije za ljude (SEOL i sur., 2010.).

1.6.4. Prijenos rezistencije u okolisu

Ovaj nacin prijenosa podrazumijeva prijenos rezistencije putem razliitih sekreta i ekskreta
zivotinja koji dospijevaju u okolis te tako postaju izvorom infekcije za ljude. Izmet Zivotinja koje
su lijecene antibioticima moze biti izvor rezistentnih bakterija. Vec¢ina takvih bakterija ne moze
bez domacina dugo preZivjeti, ali mogu prenijeti gene za rezistenciju na bakterije koje Zive u tlu.
Na farmama i u njihovoj neposrednoj blizini moguc¢ je prijenos rezistentnih bakterija zrakom.
Postoje dokazi o izdvajanju sojeva MRSA-e u radnika koji su boravili na svinjogojskim farmama.
Pritom treba razlikovati prolaznu kolonizaciju od trajnog klicono$tva. Dokazano je da nakon
boravka na farmi dolazi do prolazne kolonizacije nosne sluznice sojevima MRSA-e. U manjem
broju slucajeva dolazi do trajnog naseljavanja sojeva MRSA-e na sluznici nosne Supljine te takve

osobe postaju kliconose (SEOL i sur., 2010.).
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PRESENCE OF RESISTANT BACTERIA IN THE
ENVIRONMENT

*Use of organic fertilizers and contaminated
irrigation waters in soils

sRelease of large amounts of antibiotics into
wastewater and selective increase of
antibiotic resistant bacteria in WW1TPs

ANTIBIOTICS USE AND
OTHER FACTORS IN THE
COMMUNITY
* Inappropriate prescription
oSelf- medication among
the general population

sIncreasing number of
elderly and
immunocompromised
persons

DEVELOPMENT
AND SPREAD OF
ANTIBIOTIC
RESISTANCE

ANTIBIOTICS USE AND OTHER FACTORS IN
HOSPITALS

*Widespread and prolonged use of
antimicrobials for therapy or prophylaxs
*Invasive surgical procedures and invasive

medical devices
* Increasing number of elderly and

Immunccompromised patients

ANTIBIOTIC USE IN IN FOOD-|
PRODUCING ANIMALS AND
IN AGRICULTURE

sUse in food-producing
animals for growth
promotion and mass
prophylaxis

*Use antibiotics in crops to
prevent fire blight

Slika 5. Cimbenici uklju¢eni u Sirenje antimikrobne rezistencije, u razli¢itim sektorima: humana

medicina u zajednici i bolnicama, Zivotinjska proizvodnja i poljoprivreda te okoli$. Ti su sektori

takoder medusobno povezani: zloupotreba antibiotika u ljudi, Zivotinja i poljoprivredi je

najodgovornija za prisutnost rezistentnih bakterija u okolisu (LEE i sur., 2013.).
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2. NOVE STRATEGIJE U RAZVOJU ANTIMIKROBNIH
LIJEKOVA

2.1. Alternativne strategije u borbi protiv bakterijskih infekcija

Na$ dugoro¢ni odnos s bakterijama zapocinje tijekom procesa radanja 1 kulminira u
ljudskom organizmu koji sadrzi nekoliko puta vise mikroba od ljudske stanice. Poremecaj u
ravnotezi, zamjena interakcije izmedu domacina i mikroorganizama sa sinergije na infekciju
rezultira oSte¢enjem tkiva domacina i potrebom za terapeutskom intervencijom. (LYNCH i

WIENER-KRONISH, 2010.).

Budu¢i da se antibiotski spojevi danas razvijaju znatno sporije nego evolucija bakterijske
rezistencije, neophodne su alternativne strategije za borbu protiv zaraznih vrsta. Pristupi variraju
od ciljanja specifi¢nih virulentnih sustava do manipuliranja fizioloskim aspektima bakterijskog
nacina zivota, kao §to su komunikacija izmedu stanica ili potreba za specificnim faktorom za

ekspresiju gena virulencije (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

Inhibiranje specifi¢nih faktora virulencije, tj. proteina odgovornih za patogenost, moze biti
put naprijed u otkrivanju novih antibiotika. Doista, barem u teoriji, antivirulentne terapije imaju
brojne prednosti: (1) proizlaze iz detaljnog poznavanja mehanizama patogenosti, takvi
antimikrobni lijekovi ciljaju posebno ¢imbenik virulencije, inhibiraju¢i njegovo djelovanje na
specifi¢an nacin, ostavljajuci netaknutima sve druge bezopasne mikrobe; (2) rezistencija na takvu
terapiju e se sigurno povecati, ali vjerojatno puno sporije, jer ciljani patogen ne moze iskoristiti

genetski bazen koji je lako dostupan (RUER i sur., 2015.).

2.2. Pregled nekih od trenutnih pristupa koji se koriste za razvoj
alternativnih antimikrobnih terapija

Jedan od pristupa za razvoj novih antimikrobnih spojeva je ciljanje specificnih ¢cimbenika
virulencije koji su povezani s odredenim bolesnim stanjem. Sustavi za izlu¢ivanje 1 toksini pruzaju

idealne mete za nove terapije, a mnoga su se istraZivanja usredotocila na razvoj tretmana za
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neutralizaciju ili blokiranje tih specifi¢nih fizioloskih ¢imbenika. Cimbenici virulencije bakterija
obi¢no su bjelancevine koje omogucuju adheziju, kolonizaciju ili invaziju bakterija. Nadalje,
bakterije mogu onemoguditi ili umanjiti imunoloski odgovor organizma ili izlucivati toksine.
Cimbenici virulencije virusa odreduju hoée li se bolest pojaviti te tezinu same bolesti (CHEN,
2005.).

2.2.1. Zastita putem inaktiviranja antitijela

Sustav za sekreciju tipa 111 koji se nalazi u mnogim patogenim vrstama je injekcijski sustav
poput igle koji olakSava izluCivanje efektorskih molekula izravno u epitel sisavaca domacina
(Dacheux, 2004). Bakterijski efektori su proteini koje luce patogene bakterije u stanice domacina,
obi¢no pomocu sustava za sekreciju tipa 11 (T3SS), sustava za sekreciju tipa IV (T4SS) ili sustava
za sekreciju tipa VI (T6SS). Neke bakterije izlu¢uju samo nekoliko efektora u stanice domacina,
dok druge mogu ubrizgati na desetke ili ¢ak stotine. Efektorski proteini mogu imati mnogo
razlicitih aktivnosti, ali obi¢no pomazu patogenu da napadne tkivo domacina, potisne imunoloski
sustav ili na drugi nacin pomogne patogenu da prezivi. Zasada su identificirana 4 efektorska
proteina — ExoY, ExoS, ExoT i ExoU (HAUSER, 2009.). Ta 4 proteina imaju varijabilnu
ekspresiju medu razli¢itim sojevima i izolatima P. aeruginosa, no gotovo svi sojevi izrazavaju
ExoU ili ExoS, rijetko oba (SHAVER i HAUSER, 2004.). Ovaj specifi¢ni sustav virulencije u
klinickim izolatima Pseudomonas aeruginosa snazno je povezan s akutnom upalom plucéa i
razvojem pneumonije u intubiranih pacijenata. Aktivna sekrecija citotoksina tipa 11 takoder cilja
imunosne stanice domacina, npr. makrofage i neutrofile, omoguc¢avajuéi organizmima da izbjegnu

imunoloski odgovor i ¢esto smanjuju broj Zivih stanica obrane domacina (DACHEUX, 2004.).
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Slika 6. Tip 3 injekcijskog sustava bakterije P. aeruginosa A. uklju¢uje kompleks nalik iglama
koji prelazi bakterijski dvosloj, okrunjen proteinima PcrV na distalnom vrhu. B. vjeruje se da se
vezanje igala dogada preko interakcije s PcrV i olakSava ubrizgavanje citotoksina izravno u
citoplazmu stanica sisavaca. C. Anti- PcrV antitijelo veze PcrV i blokira izluéivanje citotoksina
(LYNCH i WIENER-KRONISH, 2008.).

Injekcijski sustav tipa III sastoji se od viSe proteina Kkoji usidre kompleks igala u
bakterijskoj membrani i olakSavaju izlucivanje toksina. Npr. protein PcrV olakSava izluéivanje
citotoksina iz P. aeruginosa i nalazi se na vrhu aparata za iglu (BROZ i sur., 2007). Vjeruje se da
taj protein igra ulogu u vezivanju membranskih receptora sisavaca i bitan je za ucinkovito
izlu¢ivanje citotoksina kod ove vrste (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.). PcrV ima
jedinstvenu regulatornu ulogu u ekspresiji sustava tipa Il bakterije P. aeruginosa i potreban je za
translokaciju efektora. ZasStita od smrtonosne infekcije, ozljede pluca i stani¢ne citotoksi¢nosti
posredovana je antitijelima specifi¢nima za PcrV (SAWA i sur., 1999.). Novo antitijelo (anti PcrV)
koje veze ovaj protein pokazuje izvrsnu ucinkovitost u zastiti akutno inficiranih miseva protiv
epitelnog ostec¢enja posredovanog tipom III, vjerojatno blokiranjem vezanja kompleksa igala za
staniénu membranu sisavaca prevenirajuci efektorsku translokaciju (LYNCH i WIENER-
KRONISH, 2010.). Ovo antitijelo je humanizirano da bi se povecao njegov poluzivot i smanjila
imunogenost. Primjena ovog protutijela mogla bi omoguditi trostruki mehanizam zastite: 1.
preveniraju¢i akutnu ozljedu pluca; 2. reduciraju¢i upalni odgovor koji takoder moze doprinijeti
oSte¢enju epitelnih stanica domacina 1 3. Cuvajuci aktivnost makrofaga i neutrofila. Odrzivi
obrambeni sustav domacina s ve¢im brojem funkcionalnih imunosnih stanica omogic¢io bi bolje

¢is¢enje kohabitirajucih vrsta, 0sobito patogenih, koje svojim kombiniranim djelovanjem
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doprinose bolesnom stanju. Slican pristup koristen je za razvoj protutijela protiv sekrecije tipa II1
bakterije Yersinia pestis (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

Drugi terapijski pripravci u razvoju, na bazi antitijela uklju¢uju Valortim®, ljudsko
monoklonsko antitijelo koje pokazuje profilakticku i postinfekcijsku u¢inkovitost protiv toksina
B. anthracis. Ovo antitijelo uspjesno je zavrsilo prvu fazu sigurnosne i farmakokineti¢ke procjene
i brzo je praceno od strane FDA kako bi se olaksalo brzo regulatorno razmatranje. Antivirulentno
antitijelo, ,,BAT* (heptavalentni antitoksin botulizma) razvijeno je kako bi osiguralo zastitu protiv
7 botulinum toksina (A, B, C, D, E, F i G). Ovo poboljsano antitijelo ¢ija je djelotvornost
procijenjena u studijama na zivotinjama, trenutno ima status ,,istrazivanog lijeka“ od strane FDA

za studije na ljudima (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

2.2.2. Blokiranje vezivanja mikroorganizama

Dio tipi¢nog Zivotnog ciklusa bakterija ukljucuje vezanje na povrsinu i formiranje biofilma
(LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.). Biofilm je specifi¢na bakterijska formacija, konglomerat
razlicitih bakterija u jednoj mini populaciji koje su udruzene radi medusobne koristi 1 vece
otpornosti na vanjska djelovanja (WU i sur., 2014.). Siroko je definiran kao zajednica bakterijskih
stanica zatvorenih u zaStitnom ekstracelularnom matriksu. Biofilm je sesilna zajednica
mikroorganizama. Stanice u biofilmu su reverzibilno povezane sa supstratom i medusobno te
uklopljene u izvanstani¢ni matriks polisaharidnih polimera koji su same stvorile. Osim u biofilmu,
mikroorganizmi mogu Zivjeti i slobodnim (planktonskim) na¢inom zivota. (BJARNSHOLT i sur.,
2013.). Stvaranje biofilma je strategija prezivljavanja bakterija i gljivica kako bi se prilagodile
svom zivotnom okruzenju, osobito u neprijateljskom okolisu. Pod zaStitom biofilma, stanice
mikroorganizama u biofilmu postaju tolerantne i otporne na antibiotike i imunoloSke odgovore,
Sto povecava poteSkoce u kliniCkom lijecenju biofilmskih infekcija. Tipi¢an razvoj biofilma
ukljucuje nekoliko faza — vezanje na povrsinu, formiranje mikrokolonija, razvoj mladog biofilma,
diferencijaciju strukturiranog zrelog biofilma i rasprsivanje zrelog biofilma (WU i sur., 2014.).
Znanstvenici smatraju da antibiotici nisu najbolje rjeSenje u lije€enju infekcija izazvanih ovom
bakterijom jer vecina antibiotika djeluje na planktonske stanice, a ne na biofilm. Stanice u biofilmu

stjeCu gene za rezistenciju na antibiotike procesom konjugacije (BJARNSHOLT i sur., 2013.). U
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ljudskom domacinu, ovaj nacin bakterijskog zivota znacajno doprinosi kroni¢nim infekcijama, kao
Sto su kolonizacija diSnih puteva bolesnika s cisticnom fibrozom i rekurentne infekcije mokra¢nog
sustava (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.). Eksperimentalni dokazi na P. aeruginosa in
vitro i in vivo pokazali su da su biofilmske bakterijske stanice znatno otpornije na antibiotike i
imunoloSku obranu domacina od njihovih planktonskih dvojnika. Agresivno i intenzivno lije¢enje
antibioticima obi¢no pomaze u kontroli pogorSanja kroni¢nih biofilmskih infekcija i reducira
biofilm, ali ne moze iskorijeniti biofilmske infekcije, jer je teSko in vivo posti¢i minimalnu
koncentraciju antibiotika za iskorjenjivanje zrelog biofilma. Dakle, jednom kada se ustanovi
infekcija bakterijskim biofilmom, ona postaje teSka za iskorijeniti. Budu¢i da je bakterijski biofilm
jako rezistentan na antibiotike i1 imunoloSki odogovor, antibiotskim tretmanima je gotovo
nemoguce iskorijeniti biofilmske infekcije. Pokusi in vitro i in vivo pokazali su da je minimalna
inhibicijska koncentracija (MIC) i minimalna baktericidna koncentracija (MBC) za biofilmske
infekcije obicno mnogo visa (otprilike 10 do 1000 puta) nego za planktonske bakterijske stanice.
Ucinkovitu MBC antibiotika in vivo za eradikaciju biofilma nije mogucée postic¢i konvencionalnom
primjenom antibiotika uslijed toksi¢nosti i nuspojava antibiotika i ograni¢enja bubreznih i jetrenih

funkcija (WU i sur., 2014.).

Pocetne faze formiranja biofilma ukljucuju vezanje bakterijske stanice na povrSinu stanice
domacina, Sto je posredovano adhezijskim proteinima. Blokiranje ovog pocetnog stupnja
pricvr§¢ivanja osigurava strategiju za sprjecavanje kolonizacije epitelne povrSine. Nazalost, razne
bakterijske vrste proizvode mnostvo adhezijskih proteina, tako da nije vjerojatno da bi se mogla
razviti zajedni¢ka anti-adhezijska terapija koja bi univerzalno blokirala vezanja bakterija za stanice
domacina. Medutim, ¢ini se da neke patogene vrste kao $to su P. aeruginosa i Candida albicans
posjeduju adhezije koje imaju homologne domene za vezanje receptora. Ovaj je aspekt iskoristen
zarazvoj terapijskih sredstava koja su u¢inkovita protiv obje vrste paralelno. Druge anti-adhezijske
terapije koje ciljaju vrsnospecifi¢éne adhezije, npr. one u uropatogene E. coli, takoder su u razvoju
(LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).
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Slika 7. Shematski prikaz stvaranja biofilma. 1 Pri¢vr§¢ivanje stanica na povrSinu. 2. Izlu¢ivanje
izvanstani¢nih polimernih tvari te ireverzibilno pri¢vr§¢ivanje bakterijskih stanica na povrsinu. 3.
Pocetni razvoj ahitekture biofilma. 4. Sazrijevanje arhitekture biofilma. 5. Disperzija bakterijskih
stanica iz zrelog biofilma (STOODLEY i sur., 2002.).

Lijecenje infekcije biofilmom zahtijeva osjetljive i dobro penetrirajuce antibiotike kako bi
se osigurala dovoljna koncentracija ucinkovitog antibiotika na mjestu biofilmske infekcije.
Opcenito, makrolidi, linkozamidi, tetraciklini, rifamicini, kinoloni, nitroimidazol, sulfonamidi i
oksazolidinoni bolje prodiru u tkiva i stanice nego beta-laktami (ukljucujuci peniciline,
cefalosporine i karbapeneme), aminoglikozidi, glikopeptidi i polimiksini. Prema karakteru
antibiotske rezistencije te otpornosti u biofilmu u eksperimentalnim istrazivanjima, predloZene su
visoke doze antibiotika u sigurnom rasponu funkcije bubrega i jetara. Osim toga, vazno je i

odgovarajuce trajanje lijeCenja antibioticima (WU i sur., 2014.).

Pili ili fimbrije, Suplji ekstracelularni bakterijski dodaci sastavljeni od oligomernih proteina
pilina, takoder igraju vaznu ulogu u poc¢etnom bakterijskom vezanju, vezivanjem receptora na
povrsini stanica sisavaca domacina. Pili su vrlo vjerojatno najvazniji adhezini koje P. aeruginosa
posjeduje te su takoder vazni za pokretljivost i formiranje biofilma. Pili dovode do agregacije
bakterija i formiranja mikrokolonija na ciljnim tkivima te koncentriranja bakterija na jednom
mjestu, ¢ime se Stite od imunosnog sustava domacina i djelovanja antibiotika (CRAIG i sur.,

2004.). | gram-pozitivne i gram-negativne bakterijske vrste stvaraju piluse, ¢ineci ih atraktivnom
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metom za nove terapeutike. Adhezini, kao Sto je lektin, obi¢no se nalaze na pilusima 1 olakSavaju
vezanje na oligosaharide na povrsSini stanica sisavaca. Pristupi za sprjeCavanje pocetnog vezanja
pilusa, ukljucuju blokiranje vezanja. Prirodni i sintetski derivati ugljikohidrata pokazali su
djelotvornu aktivnost blokiranja pilusa u razli¢itim testovima i predstavljaju odrzivu moguénost
za nove anti-adhezijske lijekove. Alternativni pristup je inhibicija formiranja pilusa blokiranjem
aktivnosti sustava koji su potrebni za njihovu biogenezu. Pilicidi su u razvoju za brojne bakterijske
vrste, ukljucujuci E.coli. S obzirom na klju¢nu ulogu pilusa u pocetnoj adheziji i ¢injenicu da
sustav chaperone-usher igra glavnu ulogu u biogenezi pilusa za brojne patogene vrste, polaze se
nada da ¢e pilicidi biti ucinkoviti protiv viSe vrsta, pruzaju¢i Sirok raspon antibakterijskih

terapijskih opcija (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

2.2.3. Identifikacija molekula koje pruzaju zastitu od specificnih faktora
virulencije

Nedavno istrazivanje kojim se ispituje molekularna osnova nacina na koji komenzalne
vrste bakterija postaju patogene, prikazalo je inhibiciju ekspresije gena virulentnosti vrste Shigella
pomocu kinolinata. Ovaj spoj proizveden od nadA i nadB gena vrste Shigella djeluje kao
antivirulentni faktor koji inhibira invaziju blokiranjem sekrecije tipa 11 dvaju efektorskih proteina
IpAB i IpaC koji su klju¢ni za invaziju stanica sisavaca (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

Baza podataka prirodnih spojeva, malih sintetskih molekula i peptida dokazano je plodno
podru¢je za nove antimikrobne tvari. Do sada je baza podataka malih molekula dovela do
identifikacije spoja virstatin, koji uéinkovito inhibira ekspresiju gena toxT, faktor transkripcije koji
aktivira ekspresiju toksina kolere i proizvodnju pilusa. U odvojenim studijama identificirani su
spojevi (peptidi i male molekule) koji blokiraju antraks toksin inhibicijom enzimske aktivnosti,
dok drugi blokiraju endosomalnu acidifikaciju — klju¢ni korak u ulasku toksina u stanicu sisavca.
U drugoj studiji, NORDFELTH i suradnici (2005) pregledali su bazu podataka o malim
molekulama kako bi identificirali spoj koji bi inhibirao sekreciju tipa III pomocu Yersinia
pseudotuberculosis. Ovaj je pristup doveo do identifikacije aciliranog hidrazona koji specifi¢no
blokira izlu¢ivanje TTSS efektorskog proteina ove vrste (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).
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2.2.4, Inhibitori medustanicne komunikacije

Bakterije su majstori iskonske osjetilne percepcije; ta je sposobnost olakSana putem
medustani¢ne komunikacije (engl. quorum sensing, od lat. quorum = odredeni broj prisutnih
Clanova potreban za donoSenje nekog zakljucka, engl. sense = osjetilo, osjet). Medustani¢na
komunikacija je mehanizam kojim bakterije reguliraju ekspresiju gena u skladu s gustocom
populacije koristenjem signalnih molekula, kojim one komuniciraju i koordiniraju grupno
ponasanje. Obi¢no ih koriste patogene bakterije u procesima bolesti i infekcije. Standardni
mehanizmi medustani¢ne komunikacije sastoje se od bakterijske populacije, signalnih molekula i
gena ponasanja (MILLER i BASSLER, 2001).

Medustani¢énom komunikacijom bakterije procjenjuju gustou svoje populacije tako Sto
izluCuju spojeve slicne hormonima, koje nazivamo autoinduktorima (SPERANDIO, 2009.)
Bakterije izlu¢uju autoinduktore u okoli§ 1 postupno povecavaju koncentraciju kako populacija
bakterija raste. Nakon §to dosegnu odredenu koncentraciju, signalne molekule, tj. autoinduktori
postaju prepoznatljivi za bakterijske populacije koje zatim aktiviraju odgovarajué¢e gene koji
reguliraju razli¢ito ponasanje bakterija, kao $to su virulencija, horizontalni prijenos gena i1

formiranje biofilma (MILLER i BASSLER, 2001.).

Virulence factors - 'O Q
Q/\\ ° 9
¢ a, @
Sanals $T TN\

Harmless bacteria Pathogenic bacteria

Slika 8. Mehanizam djelovanja quorum sensing-a (BJARNSHOLT, 2013.).
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Medustani¢na komunikacija ukljucuje grupnu komunikaciju i sinkronizaciju ponasanja te
je vrlo korisna za bakterije jer im omoguc¢uje da se brze razvijaju, dobivaju viSe resursa i
osiguravaju bolje izglede za prezivljavanje. Patogene bakterije koji posjeduju ovaj nacin
komunikacije takoder mogu inficirati organizam domacina ucinkovitije Sto dovodi do

smrtonosnijih bolesti (MILLER i BASSLER, 2001.).

Kao posljedica toga, antimikrobna terapija cesto ne uspijeva iskorijeniti biofilm s mjesta
infekcije. Zbog toga su potrebna inovativna sredstva protiv biofilma s novim ciljevima i na¢inima
djelovanja. Jedan alternativni pristup je usmjeren na bakterijski komunikacijski sustav
(BRACKMAN i COENYE, 2015.).

Sustavi medustani¢ne komunikacije imaju tri kljuéne tocke koje se mogu ,,napasti:
signalni generator (Luxl homolog), signalnu molekulu (AHL) i signalni receptor (LuxR homolog).
Do sada je najmanje istraZzena strategija koja ometa proizvodnju AHL. lako je otkriveno da
nekoliko homolognih supstrata moze blokirati AHL in vitro, niti jedan od njih nije testiran na
bakterije in vivo. Druga strategija je inaktivacija ili potpuna degradacija generirane signalne
molekule. To se mozZe posti¢i razliCitim metodama: kemijskom razgradnjom, enzimskom
destrukcijom i metabolizmom AHL-a. Tre¢i pristup koji ometa bakterijsku medustani¢nu
komunikaciju je sprjeCavanje primanja signala od bakterija, ili blokiranjem ili uniStavanjem

receptora proteina LUuxR homologa (RASMUSSEN i GIVSKOV, 2006.).

Godine 1993. de Nys i suradnici izvijestili su da je morska alga, Delisea pulchra, proizvela
niz halogeniranih furanona koji inhibiraju bakterijsku medustani¢énu komunikaciju. Ovo je bilo
prvo zabiljezeno izvjesce o inhibitorima te komunikacije. Napori da se kemijski modificiraju ovi
spojevi kako bi se povecala njihova aktivnost protiv klini¢ki relevantnih vrsta kao Sto je P.
aeruginosa, rezultirali su identifikacijom dvaju spojeva C-56 i C-30 koji su pokazali u¢inkovitost
u ciS¢enju ove vrste u miSeva s kronicnom infekcijom. Drugi inhibitori medustani¢ne
komunikacije identificirani su u biljnim 1 gljiviénim namirnicama, a ti spojevi takoder pokazuju

ucinkovitost in vivo i in vitro kod infekcije u miseva (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2008.).
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2.2.5. Strategija trojanskog konja

Jo$ jedan obecavajudi pristup u istrazivanju antimikrobnih mehanizama usmjeren je na
dostupnost Zeljeza (Fe*") kao esencijalnog ¢imbenika virulencije bakterije P. aeruginosa. Ljudski
imunoloski odgovor ograni¢ava dostupnost Zeljeza (Fe**) u pokusaju ublazavanja virulencije
infektivnih patogena. Medutim Fe®" ima kljuénu ulogu u mnogim klini¢ki relevantnim patogenim
vrstama te se u tim organizmima razvilo mnostvo sustava za ¢iséenje Fe** iz okolisa. Nedavni rad
skupine znanstvenika u Seattleu koristio je strategiju ,trojanskog konja“ kako bi prevario
bakterijske stanice i smanjio unos Zeljeza. Prijelazni metal galij (Ga®*) kemijski je sli¢an Zeljezu,
ali za razliku od Fe®* ne prolazi redoks reakcije i stoga je bioloski neaktivan i nesposoban za
obavljanje stani¢nih funkcija Fe®" unutar bakterijske stanice (LYNCH i WIENER-KRONISH,
2010.).

Prisustvo galija smanjuje unos Fe3*, stoga potiskuje regulatore transkripcije ovisne o
zeljezu, kao §to su pvdS koji kontroliraju brojne faktore virulencije u P. aeruginosa. Dvije
prednosti koristenja ovog pristupa u humanim domacinima su da je galij ve¢ odobren za upotrebu
u velikim koncentracijama od strane FDA i budu¢i da Fe®" zahtijeva mnostvo klini¢ki relevantnih
patogena, vjerojatno je da ¢e ovaj terapeutik biti ucinkovit protiv koinfektivnih patogena u

polimikrobnoj zajednici (LYNCH i WIENER-KRONISH, 2010.).

2.3. Pitanje polimikrobnih zajednica

Jedno od kljuénih pitanja kod razvoja vrsnospecificnih terapija jest to da bakterijske vrste ne
postoje izolirano u ljudskom domacinu. Mikroorganizmi rijetko rastu kao jedna vrsta u prirodi.
Umjesto toga, oni zive kao ¢lanovi velikih zajednica mikroorganizama u jedinstvenim niSama,
poput biofilma. Te niSe ukljucuju povrsine tijela i tjelesne Supljine kao §to su nosna Supljina, usna
Supljina, respiratorni, probavni i mokra¢ni sustav (HALL-STOODLEY, 2004.). Nasa je percepcija
infekcije dugo bila ograni¢ena na pregrst primarnih patogenih mikroorganizama Kkoji se javljaju
izolirano u tim niSama. Nedavno istrazivanje pedijatrijskih slu¢ajeva cisti¢ne fibroze otkrilo je da
se moze identificirati 65 razli¢itih bakterijskih vrsta u ispircima di$nih puteva. Nedavne analize

mikrobioma probavnog sustava pokazale su prisutnost 395 bakterijskih filotipova, od kojih je 62%
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predstavljalo nove rodove te da kod pojave mnogih bolesti probavnog sustava dolazi do promjena
u sastavu mikrobioma. Ove i mnoge druge studije pokazale su kompleksnost mikrobioma i

naglasava da bolest uzrokuje mjeSovita populacija mikroorganizama, a ne pojedinacna vrsta

(LYNCH i WIENER-KRONISH, 2008.).

Bakterije posjeduju mnostvo sustava za prijenos signala koji im omogucuje da osjete
signale okoline i odgovarajuce reagiraju. U infektivnim stanjima, ovi signali mogu do¢i od
imunosnog odgovora domacina ili mikroorganizama koji zajedno obitavaju u istoj ekoloskoj nisi.
Ovi uvidi nam sada omogucuju da razmotrimo terapijske pristupe koji blokiraju specificne
¢imbenike virulencije ili otupljuju sustave senzornog odgovora rezistentnih vrsta unutar
polimikrobne zajednice koja sprjeCava oSteCenje stanica domacina (LYNCH | WIENER-

KRONISH, 2008.).

S obzirom na to da su bakterijske vrste vjeSte u prepoznavanju i reagiranju na svoje
okruzenje, ukljucujuc¢i mikrobnu raznolikost, pocinje se cijeniti kako specifi¢ni tretmani utjecu na
polimikrobnu zajednicu i te promjene u sastavu zajednice utje€u na ponasanje primarnog patogena.
Sveobuhvatno ispitivanje ucinka novih terapeutika na raznolikost 1 funkciju zajednice
mikroorganizama donijet ¢e informacije o uéincima tih tretmana i pruziti vrijedan uvid u
nepredvidene nuspojave kao Sto je proliferacija patogena ili neocekivana indukcija specifi¢énih

virulentnih sustava (LYNCH | WIENER-KRONISH, 2008.).
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3. NEKONVENCIONALNI PRISTUPI U LIJECENJU
BAKTERIJSKIH BOLESTI

3.1. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi (AMP) su dobili veliku pozornost kao nova skupina lijekova. To su
peptidni antibiotici koje karakterizira amfipatska priroda izvedena iz njihovih pozitivnih naboja i
hidrofobnih aminokiselinskih ostataka (AOKI i UEDA, 2013.).

Otkrice AMP-a datira iz 1939. godine, kada je Dubos ekstrahirao antimikrobni agens iz
soja Bacillus u tlu. Pokazalo se da ovaj ekstrakt Stiti miSeve od infekcije pneumokokima. Sljedece
godine Hotchkiss i Dubos frakcionirali su ovaj ekstrakt i identificirali AMP koji je nazvan
gramicidin. Unato¢ nekim prijavljenim toksi¢nostima povezanim s intraperitonealnom primjenom,
gramicidin je bio ucinkovit za lokalno lijecenje rana i ulkusa. Godine 1941. otkriven je jo$ jedan
AMP, tirocidin, za Kkoji se ustanovilo da je ucinkovit protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija. Prvi prijavljeni AMP Zivotinjskog podrijetla je defenzin, koji je izoliran iz leukocita

kunica 1956. godine (BAHAR i REN, 2013.).

Od izolacije prvih AMP-a, pokazalo se da djeluju kao bitna komponenta urodene imunosti
protiv patogenih mikroorganizama i pronadeni su u raznim oblicima Zivota, od mikroorganizama
do ljudi (MAHLAPUU i sur., 2016.). Antimikrobni peptidi pokazuju iznenadujuce razliCite
mehanizme djelovanja koji se razlikuju od onih u uobicajenih antibiotika. AMP-i ometaju
strukturu membrane, inhibiraju sintezu proteina i DNA te potiskuju stani¢ne procese, ukljuujuci
preklapanje proteina, sintezu stani¢ne stijenke i metaboli¢ki promet. Zbog ovih razlicitih
mehanizama djelovanja, AMP-i imaju snazno antimikrobno djelovanje u nanomolarnom ili
mikromolarnom podrucju protiv $irokog spektra mikroorganizama, uklju¢ujuci gram-pozitivne i
gram-negativne bakterije, gljivice i viruse. Osim toga, djelotvorni su i protiv patogenih organizama
koji su otporni na konvencionalne lijekove. Stoga se AMP smatraju potencijalnim buducim
antibioticima. Unato¢ velikom potencijalu, AMP-i imaju nekoliko nedostataka koji ozbiljno
ogranicavaju njihovu klinicku upotrebu, ukljucuju¢i hemoliticku aktivnost, Siroki spektar
djelovanja, brz promet u ljudskom tijelu, deaktivaciju visokim koncentracijama soli te visoke

troskove proizvodnje. Primjerice, AMP-i mogu izravno stupiti u interakciju sa stanicama domacina
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1 lizirati ih. Nadalje, njihov Siroki spektar aktivnosti takoder moze uzrokovati ozbiljne probleme.
Primjena antibiotika Sirokog spektra moze poremetiti autohtonu mikrofloru koja osigurava zastitnu
kolonizaciju protiv patogenih organizama, ¢ime se povecava rizik od proljeva i drugih fatalnih
infekcija. Svakako ¢e biti potrebno poboljsanje navedenih nedostataka za klini¢ku upotrebu AMP-
ova (AOKI i UEDA, 2013.).

3.1.1. Mehanizam djelovanja antimikrobnih peptida

Interakcija s bakterijskom membranom

Kationski AMP-ovi su amfipatski peptidi karakterizirani znacajnim udjelom hidrofobnih
aminokiselinskih ostataka i ukupnim pozitivnim nabojem (AOKI i UEDA, 2013.). AMP-i ubijaju
stanice naruSavanjem integriteta membrane (preko interakcije s negativno nabijenom stanicnom
membranom, inhibicijom proteina, sinteze DNA i RNA, ili interakcijom s oderedenim
unutarstani¢cim metama (BAHAR i REN, 2013). Opce je prihvaceno da je interakcija S
membranom kljucan ¢imbenik za izravnu antimikrobnu anktivnost AMP-a, kada se djeluje na

samu membranu, ali i kada se djeluje na intacelularne komponente (MAHLAPUU i sur., 2016..).

Elektrostatske sile izmedu kationskih AMP-a 1 negativno nabijene bakterijske povrSine,
kritiéne su tocke ove interakcije izmedu peptida i bakterijske membrane. Citoplazmatske
membrane gram-pozitivnih i gram-negativnih  bakterija bogate su fosfolipidima,
fosfatidilglicerolom i kardiolipinom koji imaju negativno nabijene glavne skupine, koje jako
privlace pozitivno nabijene AMP-e (YEAMAN i YOUNT, 2003.).
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Slika 9. Mehanizam djelovanja antimikrobnih peptida (AOKI i UEDA, 2013.).

Jedan od najbolje istrazenih AMP-a je laktoferin. Laktofericin prirodno nastaje
proteolizom laktoferina pepsinom u kiselim uvjetima. Laktofericin je bogat argininskim i
hidrofobnim ostacima valina i triptofana te ima snazno antimikrobno djelovanje protiv patogena
otpornih na viSestruke lijekove, ukljucujuc¢i S. aureus, A. baumanii i Candida albicans.
Laktofericin i drugi linearni AMP-i ometaju membrane bakterijske stanice drasti¢no mijenjajuci
njihovu tercijarnu strukturu ovisno o okolini (AOKI i UEDA, 2013.). Nakon njihove interakcije s
bakterijskom membranom, AMP-i spotano oligomeriziraju i tvore transmembranske pore koje

uzrokuju propustanje stani¢nog sadrzaja.

Prekid stani¢ne membrane i djelovanje na unutarstani¢ne komponente

Kako bi dosli do citoplazmatske membrane gram-negativnih bakterija, AMP-i prvo moraju
pro¢i kroz vanjsku membranu. Vanjska membrana c¢ini permeabilnu barijeru za mnoge
makromolekule (CLIFTON i sur., 2015.). U kontaktu s citoplazmatskom membranom, AMP-i
tvore amfipatsku sekundarnu strukturu neophodnu za interakciju sa staninom membranom

(EBENHAN i sur, 2014.). Predlozeno je nekoliko modela koji opisuju dogadaje na citoplazmatskoj
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membrani, §to u konacnici dovodi do povecane permeabilnosti membrane. Prema jednom od
modela, peptidi se umetnu okomito u dvosloj §to rezultira stvaranjem transmembranskih pora
oblozenih peptidima (MAHLAPUU i sur., 2016.). Permeabilizacija membrane dovodi do
propustanja iona 1 metabolita, depolarizacije transmembranskog potencijala s kasnijom
disfunkcijom membrane. Osim $to dovodi do disfunkcije membrane, permeabilizacija je vazna za
translokaciju odredenih AMP-a u citoplazmu gdje djeluju na kljucne stanic¢ne procese ukljucujuci
sintezu DNA 1 RNA te proteina, preklapanje proteina, enzimsku aktivnost i sintezu stani¢ne
stijenke (YEAMAN i YOUNT, 2003.). Vazno je da, bez obzira na nacin djelovanja i ciljno mjesto,
antibakterijska aktivnost AMP-a ovisi o interakciji s bakterijskom membranom (EBENHAN i sur.,
2014.).

Imunomodulatorna aktivnost

Analiza dostupnih informacija o AMP-ima potvrdila je da nemaju veliki potencijal samo
kao antibiotici, ve¢ i kao u¢inkoviti modulatori upale te djeluju tako da neutraliziraju bakterijske
toksine. Imunomodulatorne aktivnosti koje provode AMP-i ukljucuju stimulaciju kemotaksije,
diferencijaciju imunoloskih stanica i pokretanje adaptivnog imuniteta (CLIFTON i sur., 2015.). Te
aktivnosti nadalje ukljucuju supresiju proizvodnje upalnih citokina te anti-endotoksinske
aktivnosti (MAHLAPUU i sur., 2016.).

3.1.2. Razvoj rezistencije na AMP-e

Ova viSestruka strategija moZze biti u€inkovita u povecanju antimikrobne ucinkovitosti 1
izbjegavanju moguéih mehanizama otpornosti. Stjecanje rezistencije na AMP je vrlo rijetko, u
usporedbi s konvencionalnim antibioticima, jer mikroorganizmi bivaju uniSteni izravnim
prekidom stani¢nih komponenti, uklju¢uju¢i membranu i DNA (AOKI i UEDA, 2013). Nadalje,
djeluje se na viSe komponenata niskog afiniteta, tako da je bakterijama teZe obraniti se
pojedina¢nim mehanizmom rezistencije (MAHLAPUU i sur., 2016.). Pojava rezistentnih sojeva

AMP-a je manje vjerojatna jer je razvoj mikrobioloske rezistencije genskim mutacijama na takav
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mikrobicidni mehanizam djelovanja tezak, iako mikroorganizmi mogu u odredenoj mjeri

koordinirati protumjere za zaobilaZzenje napada AMP-a (AOKI i UEDA, 2013.).

3.1.3. Klasifikacija antimikrobnih peptida

Antivirusni peptidi

Antivirusni AMP-i neutraliziraju viruse integriranjem u virusnu ovojnicu ili stani¢nu
membranu domac¢ina. AMP-i se mogu integrirati u virusne omotace i1 uzrokovati nestabilnost
membrana, ¢ine¢i viruse nesposobnima za infekciju stanica domacina. Takoder, AMP-i mogu
smanyjiti vezanje virusa na stanice domacina. Osim prekida virusnih omotaca i blokiranja virusnih
receptora, neki antivirusni AMP-i mogu sprije€iti ulazak virusnih ¢estica u stanice domacina
zauzimanjem specifi¢nih receptora na stanicama sisavaca. U usporedbi s AMP-ima koji ciljaju
viralne receptore na stani¢noj povrsini, neki AMP-1 umjesto toga mogu prijeci stanicnu membranu
i lokalizirati se u citoplazmi i organelama, uzrokujuci promjene u profilu ekspresije gena stanica
domacina, §to moze pomoc¢i obrambenom sustavu domacina u borbi protiv virusa ili blokiranja

ekspresije virusnih gena (BAHAR i REN, 2013.).

Antibakterijski peptidi

Antibakterijski peptidi su dosad najviSe proucavani AMP-i, a ve¢ina njih su kationski
AMP-i, koji ciljaju bakterijske stani¢éne membrane i uzrokuju raspad strukture lipidnog dvosloja.
Vecina tth AMP-a je takoder amfipatska s obje hidrofilne i hidrofobne domene. Takva struktura
osigurava im sposobnost vezanja na lipidne komponente i fosfolipidne skupine. Zanimljivo je da
su istrazivanja pokazala da AMP-i u niskim koncentracijama mogu ubiti bakterij ebez promjene
integriteta membrane. Umjesto izravne interakcije s membranom, ti AMP-i ubijaju bakterije
inhibiranjem nekih vaznih puteva unutar stanice kao $to je replikacija DNA i sinteza proteina. U
nekim slucajevima pokazalo se da odredeni AMP-i ubijaju bakterije otporne na antibiotike
(BAHAR i REN, 2013.).
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Antifungalni peptidi

Kao i antibakterijski, i antifungalni peptidi mogu ubiti gljivice ciljanjem ili stani¢ne
stijenke ili intracelularnih komponenti. Medutim, bakterijska membrana i stani¢na stijenka gljivica
imaju razliCit sadrzaj. Na primjer, hitin je jedna od glavnih komponenti stani¢ne stijenke gljivica,
a neki od antifungalnih peptida mogu se vezati na hitin. Takva sposobnost vezanja pomaze AMP-
ima da ucinkovito ciljaju gljivicne stanice. Antifungalni AMP-i koji ciljaju stani¢nu stijenku
ubijaju ciljne stanice naruSavanjem integriteta membrane gljivica, povecanjem permeabilnosti

plazmatske membrane ili izravnim formiranjem pora (BAHAR i REN, 2013.).

Antiparazitski peptidi

Antiparazitski peptidi su manja skupina u usporedbi s ostalim trima skupinama AMP-a.
Prvi antiparazitski peptid je megainin, koji moze ubiti Paramecium caudatum. Kasnije je razvijen
sintetski peptid protiv parazita Leishmania. Drugi primjer antiparazitskog peptida je katelicidin,
koji moze ubiti Caernohabditis elegans formiranjem pora u stani¢énoj membrani. lako su neki
parazitski mikroorganizmi viSestani¢ni, nacin djelovanja antiparazitskih peptida je isti kao i ostali
AMP-i. Oni ubijaju stanice izravnom interkacijom sa stanicnom membranom (BAHAR i REN,
2013.).

3.2. Bakteriofagi

Fagi su virusi koji inficiraju bakterije i to je najistaknutiji oblik Zivota na planeti. Koristili
su se kao antibiotici prije nego je penicilin otkriven. Postoje mnoge vrste faga, ali uobicajeni
pristup za bakterijsku terapiju €ine liticki fagi, koji uzrokuju lizu, a time i smrt bakterijske stanice.
Fagi se vezu za bakterije, ubrizgaju svoju DNA ili RNA i koriste enzime domacina za umnazZanje
(BAKER i sur., 2018). Drugi na¢in djelovanja ukljucuje genetski modificirane fage, osobito
filamentozne, koji ne uzrokuju lizu stanica i ne mogu se izravno koristiti za terapiju (PARISIEN i
sur., 2007.). Prema tome, dva su zivotna ciklusa faga-liticki i lizogeni. Liticki fagi preuzimaju

mehanizme stanice kako bi stvorili vlastite komponente, zatim uniStavaju stanicu oslobadajuci
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nove ¢estice faga. Lizogeni fagi ugraduju svoju nukleinsku kiselinu u kromosom stanice domacina

i umnazaju se s njom kao jedinica bez unistavanja stanice (NILSSON, 2014.).

Glavna prednost bakteriofaga, kao alternative antibioticima jest njihova specifi¢nost.
Bakteriofagi specifi¢no djeluju na patogenu bakteriju bez utjecaja na fiziolosku mikrofloru
domacina, $to smanjuje rizik od sekundarnih infekcija koje su Cesto povezane s lijeCenjem
antibioticima (NILSSON, 2014.). Takoder, prednost koristenja faga u terapiji je ta Sto se veliki
broj faga moze primijeniti u vrlo maloj dozi i bakterije koje uzrokuju infekciju ée se umnazati i
proizvesti vise faga in situ (BAKER i sur., 2018.). Terapija fagima mogla bi biti u¢inkovitija jer
se fagi umnazaju u stanici domacina dokle god je specifi¢an domacin prisutan, dok se antibiotici
izlucuju ili im se smanjuje koncentracija. Nakon $to je infekcija izlijeena, fagi se razgraduju, dok
antibiotici mogu jo§ dugo vremena opstati u prirodi. Nadalje, fagi su jednako u¢inkoviti u ubijanju
osjetljivih, kao i rezistentnih bakterija. lako terapija fagima ima brojne prednosti, njihova je
specifi¢nost ujedno i njihovo glavno ograni¢enje (NILSSON, 2014.). Jedan bakteriofag ce
djelovati na samo ograniceni broj bakterijskih sojeva, §to znaci da su potrebni viSestruki razliciti
fagi za lijeCenje jedne vrste. S obzirom na nedostatak brze i visokospecifi¢ne dijagnostike, vrlo
veliki broj faga bi bio potreban kako bi se pokrile sve potencijalne vrste bakterija koje su ukljucene
u infekciju (BAKER i sur., 2018.). Terapija fagima vjerojatno ne¢e nikako potpuno zamijeniti
konvencionalne antibiotike, ali bi mogla sluziti kao dodatna mogucnost u terapiji odredenih
infekcija (NILSSON, 2014.).

3.3. Imunomodulacija

Osim sredstava koja djeluju na bakterije ili bakterijske proizvode, istrazivanja su usmjerena
prema poboljSanju imunoloskog odgovora domacina u borbi protiv infekcije (BAKER i sur.,
2018). Imunomodulatorni lijekovi mijenjaju odgovor imunoloSkog sustava povecanjem ili
smanjenjem produkcije serumskih protutijela. Imunostimulatori se propisuju kako bi se pojacao
imunoloski odgovor protiv infektivnih bolesti. Imunosupresivni lijekovi Koriste se za smanjenje
aktivnosti imunoloskog sustava (BASCONES-MARTINEZ i sur., 2013.).
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Imunomodulatori djeluju na razli¢itim razinama imunoloskog sustava. Stoga su razvijene
razliite vrste lijekova koji selektivno ili inhibiraju ili pojacavaju specificne populacije i
subpopulacije imunoloskih stanica, tj. limfocita, makrofaga, neutrofila, prirodnih stanica ubojica
(NK) i citotoksi¢nih T-limfocita (CTL). Imunomodulatori utjecu na stanice koje proizvode topljive
medijatore kao Sto su citokini. Imunomodulatori specificnog djelovanja utjecu na imunoloski
sustav stanica prema prisutnosti odredenog antigena ili imunogena. Imunomodulatori
nespecifiénog djelovanja koriste se za stimuliranje ili suzbijanje imunog odgovora, bez
usmjeravanja aktivnosti stimuliranih stanica na specifi¢ni antigen (BASCONES-MARTINEZ,
2013.). Imunomodulacija nudi veliki potencijal, ali ¢e vjerojatno trebati dugo vremena da se
ostvari njihov puni potencijal budu¢i da nema ciljne mete za bakterijske infekcije (BAKER i sur.,

2018.).

Citokini su, pored antitijela, jedan od najvaznijih sekreta stanice. To su proteini koji imaju
specifi¢an u¢inak na interakciju i komunikaciju izmedu stanica (ZHANG i AN, 2007.). Izlu¢uju
ih brojne stanice u organizmu kao odgovor na odredeni poloZzaj. Mogu djelovati lokalno, uglavnom
na druge stanice, a ponekad djeluju i na stanice koje ih izluCuju. Postoji nekoliko vrsta citokina:
limfokini, monokini, kemokini i interleukini (ZHANG i AN, 2007.). Citokini i kemokini reguliraju
imunoloske odgovore putem signaliziranja preko membranskih receptora, €iji se signalni putevi

mogu izbjeéi ili oponasati virusima (ORTUNO-SAHAGUN i sur., 2017.).

Monoklonska protutijela (mAb) su monospecificna antitijela koja imaju sposobnost
vezanja na isti epitop antigena i su nastala iz pojedina¢nog klona B-limfocita, tj. plazma stanice
(TABLL, 2015.). Monoklonska protutijela, proizvedena in vitro, prepoznaju specifi¢ne ciljne
antigene; koriste se u lije¢enju solidnih i hematopoetskih tumora kao i upalnih bolesti. S obzirom
da antitijela mogu biti usmjerena na bakterije, nije iznenadujucée da je primijenjen znac¢ajan napor
kako bi se razvila terapija antitijelima kao alternativa antibioticima. Klju¢ni izazov u lijjecenju
bakterijske infekcije antitijelima jest taj da antitijela imaju ograniceni spektar i ciljaju samo mali
broj sojeva odredene vrste, a antitijelo koje bi sluzilo kao antibiotik mora biti sposobno ciljati
veliki raspon bakterija. Nova tehnologija omogucila je istraziva¢ima da modificiraju antitijela
kako bi se povecala sposobnost jednog antitijela da veze dvije mete i da smanji ukupan broj mAb
potreban za lijeCenje infekcije. Drugi pristup podrazumijeva ciljanje ¢imbenika virulencije koje

bakterije proizvode, tako da vise nisu patogeni za domacina. Ovaj pristup se trenutno suocava s
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odredenim izazovima, kao §to su provodenje klinickih ispitivanja koja su uglavnom usmjerena na
lijeCenje specificnog patogena te troskovi proizvodnje mAb. S obzirom da tehnologija brzo
napreduje, to bi moglo biti podrucje znacajnog rasta u buducnosti. Od svih dosada opisanih
pristupa, mAb vjerojatno imaju najbolju priliku za uspjesno lijeCenje antimikrobne rezistencije
(BAKER i sur., 2018.).
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MOGUCE MEHANIZAM DJELOVANJA VIEROJATNI
ALTERMATIVE SFEKTAR
AKTIVNOSTII
PRIMJIENA
Protutijela Veu 32 na patogen, njegove viralentne faktore ili toksine  Lijefenje infekcija
I inaktiviraju ih. uzrakovanih Gram-
pozitivaim i Gram-
nagativnim bakterijama.
Meoguca uporaba kao
adjuvansa.
Probiotici Probiotici su Zivi crganizmi koji, kada se dajuu Sprjetavanje ili lijedenje
ispravnoj keolicini, doprinose zdraviju domacina. dijareje umokovans
antibioticima i
hakterijom Clostridium
difficile.
Lizimi Lizini faga su enzimi koje kerista bakteriofagi kako bi Lijefenje infekcija
uniitili stanicnu stijenku bakterija ta 38 mogu koristiti Cram-pozitivnim
kaa zamjena antibioticima jar imaju direking hakter)jima.
antibakterijsbo aktiviost Blagzli bi imat ulagu i kao
adjuvaninag terapija jer smanjuju bakterijaio barijeru 1
oslabljuju bicofilm
Dhivlji tip Divlji tip bakteriofaza inficira i ubija bakteriju. U stanici Lijetenje Gram-
bakteriofaza domacing se ummaza te bi 22 stogZa mogao koristiti u pocitivaib i Gram-
1ialim dozanma, negainmib infekcija
Maodificirani  Dlodificirani baktericfag dobiva e genstickim Lijetenja Gram-
bakteriofag  idenjeringom i ima poboljiana terapeautska svojstva u pozitivaih | Gram-
odaosu na divlji tip. Genetickim inZsnjeringom mogli®i  pegatnvaih infekcija
se sprijeciti mnogi problami divljes tipa kao to &1 razvoj
rezistapcije. brza eliminacija pakon sistemake primjens i
firina pokrivenosti soja.
Imunosna Inmnosna stinmalacija predloZena je kao dodatna terapija  Prevencija ili adjuvantna
stimulacija antibioticima. Foristili bi sa femilbnstizat 1 vitamin D kake  terapija za Gram-
bi se poticalo stvaranje urodenih antimikrobnih peptida. pozitivae 1 Gram-
nagaiivne infekcija.
Cjepiva Ulaganja u nova cjepiva webalo bi smanjitd incidamcijg Prevencija, vide Gram-
bakzerijskih infebocija te saniim time i upmahu pocitivaih nago Gram-
antibigtika, Takoder nam je potrebas vida Znanja o negativaih infakeija
put:e‘m cijepljenja starijih | immokompromitiranih
pacijenata.
Antimikrobni  Predaosti: I.r'.i.mk spektar aktiviost koji ukljucuje vedinn  Lijedenje ili adjuvantna
peptidi Gram-pozitiviih | Gram-negatnmih bakierija, terapija kod Gram-
hakzericiduo djelovanje, niska stopa razistencije { slaba pozitivaih i Gram-
imunagericnost. Patrebno je provest jod studija kako bi  megativmih infekcija
se otkrili razlozi zbog kojili se ne primjenjuju sistemals.
Obrambeni  Imaju indirektan antimikrobai wiinak Uzrekuju Dodama terapija za
peptidi povedanje ekspresije pretuupalnih kemokina i citokina i Gram-pozitivos i Gram-
domadina i stianfuj s ekspresiju proupalaih citokina, Ciljanja negainpe infekcija.
— odgovera domacina mozglo i wzrokovati povedanu
b beni mcidencija puspojava ta oteZat razlikovanja i
ORFAMBERL  rarumijevanje imunoloskih razlika izmedy glodavaca i
peptidi ljudi 1a razizi populacije.
Antibiofilm Specificne mbitizap bakterijski bioflm. Nalaze seu Dodatna terapija za
peptidi pretilinickim istragivanjima, Gram-pozitivoe i Gram-
nagaiivne infekcija.

Tablica 2. Alternativni pristupi u lije¢enju bakterijskih infekcija (CZAPLEWSKI i sur., 2016.).
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Postoji nekoliko razloga za razmatranje cjepiva kao najperspektivnije preventivne
metode za rjeSavanje pitanja antimikrobne rezistencije. Prvo, cjepiva mogu izravno sprijeciti
infekcije uzrokovane razornim rezistentnim mikroorganizmima. Osim toga, indirektno smanjuju
upotrebu antibiotika smanjenjem simptoma koji obi¢no uzrokuju upotrebu antibiotika. Konacno,
upotreba cjepiva sprjecava proliferaciju bakterija koje ne dosezu visoki broj potreban za uspostavu
rezistentnih mutacija. Postoje¢a cjepiva ve¢ mogu sprijeciti infekcije uzrokovane nekim
rezistentnim bakterijama kao §to su S. pneumoniae i H. influenzae. Osim toga, jo$ je mnogo cjepiva
u klini¢koj razvojnoj fazi koja imaju potencijal sprijeciti infekcije uzrokovane rezistentnim

bakterijama (BAKER i sur., 2018.).

Alternative koje bi mogle imati najveci potencijal u lijeCenju bakterijskih infekcija su
cjepiva i protutijela u profilakticke svrhe, liticki bakteriofagi u terapeutske svrhe te probiotici u

profilakticke ili terapeutske svrhe (CZAPLEWSKI i sur., 2016.).
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4.  Zakljudak

Brzi porast antimikrobne rezistencije postaje sve veéi globalni problem i na taj nacin
smanjuje terapijske moguénosti dostupne za mnostvo patogenih mikroorganizama koje inficiraju
organizam domacina. U nastojanjima da se antimikrobna rezistencija smanji $to je viSe moguce,
potrebno je ispitati razvojno podrucje alternativnih terapija koje se bore protiv specifi¢nih

bakterijskih sustava virulencije.

Razvoj terapije koja cilja specifi¢ne aspekte bakterijske fiziologije, predstavlja obeéavajuéi
pristup u borbi protiv patogenih vrsta Sve vece mjesto u istrazivanjima zauzimaju antimikrobni
peptidi, kao 1 bakteriofagi, kako za topikalno lijecenje, tako i za lije¢enje sistemskih infekcija. U
veterinarskoj medicini se trenutno koristi nekoliko drugih alternativa antibioticima, kao $to su
prebiotici 1 probiotici. Osim toga, nova znanja o mehanizmima bakterijske medustani¢ne
komunikacije o okolini unutar organizma domacina takoder vode do razvoja potencijalnih novih
pristupa u borbi protiv bakterijskih infekcija. Neki veé¢ postojeci antibiotici ometaju taj
mehanizam, no uz to se istrazuju i razvijaju nove tvari koje bi ciljano djelovale na isti.
Najznacajniji uspjeh kao moguca alternativa antibioticima imala su cjepiva, ali ona se daju samo
u profilakti¢ke svrhe. Uspjesna antimikrobna terapija ovisi i o prikladnom imunosnom odgovoru,
stoga je imunosna stimulacija predlozena kao dodatna terapija uz davanje konvencionalnih
antibiotika. Problemi koji su se javljali uz ovu terapiju ukljucivali su velik broj nuspojava,

polimorfizme unutar populacije i varijabilne terapijske odgovore.

Poznato je da veterinarska medicina doprinosi nastanku i Sirenju antimikrobne rezistencije
u ljudi. Glavna teza predloZena u ovom radu jest ta da su hitno potrebni novi antimikrobni lijekovi
kako u humanoj, tako i u veterinarskoj medicini. U konacnici, razumijevanje fiziologije bakterija
na razini pojedina¢ne vrste i na razini bakterijske populacije razlicitih vrsta, osigurat ¢e daljnje

terapijske mogucénosti.
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6. SAZETAK

Antibiotici su, od otkri¢a u 20. st., postali najznacajniji lijekovi u povijesti medicine.
Izmedu 1940. 1 1962. na trziste je izbaceno vise od 20 novih vrsta antibiotika. Od tada su na trziste
dospjele samo dvije nove skupine lijekova. Ve¢ prvi otkriveni antibiotik, penicilin, ostvario je
znacajan uspjeh. Bakteriolog Alexander Fleming ve¢ je tada predvidio nastanak rezistencije na
penicilin, a rezistencija se razvila i prema kasnije nastalim antibioticima. Danas rezistencija
predstvalja globalni javnozdravstveni problem. Rezistencija znatno ugrozava ljudsko zdravlje.
Godi$nje umre oko 33 000 ljudi uslijed infekcija uzrokovanih rezistentnim bakterijama. Sve veci
izazov antimikrobne rezistencije i nedostatak novih antibiotika, naglasavaju vaznost razvoja novih

terapija.

Rezistencija u bakterija moze nastati promjenama u genomu i unosom vanjske DNA.
Poznato je da veterinarska medicina znatno doprinosi nastanku rezistencije, buduc¢i da se
antibiotici u Zivotinja koriste kao promotori rasta. To je dovelo do potrebe za razvojem novih
pristupa u lijeCenju bakterijskih infekcija. Jedan od obecavajuéih pristupa je djelovanje na
specificne faktore virulencije, tj. na sustave medustanicne komunikacije. Veliki potencijal je
pokazalo djelovanje na bakterijski QS. To je sposobnost otkrivanja i odgovaranja na gustocu
stani¢ne populacije putem regulacije gena. Nadalje, antimikrobni peptidi (AMP) su dobili veliku
pozornost kao nova skupina lijekova. To su peptidni antibiotici koje karakterizira amfipatska
priroda izvedena iz njihovih pozitivnih naboja i hidrofobnih aminokiselinskih ostataka. Osim
sredstava koja djeluju na bakterije, istrazivanja su usmjerena i na poboljSanje imunoloskog sustava
domacina. Trenutno, najveci potencijal kao alternativa antibioticima pokazuju cjepiva i protutijela

te bakteriofagi.

Za otkrivanje najboljeg nacina lijeCenja bakterijskih infekcija, trebaju se provesti
ispitivanja antimikrobne osjetljivosti i utemeljiti koja vrsta bakterije uzrokuje bolest. Buduc¢i da
rezistencija bakterija na antibiotike nije jedini problem, ve¢ i nedovoljan razvitak novih
antibiotika, udruZenje informacija i spoznaja s dosada provedenih istrazivanja, moglo bi dovesti

do pronalska novih vrsta antibiotika.
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7. SUMMARY — New strategies in research and development
of antimicrobial drugs

Antibiotics, from their discoveries in the 20" century, have become the most important
drugs in the history of medicine. Between 1940. and 1962., more than 20 new classes of antibiotics
were marketed. Since then, only two new drug classes have reached the market. The first
discovered antibiotic, penicilin, has achieved significant success. During his research, Fleming
already predicted emergence of resistance to penicilin, and resistance also developed to subsequent
antibiotics. Today, resistance apperas to be a global public health issue. Resistance significantly
endangers human health. About 33 000 people die every year due to infections caused by resistant
bacteria. The growing challenge of antimicrobial resistance and the paucity of novel antibiotics

underscore the importance of developing novel therapeutics.

Resistance to bacteria can be caused by changes in the genome or by the intake of external
DNA. It is well known that veterinary medicine contributes significantly to the emergence of
resistance, since antibiotics in animals are used as growth promoters. This has led to the need of
developing new approaches to the treatment of bacterial infections. One of the promising
approaches is targeting a specific virulence factors, i.e. intercellular comunication systems.
Targeting bacterial QS has shown a great potential. Quorum sensing is the ability to detect and to
respond to cell population density by gene regulation. Futhermore, AMPs received great attention
as a new drug class. These are peptide antibiotics characterized by amphipatic nature derived from
their positive charges and hydrophobic amino acid residues. In addition to agents that act on
bacteria, the research is also focused on improving the immune system of the host. At present, the

greatest potential as an alternative to antibiotics have vaccines, antibodies and bacteriophages.

To detect the best way to treat bacterial infections, antimicrobial sensitivity test should be
conducted and the type of bacteria that causes the disease to be determined. Since bacterial
resistance to antibiotics is not the only issue, but the insufficient development of new antibiotics,
the information and knowledge by so far conducted researches could lead to discovery of new drug

classes.
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