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Kratak sadrzaj

Siroka upotreba antimikrobnih agenasa uzrokovala je da bakterije koriste
specifiéne gene i da menjaju geneticku strukturu kako bi prezivele u prirodi. U
ovom radu su ukratko opisani lateralni transfer gena, mobilni geneticki elementi,
rezistencija prenosiva putem plazmida kao i uloga spontanih mutatora u nastanku
rezistencije. Posto bakterije na vrlo snalazljiv na¢in prenose geneticki materijal u
okviru njihovog carstva, postavlja se pitanje da li ¢e u buduénosti biti moguce da se
infekcije uzrokovane mikroorganizmima drze pod kontrolom.
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Abstract

Wide application of antimicorbial agents forces bacteria to utilize specific ge-
nes and rearrange genomic structure in order to survive in the environment. In this
article lateral gene transfer, mobile genetic elements, plasmid mediated resistance
and spontaneous mutators in bacteria are briefly described. This resourceful me-
ans, by which microorganisms manage to communicate and transfer genetic mate-
rial in their own kingdom, raises concerns about the possibility to keep microbial
infections under control in the future.
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UVOD

Upotreba antimikrobnih agenasa u profilakticke i terapijske svrhe uzrokovala
je pojavu rezistencije mikroorganizama na antibiotike. Bakterije su tokom evolucije
razvile mnogobrojne mehanizme preko kojih neutrali$u uticaj antimikrobnih agena-
sa. Takode, preko specifi¢nih gena fenotipske osobine bakterija, poput rezistencije,
mogu da se prenose izmedu i unutar vrsta §to moze da rezultira njihovim interkonti-
nentalnim Sirenjem. Smatra se da je lanac proizvodnje hrane glavni izvor patogenih
ili nepatogenih rezistentnih bakterija. Lateralni transfer genetickog materijala koji
determinise rezistenciju moze uzrokovati prenosenje rezistencije u svim ekoloskim
nisama. Profesor Bennett istice da se na osnovu danasnjih naucnih saznanja o nacinu
sticanja i preno$enja rezistencije moze pretpostaviti da ¢e tokom evolucije bakterije
uvek pronaci nacine da razviju mehanizme kojima ¢e favorizovati sopstveni opstanak
(Bennett 1999). Takode istice da ukoliko upotreba antimikrobnih agenasa ne bude
strogo kontrolisana, u budu¢nosti nece biti moguce stvoriti asepti¢ne uslove prilikom
izvodenja hirurskih zahvata. Ovako alarmantna situacija je uslovila potrebu za nala-
zenjem novih antimikrobnih agenasa i drugih nacina koji bi doprineli da se infekcije
uzrokovane bakterijama odrze pod kontrolom.

Lateralni transfer gena i njegova uloga u evoluciji bakterija

Lateralni transfer gena upakovanih u mobilne geneticke elemente jedna je od
osobina bakterija koja obezbeduje njihovo prezivljavanje u uslovima izmenjene sre-
dine. Medutim ,,nove” osobine koje se prenose na ovaj na¢in ne moraju bezuslovno
da se odrze u prirodi. Mehanizmi popravka (MMR) mogu da eliminisu gene koji se
prenose homolognom rekombinacijom. Dakle, ¢ak i u relativno povoljnim uslovi-
ma za izmenu genetickog materijala, poput rekombinacije izmedu bliskih vrsta sa
sekvencama visoke homologije, nije uvek mogu¢ opstanak izmenjenih bakterija u zi-
votnoj sredini. Da bi se nova osobina odrzala, potrebno je da ¢elija primalac prihvati
novi geneticki materijal, da ga ugradi u genom i eskprimira na nacin koji ¢e biti od
koristi za novi mikroorganizam (Ochman i sar., 2000). Postoje tri mehanizma preko
kojih se odvijaju procesi prenosa genetickog materijala: transformacija, transdukcija
i konjugacija. Tokom procesa transformacije, ogoljena DNK iz zivotne sredine ugra-
duje se u hromozom preko specifi¢nih sekvenci za prepoznavanje. Transdukcijom se
naziva prenos genetickog materijala u drugu bakterijsku celiju preko bakteriofaga.
Prenos genetickog materijala u jednom ciklusu razmnozavanja je limitiran na 100
kb i takode je uslovljen receptorima za bakteriofag na zidu bakterijske celije. Za oba
procesa nije neophodno blisko prisustvo donorske celije i Celije recipijenta. Prema
tome, bakterije mogu inkorporirati novu fenotipsku osobinu iz zZivotne sredine. Pro-
ces konjugacije, medutim, podrazumeva da se dve bakterijske celije spoje i razmene
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geneticki materijal. Razmena genetickog materijala se odigrava preko konjugabilnih
plazmida koji su u sastavu celije kao slobodni elementi ili su ugradeni u hromozom.
Takode do izmene genetickog materijala moze da dode i preko konjugabilnih tran-
spozona, koji kodiraju proteine neophodne za proces razmene genetickog materijala
sa donorske celije na celiju recipijenta. Prenos gena ¢e biti uspesan ukoliko se ge-
neticki materijal stabilno integriSe u genom recipijenta. Proces stabilne integracije
genetickog materijala se odigrava preko epizoma, homologne rekombinacije, putem
integracije u hromozom pod uticajem integraza, bakteriofaga ili transposaza ili pu-
tem popravka dvostrukih prekida na DNK. Proces ugradnje novih gena prati takode i
proces delecije onih gena koji nisu korisni za mikroorganizam (Ochman i sar., 2000).

Mobilni geneticki elementi

Preno$enje genetickog materijala sa jedne celije ili jednog dela DNK na drugi,
sa jednog plazmida na drugi ili sa plazmida na hromozom, vrsi se putem mobilnih
genetickih elemenata - transpozona. Na krajevima transpozona nalaze se insercione
sekvence (IS) koje se sastoje od direktnih ili obrnutih ponovaka koji omogucéavaju
mobilnost i ugradnju genetickog materijala kao i njegovu stabilnost (Bennett 2008).
U centru transpozona nalaze se geni za rezistenciju. Postoje dve klase transpozona.
U klasu 1 spadaju transpozoni koji se transkribuju u RNK i potom se putem reverzne
transkripcije prevode u DNK molekul koji moze da se ugradi u hromozom bakterij-
ske celije. Klasa 2 transpozona koristi enzim transposazu kako bi gene za rezisten-
ciju mogla da premesta duz hromozoma, ili sa jedne ¢elije na drugu, mehanizmom
rekombinacije. Kako transpozoni mogu da se prenose sa jednog DNK molekula na
drugi, istim mehanizmom mogu da se ugrade u plazmide. Ukoliko specifi¢ni geni u
okviru transpozona kodiraju rezistenciju na vi$e antimikrobnih agenasa nastaje mul-
tiplo-rezistentni fenotip. Bakterije sa plazmidima koji kodiraju multiplu rezistenciju
uzrokuju velike probleme u humanoj medicini zbog pojava tvrdokornih bolnic¢kih
infekcija koje se tesko lece antimikrobnim agensima. Takode je poznato da su neke
bakterije, nosioci multiplorezistentog fenotipa, interkontinentalno rasirene i nadene
u raznim ekoloskim niSama u lancu proizvodnje hrane.

Integroni

Integroni su geneticki elementi koji su integrisani u hromozome, transpozone
ili plazmide. Konstruisani su tako da mogu da prime, odnosno ugrade, jednu ili vise
genetickih kaseta, nosioca gena za rezistenciju. Geni za rezistenciju se ugraduju u
bakterijski genom mehanizmom rekombinacije. Rekombinacija se obavlja delova-
njem enzima integraze koju kodiraju intl1 geni. Ispred intI1 gena na krajevima koji
se oslanjaju na sekvencu transpozona, nalazi se konzervisana nekodirajuca sekvenca
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obrnutih ponovaka od 25 baznih parova (bp) i ima oznaku IRi. IRi je zapravo obr-
nuta sekvenca IRt sekvence koja se nalazi na desnom kraju integrona klase 1. Ove
sekvence predstavljaju mesta prepoznavanja transposaza koji omogucavaju preme-
$tanje integrona klase 1 i oznacavaju pocetak i kraj sekvence integrona (Stokes i sar.,
2006). Do danas je poznato preko 100 genetickih kaseta ¢ija ugradnja se odvija preko
receptora oznake attl, smestenih na integronima. Na genetickim kasetama se nalazi
element od 59 nukleotida koji prepoznaje attl i ima ulogu u procesu rekombinacije.
Zavisno od vrste i broja genetickih kaseta koje su «upakovane» u integrone, rezisten-
cija na viSe antimikrobnih agenasa moze biti prenosiva. Prenosivi geneticki elementi
su nadeni kod velikog broja klini¢kih izolata gram negativnih bakterija, kao i komen-
sala izolovanih iz Zivotinja koji se uzgajaju na farmama (Bennett 1999). Integroni
klase I se takode mogu naci i kod gram pozitivnih bakterija (Xu i sar., 2007, Kazama
i sar., 1998). Hromozomski integrisani integroni su u evolucionom smislu od velikog
znacaja. Nadeni su kod bakterija iz uzoraka zemlje i iz sedimenta jezerskih voda koje
nisu mogle do¢i u kontakt sa antimikrobnim agensima. Geneticka konstrukcija ne-
kih od ovih integrona klase 1 ukazuje da njihov nastanak i poreklo datira mnogo pre
ere primene antibiotika. Takode je jedna od pretpostavki da su integroni bili ugrade-
ni u bakterijski genom pre integracije sa transpozicionim elementima transpozonima
(Stokes i sar., 2006).

Plazmidski prenosiva rezistencija

Plazmidi se mogu prenositi sa jedne bakterijske celije na drugu. Oni se replikuju
nezavisno od bakterijskog hromozoma iako za replikaciju koriste mehanizme celije
domacina. Plazmidi sadrze gene koji su vazni za opstanak bakterijske celije, poput
gena za virulenciju, gena za rezistenciju, gena koji ucestvuju u mehanizmima po-
pravke DNK i drugih. Iz tog razloga su plazmidi vazni dodatni elementi bakterijske
celije koji svojim aktivnostima omogucavaju da se neke osobine bakterija prenose sa
sa Celije donora na celiju recipijenta je konjugacija. Ovaj proces se odigrava preko
niza genetickih funkcija bakterijskih ¢elija. Konjugabilni plazmidi su obi¢no velic¢ine
od 30 do 100 kb (kilobaza), a mogu biti i veci (preko 250 kb). Njihova funkcija je
pored ostalog da kodiraju proteine koji omogucavaju spajanje i prenos genetickog
materijala sa Celije na celiju. Postoje i mobilni plazmidi koji su manji, veli¢ine oko 10
kb, i nemaju funkciju konjugacije, ali kodiraju funkcije koje su neophodne za prenos
sopstvene DNK (Bennett 2008). Sa plazmida se geneticki materijal koji kodira rezi-
stenciju moze prenositi preko transpozona ili integrona. Takode transfer gena moze
da se vrsi rekombinacijom preko ISCR elemenata. Prenos genetickog materijala pre-
ko ovih malih kripti¢nih sekvenci sli¢nih IS elementima vrsi se mehanizmom koji se
naziva kotrljajuci obruc (rolling circle). Na kraju sekvence ISCR elemenata se nalaze
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terminalne sekvence (orilS i terlS), koje se razlikuju od terminalne sekvence IS ele-
menata, a vazne su za mobilizaciju genetickog materijala. Na terminalnu sekvencu se
nasumi¢nim izlaganjem moze naslanjati integron klase 1 koji nosi sa sobom gene za
rezistenciju. Zahvaljujuci ovakvom genetickom sklopu, geni koji kodiraju rezistenci-
ju na veci broj antimikrobnih agenasa mogu da se prenose izmedu bakterija od kojih

se samo mali broj zadrzi i opstane u prirodi (Bennet 2008).

Tabela 2: Plazmid pMG252 sa genima za rezistenciju i njihova funkcija

Antibiotik Nacin delovanja G‘e ni k(?j I k"‘y' Funkc‘ij a gena za
raju rezistenciju rezistenciju
b-laktami Inhibiraju sintezu bla Kodiraju b-laktamaze,
peptidoglikana enzime koji otvaraju b-
laktamski prsten i inak-
tivisu antibiotik
Hinoloni Vezuju se za kom- | gyrA, gyrB, Mutacije na genima one-
pleks Topoizome- parC1iparE mogucavaju  vezivanje
raze tip ITili IV sa antibiotika za kompleks
DNK i blokiraju DNK i topoizomeraze,
sintezu DNK replikacija bakterije se
nastavlja
Hloramfenikol | Vezuje se za 50S su- | cat Kodira acetiltransferazu
bjedinicu koja inaktiviSe hloram-
ribozoma i inhibira fenikol i sprecava njego-
peptidil transferazu vo vezivanje za ribozom
Efluks pumpa | Membranski qacEA1 Pojacanom ekspresijom
proteini koji izbacuju uzrokuje uklanjanje tok-
toksi¢ne supstance si¢nih supstanci iz bak-
iz bakterijske celije terijske celije
Sulfonamidi  |Inhibiraju sull Kodira DHPS sa niskim
enzim DHPS afinitetom na sulfona-
mide

Uloga mutatora u nastajanju rezistencije

Bakterijski genom kodira ¢itav niz enzima koji imaju zadatak da ispravljaju gres-
ke tokom replikacije DNK. Ostecenja na genima koji kodiraju neke od ovih enzima
uzrokuju povec¢an nivo mutacija i promenu fenotipskih osobina bakterija. Enzimi za-
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duzeni za ispravljanje gresaka u bakterijskom genomu su oznaceni sa Mut(X). U os-
novi postoje tri glavna mehanizma reparacije nastalih mutacija. Popravak ostec¢enja
na bakterijskoj DNK koji nastaje zahvaljujuci reaktivnim kiseonikovim molekulima
(oxidative damage), regulisu kod E. coli enzimi oznake MutT, MutM i MutY. Nai-
me, inducibilni reaktivni enzimi bakterija redukuju nivo 8-oxo-dG (2°-deoxy-7,8-
dihydro-8-oxoguanosine), koji nastaje tokom metabolizma bakterijske celije ili je
egzogenog porekla. 8-0xo-dG (GO lezija) se vezuje za adenin i uzrokuje transverzije
G:C ® T:A. MutM protein popravlja GO leziju i omogucava ponovno uspostavljanje
G:C baznog para dok MuY uklanja bazu A iz GO lezije ostavljajuci prostor da se
inkorporira baza C. Kod mutatora E. coli kojoj nedostaje MuT protein ustanovljena
je transverzija G:C © T:A. MutT kodira hidrolazu koja konvertovanjem 8-oxodGTP
u 8-0x0dGMP sprecava inkorporiranje GO u DNK. Ukoliko nema sinteze MutT do-
lazi do pogresnog sparivanja sa A i gore navedene transverzije, Miller (1996). Celije
koje nemaju MutT su jaki mutatori kao i ¢elije sa promenjenom funkcijom MutM i
MutY proteina. Eksperimentalno je pokazano da se nivo mutacija bakterijske DNK
smanjuje ukoliko se izazove smanjena sinteza MutT proteina, a poveca produkcija
MutM i MutY. Slede¢i mehanizam popravka nepravilnog sparivanja (Methyl directed
mismatch repair MMR) regulisan je preko proteina oznake MutS MutL MutH i UvrD
za bakterije E. coli i Salmonella. MMR mehanizam treba da prepozna nepravilno spa-
rene nukleotide, prepozna stari i novi DNK lanac, isee nepravilno spareni nukleo-
tid sa novog DNK lanca i popravi gresku. Tre¢i mehanizam popravke mutacija kod
bakterija je kontrolno ocitavanje (proof reading) pogresno sparenih baza a odigrava
se preko egzonukleaza koje kodiraju bakterijske celije. Regulacija ,,proof reading“
sistema vrsi se preko MutD proteina kod E. coli. Mutacije na ovom proteinu dovode
do pojave izrazitog mutatorskog fenotipa. Mogu se dogoditi spontano, ali najcesce
nastaju u odredenom klinickom ambijentu, gde bakterije opstaju kao mutatori duze
ili krace vreme. Broj mutatorskih celija moze biti umereno ili viestruko povecan za-
visno od vrste bakterije i faktora sredine koji su uzrokovali pojavu mutacije (revijalni
prikaz Chopra i sar., 2003).

Vrste mutacija na genima

Silent TCC - TCT Nema promene na nivou proteina

Menja se amino kiselina §to dovodi do pro-
mene aminokiselinske sekvence proteina, a
time i njegove sekundarne i tercijarne struk-
ture

Missense CTC > CCC
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Nonesence Promena amino kiseline u stop kodon, $to
: CAG = TAG dovodi do skracenja proteina i najcesce gu-
mutation . .. .
bitka funkcije proteina
Mutacija koja dovodi do pojave stop kodona
Ochre CAA > TAA ochra (UAA/TAA)
+1Frameshift/ Dodatak nukleotida menja okvir ¢itanja i
. CCCC = CCCCC |moze dovesti do sinteze nefunkcionalnog
Insertion .
proteina
-1Frameshift/ Gubitak nukleotida, menja okvir ditanja,
. CCC~> CC moze dovesti do sinteze nefunkcionalnog
Deletion .
proteina

Ako se u populaciji bakterija nadu spontani mutatori, ovakvi mikroorganizmi
obi¢no nemaju selekcionu prednost. U laboratorijskim uslovima je dokazano da bak-
terije koje nose mutacije na genima za popravak DNK, posle kultivisanja in vitro
prezivljavaju u malom broju. Naime kod takvih bakterija se viemenom nagomilavaju
letalne mutacije i prilikom pasaza na hranljivim podlogama vrlo ¢esto zahtevaju po-
sebne uslove da bi prezivele. I pored toga mutatorske bakterije su prisutne pogotovo
kod klinickih izolata. Ukoliko postoji selekcioni pritisak poput izlaganja bakterija
antibioticima, stvara se populacija mutatora koja je odrziva najcesce u uslovima tra-
janja promenjene sredine.

Enzimi koji spadaju u grupu beta laktamaza hidrolizuju peniciline, cefalospori-
ne, monobaktame i karbapene (Bush 2001). Zahvaljuju¢i tackastim mutacijama na
genima TAM-11SHV-1, nastali su enzimi pro$irenog spektra beta laktamaza (ESBL).
Medutim, nema jo$ uvek jasnih dokaza da su za ovu vrstu rezistencije zasluzni muta-
tori. Teorija moze biti odrziva ¢injenicom da ukoliko se E. coli sa mutacijom na TEM-
1 u in vitro uslovima uzgajaju u prisustvu cefotaksima, nastaju mutatorske bakterije
sa klinic¢ki izrazenom rezistencijom na prosireni spektar b-laktama. Kako su zapravo
tri mutacije potrebne da bi se razvio ESBL fenotip, smatra se da su dominantni muta-
tori zapravo zasluzni za razvoj ove rezistencije (Chopra i sar., 2003). Prolazni mutato-
ri se mogu javiti ukoliko su bakterije u latentnom stadijumu u kojem mogu preziveti
i tretman antimikrobnim agensima. Prolazni mutatori nemaju selekcionu prednost i
ne moraju bezuslovno akumulirati znacajan broj mutacija.

Mutatorski efekat na jednoj od 4 tRNA glicina uzrokuje da se kodon GGU i GGC
promeni u GAU i GAC odnosno u aspartatnu amino kiselinu. Promena nastaje za-
hvaljujuc¢i mutacijama na mutA i mutC alelima. Kada se ova mutacija dogodi epsilon
subjedinica se vezuje za DNK polimerazu ali ne obavlja funkciju kontrolnog o¢ita-
vanja, $to dovodi do nivoa mutageneze od 1%. koje ukoliko se ne otkriju i uklone
mehanizmima reparacije, uzrokuje da se formiraju mutatori (Miller 1996).
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