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1. Uvod

Acinetobacter baumannii je Gram-negativni kokobacil koji uzrokuje bolni¢ke infekcije Sirom
svijeta. Zahvaljujuéi brzom stjecanju rezistencije na antibiotike pripada bakterijama rezistentnim na vise
klasa antibiotika, koji se dijele na viSestruko rezistentne (engl. multidrug resistant — MDR), prosireno
rezistentne (engl. extensive drug resistant — XDR) i sveopce rezistentne (engl. pandrug resistant — PDR)
koje prijete postojecoj antibiotskoj terapiji (Karakonstantis i sur. 2020). Svjetska zdravstvena organizacija
(engl. World Health Organization — WHO) uvrstila je karbapenem-rezistentne A. baumannii na listu
prioritetnih rezistentnih bakterija koje zahtijevaju istrazivanje i razvoj novih antibiotika, buduéi da je
antibiotska rezistencija jedan od vodedih problema u zdravstvenom sustavu i prijetnja svjetskom zdravlju
i razvoju. Bakterijska rezistencija na antibiotike javlja se neovisno o Covjeku, ali se proces ubrzava
zlouporabom i prekomjernom primjenom antibiotika u humanoj i veterinarskoj medicini. S obzirom da
antibiotici postaju sve manje ucinkoviti, sve je veci broj infekcija uzrokovanih s MDR A. baumannii teze
izlijeciti. To pak uzrokuje dulje hospitalizacije i lijeCenje, ve¢e medicinske troSkove, poveéan mortalitet i
morbiditet te naposlijetku nastaju negativne javno-zdravstvene posljedice i globalno-gospodarska

optereéenja (World Health Organization 2017).

Kolistin je antibiotik posljednje linije obrane koji se koristi za lijeCenje infekcija uzrokovanih MDR
Gram-negativnim bakterijama, ukljucujuéi infekcije karbapenem-rezistentnim A. baumannii. Medutim,
veé su zabiljeZeni slucajevi kolistin-rezistentnih bakterija i Sirenja pripadajuéih gena rezistencije medu
bakterijama (Hussein i sur. 2021), tako da postoji kriticna potreba za ucinkovitim mjerama prevencije
uporabe antibiotika na globalnoj razini kako bi se kontrolirao porast i Sirenje tih gena te posljedic¢ne
infekcije, s obzirom da je kolistin cesto jedini ucinkoviti antibiotik protiv MDR A. baumannii i drugih

patogena (World Health Organization 2017).

Pojava bakterijske rezistencije na antibiotike dugo se smatrala klinickim problemom, ali su
istrazivanja izvanbolnickih okoliSa otkrila vazine neklinicke cimbenike u Sirenju gena antibiotske
rezistencije (Berglund 2015). Tako se postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda smatraju jednim od
najvecih izvora gena rezistencije i rezistentnih izolata otpustenih u okoli$ buduci da prikupljanje vode iz
kanalizacije te uvjeti procis¢avanja stvaraju optimalan okoli§ za horizontalni prijenos gena i selekciju
bakterija rezistentnih na antibiotike. U takvim postrojenjima postoje brojni nerijeseni problemi u pogledu
mikrobioloskog prociséavanja voda, pa izlazne vode iz takvih postrojenja cesto u okoli$ ispustaju gene

rezistencije i rezistentne bakterije, a procjenjuje se da gotovo 99% ukupne bakterijske zajednice u
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procis¢enoj otpadnoj vodi ima potencijal stjecanja rezistencije na bilo koju vrstu antibiotika (Rizzo i sur.
2013). Takvi izolati u okoliSu predstavljaju rizik za javno zdravlje i izvor sporadic¢nih infekcija u ljudi i

Zivotinja izloZzenih otpadnim vodama (Jovcic i sur. 2021).

lako trenutno kolistin-rezistentni A. baumannii ¢&ine manje od 1% klini¢kih izolata, oni
predstavljaju znacajan izazov javhom zdravstvu (Lima i sur. 2018). Postoji puno dokaza o karbapenem-
rezistentnim A. baumannii izoliranim iz otpadnih voda, ali jo$ nije utvrdeno puno slucajeva izolata A.
baumannii iz otpadnih voda rezistentnih na kolistin, tako da su molekularni mehanizmi rezistencije na
karbapeneme ekoloskih izolata u A. baumannii dobro opisani, dok s druge strane nema puno podataka o
mehanizmima rezistencije na kolistin (Jovcic i sur. 2021). Cilj je ovog rada prikupiti dostupne podatke o
mehanizmima rezistencije na kolistin u A. baumannii izoliranih iz otpadnih voda kako bi se bolje razumio
razvoj bakterijske rezistencije na kolistin, preveniralo njezino nastajanje te kako bi se poboljsale

strategije u produljenju klinicke uporabe kolistina kao antibiotika posljednje linije obrane.

2. Taksonomija i mikrobioloske karakteristike bakterije Acinetobacter
baumannii

Bakterija A. baumannii pripada rodu Acinetobacter, iz porodice Moraxellaceae, kojeg
karakteriziraju kratki, pleomorfni Gram-negativni kokobacili. Rod Acinetobacter takoder opisuju
nepokretni i nesporogeni obligatni aerobi koji ne fermentiraju Secere i koji su na biokemijskim testovima
oksidaza-negativni i katalaza-pozitivni. Njihova DNA sadrZi od 39% do 47% gvanozinskih i citozinskih
parova baza. Bakterije roda Acinetobacter stvaraju glatke, sivkasto-bijele i sluzave kolonije na 37°C na
¢vrstim podlogama koje se obi¢no koriste u dijagnosticke svrhe, poput ov¢jeg krvnog agara ili tripti¢nog

sojinog agara (Peleg i sur. 2008).

Bakterije roda Acinetobacter pojavljuju se u tlu i vodi (Baumann 1968), kanalizaciji (Warskow i
Juni 1972), svjeZzim i smrznutim ribljim proizvodima (Gennari i Stegagno 1985), sirovom i zamrznutom
povréu (Gennari i Stegagno 1986) te pokvarenom mesu, mlijeku i siru (Gennari i sur. 1992). Neke su vrste
dio fizioloske flore ljudske koZe, posebice u vlaznim podrucjima poput aksila, prepona, noznih prstiju te

diSnog sustava (Bergogne-Bitirezin i Towner 1996).

Nakon prvog opisa roda pocetkom 20. stoljeca, ova skupina prosla je izvanrednu i sloZzenu

taksonomsku povijest. Taksonomija ove skupine stalno se nadopunjavala i procis¢avala od kada su 1980-



ih bakterije ovog roda prepoznate kao bolnicki patogeni (Dijkshoorn i sur. 2007). U svojem istraZivanju
Bouvet i Grimont (1987) na temelju DNA-DNA hibridizacije izdvojili su 12 DNA skupina, odnosno
genovrsta, a Vijayakumar i suradnici (2019) pripisali su rodu Acinetobacter 59 vrsta od kojih 11 vrsta ima
definirana imena, a 15 vrsta okvirne opise. Na primjer, kompleks Acinetobacter calcoaceticus —
Acinetobacter baumannii, poznatiji kao ACB kompleks, sastoji se od 4 vrste: A. calcoaceticus, A.
baumannii, A. pittii te A. nosocomialis, koje su blisko povezane i medusobno ih je tesko razlikovati po
fenotipskim svojstvima (Gerner-Smidt 1992). U istrazivanjima Nemeca i suradnika (2015) te Cosgaya i
suradnika (2016) u ACB kompleks ubrojene su jo$ dvije vrste Acinetobacter seifertii i Acinetobacter
dijkshoorniae, tako da se ACB kompleks sastoji od pet Acinetobacter vrsta povezanih s ljudskim bolestima
(A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seiferttii i A. dijkshoorniae) i od jedne okolisne vrste najéescée

izolirane iz tla (A. calcoaceticus).

Identifikacija bakterija Acinetobacter na razini vrste i dalje je komplicirana i izazovna. Bakterije A.
baumannii, A. pittii i A. nosocomialis jos uvijek je teSko precizno identificirati u vecini laboratorija i
predstavljaju tri klinicki najznacajnije vrste iz roda Acinetobacter buduci da uzrokuju Sirok spektar
infekcija steCenih unutar i izvan bolnickog okruzenja (Dijkshoorn i sur. 2007), ukljuCujuc¢i meningitis,
bakteremije, infekcije mokracnog trakta i koZe te respiratorne i gastrointestinalne infekcije (McConnell i
sur. 2013). Medutim, Turton i suradnici (2006) pronasli su gen blaOXA-51 kao pouzdan biomarker za
identifikaciju vrste A. baumannii unutar ACB kompleksa. Gen je smjeSten na bakterijskom kromosomu i

te bakterije pokazuje slabu hidrolizu karbapenema (Evans i Amyes 2014).

2. 1. Acinetobacter baumannii rezistentni na antibiotike

Prevelika zlouporaba antibiotika uzrokovala je pojavu bakterija rezistentnih na vise klasa
antibiotika (MDR) (Magiorakos i sur. 2012). Bakterija A. baumannii pripada ESKAPE bakterijama, zajedno
s Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i
Enterobacter spp., koje predstavljaju globalnu prijetnju ljudskom zdravlju i terapijski izazov zbog stalne
pojave novih rezistentnih sojeva. Stjecanje gena rezistencije ESKAPE bakterija, smanjilo je mogucnosti
lijeCenja ozbiljnih infekcija zbog neuspjesne terapije, a povecalo teZinu bolesti i stopu smrtnosti (De

Oliveira i sur. 2020).

Zbog visoke tolerancije na stresan okoli§ i rezistencije na viSestruke klase antibiotika, A.

baumannii preZivljava unutar bolnica i Siri se kao bolnicki patogen osobito u kriti¢cno bolesnih pacijenata
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Sto doprinosi povecdanju morbiditeta i mortaliteta (Antunes i sur. 2014). Visok rizik zaraze s A. baumannii
proizlazi iz niza faktora kao $to su dug boravak na intenzivnoj njezi i dugotrajna hospitalizacija, prethodno
uzimanje antimikrobne terapije, izloZenost mehanickoj ventilaciji, dijaliza, koristenja alata (npr. katetera,
endotrahealne sonde ili nazogastricne sonde), veliki i hitni kirurski zahvati, starija Zivotna dob, mala
porodajna teZina ili nedonosc¢ad (Djordjevic i sur. 2016; Baran i sur. 2008; Lee i sur. 2018, Fukuta i sur.

2013).

Prosireno rezistentna A. baumannii (XDR) je MDR izolat rezistentan na skoro sve antimikrobne
lijekove, osim na polimiksine i tigeciklin, dok je sveopée rezistentna A. baumannii (PDR) XDR izolat

rezistentan na sve antimikrobne lijekove, ukljucujuéi polimiksine i tigeciklin (Karakonstantis i sur. 2020).

Karbapenemi su bili prevladavajuéi antibiotici za lijecenje MDR A. baumannii infekcija, ali je
njihova prekomjerna uporaba tijekom posljednjih godina dovela do poveéane pojave rezistencije na njih
(Nordmann i Poirel 2019) tako da je 2017. godine Svjetska zdravstvena organizacija rangirala
karbapenem-rezistentne A. baumannii (engl. carbapenem resistant A. baumannii — CRAB) kao primarni
prioritet za istraZivanje i razvoj antibiotika (World Health Organization 2017). Danas su za lije¢enje CRAB
infekcija, kao antibiotici zadnje linije obrane, dostupni tigeciklin, monociklin i polimiksini, ukljuc¢ujudi

kolistin (Yang i sur. 2019).

Prema Institutu za klinicke i laboratorijske standarde (The Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI) i prema Europskom odboru za ispitivanje osjetljivosti na antimikrobne lijekove (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) granice osjetljivosti na kolistin za A. baumannii
definirane su s minimalnim inhibitornim koncentracijama: MIC £ 2 mg / L, Sto znaci da su bakterije, koje

prezive navedenu koncentraciju kolistina, rezistentne (Satlin i sur. 2020).

3. Otpadne vode — put Sirenja antibiotske rezistencije

Bakterije rezistentne na antibiotike i pripadajuéi geni rezistencije nastaju i Sire se medu ljudima,
Zivotinjama, biljkama i okolisem (tlom, vodom i zrakom) (Larsson i sur. 2018). Svjetska zdravstvena
organizacija predloZila je plan za borbu protiv Sirenja antibiotske rezistencije na globalnoj razini koji
obuhvaca svaku domenu u kojoj ljudi interferiraju s okoliSem (World Health Organization 2020) te se iz
tog razloga nadziru i prate geografski i vremenski trendovi Sirenja takvih gena kako bi se predvidjeli i

razumjeli utjecaji rezistentnih sojeva na ljudsko zdravlje (Berendonk i sur. 2015).



Jedan od najvaznijih puteva za Sirenje antibiotske rezistencije u okoliS jesu postrojenja za
prociséavanje otpadnih voda buduci da ona prikupljanju urbane i ruralne otpadne vode koje Cine velik
udio ljudskog otpada (Higgins i sur. 2018). U zemljama u razvoju, postrojenja za procis¢avanje otpadnih
voda dizajnirana su prvenstveno za uklanjanje organskih onecis¢enja dok su mikrobioloska onecis¢enja u
drugom planu (Bhatt i sur. 2020). Medutim, s obzirom da u takva postrojenja ulaze otpadne vode iz
razlicitih izvora, poput kucanstava, industrija, bolnica i farmi, ona sadrze bakterije iz razli¢itih okolisa,
stoga mikrobiom takvih postrojenja ima osobine mikrobioma ljudske populacije koji uklju¢uje bakterije

rezistentne na antibiotike te pripadajuce gene rezistencije (Rizzo i sur. 2013).

U takvim postrojenjima bakterije iz razliCitih okoliSa mogu stupiti u kontakt s drugim bakterijama
(npr. ljudskim patogenima), horizontalno izmijeniti gene (engl. horizontal gene transfer — HGT) te tako
prosiriti distribuciju gena rezistencije unutar mikrobne zajednice (Martinez 2009). HGT obuhvada
konjugaciju, transformaciju i transdukciju, a ti procesi olaksani su visokim koncentracijama bakterija i
njihovim bliskim kontaktom (Smets i sur. 1990). Ako se geni rezistencije nalaze na mobilnim genetskim
elementima, kao Sto su plazmidi, transpozoni i integroni, veéa je vjerojatnost za prijenos gena izmedu
bakterija pa ti geni predstavljaju vedi rizik za Sirenje bakterijske rezistencije na antibiotike (Martinez i sur.
2014). Postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda smatraju se rezervoarom i ZariSnim mjestom za HGT i
selekciju rezistentnih bakterija i pripadajuéih gena rezistencije protiv razli¢itih klasa antibiotika (B-
laktama, aminoglikozida, kinolona, tetraciklina, sulfonamida, makrolida), ali cijela dinamika Sirenja

rezistencije na antibiotike u njima jos nije posve poznata (Parnanen i sur. 2019).

Otpadne vode sadrZe antibiotike, dezinficijense, biocide, farmaceutike i teSke metale koji, ¢ak i
pri niskim koncentracijama, mogu stvoriti selekcijski pritisak na bakterije i potaknuti ih na HGT u
otpadnim vodama (Aminov 2011). Odabir fenotipova rezistentnih na antibiotike uzrokuju koncentracije
navedenih spojeva koje su Cesto manje od propisanih koncentracija prilikom terapije i minimalnih
inhibitornih koncentracija (engl. minimum inhibitory concentration — MIC). BioraspoloZivost spojeva
varira ovisno o spoju, a jedinstvena kombinacija raznovrsnih spojeva u takvom okoliSu predstavlja
ozbiljnu prijetnju u Sirenju antibiotske rezistencije medu patogenim bakterijama. Samo jedan mobilni
genski element Cesto sadrzi gene zasluzne za rezistenciju na viSe od jednog antibiotskog spoja, Sto znaci
da se taj gen moZe odabrati za rezistenciju na Sirok spektar antibiotika. Nadalje, isti mobilni element
takoder mozZe sadrzavati gen za rezistenciju na dezinficijens ili na metal te se tako udio rezistentnih
bakterija na antibiotike moZe povecati selektivnim pritiskom uzrokovanim neantibiotskim tvarima (Pal i

sur 2015).



Sirenje patogena s genima rezistencije u okoli§ predstavlja potencijalnu prijetnju ekosustavu
zbog Sirenja gena rezistencije ljudskih patogena na okoliSne bakterije i obrnuto (Deki¢ i sur. 2018). To
predstavlja potencijalni put kolonizacije i neprestane infekcije ljudi i Zivotinja koji su u doticaju s
otpadnim vodama. Na primjer, ljudi se mogu zaraziti konzumacijom povrcéa koje se prethodno zalijevalo
nedovoljno procis¢enom vodom (Christou i sur. 2017), plivanjem u kontaminiranim vodama (Leonard i
sur. 2015) ili u interakciji s prethodno koloniziranim organizmima, poput riba, koji su ¢ovjeku bitni za

komercijalnu, prehrambenu ili rekreacijsku svrhu (Burger 2002).

3. 1. Kolistin-rezistentni izolati Acinetobacter baumannii iz otpadnih voda

Prvi okolisni izolat MDR A. baumannii srodan klinickom izolatu pronaden je u nezagadenoj rijeci
Seini u Francuskoj (Girlich i sur. 2010), a poslije su iz netretiranih bolnickih otpadnih voda i postrojenja za
procis¢avanje otpadnih voda identificirane klini¢ki zna¢ajne A. baumannii po cijelom svijetu (Ferreira i
sur. 2011; Zhang i sur. 2013; Hrenovic i sur. 2014; Seruga Music sur. 2017; Eze i sur. 2021; Hubeny i sur.
2022).

Jovcic i suradnici (2020) izolirali su iz bolni¢kih otpadnih voda i postrojenja za procis¢avanje
otpadnih voda u Zagrebu u Hrvatskoj sedam klinicki znadajnih izolata rezistentnih na karbapeneme,

fluorokinolone i kolistin koji su prezivjeli tijekom 50 dana pracenja u rije¢noj vodi.

Kittinger i suradnici (2018) u svojem istraZzivanju proucavali su bakterije roda Acinetobacter
izolirane iz Dunava. lako nije uocena A. baumannii rezistentna na kolistin, pronadene su bakterije drugih

vrsta roda Acinetobacter rezistentne na kolistin iz testiranja relativho malog volumena vode.

4. Antibiotik kolistin

4. 1. Struktura kolistina

Kolistin ili polimiksin E je antibiotik koji pripada skupini polimiksina koja je prvi put otkrivena
1947. godine u bakteriji Paenibacillus polymyxa. Skupinu polimiksina karakteriziraju cikli¢ki polipeptidni

antibiotici, a sacinjavaju je polimiksini A, B, C, D i E (Li i sur. 2005).



Kolistin je multikomponentni polipeptidni antibiotik molekularne mase 1750 Da (Li i sur. 2006a)
koji u P. polymixa izoliranoj iz tla nastaje kao sekundarni metabolit neribosomalnih peptida (Koyama
1950). Njegovu kemijsku strukturu, koja je prikazana na Slici 1, cini ciklicki heptapeptid s aciliranim
tripeptidnim bocnim lancem na N-terminalnom kraju repa masne kiseline. Antibiotik kolistin je pri
fizioloSkom pH pozitivno nabijen te se sastoji od kolistina A (polimiksina E1) i kolistina B (polimiksina E2).

Kolistin A u sastavu ima 6-metiloktansku kiselinu, a kolistin B 6-metilheptansku kiselinu (Li i sur. 2006a).
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Slika 1 Struktura kolistina (Li i sur. 2006a) (a) Strukture kolistina A i B; (b) Strukture kolistimetata A i B.

Masna kiselina (engl. fatty acid): 6-metiloktanska kiselina za kolistin A i 6-metilheptanska kiselina za
kolistin B; Thr = treonin; Leu = leucin; Dab = a, y - diaminobutanska kiselina; a i y oznacavaju

odgovarajuéu amino skupinu ukljuéenu u peptidnoj vezi.

Kolistin sulfat i natrijev kolistimetat (natrijev kolistin metansulfonat, natrijev kolistin sulfometat)
dvije su komercijalno dostupne forme kolistina. Kolistin sulfat uzima se oralno i lokalno, dok se natrijev
kolistimetat koristi u parenteralnoj i aerosolnoj terapiji. Takoder, oba se oblika kolistina mogu
primjenjivati inhalacijom. Kolistin se obi¢no koristi kao sulfatna sol i tada je u kationskom obliku, dok je

kolistimetat, koji se koristi kao natrijeva sol, polianion pri fizioloSkom pH (Li i sur. 2006a).



4. 2. Mehanizam djelovanja kolistina

Gram-negativne bakterije imaju vanjsku membranu cija se zastitna funkcija oslanja na prisutnost
lipopolisaharida (engl. lipopolysaccharide — LPS) koji ograni¢avaju prodor hidrofobnih i/ili velikih
antibiotika (Vidaillac i sur. 2012). Kolistin se kao polikation sa svojim pozitivno nabijenim Dab boc¢nim
ograncima ciklickog heptapeptida elektrostatski veze za negativno nabijeni lipid A lipopolisaharida na
vanjskoj membrani Gram-negativnih bakterija (Pristovsek i Kidric 1999) i kompetitivno istiskuje

i Mg?) iz fosfatnih skupina membranskih lipida koji inace djeluju kao

dvovalentne katione (Ca
stabilizatori membrane tvoreéi elektrostatske mostove izmedu pojedinacnih lipida A u vanjskom
fosfolipidnom dvosloju vanjske membrane. Istiskivanje dvovalentnih kationa dovodi do poremecaja
vanjske membrane i unosa polimiksina u periplazmu, potom do narusSavanja integriteta vanjske i
unutarnje membrane te naposlijetku do istjecanja unutarstani¢nog sadrzaja i smrti bakterije (Falagas i
Kasiakou 2005). Kolistinom inducirano istiskivanje dvovalentnih kationa ne ovisi o ulasku polimiksina u
stanicu (Gales i sur. 2006) i sam proces moze se inhibirati u prisutnosti velike koncentracije tih kationa u

izvanstanicnom okolisu (Khadka i sur. 2018). Takoder, proces ubijanja bakterija kolistinom ne ovisi o

metabolic¢koj aktivnosti bakterija, $to je moguci razlog sporom razvoju rezistencije (Li i sur. 2005).

Baktericidni ucinak kolistina izuzetno je brz, medutim, iako postoji puno istrazivanja o primarnoj
interakciji izmedu kolistina i lipida A LPS-a, naknadne faze u mehanizmu baktericidnog djelovanja

kolistina nisu u potpunosti poznate (Ledger i sur. 2022).

Pretpostavlja se da kolistin prolazi kroz destabiliziranu vanjsku membranu putem procesa koji se
naziva ,samousmjeren unos“ (engl. self-directed uptake). U tom procesu interakcijom pozitivho
nabijenog peptidnog prstena kolistina i LPS-a dolazi do destabilizacije i slabljenja vanjske membrane te se
stvara prostor za ubacivanje acilnog lanca na N-terminalnom kraju masne kiseline kolistina u vanjski
dvosloj vanjske membrane. Navedeni lipofilni dio kolistina interferira s hidrofobnim masnim kiselinama iz
unutarnjeg dijela lipida A, Sto dovodi do daljnjeg oStecenja vanjskog dvosloja, odnosno vanjske
membrane bakterijske stanice. Smanjenje integriteta vanjske bakterijske membrane omoguduje
molekulama kolistina pristup citoplazmatskoj membrani cija je destabilizacija kljuéna za baktericidno
djelovanje (Velkov i sur. 2010). Sabnis i suradnici (2021) u svojem istraZivanju pokazali su da poremecaj
citoplazmatske membrane posredovan kolistinom ovisi o uspjeSnom ostvarivanju interakcije izmedu
kolistina i LPS-a na vanjskoj membrani jer se od tamo prenosi do citoplazmatske membrane. Opisani

mehanizam prikazan je na Slici 2.
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Slika 2 Trenutni model mehanizma djelovanja antibiotika kolistina u Acinetobacter baumannii (Ledger i

sur. 2022).

Kationski prsten kolistina stupa u interakciju s lipidom A LPS-a (1), Sto dovodi do kompetitivhog
istiskivanja dvovalentnih kationa i slabljenja vanjskog fosfolipidnog sloja vanjske membrane (2).
Hidrofobni rep kolistina interferira s vanjskim dvoslojem i dodatno destabilizira vanjsku membranu (3).
Kolistin zatim prolazi kroz vanjsku membranu putem samousmjerenog unosa i ulazi u periplazmu (4).
Prije nego Sto ga Lpt sustav (crveno obojan) transportira natrag prema vanjskoj membrani, veZe se na
LPS u citoplazmatskoj membrani (5), Sto dovodi do poremecaja citoplazmatske membrane, curenja
citoplazmatskog sadrzaja i mogucih posljedi¢nih reakcija poput proizvodnje reaktivnih kisikovih radikala i

lize stanice (6).

Ostecenje citoplazmatske membrane posredovano polimiksinom dovoljno je veliko da omogudi
ulazak fluorescentne boje propidijeva jodida (Sabnis i sur. 2021) i izlazak malih molekula poput kalijevih
iona, aminokiselina, uracila i proteina kao Sto je beta-galaktozidaza (Dixon i Chopra 1986). Doduse, nije
poznato da li se navedene molekule oslobadaju zbog pocetne interakcije kolistina s LPS-om ili zbog
kasnije lize s obzirom da nije jasan mehanizam kako interakcija polimiksina s LPS-om u citoplazmatskoj

membrani dovodi do povecdanja propusnosti membrane i do posljedicne smrti bakterije. Premda



narusavanje integriteta membrane polimiksinom moZe uzrokovati lizu bakterijske stanice, liza stanice

nije nuzna za bakterijsku smrt (Sabnis i sur. 2021).

Postupno ostecenje vanjske i citoplazmatske membrane je najraSireniji model mehanizma
djelovanja polimiksina, a osim navedenog modela, predlozeni su i drugi. Jedan alternativni model je
yvezikul-vezikul kontaktni put” (engl. vesicle-vesicle contact pathway) u kojem se polimiksini prisutni u
unutarnjem dvosloju vanjske membrane vezu na anionske fosfolipide u citoplazmatskoj membrani i tako
stvaraju stabilne interakcije koje uzrokuju brze izmjene fosfolipida izmedu dva dvosloja i strukturne
promjene u membranama Sto dovodi do osmotske neravnoteZe i konacno do liticke smrti stanice.
Medutim, ovo ostaje pretpostavljen model jer mu nedostaju eksperimentalni dokazi izvan istraZivanja sa
sintetickim membranskim vezikulama te isto tako u ovom modelu nije jasno kako bi se kontakt s
membranom mogao dogoditi u bakterijskim stanicama s obzirom na prisutnost stani¢ne stijenke (Cajal i
sur. 1996; Kaye i sur. 2016). Sampson i suradnici (2012) predstavili su drugi alternativni mehanizam
djelovanja kolistina koji pokazuje kako polimiksini induciraju brzu smrt stanice pomocu proizvodnje

reaktivnih hidroksilnih radikala.

Osim brojnih dokaza koji potvrduju da polimiksini uzrokuju oSte¢enje membrane (Khadka i sur.
2018), predloZeni su i dodatni mehanizmi koji doprinose bakterijskoj smrti. Naime, utvrdeno je da
kolistin i drugi polimiksini izravno inhibiraju enzimsku aktivnost respiratornog enzima NDH-2 u
bakterijama Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i A. baumannii, medutim koncentracije antibiotika
potrebne za 50% inhibiciju NDH-2 su vise od 50 puta veée od tipicnog MIC-a te je to joS potrebno
ispitati. Takoder, moguce je da oSteéenje citoplazmatske membrane neizravno utjece na respiratorni

kompleks, sto moze dovesti do sinergisticke inhibitorne aktivnosti (Deris i sur. 2014).

4. 3. Uporaba kolistina

Kolistin je dostupan za lijeCenje infekcija uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama od 1959.
godine (Ross i sur. 1959), ali je zbog njegove neuro- i nefrotoksi¢nosti njegova uporaba u ljudskoj
medicini od 1970. do 2000. bila zamijenjena manje toksi¢nim tvarima (Biswas i sur. 2012). S druge strane,
kolistin se ve¢ dugo koristi u veterinarskoj medicini kao faktor rasta, profilaksa i lijek za lijeCenje stoke

tako da Zivotinje doprinose Sirenju kolistin-rezistentnih sojeva (Poirel i sur. 2017).
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Na temelju sve vece pojave rezistentnih bakterija te opéih karakteristika kolistina poput njegove
aktivnosti, klinicke uporabe, toksi¢nosti, farmakokinetickih svojstava i kombinirane terapije s drugim
antibioticima, kolistin se ubraja u antibiotike zadnje linije obrane protiv viSestruko rezistentnih Gram-
negativnih patogena (Biswas i sur. 2012) te se smatra jedinim aktivnim antibiotikom nakon Sto se B-
laktamski, aminoglikozidni i kvinolonski antibiotici pokazu neuspjesnim za MDR Gram-negativne bakterije
kao Sto su Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii i K. pneumoniae (Li i sur. 2005). lako je kolistin
ucinkovit kada se uzima sam, ¢esto se pacijentima daje u kombinaciji s drugim antibioticima (Biswas i sur
2012). Na primjer, Conrad i Galanos (1989) pokazali su sinergisticko djelovanje hidrofilnih antibiotika,
poput rifampicina, karbapenema, glikopeptida i tetraciklina, s kolistinom zbog njegovog narusavanja

integriteta membrane bakterijske stanice.

Antibiotski spektar kolistina je dosta uzak i uglavnom se koristi za lijeCenje infekcija uzrokovanih
Gram-negativnim bakterijama kao Sto su Enterobacteriaceae (Li i sur. 2006b), P. aeruginosa i A.
baumannii (Catchpole i sur. 1997). Takoder je aktivan protiv bakterija Haemophilus influenzae, E. coli,
Salmonella spp., Shigella spp., Klebsiella spp., Legionella pneumophila, Aeromonas spp., Citrobacter spp. i
Bordetella pertussis, dok bakterije roda Campylobacter variraju u osjetljivosti na kolistin (Biswas i sur.

2012).

S druge strane, Gram-pozitivne i anaerobne bakterije te mikoplazme nisu pokazale nikakvu
reakciju na polimiksine (Poriel i sur. 2017), a neke od bakterijskih vrsta prirodno rezistentnih na kolistin
jesu Neisseria spp., Providencia spp. Moraxella catarrhalis, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis, Serratia
marcescens, Morganella morganii, Edwardsiella tarda, Chromobacterium i Brucella spp. kao i izolati

povezani s cisticnom fibrozom Inquilinus, Pandoraea i Burkholderia spp. (Biswas i sur. 2012).

5. Mehanizmi rezistencije Acinetobacter baumannii na kolistin

5. 1. Op¢i mehanizmi rezistencije u Acinetobacter baumannii

Mehanizmi bakterijske obrane od antibiotika mogu se podijeliti u tri kategorije koje su vidljive na
Slici 3. Prvo, rezistencija se moZe posti¢i promjenom propusnosti vanjske membrane ili ubrzanim
izbacivanjem antibiotika iz stanice pomocu efluks pumpi jer se tako antibiotiku onemogudéava pristup

cilinom mjestu. Drugo, genskom mutacijom ili posttranslacijskom modifikacijom ciljnog mjesta, dolazi do
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promjene u molekularnoj strukturi, Sto onemogucuje vezanje antibiotika na njegovo mjesto vezanja i
trecCe, bakterijske stanice mogu pomocu svojih enzima maodificirati antibiotike (naj¢es¢e adenilacijom,
acetilacijom ili fosforilacijom) i tako ih inaktivirati. Kombinacijom nekoliko mehanizama postize se

rezistencija na viSe vrsta antibiotika (MDR) (Blair i sur. 2015).

Bakterije roda Acinetobacter mogu se brzo adaptirati na okoliSne uvjete i postati rezistentne na
Sirok spektar antibiotika zbog svoje impresivne genetske plasti¢nosti koja omogucuje brze genetske
mutacije, preuredivanja i ugradnju mobilnih genetskih elemenata. Dodatno, A. baumannii moze formirati
biofilmove i tako produljiti svoj opstanak na medicinskim uredajima poput respiratora na odjelima

intenzivne njege (Pakharukova i sur. 2018).
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Slika 3: Mehanizmi antibiotske rezistencije u Acinetobacter baumannii (Kyriakidis i sur. 2021).

Antibiotska rezistencija postize se trima glavnim mehanizmima: kontrolom transporta antibiotika kroz
membrane (redukcijom propusnosti porina ili pove¢anjem efluksa), modifikacijom ciljnih mjesta vezanja
antibiotika i enzimskom inaktivacijom antibiotika. A = aminoglikozidi; B = B-laktami; C = kloramfenikol; F
= fosfomicin; L = linkozamidi; M = makrolidi; MATE =, multidrug and toxic compound extrusion”; MFS =
»major facilitator superfamily”; O = oksazolidinoni; P = polimiksini; PBP = penicilin vezajuci proteini (engl.
penicilin binding protein); Q = fluorokinoloni; R = rimfamicini; RND = ,resistance-nodulation-division”; S =

diaminopirimidini i sulfonamidi; SMR = ,,small multidrug resistance family”; T = tetraciklini.
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5. 2. Mehanizmi rezistencije na kolistin u Acinetobacter baumannii

Mehanizmi rezistencije na kolistin u A. baumannii ukljucuju gene koji se nalaze na bakterijskom
kromosomu i gene koji se nalaze na plazmidu, a dva glavna mehanizma odgovorna za bakterijsku
rezistentnost na kolistin jesu modifikacija LPS-a i potpuni gubitak LPS-a, ciljne mete kolistina (Velkov i sur.

2010).

5. 2. 1. Rezistencija na kolistin posredovana kromosomskim genima

Budu¢i da je vanjska membrana Gram-negativnhe A. baumannii mjesto djelovanja kolistina,
molekularne promjene vanjske membrane mogu smanijiti osjetljivost i baktericidni ucinak kolistina na
bakterijske stanicu (Moffatt i sur. 2010). Mehanizmi rezistencije na kolistin u A. baumannii posredovani
mutacijama i/ili promjenom ekspresije gena na bakterijskom kromosomu ukljuéuju (1) promjenu ciljnog
mjesta kolistina na lipopolisaharidima modifikacijom lipida A LPS-a dodavanjem fosfoetanolamina; (2)
potpuni gubitak lipopolisaharida uzrokovan mutacijama u genima ukljucenih u sintezu lipida A i LPS-a; (3)
promjenu propusnosti i asimetrije vanjske membrane; (4) promjene u metabolizmu osmoprotektivnih
aminokiselina; (5) pojacani efluks; (6) i otpustanje vezikula u izvanstanicni okoli$ (Lima i sur. 2018; Hood i

sur. 2013; Lin i sur. 2017; Parkisur. 2021).

5. 2. 1. 1. Modifikacija lipida A lipopolisaharida

Modifikacija lipida A lipopolisaharida pomocu genskih produkata pmrCAB operona, modulatora
povrsinskog naboja vanjske membrane, smatra se najéeS¢om genskom modifikacijom u A. baumannii
rezistentnim na polimiksine (Jeannot i sur. 2017). PmrCAB operon u A. baumannii kodira za
dvokomponentni regulatorni sustav PmrAB (geni pmrA i pmrB) koji kontrolira ekspresiju pmrC gena za
fosfoetanolamin transferazu (Arroyo i sur. 2011). Dodatak fosfoetanolaminske skupine na mjesto 4'-
fosfatne skupine hepta-aciliranog oblika lipida A pomocu fosfoetanolamin transferaze, rezultira
uklanjanjem negativnih naboja lipida A $to sniZava afinitet LPS-a prema polimiksinima i smanjuje njihovo
elektrostatsko vezanje. Mutacije u dvokomponentnom sustavu PmrAB induciraju prekomjernu ekspresiju

pmrC gena, a posljedica toga je prekomjerno dodavanje fosfoetanolamina lipidu A ¢ime se smanjuje
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njegov pozitivni naboj i afinitet prema kolistinu, a formira se manje negativan sloj lipopolisaharida sto

smanjuje osjetljivost bakterije na pozitivno nabijeni kolistin (Park i sur. 2011).

Najéesée mutacije u klini¢kim kolistin-rezistentnim izolatima uocene su u pmrB genu, ali su isto
tako zamijeéene mutacije u genima pmrA i pmrC (Arroyo i sur. 2011). Modifikacija lipida A, mutacijom u
dvokomponentnom sustavu PmrAB, ima relativno nizak bioloski troSak, posebno s obzirom na virulenciju
bakterije A. baumannii. Osim toga, kolistin-rezistentan pmrB mutant i divlji tip A. baumannii pokazali su
jednaku osjetljivost na amikacin, piperacilin/tazobaktam, ciprofloksacin, azitromicin, cefepim,

gentamicin, minociklin, tigeciklin, ampicilin i teikoplanin (Wand i sur. 2015).

Sun i suradnici (2020) pokazali su da mutacije u miagA genu, koji kodira za posttranskripcijski
regulator i RNA modifikacijski enzim tRNA dimetilalil difosfat transferazu, djeluju sinergistic¢ki s
mutacijama u pmrA stvarajuci vrlo rezistentne fenotipove na kolistin unato¢ minimalnom povecanju MIC-
a kolistina. MiaA isto tako utjece na rast i virulenciju stanica. U istraZivanju Marceau i suradnika (2004)
delecija miaA gena u Yersinia pseudotuberculosis uzrokovala je smanjenu ekspresiju phoP gena koji
kodira za dvokomponentni sustav PhoPQ bitan za modifikaciju lipida A. Inace, povecana regulacija PhoPQ
sustava povecava modifikaciju lipida A, odnosno rezistenciju na kolistin. Buduéi da dvokomponentni
sustav PhoPQ nije prisutan u A. baumannii, Sun i suradnici predlazu da bi neki drugi za sada nepoznati

gen(i), regulirani s miaA, mogao (mogli) pridonijeti u bakterijskoj rezistenciji na kolistin.

Gerson i suradnici (2019) pronasli su mutacije u pmrC genu, paraloge eptA genu (eptA-1 i eptA-2)
iz E. coli koji kodira za fosfoetanolamin transferazu, povezane s poveéanom ekspresijom i rezistencijom
na kolistin, a u nekim klinickim izolatima A. baumannii rezistenciji na kolistin doprinijela je insercija
ISAbal sekvence koja je aktivirala susjedni eptA gen (Trebosc i sur. 2019). Nadalje, Deveson i suradnici
(2018) otkrili su da je u hns genu, koji kodira za transkripciji regulator iz H-NS porodice, doslo do insercije
ISAba125 sekvence $to je uzrokovalo inaktivaciju hns gena, promjenu ekspresije vise od 150 gena,

uklju€ujuci eptA, te kolistin-rezistentan fenotip.

Dvokomponentni sustav PmrAB moZe dovesti do rezistencije na polimiksine povecanjem
transkripcije NaxD deacetilaze s obzirom da je naxD reguliran transkripcijskim faktorom PmrA. NaxD
deacitilira acetil-glukozaminsku kiselinu ¢ime nastaje glukozaminska skupina koja se veze na fosfatnu
skupinu lipida A i na taj na¢in mijenja lokalni naboj vanjske membrane $to smanjuje afinitet vezanja

kolistina (Chin i sur. 2015).
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5. 2. 1. 2. Potpuni gubitak lipopolisaharida

Rezistencija na polimiksine u A. baumanii takoder je povezana s potpunim gubitkom
lipopolisaharida zbog inaktivacije gena koji kodiraju za aciltransferaze bitne u biosintezi lipida A — IpxA,
IpxC i IpxD. Bududi da se tako gubi ciljno mjesto vezanja kolistina, ne dolazi do njegove interakcije s LPS-
om $to dovodi do vrlo visokih vrijednosti MIC-a kolistina (Moffatt i sur. 2010). Potpuni gubitak LPS-a
moze biti posljedica inaktivacije bilo kojeg od gena lpxA, IpxC i IpxD, a mogu se inaktivirati spontanim
mutacijama ili umetanjem prijenosnih elementa kao $to su ISAbal (Hua i sur. 2017), ISX03 i ISAba11, koji
mogu biti svojstveni genomu A. baumannii ili genomu drugih vrsta (Hua i sur. 2017; Moffatt i sur. 2011).
NajceSce spontane mutacije koje inaktiviraju IpxA, IpxC i IpxD gene jesu delecije, tockaste mutacije i
insercije. U klinickim izolatima u LpxC i LpxD najc¢eSée su uocene supstitucijske mutacije (Lean i sur.
2014), a u LpxA se istiCu insercije (pozicija 732) i delecije (pozicija 776) koje mijenjaju veli¢inu primarnih

sekvenci proteina, ¢ineci ih enzimski neaktivnim i nesposobnim za sintezu lipida A (Selasi i sur. 2015).

Suprotno mutacijama u dvokomponentnom regulatornom sustavu PmrAB, gubitak LPS-a ima
visoku biolosku cijenu tako da mali broj kolistin-rezistentnih izolata s /Jox mutacijama zapravo prezivljava,
$to ogranicava sirenje takvih bakterija u klinickim sredinama. Beceiro i suradnici (2014) pokazali su da je
brzina rasta mutanata tijekom eksponencijalne faze znatno niza u odnosu na divlji tip A. baumannii, a u
istrazivanju Mu i suradnika (2016) sojevi s induciranom rezistencijom na kolistin imali su manju biomasu
na kraju 16 h rasta u Mueller-Hintonovom bujonu. Nadalje, bakterijskim stanicama takoder se smanjila
sposobnost prianjanja i stvaranja biofilma (Dafopoulou i sur. 2015) te vijabilnost (Beceiro i sur. 2014;
Wand i sur. 2015), a gubitak LPS-a povecao je osjetljivost A. baumannii na druge antibiotike kao Sto su
teikoplanin, cefepim, azitromicin, amikacin, gentamicin, piperacilin/tazobaktam, meropenem,
ciprofloksacin, rifampicin i vankomicin, kojima se MIC znatno smanjio (Moffatt i sur. 2010; Wand i sur.

2015; Garcia-Quintanilla i sur. 2015).

5. 2. 1. 3. Promjene propusnosti i asimetrije vanjske membrane

Gen IpsB kodira za glikoziltransferazu odgovornu za sintezu strukturnog prstena LPS-a koji je
povezan s manjom fluidnos$¢u i ve¢om osmotskom rezistencijom vanjske membrane (Kabanov i
Prokhorenko 2010) te tako doprinosi zastiti A. baumannii od kationskih antimikrobnih peptida (Luke i

sur. 2010). Na taj nacin mutacije, koje uzrokuju prekomjernu ekspresiju IpsB gena, doprinose vecoj
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antibiotskoj rezistenciji i virulenciji A. baumannii, a gubitak funkcije LpsB destabilizira vanjsku membranu
i povecava osjetljivost A. baumannii na kolistin i druge kationske antimikrobne peptide (Hood i sur.
2013). Lean i suradnici (2014) su u osam kolistin-rezistentnih klini¢kih izolata pronasli supstitucijsku
mutaciju histidina u tirozin na poziciji 181 u LpsB-u, dok su Dafopoulou i suradnici (2015) otkrili da je
prerano dodavanje stop kodona u IpsB takoder povezano s visokom rezistencijom na kolistin kao i sa

smanjenom sposobnos¢éu stvaranja biofilma.

LptD protein iz Lpt sustava odgovoran je inserciju lipopolisaharida u vanjsku membranu.
Eksperimentalno uklanjanje LptD-a, odnosno LPS translokaze, dovodi do umjerene rezistencije na
kolistin, niske virulencije i poveéane osjetljivosti na nepolimiksinske antibiotike. Akumulacija dijelova LPS-
a u bakterijskoj stanici AlptD sojeva poremecuje stabilnost membrane i posljedi¢no smanjuje vijabilnost

A. baumannii (Bojkovic i sur. 2015).

Kod bakterije A. baumannii, ATP-vezujuéi transportni sustav Vps/ Vacl sudjeluje u odrzavanju
lipidne asimetrije vanjske membrane tako Sto osigurava liposaharidima polozaj na vanjskoj strani, a
fosfolipidima na unutarnjoj (Malinverni i Silhavy 2009). Nhu i sur. (2016) pokazali su da je jedna mutacija
u Vac] lipoproteinu na vanjskoj membrani (R166N) uzrokovala vrlo rezistentan fenotip na kolistin Sto
ukazuje da gubitak asimetrije vanjske membrane isto tako utjeCe na smanjenu osjetljivost na kolistin.
Budu¢i da je Vacl) bitan za virulenciju kod drugih Gram-negativnih bakterija te je odgovoran za
rezistentna svojstva kod nekih bakterija na pojedine antibiotike, moguce je da ima posebnu ulogu u

vijabilnosti A. baumannii, stoga se mutacija u vac/ genu mora jos posebno istraZiti (Lima i sur. 2018).

PIdA fofolipaza zaduZena je za uklanjanje fosfolipida iz vanjskog sloja vanjske membrane, a kako
bi zadrzala asimetriju stanice, njezina je aktivnost povecana u bakterijskim stanicama s destabiliziranom
membranom. Takoder, cink ovisna peptidaza A (ZndP), koja je kodirana uzvodno od pl/dA, ima kljucnu
ulogu u doradi vanjske membrane tako da se pretpostavlja da p/dA i zndP imaju ulogu prilikom stjecanja
rezistencije na kolistin (Nhu i sur. 2016). U istom istrazivanju, sekvencioniranjem cijelog genoma kolistin-
rezistentnog izolata A. baumannii, pronadene su mutacije u pheS, koji kodira za alfa podjedinicu
fenilalanin-tRNA ligaze, i u konzerviranom hipotetskom proteinu, za koje se takoder smatra da su

pridonijeli kolistinskoj rezistenciji.

Biotin je vazan kofaktor u metabolizmu lipida bududi da je acetil-CoA karboksilaza aktivha samo
kada se veZe na biotin. Naime, acetil-CoA karboksilaza katalizira reakciju pretvorbe acetil-CoA u malonil-
CoA, sto je korak koji ograni¢ava brzinu sinteze masnih kiselina, te tako biotin doprinosi sintezi LPS-a

ovisno o njegovoj dozi (Whitfield i Trent 2014). Vise koncentracije biotina uzrokuju povecéanu proizvodnju
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lipida A pa na taj nacin povecdavaju osjetljivost na kolistin. S druge strane, uklanjanjem gena koji kodiraju
za ovaj kofaktor, smanjuje se osjetljivost A. baumannii na kolistin (Hood i sur. 2013). Hood i suradnici
(2013) u svojem su istrazivanju pokazali da se delecijom A1S 0807 lokusa, koji sadrZi gene odgovorne za
sintezu biotina, znacajno smanjuje osjetljivost A. baumannii na kolistin i da se delecije u IpsB genu za

glikoziltransferazu, koja je takoder uklju¢ena u sintezu biotina, povezuju s rezistencijom na kolistin.

Nadalje, Mu i suradnici (2016) pronasli su mutacije u jo$ Cetiri gena, A1S_1983, hepA, A1S 3026 i
rsfS, za koje su pretpostavili da bi mogli imati ulogu prilikom stjecanja rezistencije na kolistin u A.
baumannii. Gen A1S 1983 kodira za membranski eksportni protein te njegova mutacija utjeCe na
integritet membrane, dok ostali geni kodiraju za proteine koji pomazu pri bakterijskoj prilagodbi na
okolis, proizvodnji egzopolisaharida i formiranju biofilma. HepA (A1S_2462) je ATP-ovisna helikaza koja
kao transkripcijski regulator aktivira transkripciju u uvjetima stresa. A1S 3026 kodira za protein iz
porodice ribonukleaza T2, a mutacija u tom genu ograni¢ava mobilnost A. baumannii i njezinu
sposobnost za kolonizaciju neZive povrsine (Jacobs i sur. 2014). RsfS (A1S_0570) je ribosomski faktor
utiSavanja koji pomaze A. baumannii pri prilagodbi na spore uvjete rasta (Hauser i sur. 2012). Svakako se

uloga ovih gena u razvoju bakterijske rezistencije na kolistin jos treba dodatno istraziti i potvrditi.

5. 2. 1. 4. Promjene u metabolizmu osmoprotektivnih aminokiselina

Kolistin i drugi polimiksini negativno utjeCu na stabilnost bakterijske membrane i membransku
propusnost te naposlijetku ¢esto dovode stanicu do osmotske lize (Oh i sur. 1998). Kako bi se bakterijska
stanica brze oporavila od osmotskog stresa, ona u svojem genomu sadrzi gene Ciji su produkti ukljuceni u
procese koji ju stite tijekom takvog stanja (lokusi u A. baumannii: A1S 3185, A1S 1142, A1S 1143,
A1S 2793, A1S 2454, A1S 2023, A1S 2024, A1S 3035). Tako su neke aminokiseline poput prolina,
glicina i aspartata neophodne za odrZavanje osmotske ravnoteZe otopljenih tvari u prokariotskim
stanicama. One sudjeluju kao neutralni osmoliti te mogu djelovati i zastitnicki sprjecavajuci pogresno

smatanje proteina (Yancey 2005).
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Bakterijska stanica izloZzena kolistinu dozZivljava osmotsku neravnotezu i stres koji se mogu
ublaziti sintezom osmolita i ekspresijom proteaza. Iz tog razloga kvantitativne razlike ovih aminokiselina
utjecu na bakterijsku osjetljivost na spojeve, poput polimiksina, koji induciraju takvo stanje. Na taj nacin,
povecanje sinteze ili smanjenje katabolizma osmoprotektivnih aminokiselina ¢ini bakterijske stanice
manje osjetljivima na lizu izazvanu kolistinom jer suprotno, kada se ti sustavi inaktiviraju, A. baumannii je
osjetljivija na kolistin. Metabolicki putevi povezani s osmoprotektivnim aminokiselinama u A. baumaniii

prikazani su na Slici 4 (Hood i sur. 2013).
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Slika 4 Metabolicki putevi povezani s osmoprotektivnim aminokiselinama u Acinetobacter baumannii

(Hood i sur. 2013).

Obojani pravokutnici ukazuju na enzime/transportere C¢iji su geni/operoni poremeceni insercijom
transpozona rezultirajuéi kolistin-osjetljivim mutantima; pravokutnici s isprekidanim obrubom
oznacavaju direktno poremecene gene transpozonskom insercijom te neposredno poremecéene nizvodne
gene u slucaju unutargenske intercije; pravokutnici s istom bojom prikazuju gene iz istog operona; a
zvjezdice ukazuju na gene iz operona koji se nalaze uzvodno od insercijskog mjesta transpozona. Crveno

su oznacena imena osmoprotektivnih aminokiselina.
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5. 2. 1. 5. Efluks pumpe

Efluks pumpe omogucuju izbacivanje antimikrobnih sredstava i drugih toksic¢nih tvari (npr. boje i
deterdZente) iz stanice te ulazak drugih molekula u stanicu kroz polupropusnu vanjsku membranu
(Hooper 2005). Aktivni transport efluks pumpi nije primarni mehanizam bakterijske obrane od antibiotika
jer ne ostvaruje visoku rezistenciju na antibiotike, ve¢ pojacani efluks antibiotika smanjuje njihovo
nakupljanje unutar bakterijske stanice i tako poveéava minimalnu inhibitornu koncentraciju antibiotika
$to omogucava bakterijama bolju rezistenciju u kombinaciji s ostalim mehanizmima. Osim toga, efluks
pumpe u MDR bakterija imaju ulogu u bakterijskoj patogenosti te im pomazu pri prezivljavanju u njihovoj
ekoloskoj nisi (Piddock 2006). Medutim, koje su to¢no uloge efluks sustava u rezistenciji A. baumannii na
kolistin, kako ti sustavi djeluju i koji su njihovi ucinci, jesu pitanja na koje jos treba odgovoriti kako bi se

dobila cijela slika rezistentnih mehanizama na kolistin u A. baumannii (Lin i sur. 2017).

Efluks pumpe Gram-negativnih bakterija pokrivaju cijelu dvomembransku ovojnicu, a opéenito se
sastoje od tri komponente: transportera na unutarnjoj membrani, periplazmatskih proteina i kanala na

vanjskoj membrani (Tikhonova i sur. 2009).

Cetiri kategorije efluks pumpi povezane su s antibiotskom rezistencijom u A. baumannii, a to su
pumpe iz porodica RND (engl. resistance - nodulation — (cell) division), MF (engl. major facilitator), MATE
(engl. multidrug and toxic compound extrusion) i SMR (engl. small multidrug resistance) (Coyne i sur.

2011).

Najbolje opisana efluks pumpa u A. baumannii je AdeABC (engl. Acinetobacter drug efflux),
kodirana adeABC operonom, koja pripada RND porodici, ¢ija je povecana ekspresija Cesto uocena
prilikom izloZenosti polimiksinima (Magnet i sur. 2001). Osim AdeABC, i druge pumpe iz RND porodice
efluks pumpi, poput AdeDE (Chau i sur. 2004), AdeFGH (Coyne i sur. 2010) i AdellK (Damier-Piolle i sur.
2008), doprinose rezistenciji MDR sojeva A. baumannii koje su kodirane redom s adeDE, adeFGH i
adeFGH operonima. U istrazivanju Machada i suradnika (2018) prilikom izlaganja A. baumannii kolistinu
doslo je do prekomjerne ekspresije gena adeB, adeG, adel, craA, amvA, abeM i abeS, koji kodiraju za
efluks pumpe. Iz toga proizlazi da aktivnost efluks pumpi doprinosi heterorezistentnosti na kolistin u
klinickom izolatu MDR A. baumannii. U istom istraZivanju proucavao se sinergisticki odnos inhibitora
efluks pumpi i osjetljivosti bakterije na kolistin te je pokazano da se koristenjem inhibitora efluks pumpi
mozZe smanijiti rezistentnost A. baumannii na kolistin, makar nije uocen izravan odnos ucinka inhibitora

na vrijednost MIC-a kolistina i ekspresije gena za efluks pumpe. Ovi rezultati upuéuju da bi se takvi
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inhibitori mogli koristiti kao adjuvansi u lije¢enju kolistin-rezistentnih klinickih izolata A. baumannii (Ni i

sur. 2016).

Paul i suradnici (2019) pokazali su da se prekomjerno eksprimirana RND efluks pumpa MexAB-
OprM povezuje se s nedostatkom osjetljivosti na veéinu antibiotika, sto ukljuc¢uje ¢ak i kolistin kada je

jako eksprimirana.

Efluks pumpa iz MF porodice ErmAB doprinijela je MDR rezistenciji u nekoliko
Enterobacteriaceae. Sojevi E. coli, koji imaju plazmid s emrA i emrB genima, pokazali su poveéanu
rezistenciju na antimikrobne deterdzente (Lomovskaya i Lewis 1992). Postoji mogucnost da je ovaj sustav
ukljucen u rezistenciji na kolistin bududi da kolistin ima amfipatska svojstva te se ponasa sli¢no
drugim bioloskim deterdZentima. Genomskom analizom A. baumannii otkrivena je prisutnost emrA-like
(lokus A1S_1773) i emrB-like (lokus A1S_1772) gena koji kodiraju za ErmAB efluks pumpu. Uklanjanjem
emrB-like sekvence povedala se osjetljivost A. baumannii na kolistin te je gubitak emrAB povezan s
loSijim preZivljavanjem bakterije. S druge strane, u sojevima A. baumannii u kojima je laboratorijski
izazvana rezistencija na kolistin, uoCena je povecana ekspresija emrB-like gena. Danas se EmrAB
transporter povezuje s prilagodbom na osmotski stres i s rezistencijom na kolistin u A. baumannii (Lin i

sur. 2017).

Takoder je gubitak i smanjenje OmpW porina prijavljen kao moguci mehanizam rezistencije na

kolistin kod mutanta A. baumannii (Lee i sur. 2011).

Kod Pseudomonas putida gen ttg2C kodira za efluks pumpu, ABC transporter, ukljuéenu u
toleranciji na toluen (Roma-Rodrigues i sur. 2010). U radu Nhu i suradnika (2016) supstitucija asparagina
s metioninom na poziciji 104 u Ttg2C uzrokovala je visoku rezistenciju na kolistin u A. baumannii u kojoj
je rezistencija na kolistin izazvana in vitro. Iz tog proizlazi da ttg2C potencijalno moze kodirati druge
transportere i promovirati efluks polimiksina, no potrebno je jos$ istraZiti jesu li polimiksini uistinu

supstrati tog efluks sustava.

5. 2. 1. 6. Otpustanje vezikula u izvanstanicni okolis

Polimiksin B i kolistin (polimiksin E) dijele slicnu primarnu sekvencu s jedinom razlikom na poziciji
6 u kojoj je D-Phe u polimiksinu B zamijenjen s D-Leu u kolistinu. Zbog slicne kemijske strukture

mehanizmi rezistencije na polimiksin B isti su kao za kolistin (Kwa i sur. 2007).
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Osim promjena u stani¢noj membrani, postoje dokazi da bakterije mogu preZivjeti izloZzenost
polimiksinu B otpuStanjem izvanstani¢nih vezikula. Proizvodnja vezikula povezana je s raznim fizioloskim
funkcijama kao Sto su medustani¢na komunikacija, rezistencija na antibiotike, stvaranje biofilma te
izluCivanje faktora virulencije (Florez i sur. 2017). Takve vezikule u izvanstanicnom okoliSu mogu smanijiti
ucinkovitost antibiotika i drugih baktericidnih sredstava, Sto predstavlja ozbiljnu prijetnju prilikom
lijeCenja bakterijskih infekcija (Koeppen i sur. 2016). Gram-negativne bakterije u svoj okolis oslobadaju
vezikule promjera 20-400 nm koje se sastoje od fosfolipida, proteina vanjske membrane, LPS-a ili
lipooligosaharida, periplazmatskih proteina i komponenata stanicne stijenke, ali se joS ne zna tocan

mehanizam pakiranja citosolnih molekula u same vezikule (Roier i sur. 2016).

Park i sur. (2021) pokazali su da je povecanje regulacije pmr operona i smanjenje proteina u
vanjskoj membrani (OmpA, OmpW i BamE) povezano s prekomjernom proizvodnjom izvanstanicnih
vezikula koja onda potice pojacano stvaranje biofilma. Smatra se da otpusteni vezikuli A. baumannii sluze
kao mamci koji hvataju pozitivno nabijene molekule polimiksina B u izvanstanicnom okolisu, Sto
onemogucdava vezanje polimiksina B na ciljno mjesto Stite¢i membrane bakterijskih stanica. Oslobodeni
vezikuli A. baumannii takoder su pokazali zastitni ucinak protiv polimiksina B i na druge vrste unutar
bakterijske zajednice. Medutim, cijeli mehanizam obrane A. baumannii od polimiksina B putem vezikula

jos nije u potpunosti poznat i ne postoji istrazivanje koje bi moglo potvrditi ovaj mehanizam za kolistin.

5. 2. 2. Rezistencija na kolistin posredovana plazmidnim genima

Izvorno su se svi geni odgovorni za rezistenciju A. baumannii na kolistin nalazili na bakterijskom
kromosomu $to je ogranicavalo njihovu brzu distribuciju i diseminaciju (Moffatt i sur. 2010). Onda je
2015. godine iz E. coli zZivotinjskog, ljudskog i okoliSnog podrijetla u Kini identificiran plazmidni gen
nazvan mcr-1 (engl. mobile colistin resistance — mcr) (Liu i sur. 2016). Do danas je identificirano 10
varijanti mcr gena, od mcr-1 do mcr-10, u gotovo svim uobicajenim patogenima izoliranih iz razli¢itih

izvora, ukljucujudi hranu, Zivotinje, farme, ljude i okolis (voda i tlo) (Hadjadj i sur 2017).

Svi su mcr geni homologni i kodiraju za fosfoetanolamin transferazu te na slican nacin
omogucavaju bakterijama rezistenciju na kolistin (Jeannot i sur. 2017). Strukturno gledajuci, N-
terminalna regija enzima, kodirana s mcr, umece se u unutarnju membranu, dok se njegova C-terminalna
domena nastavlja u periplazmatski prostor. To omogucuje dodavanje fosfoetanolamina, nastalog

cijepanjem fosfatidiletanolamina, na lipid A LPS-a vanjske membrane Gram-negativnih bakterija, Sto
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uzrokuje pad ukupnog negativnog naboja LPS-a i porast bakterijske rezistencije na kolistin (Poirel i sur.

2017).

Znacajno je da se plazmidi s mcr genima horizontalnim prijenosom mogu Siriti izmedu istih i
razli¢itih bakterijskih vrsta i rodova koje nastanjuju Zivotinje, ljude i okolis (Anyanwu i sur. 2020). Ovi
kolistin-rezistentni geni veé¢ su pronadeni u raznim bakterijskim vrstama poput Escherichia coli te
rodovima Klebsiella, Aeromonas, Citrobacter, Proteus, Salmonella, Enterobacter, Acinetobacter,
Pseudomonas i Raulotella (Sun i sur. 2018). Raznolikost plazmida s mcr genima opisana je u
Enterobacteriaceae na razli¢itim kontinentima Sto pokazuje veliki potencijal za Sirenje ovog gena (Hood i

sur. 2013).

Do sada su u A. baumannii izolirani plazmidi s mcr-1 (Hameed i sur. 2019) i mcr-4.3 genima (Ma i
sur. 2019), te su Al-Kadmy i suradnici (2020) izolirali plazmide i s mcr-2 te mcr-3 genima, ali je upitna
ispravnost tih nalaza. Svakako, zbog brze diseminacije horizontalnim prijenosom, pitanje je vremena
kada ce se i drugi mcr uociti u ovoj bakterijskoj vrsti, stoga je potrebna kontrola Sirenja mcr gena kako bi
se polimiksini i dalje mogli koristiti za lijeCenje infekcija uzrokovanih s MDR A. baumannii (Jeannot i sur.

2017).

Geni mcr predstavljaju veliku opasnost globalnom javnom zdravlju bududi da su prisutni u
cijelome svijetu, da imaju Sirok spektar domacina te da se nalaze na plazmidu pa se horizontalnim
prijenosom mogu brzo Siriti medu patogenim bakterijama i na taj nacin uciniti kolistin, antibiotik

posljednje linije obrane, terapijski neupotrebljivim (Hadjadj i sur. 2017)

5. 3. Mehanizmi rezistencije na kolistin u Acinetobacter baumannii izdvojenih iz
otpadnih voda

5. 3. 1. Mehanizmi rezistencije sli¢ni onima u klinickih izolata

Opcenito se mali broj studija bavi prou¢avanjem mehanizama rezistencije na kolistin u izolatima

A. baumannii iz otpadnih voda.

U svojem istraZivanju Jovcic i suradnici (2020) proucavali su mehanizme rezistencije na kolistin u
sedam PDR izolata A. baumannii izdvojenih iz aktivnog mulja i efluenta iz postrojenja za procis¢avanje

otpadnih voda u Zagrebu u koja ulaze netretirane bolni¢ke otpadne vode. Proucavali su ekspresiju gena
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povezanih s kolistinskom rezistencijom: gene koji kodiraju za dvokomponentni sustav PmrAB (pmrA i
pmrB), gen za fosfoetanolamin transferazu EptA (eptA, homologni gen pmrC) i gene koji sudjeluju u
biosintezi lipopolisaharida (/pxA, IpxC i IpxD). Najées¢e mutacijske promjene povezane s rezistencijom na
kolistin otkrivene su u proteinu PmrB. Pronadene su mutacije u regiji za histidin kinazu u PmrB (R263S i
L267W) za koje se smatra da imaju ulogu u rezistenciji na kolistin, budu¢i da su opisane u mnogo
prethodnih istrazivanja (Nhu i sur. 2016), za razliku od detektirane supstitucije glutamina u prolin na
poziciji 309 u PmrB koja je prvi put uocena u okoliSnom izolatu. Analizom genoma takoder su uocene
varijacije nukleotida koje su uzrokovale promjene aminokiselina u LpxC (N286D), LpxD (E117K) i EptA
(F166L, 1228V, R348K, A370S i K531T) (Jovcic i sur. 2020). Transkripcijska analiza gena u svim izolatima
pokazala je povisenu ekspresiju eptA mRNA Sto potencijalno upucuje da eptA ima glavnu ulogu u
rezistenciji na kolistin putem modifikacije lipida A (Gerson i sur. 2019). Osim toga, u svim se izolatima
smanjila ekspresija gena bitnih za biosintezu LPS-a, IpxA i IpxD, sto se smatra dodatnim mehanizmom
rezistencije na kolistin (Cafiso i sur. 2019). Ekspresija pmrAB se u izolatima s mutacijom R263S u PmrB
povecala, a u izolatima s mutacijama L267W i Q309P u PmrB se smanjila usporedujuci s ekspresijom u

izolatima osjetljivim na kolistin.

Khedher i suradnici (2020) napravili su masivnu bioinformaticku analizu bakterijskih genoma
izoliranih iz razlic¢itih okoli$a, ukljucujuéi i vodene okoliSe poput voda sa Zivotinjskih farmi, efluenta iz
postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda u Kini, juznoj Africi, Italiji i Njemackoj, rijeka, jezera i mora,
povrsinskih urbanih voda, bolnickih otpadnih voda u Kini, bunarskih voda u ruralnim dijelovima Kine i
voda iz akvakultura u Kini. U svojem istraZivanju pronasli su da je vodeni okoli$ glavni rezervoar mcr gena
i da gotovo svi opisani mcr geni (od mcr-1 do mcr-9) potjecu od bakterija iz okolisa, posebice iz voda.
Zakljucili su da sveprisutnost mcr gena u bakterijama izoliranih iz voda vjerojatno sugerira drugu ulogu
ovih enzima buduci da je malo vjerojatno da je kolistin u vodenom okolisu jedini uzrok rasirenosti mcr
gena. Khedher i suradnici (2020) pretpostavljaju da modifikacija LPS-a produktima mcr gena,
fosfoetanolamin transferazama, ima ulogu u obrambenom mehanizmu bakterija od bakteriofaga u
vodenom okolisu i takoder od kationskih antimikrobnih peptida (cAMP-a) kojeg luce kraljeznjaci i

beskraljeznjaci, ali navedenu hipotezu svakako treba dodatno istraziti.

Hembach i suradnici (2017) izolirali su mcr-1 gen iz neprociséene vode nakon mehanicke
separacije u sedam postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda u Njemackoj u koja ulaze ruralne i urbane
otpadne vode ukljucujuéi one s farmi, iz bolnica, kuéanstava i industrija. Isto tako izolirali su mcr-1 gen iz

procis¢ene vode iz istih postojenja Sto upucuje da ti geni nisu bili eliminirani prilikom procis¢avanja, a
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putem povrsinskih i podzemnih voda ti se geni mogu dalje rasprostraniti po poljoprivrednim podrucjima i

akvakulturama.

Khedher i suradnici (2020) identificirali su mcr gene u Acinetobacter spp., ali kao ni Jovcic i
suradnici (2020) i Hembach i suradnici (2017) nisu pronasli mcr gene u izolata bakterije A. baumannii
izdvojenih iz voda. Medutim, zbog sveprisutnosti mcr gena i A. baumannii u vodenom okolisu,
nedovoljno prociséenih otpadnih voda te povoljnih uvjeta za horizontalan prijenos u otpadnim vodama,
pitanje je vremena kada ¢e kolistin-osjetljivi izolati A. baumannii iz vodenih okolisa steéi te gene i postati

rezistentni na kolistin.

5. 3. 2. Unakrsna rezistencija

Jovcic i suradnici (2020) su u svojem istraZivanju izolirali kolistin rezistentne A. baumannii iz
aktivnog mulja i prociséene vode iz postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda u Zagrebu u koja ulaze
netretirane bolnicke otpadne vode, iako u pacijenata zagrebackih bolnica nisu pronadeni kolistin
rezistentni izolati. To upucuje da se rezistencija na kolistin razvila u otpadnim vodama pod utjecajem
drugih onecis¢ivaca (Verlicchi 2018). Naime, u otpadnim vodama prisutne su pozitivno nabijene
molekule, kao Sto je i kolistin, koje takoder mogu izazvati promjene bakterijskih lipopolisaharida, sto
uzrokuje fenotip rezistentan na kolistin. Bududi da su kationski surfaktanti cesti u sastavu deterdzenata,
omeksivaca, regeneratora za kosu i dezinficijensa, vjeruje se da bi oni mogli biti odgovorni za razvoj

unakrsne rezistencije na kolistin, ali ta se hipoteza jos treba potvrditi (Ivankovic i Hrenovic 2010).
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6. Zakljucak

A. baumannii uzrokuje bolnicke infekcije koje predstavljaju globalni problem zbog rezistencije
ove bakterije na vecinu antibiotika i posljedi¢no visoke stope smrtnosti. Rezistencija A. baumannii na
Sirok spektar antibiotika oZivjela je klinicki interes za kolistin kao antibiotik zadnje linije obrane.
Medutim, ve¢ su prijavljeni rezistentni sojevi i na ovaj antibiotik. Buduci da se A. baumannii prilagodava
razli¢itim okoliSima, njezina je prisutnost zabiljezena i u otpadnim vodama koje omogucéuju bakterijama
dobre uvjete za horizontalni prijenos gena izmedu bakterija istih i razli¢itih vrsta, Sto naposlijetku
olakSava Sirenje gena antibiotske rezistencije i poveéava udio bakterija rezistentnih na antibiotike u
cijelom ekosustavu. lako postoje istrazivanja o mehanizmima rezistencije na kolistin u klinickih izolata A.
baumannii, postoji manjak informacija o mehanizmima u izolata iz otpadnih voda. U A. baumannii iz
otpadnih voda pronadene su mutacije koje su karakteristicne za klinicke izolate rezistentne na kolistin, a
to su mutacije u pmrCAB operonu i u IpxA, IpxC i IpxD genima koje redom uzrokuju modifikaciju
lipopolisaharida, odnosno potpuni gubitak lipopolisaharida vanjske membrane. Osim mehanizama
rezistencije posredovanih kromosomskim genima, u vodenom okoliSu pronadeni su plazmidni mcr geni
koji nose rezistenciju na kolistin. lako nisu detektirani u A. baumannii, njihova raSirenost u drugim
Acinetobacter sp. i bakterijskim vrstama u vodenom okoliSu cini vodeni okolis rezervoarom tih gena.
Zbog velike prisutnosti mcr gena u vodenom okoliSu, pretpostavlja se da rezistencija na kolistin nije
glavna uloga tih gena, veé¢ da imaju ulogu u obrani bakterija od bakteriofaga u vodenom okoliSu i od
kationskih antimikrobnih peptida kraljeZnjaka i beskraljeZnjaka. Takoder, u bolnickim otpadnim vodama
pronadeni su kolistin rezistentni izolati premda nisu uoceni u pripadaju¢im bolnicama, pa se smatra da su
bakterije razvile rezistentnost u otpadnim vodama pod utjecajem drugih pozitivho nabijenih onecis¢ivaca
iz okolisa, odnosno da je doSlo do razvoja unakrsne rezistencije na kolistin. S obzirom da vodeni okoli$
predstavlja optimalne uvjete za horizontalni prijenos gena, rezistencija na kolistin se preko mcr gena lako
moze prosiriti ekosustavom ¢ime se povedava stopa rezistencije. Na taj se nacin gubi terapijski ucinak
predstavlja prijetnju javnom zdravlju. Iz tog je razloga bitno ograniciti uporabu kolistina te prosiriti znanje
o mehanizmima rezistencije na kolistin u izolata iz otpadnih voda kako bi se preveniralo i nadziralo
nastajanje i Sirenje takvih izolata na globalnoj razini te razumjela njihova sudbina medu ljudima,
Zivotinjama i okoliSem. Isto tako, detaljnije razumijevanje mehanizama rezistencije moZe pomocdi u
poboljsanju strategija prilikom lijeCenja u buduénosti kako bi se smanjio razvoj bakterijske rezistencije na

kolistin, a sve u svrhu produljenja vijeka trajanja kolistina kao antibiotika zadnje linije obrane.
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