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Sazetak

Diplomskog rada studenta Marina Mrse, naslova

PRIMJENA BAKTERIOCINA BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE U LIJECENJU HUMANIH
URINARNIH INFEKCLJA

Unutar infektivnih humanih bolesti, urinarna infekcija danas je postala globalni problem. Sama
pojava urinarnih infekcija ¢esSca je kod Zena i kod osoba s povecanim rizikom od neuspjesSnog
lijeCenje (dijabetes, trudnoca, itd.), a ucestalost nastanka urinarnih infekcija povezana je s
godinama. Najées¢i uzroc€nici urinarnih infekcija su uropatogena Escherichia coli (UPEC),
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
spp., Staphylococcus aureus i Candida spp. Bakteriocini bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) su
heterogena skupina bioaktivnih antimikrobnih proteina koji imaju inhibitorno djelovanje
prema mnogim mikrobnim vrstama i ne stvaraju rezistentnost. Stoga je u podrucju medicine
proizasao veliki interes za bakteriocinima koji veé imaju Siroku primjenu u prehrambenoj
industriji kao konzervansi. Interes za bakteriocine BMK u podruéju medicine proizasao je iz
alarmantnog porasta rezistentnosti patogenih bakterija na vecinu danas poznatih antibiotika
te njihovih Stetnih ucinaka na ljudski organizam. Porast otpornosti bakterija na antibiotike
umanjuje ucinkovitost same terapije pri lije¢enje urinarnih infekcija stoga je potrebno pronadi
alternativnhu zamjenu antibioticima. Usprkos Sirokoj primjeni bakteriocina BMK u
prehrambenoj industriji, radi rigoroznih zakonskih propisa njihova je primjena u medicini
uglavnom ogranicena.

Klju¢ne rijeci: urinarne infekcije, uropatogeni, antibiotici, bakterije mlijecne kiseline,

bakteriocini



Summary

Of the master’s thesis — student Marin Mrsa, entitled

APPLICATION OF LACTIC ACID BACTERIA BACTERIOCINS IN THE URINARY TRACT
INFECTIONS TREATMENT

Within infectious human diseases, urinary tract infections have become a global problem
nowadays. Occurrence of urinary tract infections itself is more common in women and
persons with higher risk of treatment failure (diabetes, pregnancy, etc.). Frequency of urinary
tract infections is related to age. Most common pathogens of urinary tract are uropathogenic
Escherichia coli (UPEC), Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus i Candida spp. Lactic acid bacteria (LAB)
bacteriocins are heterogeneous group of bioactive antimicrobial proteins that have inhibitory
activity against many microbial species and do not cause resistance. Therefore, in the field of
medicine there has been great interest in bacteriocins which are already widely used in the
food industry as preservatives. The interest in LAB bacteriocins in the field of medicine
stemmed from the alarming increase in the resistance of pathogenic bacteria to most of the
antibiotics known today and their harmful effects on the human body. The increase in
bacterial resistance to antibiotics reduces the effectiveness of the therapy itself in the
treatment of urinary tract infections, therefore it is necessary to find an alternative to
antibiotics. Despite the widespread use of LAB bacteriocins in the food industry, due to

rigorous legislation, their use in medicine is generally limited.

Keywords: urinary infections, uropathogens, antibiotics, lactic acid bacteria, bacteriocins



1.

Uvod

Infekcije urinarnog trakta jedne su od najcescih infekcija koje pogadaju otprilike
150 milijuna ljudi u svijetu godisnje, a 40-50% Zena u svome Zivotu najmanje jednom
dozive infekciju urinarnog trakta. O uéestalosti pojave urinarnih infekcija govori i podatak
o godisnjim troskovima lije¢enja i odsutnosti s posla zbog bolovanja u USA iznose ¢ak 3,5
milijarde americkih dolara (Flores-Mireles 2015.).

Urinarne infekcije nastaju ulaskom mikroorganizama u urinarni trakt preko uretre
te njihovom kolonizacijom u bilo kojem dijelu urinarnog trakta. Glavni uzro¢nik koji
zauzima 65-75% slucajeva urinarnih infekcija je uropatogena Escherichia coli (UPEC).
Nekomplicirane urinarne infekcije tretiraju se kratkom antibiotskom terapijom dok je kod
kompliciranih urinarnih infekcija potrebna duZza i intenzivnija antibiotska terapija
Medutim, u danasnje vrijeme problem predstavlja sve vec¢a otpornost bakterija na
najcesce korisStene antibiotike Sto otezava uspjesnost pri lijeCenju (Qiao i sur., 2013.). Sve
veca rezistentnost na antibiotike dovela je do potrebe za novim rjeSenjima u borbi protiv
uropatogena

Zbog svojih karakteristicnih svojstava upravo bi bakteriocini mogli zamijeniti
antibiotike u lije¢enju urinarnih infekcija. Bakteriocini se definiraju kao antimikrobni
peptidi sintetizirani u ribosomima vedéine bakterijskih vrsta a tradicionalno se koriste kao
konzervansi u prehrambenoj industriji. Bakteriocini djeluju bakteriostatski ili baktericidno
najéesce na srodne bakterijske vrste ili sojeve iste vrste pri éemu izazivaju stani¢nu smrt
(Preciado i sur., 2016.). Djelotvorni su u niskim koncentracijama. Nemaju okus, boju, miris,
djeluju u Sirokom pH rasponu i otporni su na visoke temperature. Osjetljivi su na
proteoliticke enzime, medutim razgradnja je spora. S obzirom da se zbog svojih svojstava
bakteriocini ne zadrzavaju dugo u organizmu, bakterije ne razvijaju otpornost. Interes za
bakteriocinima bakterija mlijecne kiseline proizasao je iz ¢injenice da se BMK koriste u
prehrambenoj industriji te se ve¢ godinama istrazuju i dobro su poznate njihove osobine.
Pri tome poistovjecivanje bakteriocina s antibioticima nije ispravno zbog zakonskih
regulativa koje ne dopustaju koriStenje antibiotika u prehrambenoj industriji (Balciunas i

sur., 2013.).



1.1. Cilj rada
Cilj ovog rada je komparativno i kriti¢ki objediniti dosadasnje rezultate istraZivanja

ucinka bakteriocina bakterija mlijecne kiseline u lije¢enju humanih urinarnih infekcija.



2. Pregled dosadasnjih istrazivanja

2.1. Urinarne infekcije

Urinarne infekcije zauzimaju drugo mjesto iza respiratornih infekcija kao najéeséi oblik
infekcija kod izvanbolni¢ke populacije bolesnika (Cavallo i Tenke, 2012.). Uz to, urinarne
infekcije zauzimaju prvo mjesto kao najceséi oblik infekcija povezanih sa zdravstvenom skrbi
(Bratusa, 2014.). U Hrvatskoj je prema podatcima Hrvatskog zdravstveno-statistickog ljetopisa
za period od 2016. do 2018. godine utvrdeno da od svih dijagnosticiranih slucajeva upale
mokraénog mjehura njih 55% nalazi se u dobnoj skupini izmedu 20. i 64. godine Zivota.

Opcenito, urinarnom infekcijom naziva se svaka infekcija bilo kojeg dijela urinarnog
trakta. Upale urinarnog trakta nastaju kada mikroorganizmi preko mokracne cijevi dodu do
mokraénog mjehura i po€nu se razmnozavati. Ucestalo i bolno mokrenje, suprapubicki pritisak
te iznenadna potreba za mokrenjem najcesc¢i su simptomi urinarnih infekcija (Foxman, 2013.).

Prema mjestu nastanka urinarne infekcije moZzemo podijeliti na:

U Uretritis — odnosi se na infekciju uretre
. Cistitis — odnosi se na infekciju mokraénog mjehura
J Pijelonefritis — odnosi se na infekciju bubrega (Johnson i Stamm, 1989.)

Flores-Mireles i sur. (2015.) dijele urinarne infekcije na upale donjeg urinarnog trakta — cistitis
i na upale gornjeg urinarnog trakta — pijelonefritis.

Urinarne infekcije ovisne su o spolu i dobi te je njihova pojavnost ucestalija kod Zena
nego kod muskaraca, odnosno u muskaraca u dobi od 15 — 45 godina te u Zena starijih od 75

godina kako je prikazuje slika 2.1. (Sussman, 2015.).
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Slika 2.1. Ucestalost nastanka urinarnih infekcija u ovisnosti o godinama i spolu

(Izvor: prilagodeno prema Sussman, 2015.)

Tijekom Zivota, 20% Zena ima problem s pojavom urinarnih infekcija, a 3% Zena ima urinarne
infekcije vise od jednom godiSnje (Anonymous , 1986.). Prema Locke (2018.) 53% Zena i 14%
muskaraca tijekom svog Zivota ima barem jedan od oblika urinarne infekcije. Pri tome, osobe
koje su preboljele urinarne infekcije imaju vece Sanse za ponovno oboljenje u usporedbi s
osobama koje nikada nisu imale niti jedan oblik urinarne infekcije. Istrazivanjem lkaheimo i
sur. (1996.) na 179 odraslih Zena u dobi od 17-82 godine tijekom perioda od godinu dana
nakon pojave prve urinarne infekcije, utvrdeno je da se kod 44% Zena urinarna infekcija

ponovno pojavila u periodu od godinu dana nakon prve infekcije (Slika 2.2.).
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Slika 2.2. Ponavljajuée urinarne infekcije u razdoblju od godinu dana

(Izvor: prilagodeno prema lkdheimo i sur., 1996)

2.2. Patofiziologija urinarnih infekcija

Urinarni trakt vazan je organski sustav ¢ovjeka koji stvara, sakuplja i izbacuje urin iz
tijela te tako vrsi regulaciju vode i elektrolita u organizmu. Urinarni trakt ¢ine bubrezi koji
filtriraju metabolicke otpadne tvari te uklanjaju visak vode i soli iz organizma. Iz svakog
bubrega mokracovod odvodi urin u mokraéni mjehur u kojem se urin skladisti te se preko
mokraéne cijevi (uretre) izlucuje iz organizma (Song i Abraham, 2008.). Urinarni trakt sam je
po sebi sterilan i zasticen od patogenih organizama funkcijama mokrenja i imunosnim
sustavom. Louis Pasteur prvi je utvrdio kako je urin odlican medij za rast i razmnozavanje
bakterija. Kemijske i fizikalne osobine urina poput prisustva glukoze i aminokiselina, pH
vrijednost i osmolalnost odnosno koncentracija otopljenih tvari u mokraci, imaju pozitivan
ucinak na rast i razmnozavanje bakterija (Asscher i sur., 1966.). Ipak, pojedine tvari u urinu
imaju inhibitorno djelovanje na bakterije, a to su urea i organske kiseline sadrzane u urinu
(Kaye, 1968.). Bakterije u mokracni sustav prodiru na tri nacina, a to su hematogeni, limfogeni
i ascendentni (uzlazni) put (Johnson i Stamm, 1989.). Hematogeni put je prodiranje bakterija
u urinarni trakt putem krvi, a javlja se kod imunokompromitiranih osoba. Ulazak bakterija
limfogenim putem moZze se dogoditi pri povisenom tlaku mokra¢nog mjehura kada bakterije
ulaze u bubrege (Mihaljevi¢, 1994.). Ulazak bakterija ascendentnim putem najcesdéi je kada se

radi o urinarnim infekcijama (Slika 2.3.).
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Slika 2.3. Patogeneza infekcije urinarnog trakta.

(Izvor: prilagodeno prema Flores-Mireles i sur., 2015.)

Zene imaju 14 puta vedi rizik od ascendentnog ulaska bakterija od mugkaraca zbog krace uretre
koja je usko povezana s perianalnom regijom. Uretra je kod muskaraca duza, a sekret prostate
ima baktericidno djelovanje (Johnson i Stamm 1989.). Kraéa uretra kod Zena moZe dovesti do
turbulentnog i retrogradnog kretanja urina (Hinman, 1996.). Normalni urinarni trakt ima
glatku mukoznu stijenku koja se osim mjehura ispire kontinuiranim protokom urina.
Nedvojbeno je da se prekid laminarnog i prelazak u turbulentno gibanje urina povezuje s
pojavom urinarne infekcije (Slika 2.4.). Mjesta na kojima je glatka povrsina urinarnog trakta
naruSena, a gibanje urina turbulentno predstavljaju odgovaraju¢u sredinu za rast i
razmnozavanje mikroorganizama. Ulaskom, bakterije prvo koloniziraju mokraénu cijev, zatim
mokraéni mjehur posljediéno razli¢itim mehanickim podrazajima i manipulacijama. Kod
normalnog protoka urina do urinarnih infekcija nece dodi. Narusenom dinamikom kretanja
urina gdje dolazi do sporijeg protoka i izlu€ivanja urina stvaraju se uvjeti za nastanak urinarne

infekcije (Begovac i sur., 2006.). Jednom kada se na takvom mjestu koloniziraju



mikroorganizmi oni predstavljaju inokulum za cijeli ekosistem urinarnog trakta. lzmedu
mokrenja, urin se zadrZzava u mjehuru te predstavlja medij gdje mikroorganizmi rastu i

razmnozavaju se Sto ustvari predstavlja pocCetak urinarne infekcije (Sussman, 2015.).
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Slika 2.4. Laminarno i turbulento gibanje mokraée
(Izvor: prilagodeno prema: https://esfsciencenew.wordpress.com/2012/10/26/turbulent-

flow-and-viscosity/ - Pristup 15.06.2020)

Nastanak urinarne infekcije ovisi i o samoj bakteriji odnosno o njenoj sposobnosti
vezanja, pokretljivosti i hemolize. Isto tako bitan faktor je i sam broj bakterija, veci broj
uzroc€nika u urinarnom traktu nosi vecu vjerojatnost nastanka infekcije (Orlovi¢, 2017.).

Prema Locku (2018.) faktori nastanka urinarnih infekcija jesu Zivotna dob i navike
povezane uz dob. Zene mlade Zivotne dobi koje su seksualno aktivne, imaju novog partnera
unazad godinu dana, koriste prezervative, spermicide, dijafragmuiili su imale urinarne infekcije
u mladoj Zivotnoj dobi imaju veci rizik od urinarnih infekcija (Handley i sur., 2002.). Uéestalost
spolnog odnosa takoder je vazan ¢imbenik koji utjeCe na pojavu urinarnih infekcija. Uska
odjeca, koristenje tampona i odabir sapuna pokazali su se kao ¢imbenici koji ne utjecu na
pojavu urinarnih infekcija (Scholes i sur., 2000.). Uz navedeno, Adatto i sur. (1979.) navode
kako odgadanje mokrenja kod mladih Zena ima znacajan utjecaj na poveéanje rizika od

urinarnih infekcija. Takoder, i fizioloSke promjene za vrijeme trudnoce povezane su sa



povecanim brojem slucajeva urinarnih infekcija (Locke, 2018.). Visoki rizik za ponavljajué¢im
urinarnim infekcijama imaju Zene:

e u postmenopauzi koje boluju od dijabetesa

e koje su imale urinarne infekcije u predmenopauzi

e koje boluju od urinarne inkontinencije i nemoguénosti potpunog praznjenja mjehura

(Razisur., 2000.; Hu i sur., 2004.).

Rizi¢ni faktori za pojavu urinarnih infekcija za sve dobne skupine, a neovisno o spolu, su strana
tijela poput bubreznog kamenca i katetera kao i povijest urinarnih infekcija u obitelji (Locke,
2018.). Rizi¢ni faktori kod muskaraca su partnerica s urinarnom infekcijom, neobrezanost i

hipertrofija prostate (Hooton i Stamm, 1997.).

2.3. Uzrocnici infekcija urinarnog trakta

Infekcije urinarnog trakta uzrokuju Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije i neke
gljivice (Foxman, 2014.). S obzirom na stupanj patogenosti, uzrocnici urinarnih infekcija dijele
se na primarne i sekundarne uropatogene. Primarni uropatogeni predstavljaju one
mikroorganizme koji samostalno kod anatomski i funkcionalno normalnog urinarnog trakta
mogu izazvati infekcije urinarnog trakta (Finger, 2004.). U primarne patogene od Gram-
negativnih bakterija ubrajaju se Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, a od
Gram-pozitivnih Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis (Koves i Wullt, 2016.).
Predstavnici sekundarnih uropatogena kod Gram-negativnih bakterija su: Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Providencia stuartii, Citrobacter spp., Enterobacter cloacae,
a od Gram-pozitivnih Staphylococcus aureus i gljivice Candida spp. (Kéves i Wullt, 2016.).

Najcées¢i uzrocnik vezan za nekomplicirane i komplicirane urinarne infekcije je
uropatogena bakterija Escherichia coli (UPEC). Uzroc¢nici nekompliciranih urinarnih infekcija
nakon UPEC po zastupljenosti su: Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus,
Enterococcus faecalis, grupa B Streptococcus (GBS), Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus i Candida spp. (Ronald 2002., Klinke i sur., 2011.). Uzroc€nici
kompliciranih urinarnih infekcija nakon UPEC uklju¢uju bakterije: Enterococcus spp., K.
pneumoniae, Candida spp., S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa i GBS (Levison i Kaye, 2013.).

Zastupljenost uzrocnika urinarnih infekcija prikazana je na slici 2.5.
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Slika 2.5. Zastupljenost uzroc¢nika urinarnih infekcija

(Izvor: prilagodeno prema Flores-Mireles i sur., 2015.)

Corynebacterium urealyticum vazan je uropatogen povezan s bolnicama odnosno s
kateterizacijom u bolnicama. S. saprophyticus uzrokuje urinarne infekcije kod Zena koje su
seksualno aktivne te je odgovoran za 5-15% akutnog cistitisa u SAD. Koagulaza pozitivni
stafilokoki mogu dospjeti u bubrege hematogenim putem iizazvati bubrezne apscese. Gljivice,
posebno Candida spp. mogu izazvati urinarne infekcije kod pacijenata s uvedenim kateterom
koji primaju antibiotsku terapiju (Lee i Pharm, 2018.). Staphylococcus aureus najcesce
hematogenim putem dolazi do bubrega i uzrokuje intrarenalni ili perinefriticki apsces (Sobel i
Kaye, 2000.). Proteus mirabilis proizvodi velike koli¢ine enzima ureaze koja hidrolizira ureu na
amonijak i hidroksil ion. Poveéana koncentracija hidroksil iona dovodi do povecanja pH-
vrijednosti urina na 7 uslijed ¢ega dolazi do precipitacije fosfata, karbonata i magnezija i
stvaranja bubreznog kamenca (Miano, 2007.). Zastupljenost odredenih patogena povezanih
sa izvanbolni¢kom i bolnickom urinarnom infekcijom prikazana je u tablici 2.2. (Wilson i sur.,

2004.).



Tablica 2.2. Zastupljenost uropatogena kod izvanbolnickih i bolni¢kih urinarnih infekcija

Izvanbolnicka Bolnicka
Uropatogen populacija populacija
Zastupljenost (%) Zastupljenost (%)
Escherichia coli 53-72 17,5-56,7
Koagulaza negativni stafilokoki 2-7,5 2,1-12,5
Klebsiella spp. 6-12 6,2-15
Proteus spp. 4-6 3,8-8,2
Enterobacter spp. 0,6-5,8 0,9-6,5
Morganella morganii 3,1-4,4 4,7-6,0
Citrobacter spp. 0,1 0,2-0,3
Enterococcus spp. 1,7-12 6,5-15,8
Staphylococcus aureus 2 1,6-3,5
Staphylococcus saprophyticus 0,2-2 0,4
Pseudomonas spp. 0,1-4 1,3-11
Candida spp. - 9,4-15,8
Ostale 3-8 1,8-26,3

(1zvor: Wilson i sur., 2004.)

2.4. Faktori virulencije uropatogena

Faktori virulencije (Tablica 2.3.) odnose se na svojstva koja omogucavaju rast i
razmnozavanje mikroorganizama na ili unutar specificnog domacina. Isto tako pospjesuju
sposobnost izazivanja bolesti (Relman i sur., 2009.). Faktori virulencije uropatogene E. coli
omogucuju joj otpornost na imunosni sustav domacina, kao i moguénost inhibiranja imunog
odgovora domacina Sto omogucava rast i razmnozavanje te posljedicno tome i osteéenje tkiva.
Faktori virulencije kodirani su na odredenim genskim klasterima unutar DNA gdje djeluju
kolektivno ili se mogu aktivirati odnosno deaktivirati tijekom infekcije (Hacker i sur., 1990.,

Johnson 1991.).
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Tablica 2.3. Faktori virulencije glavnih uropatogena

Uropatogen Faktor virulencije
Adherencija Toksini Obrana od Siderofori
imuniteta
F1C pili HIyA HIyA Aerobaktin
P pili CNF1 Kapsularni Enterobaktin
Escherichia
S pili antigeni Salmokelin
coli
Pili tipa 1 CNF1 Yersiniabaktin
Dr adhezini Yersiniabactin
Klebsiella Pili tipa 1 Kapsula Aerobaktin
pneumoniae Pili tipa 3 Enterobaktin
MR/P pili HpmA Kapsula Proteobaktin
NAFs Pta Yersiniabaktin
Proteus
PMFs
mirabilis
AipA adhezin
Taap ahezin
Izvanstani¢ni DNA Kapsula Piocelin
Egzopolisaharidi Elastaza Pioverdin
Pseudomonas
ExoS
aeruginosa
Fosfolipaze
Ramnolipidi
Epb pili Epa
Enterococcus
Ace adhezin
faecalis
Esp adhezin
Enterococcus | Ebp pili
faecium Esp adhezin

(lzvor: Flores-Mireles i sur., 2015.)
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2.4.1. Adherencija

Adherencija je klju¢an faktor virulencije zbog kojeg nastaju urinarne infekcije. Stanicni
organeli pili koji se nalaze na stani¢noj stjenci omoguduju bakterijama sposobnost adherencije
te posljedicno tome kolonizacije i migracije u urinarnom traktu. Kompatibilnost izmedu
domacdina i patogena u mjehuru odreduje uspjeSnost kolonizacije ili eliminacije patogena
(Flores-Mireles, 2015.). Bakterijski adhezini (slika 2.6.) prepoznaju receptore koji se nalaze na
epitelnim stanicama mjehura i posreduju kolonizaciji (Vranes, 1994.). RazmnoZavanjem i
izbjegavanjem imunoloSkog sustava uropatogeni se mogu naknadno dospjeti u bubrege te
preko adhezina se ponovno vezati za epitelne stanice bubrega i proizvoditi bakterijske toksine
(Flores-Mireles 2015.). Uropatogeni mogu proéi kroz tubularni epitel bubrega i zavrsiti u
krvotoku gdje uzrokuju bakterijemije. Izolati iz fekalija, vrste izolirane kod asimptomatske
bakteriurije i pijelonefritisa razlikuju se po sposobnosti vezanja za epitelne stanice urinarnog

trakta Sto pokazuje kako je adherencija bitan faktor virulencije (Kéves i Wullt, 2016.).

E ol & e
l

o ,/’*“»\\ — ? membrana
) epitelne
o ] __ epi
receptor — { stanice
) j | b—e

Slika 1.6. Mehanizam djelovanja adhezije uropatogena na epitelne stanice

(lzvor: Vranes, 1994.)

P pili i pili tipa 1 (slika 2.7.) najvazniji su pili kada se govori o adherenciji uropatogena, a
pogotovo kada se radi o Escherichia coli. Uropatogeni su karakterizirani kao organizmi sa
velikim brojem pila i moguénoséu sintetiziranja vise razliCitih pila ukljucujuci P pile i pile tipa 1
(Koves i Wullt, 2016.). Ostali faktori adherencije osim P pila i pila tipa 1 slabo su prouceni te
nisu se pokazali kao znacajni pokazatelji virulencije uropatogena (Koves i Wullt, 2016.). P pili
kodirani su od strane pap genetskog klastera, a adhezin PapG nalazi se na vrhu pila te
posreduje povezivanje za epitelne stanice urinarnog trakta. PapG na vrhu povezuje se s
globozidnim receptorima popracéeno aktivacijom imunog sustava domacina (Wright, 2006.). P

pili pokazali su snaznu vezu sa akutnim tijekom urinarnih infekcija posebice sa pijelonefritisom
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(P = pijelonefiritogeni). Trec¢ina sojeva koje uzrokuju cistitis sintetiziraju P pile (Koves i Wullt,

2016.).

Adhezin
Pili tipa 1 (Fim) ~ F17 (Ucl) pili Fim (Fm) pili P (Pap) pili
o-D-manoza O'g“kanl N.aceﬁlgalaktozamin Globozidi
(mjehur) (Probavni  (miehur, bubrez) (bubrezi)
sustav)

FmlC

PapD

Vanjska membrana

Periplazma

Slika 2.7. Vrste i grada pila uropatogena

(Izvor: prilagodeno prema Klein i Hultgren, 2020.)

Pili tipa 1 kodirani su od strane FIM genskog klastera i izrazeni su na vecini izolata E. coli bez
obzira na izvor. Adhezin FimH nalazi se na vrhu i nema specificnog receptora ali se veZe na
manozne epitope i a3B1 transmembranski receptor koji se nalaze na povrsini epitelnih stanica
urinarnog trakta (Rosen i sur., 2008.). Eksperimentalne studije pokazale su kako povezivanje
pila tipa 1 za epitelne stanice urinarnog trakta prati formiranje unutarstanicnih bakterijskih
zajednica (biofilm) koje mogu izazvati rekurentne upale (Wright i sur., 2007.).

Klebsiella pneumoniae kao i E. coli koristi pile tipa 1 za formiranje biofilma i kolonizaciju
mjehura (Flores-Mireles i sur., 2015.). lako su adhezini FimH visoko homologni sa FimH E.coli

imaju razlicite specifi¢nosti vezanja. Heptil manoza inhibira Klebsiella pneumoniae FimH koji
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posreduje stvaranju biofilma dok je kod E. coli FimH inhibiran od strane metil manoze
(Stahlhut, 2009.). Klebsiella pneumoniae FimH adhezin ima slabija svojstva adhezije od FimH
E. coli ali je bitan faktor virulencije tijekom kolonizacije i formiranja biofilma (Rosen i sur.,
2008.). Isto tako Klebsiella pneumoniae sintetizira pile tipa 3 koji isto sudjeluju u kolonizaciji i
formiranju biofilma (Murphy i sur., 2013.).

Proteus mirabilis sadrzi pile koji se ne veZu za manozu takozvane manoza rezistentne
pile (MR/P). MR/P pili poti¢u nastajanje biofilma, kolonizacije mjehura i bubrega (Nielubowicz
i Mobley, 2010.). Proteus mirabilis tip pila vazan je za kolonizaciju mjehura i bubrega, dok
neaglutinirajudi pili (NAFs) imaju sposobnost vezanja za epitelne stanice (Armbruster i Mobley,
2012.). Proteus mirabilis uz navedene pile sadrzi i dva autotransportna sustava, trimerni
autoaglutininski autotransporter (Taap) i autotransporter odgovoran za adheziju i invaziju
(AipA) koji imaju vaznu ulogu u infekciji mjehura i bubrega (Armbruster i Mobley, 2012.).

Enterococcus spp. kodiraju nekoliko adhezina, a to su adhezin kolagena (Ace),
povrsinski protein enterokoka (Esp), antigen polisaharida enterokoka (Epa) i pili povezani sa
endokarditisom i formiranjem biofilma. Imaju sposobnost vezanja na kateter i uzrokuju

urinarne infekcije povezane sa kateterom (Arias i Murray, 2012.).

2.4.2. Proteaze i toksini

Escherichia coli sintetizira velike koncentracije a-hemolizina (HlyA) koji se u ovisnosti o
Ca?* oligomeracijom integrira u podruéja bogata kolesterolom unutar stanice (Dhakal i Mulvey
2012.). a-hemolizin formira pore unutar epitelnih stanica i izaziva lizu stanice i dolazi do
oslobadanja Zeljeza i nutrijenata. Toksin a-hemolizin uzrokuje eksfolijaciju stanica izlazuci
dublje slojeve epitelnih stanica kolonizaciji i Sirenje Escherichia coli u druge stanice domadina
gdje ima vaznu ulogu u formiranju unutarstanicnih bakterijskih zajednica (Justice i Hunstad,
2012.). Isto tako E. coli izluCuje citotoksi¢ni nekrotizirajuc¢i faktor 1 (CNF1) koji utjece na
preinake aktina u stanici domacdina. CNF1 ulazi u endocitozne vezikule unutar stanice vezanjem
za adhezivnu molekulu bazalne stanice gdje dolazi do preinake aktina koji dovodi do boljeg
inkorporiranja bakterije (Garcia i sur., 2013.).

Proteus mirabilis proizvodi dva toksina, hemolizin (HpmA) i toksi¢ni aglutinin Proteusa
(Pta) koji sudjeluju u oStecenju tkiva i Sirenju prema bubrezima gdje uzrokuju akutni
pijelonefritis (Jacobsen i sur., 2008.) HpmA je citolizin ovisan o Ca?* koji destabilizira stanicu

domacdina ulaskom u nju preko stani¢cne membrane uzrokujuci izbacivanje Na* (Cestari i sur.,
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2013.). Citotoksi¢na proteaza aktivna je u alkalnom pH koji se postize aktivnos¢u ureaze
Proteus mirabilis (Alamuri i Mobley, 2008.). Citotoksicna proteaza djeluje tako da izazove
puknuée na stani¢noj stjenci gdje dolazi do istjecanja citosola, osmotskog stresa i razlaganja
filamenata aktina. Struktura same stanice je naruSena Sto dovodi do oSteéenja mjehura i
bubrega (Armbruster i Mobley, 2012.)

Pseudomonas aeruginosa proizvodi elastaze, egzoenzim S i hemoliti¢cku fosfolipazu C
koje su ukljuéene u nastajanje i Sirenje urinarnih infekcija te naknadnog nastajanja
pijelonefritisa (Mittal i sur., 2006.). Egzoenzim S odgovoran je za adherenciju i morfologiju
stanice (Rocha i sur., 2003.) dok elastaze uzrokuju oStecenje tkiva preko svojih proteaza ¢ime
se oslobadaju nutrijenti (ukljuCujuci Zeljezo) potrebni za rast i razmnoZavanje bakterije
(Cathcart, 2011.). Fosfolipaza C je a-toksin koji hidrolizira fosfatidilkolin iz stanicne membrane
domacdina Sto dovodi do oStecenja tkiva (Meyers, 1992.). Ekspresija navedenih faktora
virulencije regulirana je quorum sensing sustavom koji se aktivira prilikom velike gustoce
stanica od strane malih signalnih molekula koji se nazivaju autoinduktori. Kada se postigne
odredena razina autoinduktora oni se veiu za proteine aktivatore i aktiviraju faktore

virulencije (Senturk i sur., 2012.).

2.4.3. Ureaze

Nekoliko uropatogena sintetiziraju ureaze, a to su Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus te su vazne za kolonizaciju
i preZivljavanje tijekom infekcija uzrokovanih Proteus mirabilis i Staphylococcus saprophyticus
(Flores-Mireles i sur., 2015.). Ureaze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu uree na ugljikov
dioksid i amonijak Sto dovodi do poveéanja pH urina (Griffith i sur., 1976.) i proizvodnje
kalcijevih soli i struvita u urinu i na povrsini katetera (Armbruster i Mobley, 2012.). Zbog
povecane razine amonijaka u urinu on postaje toksi¢an za epitelne stanice mjehura i uzrokuje
njihovo propadanje (Coker i sur., 2000.). Ureaza P. mirablis jedna je od najbolje proucenih
ureaza povezanih s urinarnim infekcijama, radi se o metaloenzimu ovisnom o Ni* koji je
neophodan za kolonizaciju mjehura i bubrega te poti¢e razvoj kalcijevih soli (Armbruster i
Mobley, 2012.). Sintezu ureaze P. mirablis potie urea iz mokrace i konstantno se sintetizira
tijekom rasta P. mirablis u urinu, izrazito je aktivna te vrlo brzo dolazi do formiranja minerala
koji ostaju zarobljeni u polisaharidima koje proizvode bakterije tvoreéi ,,mineralni biofilm“ na

kateterima (Kosikowska i Berlicki, 2011.). Takav biofilm Stiti P. mirablis od imunog sustava
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domacdina i antibiotika (Coker i sur., 2000.). Isto tako nastali biofilm moze sprijediti odvodnju
urina iz uretre Sto rezultira moguéem nastanku pijelonefritisa i septikemije (Armbruster i

Mobley, 2012.).

2.4.4. Biofilm

Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama unutar samorazvijenog polimernog
matriksa povezanih na povrsinu. Biofilm u urinarnom traktu Stiti uropatogene od neutrofila
imunog sustava domacina. Isto tako biofilm Stiti uropatogene od antibiotika tako Sto unutar
biofilma dospijevaju nedovoljne koncentracije koje bi potpuno unistile uropatogene (Koves i
Waullt, 2016.). Formiranje biofilma ima vaznu ulogu kod prisustva stranih tijela u urinarnom
traktu poput katetera i kamenca. Bakterije unutar biofilma koloniziraju povrsinu stranih tijela
¢ak i u prisustvu antibiotika Sto pogoduje nastanku urinarnih infekcija povezanih s

kateterizacijom i ostalim stranim tijelima (Tenke i sur., 2014.).

2.4.5. Lipopolisaharid (LPS)

Lipopolisaharid je vazan dio vanjske membrane Gram-negativnih bakterija i doprinosi
samoj strukturi bakterije. Kod infekcija uzrokovanih Gram-negativnim bakterijama
lipopolisaharid je uzro¢nik upalnih procesa domacdina i glavni uzrocnik septickog Soka
uzrokovanog Gram-negativnim bakterijama (Kdves i Wullt, 2016.). Lipopolisaharid se sastoji
od tri komponente povezane kovalentnim vezama. Unutarnji disaharid s masnim kiselinama
naziva se lipid A i on je glavni endotoksin, zatim sljedi oligosaharid koji predstavlja jezgru LPS-
a i na kraju se nalazi oligosaharidni lanac zvan O antigen ili O-specifi¢ni bocni lanac (Koves i
Waullt, 2016.). Dokazano je da lipopolisaharid komunicira sa ostalim faktorima virulencije i da

Stiti bakterijsku stanicu od imunog sustava domacina (Dobrindt i sur., 2010.).

2.4.6. Siderofori

Odgovor domacina na nastanak urinarne infekcije ocituje se kao sinteza proteina koji
na sebe vezu Zeljezo kako bi ga uskratili patogenom mikroorganizmu. Posto je urinarni trakt
siromasan Zeljezom koji je potreban uropatogenima za rast u takvom okruzenju uropatogeni
su razvili sideroforni sustav za sakupljanje Zeljeza (Caza i Kronstad, 2013.). E. coli proizvodi vise

siderofora od kojih su za urinarne infekcije najvazniji aerobaktin i yersiniabaktin.
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Aerobaktin se sintetizira u velikim koli¢inama, stabilan je pri niskom pH i pokazuje vedi afinitet
prema Zeljezu od enterobaktina. Yersiniabaktin je vazan u formiranju biofilma u urinu, za
sakupljanje Zeljeza i bakra te ima zastitnu ulogu protiv lize uzrokovanu viskom bakra (Klein i

Hultgren, 2020.).

HMWP2 HMWP1
[T [ [ T T

Esc

Ybt
e O S O

YbtP-YbtQ

P. aeruginosa

Slika 2.8. Sideroforni sustav uropatogena (lzvor: Klein i Hultgren, 2020.)

Yersiniabaktin (Ybt) se povezuje s ionima Zeljeza ili bakra i odvodi ih do vanjskog
membranskog sustava (FyuA) za prihvat iona Zeljeza i bakra. Za sintezu yersiniabaktina
odgovoran je protein 2 visoke molekulske mase (HMWP2) kojeg kodira irp2 gen reguliran je
okolisSnom koncentracijom Zeljeza. HMWP2 zajedno s proteinom 1 visoke molekulske mase
(HMWP1) katalizira sintezu yersiniabaktina pri niskim koncentracijama Zeljeza. Isto tako
siderofori imaju ulogu mikrobnih antagonista gdje eschericelin (Esc) produkt u sintezi
yersiniabaktina kod E. coli ometa siderofor piocelin (Pyo) u sakupljanju Zeljeza za
Pseudomonas aeruginosa (Slika 2.8.) (Johnson, 2018.). Klebsiella pneumoniae sintetizira

enterobaktin i aerobaktin, Proteus mirabilis koristi proteobaktin, siderofor sli¢an
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yersiniabaktinu te Pseudomonas aeruginosa koristi piocelin i pioverdin (Klein i Hultgren,

2020.).
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3. Bakteriocini

Bakteriocini predstavljaju peptide ili proteine sintetizirane u ribosomima bakterijske
stanice i arheja koji kada izadu iz stanice domacina imaju bakteriostatski ili baktericidni ucinak
prema drugim srodnim ili nesrodnim mikroorganizmima (Preciado i sur., 2016.). Bakteriocini
su prvi puta otkriveni 1925. godine kada je Gratia opazio inhibiciju Escherichia coli S od strane
Escherichia coli V. Fredericq je 1946. godine utvrdio kako je inhibitorno djelovanje
bakteriocina odredeno specificnim receptorima na povrsini stanice te je tako objasnjen
limitirani spektar djelovanja prema odredenoj vrsti i soju (Gullice i sur.,, 2013.). Naziv
»bakteriocin® potjece iz 1953. godine kada je odluc¢eno definirati kolicine, peptidne inhibitore,
koje sintetizira Escherichia coli ali se danas ovaj naziv koristi za peptidne inhibitore bilo koje
vrste (Molloy i Hill, 2011.). Kod vecine bakterijskih vrsta utvrdena je velika raznolikost
sintetiziranih bakteriocina, a neke vrste sintetiziraju vise razli¢itih bakteriocina (Cintas i sur.,
2001.). U zadnjem desetljeéu porastao je interes za istraZzivanje bakeriocina posebice
bakteriocina bakterija mlije¢ne kiseline te za njihovom primjenom u prehrambenoj industriji
kao konzervans i u medicini kao zamjena za antibiotike (Cleveland i sur., 2001.; Cotter i sur.,
2013.). Bakterije ne stvaraju otpornost na bakteriocine Sto se pripisuje njihovom brzom
djelovanju pri niskim koncentracijama te laganom proteolitickom razgradnjom (Cotter i sur.,
2013). Zbog tih svojstava bakteriocini se ne zadrzavaju dugo u organizmu domacina stoga
bakterije nemaju mogucnost razviti otpornost. Bastos i sur. (2015.) navode kako je otpornost
bakterija na bakteriocine moguéa promjenom sastava staniéne membrane, dok se otpornost
na antibiotike ostvaruje inaktiviranjem aktivhe komponente. Bakteriocini su otporni na visoke
temperature te djeluju u Sirokom pH rasponu, nemaju okus, boju i miris. Bakteriocini se ¢esto
u literaturi poistovjecuju s antibioticima ili ostalim peptidima s antimikrobnim svojstvima ali
oni to nisu Sto je bitno zbog zakonskih regulativa koje ne dopustaju koristenje antibiotika u
industriji (Balciunas i sur., 2013.). Usporedujuci bakteriocine i antibiotike (Tablica 3.1.),
bakteriocini se prirodno sintetiziraju ribosomalno dok se antibiotici proizvode putem vise
enzimatskih kompleksa. Bakteriocini pokazuju uzak spektar djelovanja te djeluju na sojeve iste
vrste ili srodne vrste dok antibiotici imaju Sirok spektar djelovanja. Bakteriocini djeluju pri
nizim koncentracijama u usporedbi s antibioticima. Bakteriocini se lako razgraduju i ve¢inom
nisu toksi¢ni za eukariotske stanice dok se antibiotici ne razgraduju u toj mjeri i imaju toksicni

ucinak za vecinu eukariotskih stanica (Perez i sur., 2014.). Bakteriocini se sintetiziraju u ranom
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ili kasnom stadiju rasta bakterije, mogu ih otpustiti u okolinu ili zadrzati ektracelularno

(Preciadoii sur., 2016.). Bakteriocini bakterija mlijecne kiseline najviSe se proucavaju zbog svog

sigurnosnog statusa (GRAS) s obzirom da se bakterije mlije¢ne kiseline i njihovi metaboliti

koriste u prehrambenoj industriji (Zacharof i sur., 2012.).

Tablica 3.1. Usporedba karakteristika bakteriocina i antibiotika

Karakteristike Bakteriocini Antibiotici
Primjena Prehrana/medicina Medicina
Sinteza Ribosomalna Sekundarni metaboliti

Spektar djelovanja

Uglavnom uzak

Uglavnom Sirok

Koncentracija Nano-mikro molarni

Mikro-mili molarni raspon

raspon

Proteoliticko-enzimska razgradnja Visoka Umjerena do nepostojeéa
Termostabilnost Visoka Niska
pH raspon Sirok Uzak
Boja/okus/miris Ne Da
Sklonost bioinZinjeringu Da Ne

Stvaranje rezistentnosti

Promjene u sastavu

stanicne membrane

Inaktivacija aktivne

komponente genetskim

promjenama
Djelovanje Stvaranje pora,
Stani¢na membrana ili
inhibicija biosinteze
unutarstanic¢na aktivnost

stani¢ne stijenke

Toksi¢nost prema eukariotskim
Vedinom ne Da

stanicama

(Izvor: Perez i sur., 2014.)

3.1. Klasifikacija bakteriocina BMK

Bakteriocini se klasificiraju na temelju razlicitih kriterija poput porijekla, molekularne

mase, fizikalnih osobina, kemijske strukture i nacinu djelovanja (Gulliice i sur., 2013.). U

pocetku bakteriocini su se prema Klaenhammeru klasificirali u etiri kategorije. Prema toj
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klasifikaciji skupina 1 ili lantibiotici karakterizirani su termostabilnos¢u, niskom molekularnom
masom (<5 kDa), prisutno$cu lantionina i njegovih derivata. Najpoznatiji primjer lantibiotika
je nizin. U skupinu 2 spadaju mali termostabilni peptidi do 10 kDa bez lantionina i njegovih
derivata, a sastoji se od tri podskupine lla (pediocin i enterocin), llb (laktocin G) i llc (laktocin
B). U skupinu 3 spadaju termolabilni peptidi velike molekularne mase (>30 kDa), a predstavnik
ove skupine je helveticin J. Cetvrta skupina predstavlja velike peptide u kombinaciji s
ugljikohidratima ili lipidima (Klaenhammer, 1993.; Balciunas i sur., 2013.). Prema Cleveland i
sur. (2001.) kompleksne strukture bakterocina cetvrte skupine nedovoljno su procisceni
ostatci nastali povezivanjem bakteriocina zbog njihovog kationskog i hidrofobnog svojstva s
makromolekulama, a ne Cetvrta skupina bakteriocina. Cotter i sur. (2005.) predlazu novu
klasifikaciju u kojoj postoje samo dvije skupine, prva skupina (lantibiotici) i druga skupina
(ostali peptidi koji ne sadrze lantionin). Prema istoma autoru termolabilni peptidi visoke
molekulske mase ne svrstavaju se pod bakteriocine nego pod bakteriolizine, a ¢etvrtu skupinu
bi trebalo u potpunostiizbaciti. Tako su Drider i sur. (2006.) podijelili bakteriocine u tri skupine

(Tablica 3.2.) na osnovu genetskih i biokemijskih karakteristika.

Tablica 3.2. Podjela bakteriocina na osnovu genetikih i biokemijskih karakteristika

Klasifikacija Karakteristike Podkategorije Primjer
Skupina | Sadrze lantionin ili B- | Tip A (linearna molekula) nizin, subtilin
(Lantibiotici) lantionin epidermin
Tip B (globularna mersacidin
molekula)
Skupina ll Heterogena skupina | Podskupina lla pediocin, enterocin,

malih termostabilnih | (anitlisterijalni pediocini) sakacin

peptida Podskupina llb (sastoji se | plantaricin, laktacin F

od dva peptida)

Podskupina lic (ostali laktocin

bakterocini)

Skupina Il Veliki termolabilni helveticin J, milericin

peptidi B

(lzvor: Drider i sur., 2006.)
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Skupina lili lantibiotici mali su i termostabilni peptidi sainjeni od 19-38 aminokiselina.
Termostabilnost se pripisuje lantioninu ili B-lantioninu koji su prisutni u strukturi ovih peptida
(Balciunas i sur., 2013.). Nizin je najpoznatiji bakteriocin skupine | i najistrazivaniji, a proizvodi
ga nekoliko sojeva Lactococcus lactis subsp. lactis. Sastoji se od 34 aminokiseline i postoje dva
oblika nizina, nizin A i Z. Oba oblika imaju istu molekulsku strukturu, a razlikuju se u jednoj
amiokiselini. Postoji nova varijanta nizina, nizin U izoliran iz Streptococcus uberis sa 78%
slicnosti s nizinom A (Nes i sur., 2007.; Balciunas i sur., 2013.).

Druga skupina ¢ini veliku i raznoliku grupu anitmikrobnih peptida koji imaju jednostavniju
strukturu u usporedbi s lantibioticima upravo zbog nedostatka lantionina ili B-lantionina. To
su mali (<10 kDa) termostabilni peptidi spiralne amfifilne forme (Gulllce i sur., 2013.).
Podskupina lla sadrzi bakteriocine poput pediocina, enterocina i sakacina sa snaznom
antilisterijalnom aktivnosti. Sintetiziraju ih mnoge vrste BMK, poput Pediococcus spp.,
Leuconostoc spp., Lactobacillus spp. i E. faeacium (Cintas i sur., 2001.). SadrZze kationsku
hidrofilnu regiju i dvije molekule cisteina medusobno povezane disulfidnim mostom.
Karakterizira ih visoka homolognost aminokiselinskog slijeda (38-80%) posebno u N-
terminalnom podrucju. S druge strane C-terminalno podrucje je viSe hidrofobno i
diferencirano (Nes i sur., 2007.; Karpinski i Szkaradkiewicz, 2016.). Podskupinu llb Cine
heterodimerni bakteriocini sacinjeni od dva medusobno povezana peptida. Bakteriocini
podskupine Ilb moraju zadovoljiti tri kriterija, a to su:
e Za potpunu antimikrobnu aktivnost potrebna je aktivnost oba peptida, dok
samostalno peptidi pokazuju malu ili nikakvu aktivnost
e Jedan imuno protein je dostatan za otpornost stanice
e  Bakteriocini sadrze dvije genske sekvence strukturnih gena koji individualno

kodiraju peptide i jedan gen za imunost (Cintas i sur., 2001.; Gilllice i sur., 2013.)

Laktokokcin G prvi je otkriveni bakteriocin ove skupine i njegova antimikrobna aktivnost ovisi
o a- i B-peptidima. Plantaricin i laktacin F isto su vazni predstavnici ove skupine. lako je
prisutnost oba peptida potrebna za potpunu antimikrobnu aktivnost, Nes i sur., (2007.)
navode da se pojedinacni peptidi mogu ponasati kao zaostali antimikrobi sa skromnim
ucinkom. Takoder, bakteriocini podskupine lla mogu se izlu¢ivati opéim sekretornim sistemom
(Cintas i sur., 1997.). Podskupinu llc ¢ine bakteriocini koji imaju ciklicku strukturu zahvaljujudi

kovalentnim vezama izmedu Ci N terminalnog dijela (Balciunas i sur., 2013.). Kovalentna veza
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izmedu C i N terminalnog dijela daje ovoj skupini izrazito stabilnu strukturu (Perez i sur.,
2014.). Nes i sur. (2007.) opisuju podskupinu lic kao predstavnika bakteriocina koji se izlu¢uju
opéim sekretornim sistemom. Predstavnici, a ujedno i najistrazivaniji bakteriocini ove skupine
su AS-48, cirkularin A i reutericiklin (Balciunas i sur., 2013.).

Skupina Ill predstavlja bakteriocine visoke molekulske mase (>30 kDa) koji u usporedbi s
bakteriocinima prve i druge skupine ne podnose visoke temperature te se inaktiviraju na 60 —
100 °C/10 - 15 minuta (Cintas i sur., 1997.). Karakteristika trece skupine bakteriocina je njihova
kompleksna aktivnost i sinteza proteina koji imaju drugaciji mehanizam djelovanja od ostalih
bakteriocina gdje induciraju lizu stani¢ne stijenke ciljanog mikroorganizma. N-terminalni dio
djeluje kao endopeptidaza dok C-terminalni dio prepoznaje ciljani mikroorganizam (Balciunas
i sur.,, 2013.). Karpinski i Szkaradkiewicz (2016.) dijele ovu skupinu na bakteriolizine

(enterolizin A) i antimikrobne proteine koji ne uzrokuju lizu (helveticin J).

3.2. Mehanizam djelovanja bakteriocina
Bakteriocini mogu djelovati bakteriostatski ili baktericidno i tako izazvati stani¢nu smrt
ili produziti log fazu bakterija na koje djeluju. Trenutno su poznata cCetiri antibakterijska
mehanizma djelovanja bakteriocina (Slika 3.1.), a to su:
. Baktericidna aktivnost uzrokovana formacijom pora na stani¢noj membrani
° Inhibicija biosinteze komponenata stanicne stijenke

° Aktivacija enzima odgovornih za autolizu

° Inhibicija stvaranja bakterijskih spora
Nizin  Pediocin Bakteriocini G+
/ / Plantaricin Sakacin bakterija
Izlazak unutarstani¢nog

Lipid Il__ Man-PTS / / sadrzaja (ioni, ATP)
ﬁﬁﬁmﬁﬂﬁmﬁﬁTiWﬁiiﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬂmﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁmﬁﬁe@ﬁ?ﬁi?ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ T/‘iﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

I T e T TN R
siniel | Il Ii l

Inhibicija sinteze | | Stvaranje Liza Stvaranje Stvaranje
peptidoglikana | |pora stanice pora pora

mbrana

Slika 3.1. Mehanizam djelovanja bakteriocina

(Izvor: prilagodeno prema Karpinski i Szkaradkiewicz, 2016.)
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Trenutno je nekoliko hipoteza o djelovanju bakteriocina, a najvjerovatniji je takozvani model
klina koji je nastao na temelju interakcija lantibiotika i povrSine stanicne membrane ciljanih
stanica (Karpinski i Szkaradkiewicz, 2016.). Ovaj model karakteristican je za lantibiotike i sve
pozitivno nabijene elasti¢ne peptidne molekule. Kontakt izmedu bakteriocina i ciljane stanice
dolazi elektrostatskom interakcijom izmedu pozitivho nabijenih hidrofobnih bakteriocina i
negativno nabijenih fosfolipida u stani¢noj membrani ciljane stanice. Prodiranje peptida
unutar fosfolipidnog dvosloja inducira lokalno unistenje uredene strukture membrane
(Cleveland i sur., 2001.). Nizin ulazi u reakciju s lipidom Il na membrani i omoguduje
lantibioticima vezanje za stani¢nu membranu. Ovaj mehanizam uklju€uje stvaranje tranzitnih
pora i ionskih kanala na stani¢noj membrani. Posljedicno tome dolazi do izlaska malih
molekula poput iona kalija, magnezija i fosfora, aminokiselina i ATP-a, posljedi¢no dolazi do
disbalansa u membranskom potencijalu i pH. Niska razina ATP-a i iona rezultira inhibicijom
DNA, RNA, proteina i sintezi polisaharida Sto dovodi do smrti bakterijske stanice (Karpinski i
Szkaradkiewicz, 2016.).

Bakteriocini druge skupine formiraju pore na stani¢cnoj membrani na dva nacina te ona postaje
propusna. Prvi model takozvani model ,tepiha“ u kojem se pojedinacni peptidi paralelno
smjestaju s povrSinom membrane bez stvaranja nakupina. Dolazi do interakcije i preslagivanja
dvoslojne membrane i nastajanja lokalnih i propusnih perforacija (Karpinski i Szkaradkiewicz,
2016.). Kod modela ,bacve” hidrofilni dio amfipatskog peptida a-heliksa formira pore u
stani¢noj membrani. Vanjski hidrofobni dio a-heliksa povezuje se s masnim kiselinama koji
¢ine fosfolipide. Posrednik u povezivanju bakteriocina na staniénu membranu je manoza
fosfotransferaza koja predstavlia membranski receptor. Ovakva vrsta povezivanja
karakteristicna je za bakteriocine bakterija mlijeCne kiseline iz skupine lla. Smrtonosna
aktivnost ocituje se u poremecaju ionske ravnoteze i gubitku anorganskih fosfata kroz nastale
pore. Unutarstani¢na koncentracija ATP-a drasticno se smanjuje zbog povecane potrosnje
kako bi se odrzao elektri¢ni potencijal unutar stanice (Moll i sur., 1999.). Bakteriocini skupine
llb djeluju modelom ,tepiha“ i pokazuju snazna ionska svojstva. Nastale pore djelovanjem
laktokokcina G propusne su za Na*, K* i kolin, djelovanjem plantaricina E/F pore su propusne
za Na*, K* H* i kolin, a kod djelovanja laktacina F propusne su za K*i fosfate. Stani¢na smrt
nastaje kao posljedica gubitka iona kalija pradena hidrolizom ATP-a. Peptidi bakteriocina

podskupine Ilb mogu se neovisno vezati za staniénu membranu ali za stvaranje pora potrebna
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je sinergija koja se postize interakcijom izmedu dva komplementarna peptida bakteriocina
(Moll i sur., 1999.; Karpinski i Szkaradkiewicz, 2016.).

Drugi mehanizam djelovanja bakteriocina ukljucuje njihovu sposobnost induciranja lize
bakterijskih stanica. Proces zapocinje interakcijom bakteriocina s teikoicnom i lipoteikoi¢nom
kiselinom koje predstavljaju komponente stanicne membrane. Interakcija izmedu
bakteriocina i kiselina iz stanicne membrane rezultira otpustanjem i aktivacijom autolitickih
enzima Sto rezultira autolizom stanice. Bakteriocini koji pripadaju skupini lantibiotika mogu
dodatno poremetiti proces biosinteze stani¢ne stijenke inhibirajuéi sintezu peptidoglikana

(Karpinski i Szkaradkiewicz, 2016.)
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4. Bakteriocini bakterija mlijeCne kiseline u lijecenju humanih
urinarnih infekcija

Rezistentnost na antibiotike predstavlja prilagodbu bakterije i njen rast u prisustvu
antibiotika. Stjecanje rezistentnosti povezano je s uéestaloS¢u koristenja antibiotika medu
kojima mnogi spadaju u istu skupinu, stoga rezistentnost na jedan antibiotik moze dovesti do
rezistentnosti na cijelu skupnu (Smelov i sur., 2016.). Nepravilnim i prekomjernim unosom
antibiotika u organizam dolazi do poveéanja stope rezistentnosti na njih same. Otprilike 20-
50% svih prepisanih antibiotika u americkim bolnicama povezanih s akutnim oboljenjima
prepisani su nepotrebno ili neadekvatno (CDC, 2013.). Isto tako losa kvaliteta lijekova u kojima
se Cesto nalaze preniske koncentracije aktivne tvari pospjesuju stjecanje rezistentnosti
(Smelov i sur., 2016.).

U Osjecko-baranjskoj Zupaniji Pastuovi¢ i sur. (2007.) izolirali su iz 28 097 uzoraka urina
izvanbolnickih pacijenata uropatogene od kojih je E. coli Cinila 46,5%. Kod tih 46,5% uzoraka u
kojima je bila prisutna E. coli odredivali su rezistentnost na antibiotike. E. coli pokazala se
visokorezistentnom prema amoksicilinu (57,8%), sulfometoksazol-trimetoprimu (33,8%) i
cefaleksinu (10,8%). Kinoloni antibiotici koji inae pokazuju dobru eradikciju prema
uropatogenima nisu se pokazali u¢inkoviti te je E. coli bila rezistentna u 16% uzoraka. Tablica

4.1. prikazuje rezistentnost E. coli na sve koristene antibiotike u istraZivanju.
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Tablica 4.1. Rezistentnost E. coli na antibiotike

Antibiotik Rezistentnost E. coli (%)
Amoksicilin 57,8
Sulfometoksazol + trimetoprim 33,8
Norfloksacin 16,1
Ciprofloksacin 15,5
Cefaleksin 10,8
Gentamicin 5,7
Amoksicilin + klavulanska kiselina 2,6
Nitrofurantoin 2,6
Netilmicin 1,1
Cefuroksim 0,8
Ceftibuten 0,5

(Izvor: Pastuovic i sur., 2007.)

Andrasevic i sur. (2009.) proveli su studiju na 325 hospitaliziranih i 337 ambulantno

lije¢enih bolesnika koja je ukljucivala ispitivanje rezistentnosti E. coli na antibiotike.

Rezistentnost E. coli promatrana je zasebno kod hospitaliziranih i ambulantno lijecenih

pacijenata s kompliciranom i s rekuriraju¢om (ponavljanom) urinarnom infekcijom, a dobiveni

podatci usporedeni su s prosjekom rezistentnosti E. coli kod svih oblika urinarnih infekcija

(tablica 4.2.).
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Tablica 4.2. Rezistentnost E. coli kod hospitaliziranih i ambulantno lijeCenih pacijenata s

kompliciranim i rekurirajué¢im urinarnim infekcijama

Rezistentnost E. coli (%)

Antibiotik Hospitalizirani Ambulantno lije¢enje
Prosjek

Komplicirana | Rekuriraju¢a | Komplicirana | Rekurirajuéa
Amoksicilin 42 43 55 44 44
Amoksicilin/
klavulanska 4 4 4 5 4
kiselina
Ceftazidim 4 2 2 1 2
Ciprofloksacin 1 2 12 5 3
Gentamicin 8 10 12 2 6
Netilmicin 3 0 2 0 1
Nitrofurantoin 0 0 0 0 0
Ko-trimoksazol 14 18 39 33 22

(Izvor: Andrasevic i sur., 2009.)

Qiao i sur. (2013.) su izolirali uropatogene (E. coli, Klebsiella pneumoniae i Proteus spp.) iz

urina pacijenata te ih uzgajali na hranjivoj podlozi i tretirali antibioticima u proporcionalnim

dozama sa standardnom terapijom kod lijecenja. Od 87 izolata E. coli njih 49,4% bilo je

rezistentno na levofloksacin, 50,6% na cefalosporin druge generacije i 57,5% na cefalosporin

treée generacije. Rezistentnost E. coli na ostale antibiotike prikazana je u tablici 4.3.

Rezistentnost Klebsiella pneumoniae na 9 uzoraka kao i Proteus spp. koji su bili izloZeni

antibioticima koji se uobicajeno koriste u lijeCenju urinarnih infekcija. Dobiveni rezultati

prikazani su u tablici 4.3.
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Tablica 4.3. Rezistentnost K. pneumoniae, Proteus spp. i E.coli na antibiotike

Rezistentnost (%)
Antibiotik K. pneumoniae Proteus spp. E. coli
Fosfomicin trometamol 0 22,2 2,3
Levofloksacin 33,3 33,3 50,6
Cefdinir 55,6 44,4 54
Cefiksim 44,4 22,2 50,55
Cefaklor 55,6 55,6 54
Cefprozil 55,6 55,6 55,21
Cefuroksim 55,6 55,6 57,5
Amoksicilin/ klavulanska 0 11,1 4,6
kiselina
Cefotaksim 44,4 33,3 54
Nitrofuraton 11,1 11,1 2,3

(Izvor: Qiao i sur., 2013.)

Rezistentnost koagulaza negativnih stafilokoka ispitana je na 26 uzoraka. Rezistentnost na
antibiotik azitromicin iznosila je 84,6% i na levofloksacin 50%. Koagulaza negativni stafilokoki
pokazali su najmanju rezistentnost na nitrofurantoin koja je iznosila 0% i na fosfomicin
trometamol koja je iznosila 3,8% kao i cefotaksim. Rezistentnost E. faecalis ispitana je na 15
uzoraka te kao i koagulaza negativni stafilokoki najveéu rezistentnost pokazuju prema
azitromicinu 84,6% i levofloksacin 56,2% dok na fosfomicin trometamol, cefotaksim i
nirofurantoin ne pokazuju nikakvu rezistentnost. Rezistentnost na ostale antibiotike prikazana

je u tablici 4.4.
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Tablica 1.4. Rezistentnost koagulaza negativnog Staphylococcus spp. i E. faecalis na antibiotike

Rezistentnost (%)

Antibiotik Koagulaza negativni E. faecalis
Staphylococcus spp.

Fosfomicin trometamol 3,8 0
Levofloksacin 50 56,2
Moksifloksacin 26,9 25
Cefdinir 26,9 31,2
Cefaklor 11,5 12,5
Cefprozil 11,5 12,5
Cefuroksim 11,5 12,5
Amoksicilin/ klavulanska kiselina 11,5 12,5
Cefotaksim 3,8 0
Azitromicin 84,6 81,2
Nitrofurantoin 0 0
Oksacilin 61,5 62,5

(lzvor: Qiao i sur., 2013.)

Akter i sur. (2013.) proveli su studiju u kojoj su izolirali uropatogene iz 96 uzoraka urina

pacijenata s urinarnom infekcijom i testirali ih na rezistentnost na antibiotike. Dobivene

rezultate za E. coli i Klebsiela spp. usporedili su s prijasSnjim istrazivanjima (Talukder i sur.,

1987., Rahman i sur., 1990., Zakaria i sur., 2002., Islam i sur., 2009.) kako bi utvrdili dali se

rezistentnost na antibiotike povecava. Rezultati istrazivanja Aktera i sur. (2013.) prikazani su

u tablici 4.5., a usporedba s prijasnjim istrazivanjima prikazana je u tablici 4.6.
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Tablica 4.5. Rezistentnost uropatogena na antibiotike

Rezistentnost (%)

E. coli Klebsiella spp. | Staphylococci Pseudomonas Ostali Gram-

Antibiotik | (n=19) (n=10) (n=11) spp. (n=5) bacili (n=10)
IMP 5 12 0 40 20
AZT 52,6 30 54,5 80 80
CIP 52,6 40 63,6 80 40
TE 78,9 80 100 100 40
AMP 78,9 60 45,5 100 70
SXT 89,5 70 36,4 60 60
GM 73,7 40 27,3 80 70
ATH 15,8 40 90,91 40 40
NA 68,4 60 81,8 80 50
NI 73,7 80 90,91 100 100
CFX 42,1 50 36,4 100 70

(Izvor: Akter i sur., 2013.)

IMP: imipenem, AZT: aztreonam, CIP: ciprofloksacin, TE: tetraciklin, AMP: amoksicilin, SXT:

sulfometoksazol + trimetoprim, GM: gentamicin, ATH: azitromicin, NA: nalidiksi¢na kiselina,

NI: nitrofurantoin, CFX: cefaleksin

Rezistentnost E. coli iznosila je vise od 50% na 8/11 antibiotika, dok je Klebsiella spp. bila

rezistentna vise od 40% na 6/11 antibiotika. Pseudomonas spp. pokazao je potpunu

rezistentnost na tetraciklin, amoksicilin, nitrofurantoin i cefaleksin i visoku rezistenciju prema

aztreonamu, ciprofloksacinu, gentamicinu i nalidiksi¢noj kiselini. Rezistentnost uropatogena

na antibiotike je visoka i alarmantna Sto za posljedicu ima brojna neuspjela lijecenja.

Usporedujuci rezultate (Tablica 4.6.) vidljiv je porast rezistentnosti E. coli i Klepsiella spp. s

godinama na cefaleksin, nalidiksi¢nu kiselinu, nitrofurantoin i gentamicin.
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Tablica 4.6. Rezistentnost E. coli i Klebsiella spp. na antibiotike

Uropatogen | Antibiotik Rezistentnost (%)
Talukder Rahman Zakaria Islam Akter
(1987.) (1990.) (2002.) (2009.) (2013.)
E. coli Cefaleksin - 33 61,4 - 42,1
Nalidiksi¢na
15 20 65,3 32,3 68,4
kiselina
Nitrofurantoin 10 18,5 43,6 3,2 73,7
Gentamicin 0 22 41,6 48,4 73,7
Klebsiella Cefaleksin - 30 48,8 - 50
spp. Nalidiksi¢na
- 36 44 - 60
kiselina
Nitrofurantoin - 24 34,4 - 80
Gentamicin - 30 20,8 - 40

(Izvor: Akter i sur., 2013.)

Sve veda rezistentnost uropatogena na antibiotsko lijeCenje dovelo je do potrebe za
istrazivanjem antimikrobnih tvari kako bi se pronasla adekvatna zamjena za antibiotike koji
pokazuju sve manju uspjesnost u lijeCenju urinarnih infekcija. Amirta i sur. (2019.) istrazivali
su aktivnost bakteriocina protiv biofilma i antibakterijsku aktivnost bakteriocina koje proizvodi
Lactobacillus plantarum SJ33 na kateterima. Bakterijske stanice Staphylococcus aureus
tretirali su bakteriocinima Lactobacillus plantarum SJ33 te su usporedili s netretiranim
stanicama. Promatrajucéi kroz elektronski mikroskop (Slika 4.1.) uodili su kako su netretirane
stanice ocuvane, pravilnog oblika i odvojene jedna od druge. Stanice tretirane s
bakteriocinima bile su deformirane sa znacajnim porama na stani¢noj membrani iz kojih izlazi

unutarstanicni sadrzaj sto potvrduje baktericidni mehanizam djelovanja bakteriocina.
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Slika 4.1. Netretirane (A) i tretirane (B) stanice Staphylococcus aureus bakteriocinom kojeg
sintetizira Lactobacillus plantarum S)33 promatrane pod elektronskim mikroskopom

(lzvor: Amirta i sur. 2019.)

Netretirani biofilm P. aeruginosa imao je opti¢ku gusto¢u (600 nm) 2,0 dok je S. aureus imao
1,5. Biofilm P. aeruginosa nakon tretiranja s bakteriocinom pokazao je 56% inhibicije, dok je
biofilm S. aureus pokazao 62% inhibicije (Slika 4.2.). Tretirani biofilm P. aeruginosa i S. aureus
s neprocis¢enim bakteriocinom pokazuje manju aktivnost i inhibiciju 44% biofilma P.

aeruginosa i 15% biofilma S. aureus.

P. aeruginosa

S. aureus

Slika 4.2. Netretirani (A) i (C) i tretirani (B) i (D) biofilm P. aeruginosa i S. aureus
bakteriocinom Lactobacillus plantarum SJ33 promatrane pod flourescentnim i elektronskim

mikroskopom (lzvor: Amirta i sur., 2019.)
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Svojstvo inhibicije uropatogena na kateteru proveli su tako da je manji dio katetera obloZen
bakteriocinom dok drugi dio nije tretiran. Zona inhibicije promatrana je na kateterima
obloZzenim bakteriocinom protiv P. aeruginosa i S. aureus te usporedena s netretiranim
kateterima. Utvrdene su razlike u bakterijskoj adherenciji i inhibiciji biofilma izmedu
bakteriocinom obloZenog katetera i neobloZzenog katetera pri cemu je kod obje vrste bakterija
vidljiva zona inhibicije ali je ta zona jasnija kod katetera sa S. aureus nego P. aeruginosa. (Slika

4.3.).

P. aeruginosa

Netretirani

Tretirani

S. aureus

Netretirani

Tretirani

Slika 4.3. Inhibicija P. aeruginosa i S. aureus na dijelu katetera obloZzenim bakteriocinom

(Izvor: prilagodeno prema Amirta i sur., 2019.)

Trivedi i sur. (2013.) izolirali su bakteriocin DT24 kojeg proizvodi Lactobacillus brevis DT24 i
ispitali njegovu ucinkovitost protiv uropatogene E. coli i ostalih uropatogena. Na temelju
dobivenih rezultata zakljucili su da bakteriocin DT24 ima Sirok spektar djelovanja. Bakteriocin
DT24 pokazao je visoka antimikrobna svojstva prema uropatogenima E. coli, S. aureus, E.

faecalis i E. faecium ali loSa antimikrobna svojstva prema P. aeruginosa (Tablica 4.7.).

Tablica 4.7. Inhibicija uropatogena bakteriocinom DT24

Uropatogen Inhibicijski prsten (mm)

Escherichia coli MTCC 729 29+0,03
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Escherichia coli MTCC 443

26+0,01

Enterococcus faecium 26+ 0,27
Enterococcus faecalis 23+0,30
Staphylococcus aureus MTCC 737 21+0,15
Pseudomonas aeruginosa MTCC 1688 16 £0,21

(Izvor: Trivedi i sur., 2013.)

Isto tako ispitali su utjecaj bakteriocina DT24 na E. coli u ranoj eksponencionalnoj fazi rasta u

periodu od 16 sati. Uzorak uropatogena E. coli tretiran s bakteriocinom DT24 pokazao je

povecanje opticke gustoée sa 0,142 na 0,457 u razdoblju od 7 sati. Kontrolni uzorak u kojem

se nalazi uropatogena E. coli netretirana bakteriocinom pokazao je poveéanje opti¢ke gustoée

sa 0,142 na 1,094 tijekom 7 sati (Slika 4.4.). Bakteriocin DT24 pokazao se najuspjesnijim u

inhibiciji uropatogene E. coli, E. faecium, E. faecalis i S. aureus te se pri tome pokazao

stabilnost u Sirokom pH rasponu (2,0 - 10,0) i otpornost na temperaturu od 30 — 100 °C. Na

temelju dobivenih rezultata bakteriocin DT24 ima potencijalnu upotrebu u prevenciji i

lije¢enju urinarnih infekcija ali su potrebna daljnja istrazivanja.

- E.coli MTCC729

Axna 600 nm
b
1

[
]

-m E.coli MTCC729 + bacteriocin DT24

Slika 4.4. Opticka gustoca E. coli i E. coli s bakteriocinom DT24 u periodu od 16 sati

6 H 10 12 14
Vrijeme (h)

(lzvor: Trivedii sur., 2013.)

16

18 20

Tako su Ramasamy i Suyambulingam (2015.) izolirali Lactobacillus spp. iz usirenog mlijeka i

ispitali utjecaj njihovih bakteriocina na uropatogene kod osoba s dijabetesom. Sojevi su

indentificirani na temelju 16S rRNA sekvence te su sa 100%-tnim podudaranjem identificirani
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L. casei XM2-1, L. acidophilus ICM1132, L. fermentum BCS25, L. plantarum ATCC8041. Izolirani
uropatogeni iz urina osoba s dijabetesom koji imaju urinarnu infekciju su Streptococcus spp.
VAMC 3076, Staphylococcus aureus CLRSA3, Escherichia coli KVP104, Pseudomonas
aeruginosa AU04. Najvecu antimikrobnu aktivnost prema svim uropatogenima imali su
bakteriocini L. fermentum BCS25 (osim kod Pseudomonas spp.) i L. acidophilus JCM1132 dok
bakteriocini L. casei XM2-11i L. plantarum ATCC8041 pokazuju nisku ili nikakvu aktivnost prema
uropatogenima Sto je prikazano u tablici 4.8. Autori navode kako su potrebna daljnja klinicka
istrazivanja kako bi se potvrdili dobiveni rezultati u ovom preliminarnom istrazivanju. Isto tako
kriticni faktor u lije€enju urinarnih infekcija bakteriocinima odnosno probioticima je adekvatan

odabir vrste koja ¢e uspjesno inhibirati uzroénika urinarne infekcije.

Tablica 4.8. Antimikrobno djelovanje bakteriocina Lactobacillus spp. na uropatogene

Uropatogen Inhibicijski prsten (mm)
L. casei L. acidophilus L. fermentam L. plantarum
XM2-1 JCM1132 BCS25 ATCC8041
Streptococcus spp. 0 11 22 0
Staphylococcus spp. 1 9 21 2
E.coli 0 12 19 0
Pseudomonas spp. 0 9 2 2

(Izvor: Ramasamy i Suyambulingam, 2015.)

Mahdi i sur. (2020.) su izolirali bakteriju K. pneumonia iz 47 uzoraka od kojih je 16 uzoraka
uzeto s katetera i 31 uzoraka iz urina. Od ukupno 47 uzoraka, njih 25 je imalo snaznu
sposobnost tvorbe biofilma, 16 blagu i 6 slabu sposobnost. Izolati su tretirani antibioticima
koji se uobicajeno koriste u lijecenju urinarnih infekcija te su svi pokazali visoku rezistentnost
na antibiotike osim na antibiotik amikacin. Djelovanje amikacina kao jedinog uspjeSnog
antibiotika protiv K. pneumonia daljnje je usporedeno s djelovanjem bakteriocina enterocina
kojeg sintetizira E. faecalis na K. pneumonia (tablica 4.9.). Koristeni izolati K. pneumonia u
usporedbi amikacina i enterocina imali su formiran biofilm. Oc¢itanja opticke gustoée nakon
tretiranja enterocinom najvjerovatnije pokazuju vrijednosti koje se odnose na preostale
egzopolisaharide bakterije. Uclinkovitost enterocina i amikacina ispitana je i na manjim

dijelovima katetera koji su podijeljeni u 4 grupe:
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1) kateter bez K. pneumonia bez tretiranja, visina povrsine katetera 7,34 nm

II) K. pneumonia na kateteru bez tretiranja, visina povrsine katetera 20,31 nm

lll) K. pneumonia na kateteru i tretiran enterocinom, visina povrsine katetera 7,27 nm

IV) K. pneumonia tretiran amikacinom, visina povrsine katetera 9,19 nm.

Na temelju dobivenih

najdjelotvornijeg antibiotika amikacina te se mozZe koristiti u tretiranju urinarnih infekcija

rezultata

istrazivanja enterocin se pokazao djelotvorniji

izazvanih uropatogenom K. pneumonia.

Tablica 4.9. Opticka gustoca i broj kolonija K. pneumonia biofilma nakon tretiranja s

amikacinom i procis¢enim enterocinom

K. pneumonia Parametar Prije tretmana Nakon tretmana
izolat Enterocin Amikacin
K16 Opticka
0,903 £ 0,238 0,466 + 0,05 0,62+ 0,016
gustoca
Broj kolonija
649668 + 7765,45 0 5433+1997,5
(CFU/ml)
K19 Opticka
2,224+ 0,89 0,585+ 0,074 1,071+ 0,075
gustoda
Broj kolonija 969410 +
8541662 + 208169 0
(CFU/mI) 14640,13
K44 Opticka
0,531+0,19 0,169 + 0,029 0,466+ 0,107
gustoca
Broj kolonija 3976432 +
0 5475 + 208,17
(CFU/mI) 3055,04
K46 Opticka
0,615 +0,127 0,456 + 0,049 0,84+ 0,181
gustoca
Broj kolonija
401668 +4142,45 0 451,665+ 30,913
(CFU/ml)

(Izvor: Mahdi i sur., 2020.)
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llayajara i sur. (2011.) proveli su istrazivanje u cilju izolacije Lactobacillus fermentum iz
humanog mlijeka. Utvrdena je antimikrobna aktivnost bakteriocina prema uropatogenim
bakterijama: Staphylococcus aureus, Proteus spp., Enterococcus spp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. Uropatogene bakterije tretirane su bakteriocinom
probioticke bakterije Lactobacillus fermentum na hranjivoj podlozi kroz 24 sata inkubacije na
37 °C nakon cega je izmjeren inhibicijski prsten. Svi uropatogeni pokazali su osjetljivost na
bakteriocin bakterije Lactobacillus fermentum. Najvecu osjetljivost prema bakteriocinu
pokazali su uropatogeni Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli i
Klebsiella spp. dok je najmanja osjetljivost prisutna kod uropatogena Enterococcus spp. i
Proteus spp. Provedeno istraZivanje ukazuje da Lactobacillus fermentum izoliran iz humanog
mlijeka ima sposobnost inhibiranja uropatogena izvanstaniénim bakteriocinima koje
sintetizira. Glavni cilj probioti¢kog djelovanja pri lijeCenju urinarnih infekcija je sprijeciti nagli
porast uropatogena u urinarnom traktu dok se prirodna mikrobiota ponovno ne uspostavi.
Bakteriocini kao antimikrobni proteini mogu djelovati i u kombinaciji sa drugim
spojevima poput mlije¢ne kiseline i vodikovog peroksida. Mokoena (2017.) navodi kako
bakteriocini u kombinaciji sa mlijecnom kiselinom i vodikovim peroksidom ne moraju uvijek
biti odgovorni za antimikrobno djelovanje ali su odgovorni za kolonizaciju urinarnog trakta
djelovanjem bakterija mlije¢ne kiseline. Jamalifar i sur. (2011.) istrazivali su antimikrobna
svojstva razli¢itih Lactobacillus vrsta na antibiotik rezistentne izolate uropatogena
Pseudomonas aeruginosa. Lactobacillus vrste izolirane su iz dje¢jeg fecesa te su uzgajane na
¢vrstoj hranjivoj podlozi. Najaktivnije vrste izabrane su za ispitivanje inhibicije 10 antibiotik
rezistentnih sojeva Pseudomonas aeruginosa, a to su Lactobacillus plantarium, Lactobacillus
acidophilus JFSH, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum. Uz autohtone Lactobacillus
vrste u istraZivanje su ukljucene i komercijalne vrste Lactobacillus acidophilus iz proizvoda za
intimnu njegu i Lactobacillus reuteri iz proizvoda za higijenu usne Supljine. U Muller-Hinton
bujon dodani su supernatanti Lactobacillus vrsta i Pseudomonas aeruginosa (4 x 10° CFU/ml)
u istom omjeru nakon cega je izmjerena opticka gustoca pri 580 nm. Na temelju opticke
gustoce utvrden je postotak inhibicije Pseudomonas aeruginosa u periodu od 48 i 72 sata
(tablica 4.10.). Ukupan broj bakterija odreden je metodom razmazivanja i prebrojavanja u

petrijevoj zdjelici.
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Tablica 4.10. Inhibicija antibiotik rezistentnih sojeva Pseudomonas aeruginosa s Lactobacillus

vrstama
Inhibicija Pseudomonas aeruginosa (%)
Lactobacillus vrste
48 h 72 h

Lactobacillus plantarium 40 80
Lactobacillus acidophilus JFSH 40 90
Lactobacillus casei 10 90
Lactobacillus fermentum 60 20
Lactobacillus acidophilus
(komercijalni) ° °
Lactobacillus reuteri 20 70

(lzvor: Jamalifar i sur., 2011.)

Lactobacillus acidophilus JFSH izoliran iz djecjeg fecesa pokazao je najveéu aktivnost u
inhibiciji Pseudomonas aeruginosa tijekom 72 h. Lactobacillus plantarium i Lactobacillus casei
nakon 72 h pokazuju visoku inhibiciju u usporedbi s Lactobacillus casei koji u prvih 48 sati
pokazuje izrazito nisku inhibiciju prema Pseudomonas aeruginosa. Lactobacillus reuteri
pokazuje srednju inhibiciju, dok Lactobacillus acidophilus (komercijalni) ne pokazuje nikakvu
inhibiciju Pseudomonas aeruginosa. lako Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri i
Lactobacillus acidophilus (komercijalni) imaju manji postotak inhibicije u bujonu, pokazali su
znacajno bolju inhibiciju prema Pseudomonas aeruginosa na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (Slika

4.5.).
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Slika 4.5. Inhibicija Pseudomonas aeruginosa probioti¢kim bakterijama L. acidophilus, L.

casei, L. reuteri na ¢vrstoj hranjivoj podlozi u periodu od 18 sati (Izvor: Jamalifar i sur., 2011.)

Dobiveni rezultati upucuju na to da odabrani sojevi Lactobacillus spp. odnosno mlijec¢na
kiselina, vodikov peroksid i bakteriocini koje sojevi sintetiziraju imaju inhibitorni odnosno
bakteriostatsko djelovanje na uropatogene sojeve Pseudomonas aeruginosa te sprijeCavaju
njihov daljni rast ali nemaju bakteriocidnu sposobnost. Isto tako primjeéena je razli¢ita
aktivnost Lactobacillus spp. u bujonu i krutom hranjivom mediju. L. acidophilus, L. casei, L.
reuteri pokazali su bolju aktivnost u krutom hranjivom mediju $to se pripisuje boljoj difuziji
sintetiziranih antimikrobnih tvari Lactobacillus spp. Laktobacili imaju sposobnost inhibiranja
P. aeruginosa razli¢itim mehanizmima. Ove korisne bakterije mogu posluziti kao prirodni
liekoviti mikroorganizmi s ciljem sprjeCavanja rasta i razmnoZavanja uropatogena P.
aeruginosa u urinarnom traktu.

Abdulwahab i sur. (2013.) izolirali su i identificirali vaginalne laktobacillus vrste od kojih su
najzastupljenije bile Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum i Lactobacillus
delbrueckii. Uspjesnost inhibicije E. coli mjerena je dijametrom inhibicijskog prstena na
hranjivoj podlozi, a dijametar ve¢i od 5 mm utvrden je u 72,7% uzoraka. Autori navode kako
je minimalna koncentracija mlijec¢ne kiseline potrebna za inhibiciju uropatogenih sojeva E. coli
2,82 mg/ml ali da isto tako mlijecna kiselina nije jedina odgovorna za inhibiciju uropatogena
nego i vodikov peroksid, bakteriocini i povrsinski aktivni spojevi koje sintetiziraju laktobacili.
Dobiveni rezultati pokazuju potencijalnu primjenu nekih vaginalnih sojeva Lactobacilus spp. u
cilju probiotickog terapijskog lije¢enja ili kao profilaksa kod urinarnih infekcija.
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U radu Butlera i sur. (2016.) istraZzen je utjecaj probioticke bakterije Lactobacillus crispatus
odnosno njenog soja CTV-05 u obnavljanju prirodne zastitne mikrobiote na sluznici uretre u
cilju sprjecavanja rekurentnih urirarnih infekcija. Istrazivanje je pokazalo kako L. crispatus CTV-
05 prilikom inkubacije s vaginalnim epitelnim stanicama nema citotoksi¢no djelovanje na iste
odnosno nema vidljivih stani¢nih smrti ili osSteéenja. Za usporedbu, ispitana je citotoksi¢nost
uropatogenih sojeva E. coli R45 i E. coli 196 na vaginalne epitelne stanice koji su se pokazali
izrazito citotoksi¢ni pri 103 CFU/ml. Isto tako vaginalne epitelne stanice bile su inokulirane s
108 CFU/ml L. crispatus CTV-05 jedan sat prije dodavanja 103 CFU/ml uropatogenih sojeva E.
coli R45 i E. coli 196 kako bi se utvrdila zastitna funkcija L. crispatus CTV-05. Dobiveni rezultati
pokazali su znacdajnu razliku u Zivom broju vaginalnih epitelnih stanica nakon 8 sati u uzorcima
koji su bili inokulirani L. crispatus CTV-05 jedan sat prije dodavanja uropatogena E. coli R45 i
E. coli J96. Ovakvo djelovanje na uropatogene pripisuje se organskim kiselinama prvenstveno
mlije¢noj i octenoj kiselini, vodikovom peroksidu i bakteriocinima koje sintetizira L. crispatus
CTV-05. Vaginalne epitelne stanice inokulirane s L. crispatus CTV-05 i uropatogenima E. coli
R45i E. coli J96 pokazuju maniji upalni proces odnosno manju koncentraciju interleukina 1 beta
koji je prirodni imuni odgovor u borbi protiv infekcije u odnosu na vaginalne epitelne stanice
inokulirane samo s uropatogenima. Dobiveni rezultati pokazuju zastitnu ulogu probioticke
bakterije L. crispatus CTV-05 u smanjenju rizika od rekurirajuce urinarne infekcije.

Bulgasem i sur. (2015.) proveli su istraZivanje kako bi utvrdili sposobnost bakterija mlijecne
kiseline izoliranih iz meda u svrhu sprjeavanja stvaranja biofilma Candida spp. Bakterije
mlije¢ne kiseline koje su pokazale djelovanje protiv Candida spp. izolirane su u 10 od 15
uzoraka meda. Identifikacijom na temelju 16S rDNA utvrdeno je da su izolirane BMK vrste
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus
pentosaceus. Navedene BMK pokazale su dobru aktivnost u sprjeCavanju rasta i razmozavanja
i adhezije Candida spp. U svom radu Atanassova i sur. (2003.) navode kako L. paracasei subsp.
paracasei M3 izoliran iz bugarskog sira ima antimikrobno djelovanje prema gljivicama Candida
spp. Ogunshe i sur. (2011.) u svome su radu isto zakljucuju kako L. acidophilus i L. plantarum
izolirani iz prirodne mikrobiote vaginalne sluznice imaju antimikrobno djelovanje na sojeve

uropatogene Candida spp.
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5. Zakljucak

Urinarne infekcije kao jedne od najc¢escih infekcija kod izvanbolnicke populacije i
hospitaliziranih bolesnika predstavljaju veliki problem za javno zdravstvo. Dodatni problem
predstavljaju sve veca rezistentnost na antibiotike te produZeno vrijeme njihova koristenja.
Jedno od mogucih alternativnih rjeSenja su bakteriocini bakterija mlijeCne kiseline koji
pokazuju dobre rezultate dosadasnjih istrazivanja o njihovom antimikrobnom ucinku na
uropatogene. Unatoc¢ pozitivnim rezultatima istrazivanja o u¢incima bakteriocina na humane

uroinfekcije, za rutinsku primjenu potrebna su dodatna in vivo i in vitro istraZzivanja.
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