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1. UVOD

U danasSnje vrijeme antibiotici predstavljaju jedno od najve¢ih medicinskih otkri¢a
proslog stoljeca. Njihova upotreba znatno je promijenila lijeCenje Sirokog spektra infekcija.
Medutim, Siroka i u€estala upotreba antibiotika dovela je do izloZenosti bakterijskih zajednica
1 mnogih ekosistema velikoj koliini zaostalih antibiotika. Postojec¢i antibiotici postali su
neefikasni za do tada izljecive bolesti te se sve viSe javlja potreba za uvodenje i koriStenje novih
antibiotika Sireg spektra (Slika 1.).

Iz svega navedenog, lako je zakljucCiti da postoji potreba za boljim poznavanjem i
razumijevanjem ponaSanja zaostalih antibiotika u prirodi te njithovo nuZno detektiranje,
kvantifikacija i mogu¢nosti uklanjanja iz okoliSa. Javlja se sve veca potreba za smanjenjem
zagadenja prirode antibioticima na uzroku, a isto tako za reguliranjem pojavljivanja u prirodnim
ekosistemima te sveukupnoj procjeni rizika.!

postrojenja za obradu otpadnih voda

% otpornost na
woioag antibiotike

Slika 1. Antibiotici u vodenom okruZenju: Pregled scenarija za Europu.?

Cinjenica koja iznenaduje jest ta da se antibiotici puno vi$e koriste u lije¢enju stoke nego ljudi,
¢ime se upotreba i nagomilavanje u prirodi puno teZe prati, regulira i biljeZi.> Antibiotici koji
se koriste 1 u ljudskoj i u Zivotinjskoj terapiji dolaze u prirodu preko urina i ostalih izlu¢evina
S$to upucuje na to da bi se optimiziranjem i/ili kontroliranjem upotrebe antibiotika moglo znatno
utjecati na smanjenje zagadenja prirode antibioticima. Poznato je da se 40-90% primijenjenih
doza antibiotika izluci izmetom ili urinom, Sto prije ili kasnije zavrSi u prirodi 1 na taj nacin
zagaduje tlo, vodene povrSine, biljke i ostale dijelove okoliSa. Upotreba velike koli¢ine
antibiotika u stocarstvu takoder zagaduje i agro-kulturalne povrSine jer se gnojenjem i
zalijevanjem otpadnim vodama sa farme takoder zagaduju i uzgajane kulture. Drugi problem
proizlazi i iz nepravilnog skladiStenja neiskoriStenih medicinskih proizvoda koji zavrSavanju u
kanalizacijskih odvodima i takoder zagaduju otpadne vode, a i zadrzavaju se u otpadnom
mulju.*1? Iz svega navedenog, lako je zakljuciti da antibiotici u prirodi nikako nisu dobri za
covjeCanstvo. Jednom kada zavrSe u prirodi, postoji velika moguénost da se ponovno
konzumiraju unoSenjem zagadene hrane ili vode $to doprinosi povecanju otpornosti



bakterijskih populacija, a osim toga i porast selektivne otpornosti u pojedinim (zagadenim)
dijelovima okoliga.! !!

Ono $to je takoder veoma bitno napomenuti jest utjecaj na biljke koje takoder iz zemlje ili vode
apsorbiraju zaostale antibiotike. Nerijetko se na taj naCin utjece na fizioloske procese u biljkama
s eko-toksikoloSkim posljedicama. Do sada su provedeni brojni kroni¢ni i akutni toksikoloski
testovi koji su pokazali utjecaj antibiotika na funkciju mitohondrija i proces fotosinteze
izazivajuéi ekspresiju gena kloroplasta ili proliferaciju stanice.!? Drugi testovi pak su pokazali
da pojedine zaostale koncentracije antibiotika u zemlji utjecu na zakaSnjelo klijjanje biljaka ili

smanjuju nastanak biomase.'?
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Slika 2. Vremenska crta otpornosti na antibiotike i sinteze novih antibiotika.'*

Konacno, zaostali antibiotici mogu promijeniti ljudski mikrobiom i izazvati zdravstvene
smetnje kao Sto su alergijske reakcije, kroni¢ne toksi¢ne efekte s prolongiranim djelovanjem ili
poremecaj u radu probavnog trakta pa ¢ak i zavrsiti s kobnim ishodom. '3



2. KONZUMIRANIJE ANTIBIOTIKA I POJAVA U OKOLISU

Kontaminacija prirode antibioticima prati se ve¢ desetlje¢ima i to joS od pojave samih
antibiotika (Slika 2.). Zaostali antibiotici prate se u povrSinskim vodama, podzemnim vodama,
vodi za pice, kanalizacijskim vodovima, tlu, povréu, muljevima, ... . Sveukupno je zabiljezen
porast rezistentnosti na zaostale antibiotike i sve ve¢i negativni ekoloski uc¢inak. Povecano
nagomilavanje zaostalih antibiotika u prirodi izaziva neuspjesSnost lijecenja nekih drugih bolesti
lijekovima koji su do sada imali efekta, upravo iz razloga Sto razne skupine bakterija stvaraju
otpornost, a time se produljuje trajanje raznih bolesti, a u nekim slucajevima je i povecana
smrtnost.!'

Jedno od nedavnih iscrpnih istraZivanja o ljudskoj potroSnji antibiotika pokazalo je da je od
2000. do 2015. godine potros$nja antibiotika porasla za 65%, izraZzeno u definiranim dnevnim
dozama (DDD, eng. Defined Daily doses). Veliki problem stvaraju nerijetka needuciranost
lije¢nika, propisivanje neadekvatnih antibiotika, nekoriStenje dostupnih smjernica i gomilanje
lijekova koji se ne iskoriste do kraja i zavrSe u otpadu/odvodu. Ono ¢ime svatko od nas moze
utjecati na cijelu situaciju jest poboljSana osobna higijena, savjesno odlaganje lijekova,
cijepljenje te odgovornost i svjesnost u svakom trenu.!”

Da bi se smanjilo zagadenje okoliSa i sprijecila sve ve¢a pojavnost antibiotika u okoliSu te §to
viSe uputilo na razboritu upotrebu antibiotika, treba se dobro razmotriti i razumjeti korelacija
izmedu pojave otpornosti na antibiotike i same upotrebe antibiotika. Kada bi se dobro razmotrili
1 analizirali svi utjecaji, lakSe bi se definirale politike i1 postavile smjernice ponaSanja za
svakodnevnu primjenu. Bengtsson-Palme'® su u svom radu spomenuli da razborito koristenje
antibiotika kod ljudi i Zivotinja moze limitirati selektivni pritisak na rezistentne patogene i
opcenito kontrolirati razvoj otpornosti okoliSa. Na taj naCin bi se mogli izbjec¢i uvjeti koji
izabiru, mobiliziraju i dozvoljavaju nastanak rezistencije gena u zajednicama bakterija, a isto
tako bi manje rezistentne bakterije doprele do ljudskog mikrobioma. Osim toga, trebalo bi se
odraditi viSe ciljanih istrazivanja u svrhu deSifriranja efekata antibiotika na rezistenciju
bakterija u okoli$u, a posljedi¢no i na ljudsko zdravlje.!

Na zagadenje okolisa takoder uvelike utjecu velike farmaceutske tvornice, slabo kontroliranim
ispustanjem otpada u okoli$. Najcesc¢e se radi o specificnim lokacijama oko same tvornice i
najvise u ovom slucaju nastradaju otpadne vode gdje je zabiljeZena najviSa koncentracija
antibiotika.'®2° Ono $to je jos bitnije, ni jedna procjena rizika koju je potrebno ispuniti u sklopu
dokumenata za registraciju novog farmaceutika u Europi 1 Americi, ne uzima u obzir emisiju
tog lijeka iz proizvodnje, odnosno ne prati do kraja njegovu liniju kretanja kroz ,,Zivotni vijek*.
Sve se svodi na savjest i politiku pojedine farmaceutske kompanije, koliko ¢e, kako ¢e i da li
¢e uopce voditi brigu o otpustanju 1 kontroli antibiotika u okoliSu.

Nastavno na kontaminaciju okoliSa farmaceuticima, Europska komisija je priznala da je
»zagadenje voda i tla farmaceuticima ekoloski problem u nastajanju i isto tako kriticno
zabrinjavaju¢ za ljudsko zdravlje“, ali ispusStanja antibiotika u okoli$ nisu regulirana nikakvim
standardima ni pravilima.?!



Zaostali antibiotici u vodenim medijima Stete vodenim organizmima te su zbog toga neke
antibiotske komponente pod povec¢alom (amoksicilin i ciprofloksacin). Europska unija ih je joS$
2015. stavila na takozvanu Listu promatranja (eng. Watch list), a ve¢ 2018. su na istu listu
dodane jo§ neke supstance kao $to su eritromicin, klaritromicin i azitromicin.??> Bez obzira na
to, do sada ne postoji nikakav standardizirani eksperimentalni protokol za analizu antibiotika u
okolisu ili njihove razgradne produkte. EEA-ina (eng. European Environment Agency) uputa
definira regulative za odredivanje produkata biotransformacije (metabolite), ali da bi se
definirala dosljedna procjena, trebaju se odraditi, definirati i primijeniti razne validirane i
metode za detekciju zaostalih antibiotika, najéesce se radi o kompliciranijim i rjede dostupnim
analitickim tehnikama i one najCeS€e prate samo osnovni spoj, a ne i njegove razgradne
produkte.!

3. ANTIBIOTICI — KLASIFIKACIJA 1 PODRUCIJE PRIMJENE?

Antibiotici su aktivne supstance koje ometaju rast i/ili ubijaju bakterije.>* Koriste se u
borbi protiv bakterija i ostalih mikrobioloSkih zajednica, a pripadaju skupinama tetraciklina,
makrolida, penicilina, aminoglikozida, sulfonamida i fluorokinolona. Klasificirati se mogu
prema njihovoj osnovnoj primjeni, odnosno prema afinitetu aktivnosti u borbi protiv bakterija.

Prema aktivnosti ili djelovanju mogu se podijeliti na:

* baktericide: oni koji uniStavaju stijenku bakterije;
* bakteriostatike: oni koji spre¢avaju rast i razvoj bakterije, nakon ¢ega organizam sam
od sebe uklanja stani¢nu stijenku.

Djelovanje baktericidnih antibiotika je brZe jer se odmah uniStava stani¢na stijenka pa se time
takvi antibiotici smatraju efektivnijima.

Prema $irini djelovanja ili podrucju primjene antibiotike dijelimo na one s:

* Sirokim spektrom djelovanja: oni koji djeluju na viSe tipova bakterija
* uzim spektrom djelovanja: oni koji djeluju na samo nekoliko bakterijskih vrsta.

U idealnom slucaju, zarazenoj osobi bi se najprije trebao napraviti detaljan laboratorijski nalaz
i tek na temelju nalaza definirati o kojoj vrsti infekcije se radi te koji antibiotik je najbolje
propisati. Medutim, najceSce se ne stignu Cekati detaljni rezultati laboratorijskih testova te se
antibiotici propisuju napamet i bez osnovane sumnje.?

3.1. INHIBITORI SINTEZE STANICNE STIJENKE:

- B- Laktami: Sadrze B-katamski prsten s 3 ugljikova i jednim duSikovim atomom te
ketonskim supstituentom vezanim na prsten. Ukljucuju peniciline, cefalosporine, karbapaneme
1 cefamicine. Spadaju u najpropisivanije lijekove u svijetu. Imaju bakteriostatsko djelovanje,
ali isto tako i bekteriocidno zbog inhibicijskog djelovanja na transpeptidazu i karboksipeptidazu
(osnovne enzime) te tako djeluju direktno na umnoZavanje i rast bakterija.



- Glikopeptidi: Efektivni su u borbi protiv gram-pozitivnih bakterija i smatraju se
zadnjom linijom obrane. SadrZe aglikonski dio koji je zasluzan za njihovu farmakoloSku
aktivnost, zajedno s dvije molekule Secera koje definiraju njihovu hidrofilnost.

- Lipopeptidi: Takoder su efektivni u borbi protiv gram-pozitivnih bakterija i uklju¢uju
antibiotike koji su ovisni o kalciju: friulimicine, laspartomicine i daptomicine.
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Slika 3. Prikaz mete pojedinih antibiotika i vrsta nastale rezistencije.*

3.2. INHIBITORI SINTEZE DNA:

- Sulfonamidi: Sulfonamidi spadaju u bitnu kategoriju lijekova zbog svojih
farmakoloskih efekata koji ukljuCuju antibakterijska svojstva, antikarbon anhidrazu,
hipoglikemijska, diureticka i antitirodina djelovanja. Njihovi derivati takoder imaju in vitro i in
vivo antitumorska djelovanja.

- Fluorokinoloni: Imaju specifican nacin djelovanja. Njihov primarni tip je efektivan
samo u borbi protiv gram-negativnih bakterija dok su njihovi post-antibiotski efekti i
farmakokineti¢ka djelovanja adekvatna u borbi protiv fakultativnih i aerobnih gram-negativnih
bakcila.

3.3. INHIBITORI SINTEZE RNA:

- Rifamicini: Ukljucuju veoma poznati antibiotik Sirokog spektra, rifampicin. Veoma
je mocan u borbi protiv patogena i koristi se u borbi protiv tuberkuloze. Derivati rifamicina su
rifampin 1 rifaksimin.

- Resistomicini: Resistomicin je derivat tetrahidroksiantrona, a izoliran je iz kulture

Streptomyces sulphureus. Radi se o pentaciklickom poliketidnom metabolitu i ima mnoga
farmakoloska djelovanja usmjerena ka inhibiciji sinteze RNA.



3.4. INHIBITORI SINTEZE PROTEINA:

- Tetraciklini: Ova skupina antibiotika ukljucuje tetracikline, oksitetracikline i
klortetracikline. Tetraciklini su efektivni u borbi protiv rickettsiae, mikroplazmi, klamidije i
prazivotinjskih parazita. Takoder su korisni u prevenciji malarije i spadaju u antibiotike Sirokog
spektra primjene koji se koriste u borbi protiv gram-pozitivnih bakterija.

- Aminoglikozidi: Koriste se za primjenu kod ljudi, ali i kod Zivotinja. Antibiotici su
Sirokog spektra, a koriste se u borbi protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Daju 1
pozitivne reakcije u borbi protiv tuberkuloze koja je opée poznato otporna na vecinu lijekova.
Semisintetski aminoglikozidi su amikacin, dibekacin, isepamicin, arbekacin i netilmicin.

- Makrolidi: Predstavljaju razred lijekova ¢ija se struktura sastoji od barem 12
makrocikli¢kih prstena laktona razlicitih veli€ina, zajedno s amino Se¢erom (deoksi). Pokazuju
razne aktivnosti kao $to je antifungalno djelovanje, a djeluju kao imunosupresivi i prokinetici.
Djeluju protiv nekih gram-pozitivnih i ograni¢enog broja gram-negativnih bakterija pa imaju
ogranic¢en spektar djelovanja. Neki od semisintetskih makrolida su klaritromicin, roksitromicin,
eritromicin i azitromicin.
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Slika 4. Strukturalni prikaz nekih od najbitnijih razreda antibiotika.'*

- Amfenikoli: Kloramfenikol, tiampenikol i florfenikol su derivati amfenikola. Oni se
veZzu na ribosomatske peptidne transferaze 1 inhibiraju nastanak proteina te spadaju u antibiotike
Sirokog spektra. Koriste se u lijeCenju protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterijskih
infekcija.



- Linkozamidi: Dolaze od prirodnog linkomicina. Neki derivati su polusinteticki, kao
Sto su klindamicin i pirlimicin. VeZu se na 50S ribosomatsku jedinicu kako bi inhibirali sintezu
proteina. Posebno se koriste u borbi protiv gram-pozitivnih bakterija, bakteriostatski su, a nekad
mogu biti i1 bakteriocidni.

- Pleuromutilini: Prvi su izolirani iz Pleurotus mutilus i Pleurotus passeckerianus.
Derivati sadrZe lanac od 14 ugljikovih atoma s heterociklickim dijelom i djelotvorni su u borbi
protiv gram-pozitivnih bakterija. Koriste se za lijeCenje infekcija na koZi i respiratornog trakta.
Ukljucuju i derivate kao $to su tiamulin i valnemulin.

3.5. INTERKALATORI (ZAMJENA DNA):

- Antraciklini: Doksorubicin, daunorubicin i epirubicin ubrajaju se u aktivne
citotoksi¢ne reagense. Koriste se u tretiranju hematoloskih zlo¢udnih bolesti 1 formiranih
tumora. UtjeCu 1 na sintezu RNA 1 DNA. Razred I antraciklina ukljucuje adriamicin,
karminomicin i puromicin i oni su inhibitori DNA, dok Razred II uklju€uje inhibitore sinteze
RNA 1 to su aklacinomicin, marcelomicin i musetamicin.

3.6. ANAEROBNI DNA INHIBITORI:

- Nitrofurani: Ukljucuju furaltadon, furazolidon i nitrofurantoin. Do antibakterijskog
djelovanja dolazi zbog nitro skupine na 2-supstituiranom furanu na poziciji 5. Na poloZaju 2
nalazi se karbonilna skupina. Ukoliko se na mjestu furana nalazi tiofen ili pirol (heterociklicki
prsten), tada ne postoji terapeutsko djelovanje.

- Nitroimidazoli: Lijece infekcije koje su nastale djelovanjem anaerobnih bakterija.
Imidazol se koristi u lijeCenju tetanusa, ginekoloSke sepse 1 apscesa. Metronidazol i 5-
nitroimidazol su dva metabolita imidazola.

4. PONASANIJE ANTIBIOTIKA U PRIRODI I NJIHOV UTJECAJ NA PRIRODU

Antibiotici se smatraju perzistentnim ili pseudo-perzistentnim supstancama jer je
njihova ulazna stopa u okoli§ vec¢a od stope eliminacije. Obuhvacaju heterogene komponente s
razli¢itim funkcionalnim grupama i odgovorne su za razlicita fizikalno-kemijska svojstva 1
ponaSanja u okoli§u.?’ Isto tako, prisutnost zaostalih antibiotika u okoli¥u ovisi o
farmakokinetickom profilu samog antibiotika. Postoje razli¢iti antibiotici, kao Sto su antibiotici
siromasne bioraspoloZivosti nakon oralne primjene, antibiotici koji se primjenjuju parenteralno
iizluc¢uju se u gastro-intestinalni trakt i antibiotici koji se koriste u kolektivnim lijeCenjima kod
Zivotinja.!



Velik broj bakterija.
Neke od njih rezistentne
su na antibiotike.

Antibiotik ubija bakteriju
koja je kriva za bolest, kao
i dobre bakterije koje tite

organizam od infekcija.

Rezistentna bakterija ima
preferirane uvjete za rast i
preuzimanije kontrole.

Bakterija moZe prenositi
svoju otpornost na druge
bakterije, stvarajudi jo& vite
problema.

Slika 5. Slikoviti prikaz kako dolazi do bakterijske rezistencije prema antibioticima.?®

4.1. BAKTERIJA OTPORNA NA ANTIBIOTIK (ARB, eng. Antibiotic-resistant bacteria)
I GEN OTPORAN NA ANTIBIOTIK (ARG, eng. Antibiotic-resistant gene)

Bakterijama koje su otporne na antibiotik smatraju se sve bakterije koje nisu pretjerano
osjetljive na jedan ili viSe antibiotika te su otporne na njihov utjecaj. To znaci da njihov rast
umnoZavanje viSe nisu ugroZeni u prisutnosti antibiotika. Upravo iz navedenih razloga se puno
teZe lijeCe bakterijske infekcije trenutno dostupnim antibioticima. Otpornost neke bakterije na
pojedini antibiotik moZe postojati u prirodi same bakterije ili moze biti naknadno steCena
karakteristika. Bakterija moze ste¢i otpornost pomocu mutacija ili transferom gena iz vec
rezistentnih bakterija, a u okoliSu se detektira uzgojem i karakterizacijom bakterija. Gen otporan
na antibiotik je dio genetickog materijala (DNA) u kojem je lociran kapacitet otpornosti na
antibiotik. Postojanje ARG-a u okoliSu detektira se metodama molekularne biologije. Kada
govorimo o otpornosti na antibiotike, u obzir se uzimaju i bakterije 1 gen otporan na
antibiotike.**

U danaSnje vrijeme sve viSe paznje privlace upravo bakterije i geni koji su naknadno stekli
otpornost, $to znaci da su infekcije, koje su se do sada uspjesno lijecile pojedinim antibioticima,
sada otporne na taj isti antibiotik. Primjeri takvih bakterija su MRSA (eng. Methicillin-resistant
staphyllococcus aureus), ESBL E.coli (eng. extended spectrum f-lactamases) ili MRGN (eng.
Multi-resistant Gram-negative bacteria). Takve rezistentne bakterije obi¢no nastaju na
mjestima gdje se antibiotici najceSce koriste ili proizvode i to u velikim koli¢inama, a najcesce
1 nekontrolirano otpustaju u okoliS. Takve ZariSne toCke su oko bolnica, poljoprivrednih jedinica
ili kao §to smo ve¢ spomenuli, farmaceutskih tvornica. Sirenje ARB je u tim mjestima olak§ano
najceSce preko otpadnih voda, ali i kanalizacijskog mulja, fermentacijskih ostataka, izmeta i
sli¢no.!

Cak i ograni¢ene koncentracije ostataka antibiotika u okolisu, dovoljne su za nastajanje ARG
te one imaju selekcijsku prednost pred ne-rezistentnim bakterijama (selekcijski pritisak). Takva
selekcija takoder moze biti potaknuta drugim zagadivacima u prirodi kao Sto su biocidi, teSki
metali (cink i bakar) i mjeSavine antibiotika. Ako bakterija nosi nekoliko otpornih gena koji su
smjeSteni na istom mobilnom genetickom elementu, taj jedan geneticki element moZe razviti
otpornost kod puno drugih supstanci. Na taj nacin teski metali, recimo, isto mogu pospjesiti
Sirenje rezistentnih bakterija i gena. U nutritivno bogatim otpadnim vodama, kanalizacijskom
mulju i gnojnici, gustoca kolonija bakterija je veoma velika Sto takoder omoguc¢ava brzi i laksi
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horizontalan prijenos gena (HGT, eng. Horizontal gene transfer) s jedne na drugu bakteriju.
Ako se svi navedeni parametri poklope na mjestu gdje je zagadenje okoliSa antibioticima jace,
situacija se moZe lako oteti kontroli.?*

4.2. HORIZONTALNI PRIJENOS/TRANSFER GENA (HGT):

Kao $to smo ve¢ spomenuli, gen koji je otporan na antibiotike, moZe se prenositi medu
mikroorganizmima s lako¢om i to horizontalnim prijenosom, kao dijelom prirodnog procesa
adaptacije ili se moZe generirati genetskom mutacijom 1ili rekombinacijom. Radi se o
potomcima neprimjetnoj razmjeni genetskog materijala, a moZe se odvijati preko tri
mehanizma: transformacijom, transdukcijom ili konjugacijom. Transformacija se odvija kada
organizmi u prirodi pokupe egzogene fragmente DNA koji su prisutni u okoliSu u kojem se
organizmi nalaze. Transdukcija se deSava kada bakteriofag ubrizga DNA u bakterijsku stanicu,
dok do konjugacije dolazi kada se DNA transferira od donorske stanice u receptorsku stanicu
preko multi-proteinskog konjugacijskog kompleksa. Svaki od navedenih mehanizama moze se
primijeniti prilikom transfera ARG-a iz okoliSa bogatog rezistentnim bakterijama u neku od
brojnih bakterijskih vrsta.?’

@ Transfer DNA medu mnogim vrstama
o Javlja se u tlu, vodi, otpadnim vodama, sedimentima, aktiviranom mulju

Ko njugacya o Genetitki elementi transferiraju se kroz plazmid i integrativne

konjugativne elemente (ICE).

@ Transfer DNA medu mnogim bakterijskim vrstama.
. o Javlja se uvodi (mora, rijeke, podzemne vode}, rezultira uéincima
Transformacua razriedivanja uzoraka sedimenata i tla {adhezija i stabilizacija), hiofilmevi

@ DNA degradacija nuklaza, ekstracelularne DNA su takoder rezervoari za
| | prijenos.

{ . e Transfer DNA medu mnogim bakterijama domacinima, idealno za
transfer rezistentnih bakterijskih zajednica iz okoliza na ¢ovjeka.
Transdukg\ij@v @ Javlja se u moru, aktiviranom mulju, kanalizaciji, postrojenjima za
e tretiranje otpadne vode.
@ Prijenos ONA preko bakteriofaba i preko kromosom-poromjena bakterija
./ preko bakteriofaga,

Slika 6. Mehanizmi transfera gena otpornog na antibiotike preko horizontalnog prijenosa
gena (HGT).*

Bakterije rezistentne na antibiotike zapravo nastaju zbog prilagodbe na nove, nepovoljne uvijete,

ali povoljne za nastajanje novih bakterijskih fenotipova.’!

4.3. UVJETI PRIJENOSA:

Bioloska aktivnost antibiotika u razli¢itim matricama u prirodi ovisi o tome koliko im
odgovaraju ili ih odbijaju okoli$ni uvjeti, da li im odgovara pH, sadrZaj organske materije, vrsta
tla, sadrzaj vode, tip organizama prisutnih na toj lokaciji itd. Sve navedeno oteZava definiranje
uniformne metode za detekciju i pracenje koncentracije zaostalih antibiotika i njihovih
produkata u okoli$u.*> Najbitnije od svega jest razumjeti degradaciju antibiotika u okoligu,
pogotovo zato jer je njihov utjecaj na vodeni i zemaljski ekosustav jo$ uvijek nedovoljno
razjasnjen i istraZen. Postoje razni mehanizmi raspada antibiotika u prirodi, koji mogu biti
bioticki, kao Sto je biodegradacija bakterijama i gljivicama (mikrobna degradacija) ili/i
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abioticki, koji ukljucuju hidroliticka, fotoliti¢ka, oksidacijska ili redukcijska djelovanja,
naravno sve ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima i uvjetima u okoliSu (temperatura, svjetlost,
vlaga...).!

Postoje i drugi procesi kao Sto su hlapljivost, adsorpcija, formiranje ostatka koji se ne mogu
ekstrahirati, a isto tako mogu koristiti u sprjeCavanju rasipanja aktivnih supstanci.
Transformacija same supstance je brZa u aerobnim uvjetima nego u anaerobnim, a vise
temperature favoriziraju degradaciju komponenti, a osim toga mogu i utjecati na strukturu same
mikrobioloske zajednice.®

Schliisener i suradnici®® su proveli istraZivanje o otpornosti makrolida i odredili polu-Zivote u
raznim uzorcima tla. Vremena zadrzavanja varirala su od 5 do 120 dana. Jedno istraZivanje koje
se provelo u laboratoriju, pokazalo je da se tilozin mineralizira i nepovratno veze na krute
Sestice iz tla.>* Isprobavala se i foto-inducirana degradacija antibiotika®®, osvjetljavanjem UV
svjetloS¢u doSlo je do raspadanja za 0.2 min — 200 min, ovisno o supstanci (azitromicin,
eritromicin, tilozin). Autori predlazu UV osvjetljavanje kao uc¢inkovitu metodu za uklanjanje
zaostalih makrolidnih antibiotika iz okoliSnih vodenih medija.

Medutim, neka istraZivanja pokazuju i zastrasujuce podatke. Vecina fluorokinolona su visoke
kemijske stabilnosti i ne mogu se lako degradirati ni poviSenom temperaturom ni hidrolizom.
Iz tog razloga se brzo transferiraju iz vode u tlo i sedimente.’® Veée koncentracije
ciprofloksacina 1 norfloksacina u vodenim medijima mogu modificirati bakterijske sojeve
Sallmonella tryphimurium i izazvati genotoksiéne efekte na vodenim organizmima.*’ Penicilini
1 cefalosporini pak imaju visoku osjetljivost na hidrolizu, do ¢ega moZe do¢i unutar tjedan dana
u veéini povrsinskih voda i nekoliko dana u alkalnijim medijima.*® Isto tako imaju smanjenu
tendenciju adsorpcije na Cestice tla, ali mogu tvoriti komplekse s kationima i akumulirati se u
kanalizacijskim muljevima i sedimentima. To moZe objasniti otpornost bakterija na
cefalosporine pronadene u kanalizacijskom mulju kojom su se tretirale biljke. Znaci da se
antibiotici koji nisu skloni adsorpciji zadrzavaju u vodenim medijima, a oni koji to jesu, se
akumuliraju u tlu. Degradacijski produkti pojedinih antibiotika mogu biti bioaktivne
komponente koje potencijalno mogu biti toksi¢nije od samih komponenti i na taj nacin znatno
utjecati na Zive organizme ili mikrobioloske zajednice.'?

Vremenski uvjeti takoder mogu utjecati na zadrZzavanje antibiotika u okolisu. Kisele kiSe recimo
mogu produZiti vrijeme zadrzavanja antibiotika na povrsini tla i time riskirati da ga biljke crpe
iz tla ili direktno utjecati na mikroorganizme u tlu. Beta-laktami se recimo smatraju manje
toksi¢nima, ali oni isto utje¢u na raspodjelu pesticida u nizim biljkama.!? Kad smo na beta-
laktamima, jedno istraZivanje zabiljezilo je inhibicijsko djelovanje enzima katalaze u mozgu
odrasle ribe Danio rerio kada je izloZena prisutnosti ve¢ih koncentracija amoksicilina u
otopinama (50-100 mg/L). Tetraciklini imaju fototoksi¢ne efekte koji mogu uzrokovati
aberacije kromosoma i inhibirati rast biljke, reduciraju¢i pritom sadrzaj fotosintetskog klorofila
i karotenoidnih pigmenata u biljkama. Oksitetraciklin se biokoncentrira u nekim vodenim
biljkama koje su predvidene za ljudsku konzumaciju, a prethodno su tretirane svinjskim
gnojem. > ¥
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Postoji joS mnosStvo slicnih istrazivanja koja i pokazuju i dokazuju brojne negativne i
zastraSujuce posljedice djelovanja zaostalih antibiotika na normalnu funkciju bioloskih procesa
u okolisu. Cak i najmanje koncentracije mogu se dugo akumulirati u odredenim medijima i
dugoroc¢no izazivati razne probleme.

5. EKOTOKSIKOLOSKA PROCJENA RIZIKA ANTIBIOTIKA

Jedan nacin procjene rizika povezan sa prisutnos¢u antibiotika u okoliSu bazira se na
odredivanju rizi¢nih koeficijenata koji su prikazani na slici 7. Generalni indikatori toksi¢nosti,
kao Sto su LCso (eng. lethal concentration), ECso (eng. effective concentration) i 1Cso (eng.
mean inhibitory concentration), definirani su u raznim istraZivanjima koja su evaluirala utjecaj
antibiotika na organizme kao §to su zebra riba, Daphnia, alge, Skoljke i ostale vodene
organizme.’ Bez obzira na brojne primjere utjecaja zaostalih antibiotika na okolis, istraZivanja
se najcesce ipak provode na izoliranim sluc¢ajevima u laboratoriju. Ono Sto je najéeSce primjer,
u prirodi najceS¢e zavrSi mjeSavina viSe antibiotika, a vrlo rijetko samo jedan od njih
individualno. Kao posljedica se moZe ocekivati zbrajanje, sinergija ili antagonizam bioloskih
efekata smjese antibiotika. U slucaju da se u nekoj smjesi u prirodi nalaze samo dva antibiotika,
njihov rizik toksicnosti za okoliS§ je veci za 50-200% u usporedbi sa samo jednim izoliranim
antibiotikom. Prema svemu navedenome, ERA (eng. Environmental Risk Assessment) bi
takoder trebao sadrzavati podatke o toksi¢nosti smjesa te dodavanje metabolita i degradacijskih
produkata.®* “° Posljednije, ali ne i manje bitno i §to je takoder vaZzno uzeti u obzir jest ¢injenica
da vecina molekula koje su se uvodile prije 2006. godine nisu okarakterizirane ERA-om, stoga,
ako su iste molekule uvedene na trziste nakon te godine, informacije nisu kompletne.*!

e - Ekskrecija: . Roditeljska komponenta
. I :Pa,':zwoh:n“‘bl'ntlkﬂ -1 fomEtugn = Aktivni metabolit Otpadne
(fudy nje) - Nepravilno I | vode, mulj,
t odlaganje & gnoj
Otpustanja
! farmaceutskih 5 T i et
' 4 industei egradacija sorpcijatia i
Zakonodavna regulativa | 2l Bio-/transformacija gnoja, rezistentnost
B Mineralizacija u dijelovima okoliga
Procjena 'E:L%E%\:'-EOIM:E frakcui,
ioaktivne komponente
rizika za okolis ST o

.

© Istraziti uginke . PrOgramizasy, i Detektirati, .
pracenje kvantificirati

Kraj komponente
" u okoligu?! (LCS50,
EC50, IC50)

Slika 7. Antibiotici u okoli§u — od ispustanja do analize i procjene rizika.!
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Slika 7. dobro prikazuje prethodno opisanu problematiku koja se odnosi na sudbinu antibiotika
1 njihovih metabolita (aktivnih i neaktivnih komponenti) u okoliSu, ubrzo nakon
izlu€ivanja/ispustanja. Prikazani su i kljucni koraci za njihovo pracenje i (re-)procjenu rizika za
okoli§, prema kojima bi se mogla voditi sva regulatorna tijela. Pove¢ana upotreba antibiotika
povecava i koncentraciju zaostalih antibiotika te njihovih produkata transformacije u okoliSu.
Pracenje i istrazivanje efekata na zaostale antibiotike u okoliSu dali bi ¢vr$¢u znanstvenu bazu
i temelj prema kojima bi se procjene rizika nadogradile i definirale smjernice za rad.

Kako bi se procijenio ekotoksikoloski rizik zaostalih antibiotika na mikroorganizmima, obi¢no
se racunaju HQ (eng. Hazard Quotient) i RQ (eng. Risk Quotient). HQ ili koli¢nik opasnosti,
predstavlja omjer potencijalne izloZenosti nekoj supstanci (MEC, eng.Measured environmental
concentration) i levela pri kojem se oc¢ekuje da ne postoji Stetni u¢inak (PNEC, eng. Predicted
no effect concentration). RQ je omjer ocekivane koncentracije u okolisSu (PEC, eng. Expected
environmental concentrations) i o¢ekivane koncentacije bez efekta (ENEC, eng. Expected non-
effect concentration). Ukoliko je vrijednost HQ manja od 1, tada postoji manji rizik, a ukoliko
prelazi 1, tada sugerira mogucnost potencijalnog velikog rizika. RQ vrijednosti takoder
predvidaju rizik za okoli§, prikazano na Slici 8.'3

RQ vrijednosti Rizik za okolis
manje od 0.01 nema rizika
izmedu 0.01 — 0.1 nizak rizik
izmedu 0.1 — 1 srednji rizik
viSe od 1 visok rizik

Slika 8. Leveli rizika definirani prema RQ vrijednostima.*

Bengtsson-Palme i suradnici su takoder procijenili gornje limite minimalnih selektivnih
koncentacija svih najceSc¢e koriStenih antibiotika dok su G. Le Page i suradnici predlozili limit
od 100 ng/L antibiotika pustenih u okolis, kako bi se zastitio ekosistem i limitirao rizik razvoja
otpornosti na antibiotike. Stovise, naglasili su da su trenutne ERA regulative neadekvatne zbog
manjka informacija o bakterijama i drugim mikroorganizmima i nedefiniranih testova kojima
bi se definirale prihvatljive koncentracije i na taj nacin dugorocno Stitilo ljudsko zdravlje, ali i
zdravlje okolisa.*?
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Slika 9. IzloZenost ljudi na otpornost antibiotika povezano sa zaostalim antibioticima u
okoligu.*

Na slici gore prikazan je princip prema kojem bi se svaka procjena rizika trebala definirati i Sto
bi se sve trebalo uzeti u obzir. Prisutnost antibiotika u okoliSu lako se otme kontroli jer postoji
puno tocaka ispustanja u prirodu koje se ne kontroliraju niti ne reguliraju.

6. BORBA PROTIV OTPORNOSTI NA ANTIBIOTIKE

Kao §to smo ve¢ prethodno spominjali, otpornost na antibiotike u okoliSu je opcenito
veca s vecom needuciranos¢u lijecnika, ¢eS¢im propisivanjem neadekvatnih antibiotika,
nekoriStenjem dostupnih smjernica, a ono §to mi moZemo napraviti ve¢ sada jest poboljsSati
osobnu higijenu, savjesno odlagati lijekove, cijepiti se te biti odgovorni i savjesni u svim svojim
svakodnevnim postupcima koji potencijalno utjecu na okolis.

Ono §to je neminovno, potrebno je definirati uinkovite strategije za tretiranje otpadnih voda,
tla, kanalizacijskih taloga i voda, itd. kako bi se uklonili antimikrobioloski ostaci iz okoliSa.
Neke od efektivnih metoda za ubijanje rezistentnih bakterija u otpadnim vodama su zracenje
ozonom ili UV zrakama, ¢ime se direktno uniStava DNK bakterija. Kloriranje je takoder
efektivna metoda, ali se primjena takve metode jo§ mora detaljnije istraZiti. Takoder se radi
puno istraZivanja o tretiranju uzoraka iz okoliSa u bioreaktorima s aerobnim i anaerobnim
membranama, $to je odrZivi proces i trosi se malo energije tijekom tretiranja otpadnih voda.**
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Difuzija i sekundarna

sorpeija u mikro i nangspore

Tetraciki Najjaa ogranitavadagradacijy. ili
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ulogu u degradaciji pri
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Slika 10. Sudbina i ponasanje u tlu dvaju najée$ée koristenih antibiotika.*

Sto se ti¢e bio-krutina, one su plodno tlo za Sirenje ARG-a, stoga je isto potrebno obratiti
dovoljno paZznje na njihovo saniranje. Jedna od efektivnih metoda je piroliza biomase, Cime se
reduciraju bakterije, a s njima i ARG, a osim toga se otpadni materijal pretvara u energijom-
bogate komponente kao §to su sintetska ulja i plinovi. Sli¢no pirolizi, fitoremedijacija je takoder
efektivna u uklanjanju antibiotika iz okoliSa, a time i u smanjenju otpornosti na antibiotike. Ono
Sto je bit svega jest da se trebaju spojiti glave i vidjeti koji procesi su najefektivniji za koju vrstu
i koji dio zagadenog okolisa te koji su procesi ekonomski najisplativiji i izvedivi. Isto tako i
nikako manje bitno jest probuditi svijest medu ljudima, pokrenuti mase i educirati ljude o
mogucim posljedicama i stravicnim podacima koji na Zalost iz godine u godinu postaju sve

gori.*

(a) Priljev i odljev antibiotika

@ o0
L
| Parin L t\ J Parin, Rezistentna bakterija
| Mutacija .Smanjen ulaz
- v Smanjena antibiotika
8] L] ekspresija .Poveéano izbacivanje
A antibiotika
i Ispusna pumpa
Ispusna pumpa Mutacijs, povelana ekspresija
&
2 09

{b) Modifikaciia antibiotika

/
*» —— @

Veie metu

o
\\

Rezistentna bakterija
.Degradacija antibiotika
Modifikacija antibiotika
dodavanjem kemijske

o e skupine

ne mode vezati metu

-7 degradirano

enzimima

-

Slika 11. Obrambeni mehanizmi bakterije.'*
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Neke od alternativnih terapija kojima bi se mogli istrijebiti ARB i ARG takoder su moguci
nacini za reagiranje na postojeci problem. Nacini na koje mikroorganizmi razvijaju otpornost
prema antibioticima jesu inaktivacija enzima, brzo smanjenje propusnosti celije, zaStita ciljanih
molekula, izmjena ciljanih mjesta vezanja te brZe izbacivanje supstance iz bakterije (eng. efflux,
Slika 11.a). Postoje ¢ak i1 podaci koji navode da pojedini mikrobi oko sebe stvaraju neku vrstu
biofilma, S$to bi moglo biti inducirano antibioticima. KoriStenje nano-materijala u borbi protiv
ARB takoder je postao bitni alat u istrebljenju otpornosti na antibiotike u okoliSu. Mehanizam
djelovanja jos uvijek nije do kraja razjasnjen, ali nano-Cestice, ¢ija je barem jedna dimenzija
veli¢ine 1-100 nm imaju veliku ukupnu povrSinu koja se moZe koristiti za vezanje raznih
molekula, a isto tako se mogu funkcionalizirati pojedinim skupinama te se time njihova ciljana
aktivnost i funkcija moZe uvelike pojacati.**

Kao Sto smo ve¢ napomenuli, abioti¢ka razgradnja podrazumijeva procese adsorpcije, hidrolize,
fotolize te reakciju oksidacije i redukcije. Koliko ¢e sam antibiotik biti osjetljiv na abioticku
degradaciju ovisi o kemijskoj strukturi antibiotika, a opcéenito ¢ak do 70% antibiotika koji
zavrSe u okoliSu uopc¢e ne promijene strukturu ili se promijene u razli¢ite razgradne produkte
koji u neku ruku takoder predstavljaju slicnu aktivnost kao i antibiotici. Neki od tih produkata
na odredeni antibiotik i oni mogu reagirati zbog svoje kemijske strukture dok drugi faktori
istovremeno uopce ne djeluju na taj isti antibiotik. Tetraciklini recimo imaju manje strukture
od cefaleksina i brze se raspadaju pod UV svjetlosti ili pri fotolitickim tretiranjem. Osim
tetraciklina, sulfonamidi, tilozin, nitrofuran ili (fluoro)kinoloni su takoder osjetljivi na UV
svjetlost, ali su fluorokinoloni u potpunosti otporni na hidrolizu. Ve¢ smo spomenuli i kisik i
ozon koji se puno koriste u oksidacijskim procesima raspada antibiotika i to suldametoksazola
1 oksitetraciklina. Metalni ioni kao $to su Ziva, bakar, cink, kadmij i kobalt, ukljuceni su u raspad
beta-laktamskih antibiotika kao $to su cefalosporin i penicilin, a djeluju na nacin da lome (-
laktamski prsten. Enzimi takoder imaju bitnu ulogu u borbi protiv otpornosti na antibiotike na
nacin da modificiraju ili degradiraju sam antibiotik (Slika 11.b).'*

7. KEMIJA NEKIH ANTIBIOTIKA®*

Tema antibiotika i njihova sudbina koja sve visSe zavrSava u okoliSu, u danasnje vrijeme
plijeni sve viSe pozornosti. Nekako su najviSe u fokusu sulfonamidi i B-laktami koji glase kao
najceSce koriSteni antibiotici u praksi, a time je zabiljeZena i najveca otpornost na te dvije vrste
antibiotika u okoliSu. Bakterije evoluiraju i stvaraju sve efektivniju biokemijsku obranu protiv
antibiotskih lijekova.

Da napokon malo spomenemo i same bakterije i nekoliko osnovnih crta o njima. Radi se o
jednostani¢nim mikroorganizmima koje je prvo uocio Anton van Leeuwenhoek 1670-ih godina
uz pomo¢ mikroskopa. Relativno su jednostavne strukture, a funkcioniraju na principu
biokemijskih procesa s enzimima, koji im sluZe i za sintezu osnovnih vitamina. SadrZe stani¢nu
membranu i stani¢nu stijenku koja je od presudne vaznosti za preZivljavanje bakterijske stanice
te omogucuje bakterijama da koloniziraju veoma Siroko podrucje u prirodnom okoliSu. Stani¢na
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stijenka takoder prevenira nekontroliran prolazak vode u stanicu te §titi bakteriju od brojnih
utjecaja iz okolisa kao Sto su toplina, hladnoca, kiseli i luZnati medij, slanost 1 radijacija.

Bakterije se mogu okarakterizirati prema tehnici obojenja, prema kojoj se mogu definirati kao
gram-pozitivne i gram-negativne bakterije. Sama tehnika podrazumijeva dodavanje ljubicaste
boje i ispiranje acetonom. Bakterije s tankom stani¢nom stijenkom (20-40 nm) apsorbiraju boju
1 zaprimaju obojenje te ostaju obojene ljubicasto. Takve bakterije su gram-pozitivne. Bakterije
pak koje imaju joS tanju stijenku (< 10 nm), apsorbiraju samo malu koli¢inu ljubicaste boje koja
ispiranjem acetonom daje zaostalo roza obojene i one se nazivaju gram-negativnim bakterijama.
Gram negativne bakterije takoder posjeduju vanjsku membranu sastavljenu od liposaharida
koja je sli¢na stani¢noj stijenci. Ta razlika u stanicnoj stijenci igra glavnu ulogu u ciljanju na
tip bakterije od strane antibakterijskih agenasa.

Sulfanilamid iz obitelji sulfonamida je prvi antibiotik sintetiziran u laboratoriju i postao je prvi
antibiotik koji se propisuje za lijeCenje raznih bakterijskih infekcija. Nakon toga je krenula
ubrzana sinteza mnogih analoga sulfanilamida i to prema sljede¢im zaklju¢cima: para-amino
skupina je klju¢na za aktivnost antibiotika i ne smije biti supstituirana, aromatski prsten i
sulfonamidna funkcionalna skupina trebaju biti dio strukture, aromatski prsten moze biti samo
para-supstituiran, sulfonamidni dusik moZe biti samo primarni ili sekundarni i razlikovati se
mogu samo u R skupini koja je vezana na sulfonamidni dusik (Slika 12.).

O
e
HN-R

Slika 12. Kljucni izgled strukture sulfanilamida; samo R skupina moZze biti razliita.

Primjer djelovanja antibiotika mozemo vidjeti na sintezi tetrahidrofolata na slici niZe. Prikazan
je biokemijski put sinteze tetrahidrofolata, osnovnog enzimatskog ko-faktora koji je kljucan u
sintezi pirimidinskih baza (timina i citozina) u DNA.
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Slika 13. Sinteza tetrahidrofolata uz upotrebu para-aminobenzojeve kiseline.
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Obratimo paznju na sli¢nosti medu strukturama PABA-e (eng. para-Aminobenzoic acid) i
sulfanilamida (Slika 12.). Antibiotik u ovom slu¢aju ometa sintezu na nacin da se na bakterijsku
Dihydropteroate synthetase-u veZze sulfonamid na njegovo aktivno mjesto i onemogucuje
PABA-i da se veze. Time je inhibiran tijek sinteze 1 onemogucen nastanak Dihydropteroata, a
time i1 konacnog produkta sinteze. Kada su bakterije pre€esto u kontaktu sa sulfonamidima ili
se nalaze u sredini u kojoj ima puno zaostalog antibiotika, one se krenu boriti protiv takvog
stanja te krenu proizvoditi viSe PAB A-e te su tako sklonije na aktivno mjesto enzima ipak vezati
PABA-u nego antibiotik, a primarna doza antibiotika postaje premala za lijeCenje bolesti od
interesa. Na taj nacCin stjeCe se rezistencija bakterija na sulfonilamide.

Sto se ti¢e strukture penicilina, molekule sadrZe veoma napeti &etvero¢lani B-laktamski prsten
povezan na peteroClani tiazolidenski prsten (Slika 14.). B-laktamski prsten je nestabilan i
primarno zasluZan za antibiotsku aktivnost tih molekula.
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0 “:
ED 1
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Slika 14. Struktura penicilina.

Kako bismo to dodatno razjasnili, prisjetit ¢emo se prirode normalnih amida i njihove
reaktivnosti. Tonski par atoma duSika preklapa se s karbonilnom skupinom S§to rezultira
nastankom dvostruke veze izmedu duSika i karbonilnog ugljika (Slika 15.). To rezonantno
preklapanje izmedu duSikovog ionskog para i karbonilnog sustava ima dvije posljedice.

o - +
RT”HR' - R\’/“HR1
) L
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Slika 15. U normalnim amidima, ionski par duSikovog atoma preklapa se s karbonilnim
sustavom.

Prvo, na taj nacin ugljikov atom postaje manje elektrofilan, a time i1 manje osjetljiv na
nukleofilni napad u usporedbi s aldehidima, ketonima i esterima. A drugo, takvo stanje amida
¢ini atom ugljika nukleofilnim centrom cijele molekule.

Ako se vratimo na Cetveroclani B-laktamski prsten, kod njega su kutovi izmedu veza 90°,
umjesto 120°, kao Sto je to slucaj u standardnim amidima. Takav raspored atoma i veza u
prostoru spreava preklapanje ionskog para dusika sa susjednim atomom ugljika iz karbonilnog
sustava te je zbog toga ugljik u prstenu elektrofilniji nego u normalnim amidima i zbog toga je
sklon nukleofilnim napadima (Slika 16).
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Slika 16. Napetost B-laktamskog prstena spreava rezonancu izmedu dviju struktura amida.

Ionski par duSika se lako protonizira u kiselim uvjetima, $to B-laktamski prsten €ini osjetljivim
na jake kiseline. Tako moZemo zakljuciti da je prsten u penicilinima i cefalosporinima veoma
sklon otvaranju pri jako kiselim i luZnatim uvjetima te u prisutnosti jakih nukleofila kao Sto je

prikazano na Slici 17.
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Slika 17. B-laktamski prsten se lako otvara u prisutnosti kiselina, luZina i jakih nukleofila.

Kako funkcioniraju B-laktamski antibiotici? Stani¢na stijenka bakterije sastavljena je od
Secernih i peptidnih jedinica (koje se nazivaju peptidoglikani) povezanih u cjelinu na svojstven
nacin. Toc¢na struktura se sastoji od paralelnih serija Se¢erne okosnice na koje su vezani peptidi.
Prisutna su dva razli¢ita Secera; N-acetilmuramicka kiselina (NAM) i N-acetilglukozamin
(NAG). Peptidni lanci su vezani samo na NAM Secere i sadrZze aminokiseline D-stereokemije.
Opcenito aminokiseline u prirodi prevladavaju u L-stereokemiji, a izuzetak su upravo ove u
peptidnim komponentama bakterijske stanicne stijenke. Bakterija sadrZi enzime racemaze koji
mogu konvertirati L-amino u D-aminokiseline, a takva biokemijska sposobnost je prisutna jo§
samo u puno kompliciranijim organizmima kao Sto su sisavci. Biosinteza stani¢ne stijenke
bakterije je gotova kada se peptidni lanci spoje na Secerni kostur i umreze se u cjelinu. Do toga
dolazi kada se D-alanin na kraju jednog lanca poveze s glicinom iz drugog lanca kao Sto je

prikazano na Slici 18.
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Slika 18. Bakterijski enzim transpeptidaza neophodan je za izgradnju stani¢ne stijenke,
povezivanjem peptidnih lanaca u cjelinu uz oslobadanje jednog D-alaninskog ostatka.

Enzim koji je zasluZan za takvo povezivanje zove se transpeptidaza, a to¢an mehanizam tog
procesa prikazan je na Slici 19. Aktivirana hidroksilna skupina serina napada ugljik amidne
veze izmedu dva terminalna D-alaninska ostatka, $to rezultira nukleofilnim pomakom jednog
D-alanina i formiranjem peptidni lanac-enzim transpeptidaza kompleks. Kompleks je povezan
esterskom vezom koja je ubrzo zatim napadnuta od stane amino kraja pentaglicinskog lanca,
prilikom ¢ega se oslobada enzim i zavrSava povezivanje peptidnih lanaca.
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Slika 19. Mehanizam povezivanja peptidnih lanaca prilikom sinteze bakterijske stani¢ne
stijenke, kataliziran transpeptidazom.
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Penicilini imaju strukturalnu slicnost dvama povezanim D-alaninskim ostacima te ih enzim
transpeptidaza lako zamijeni s D-Ala-D-Ala lancem pa se tako penicilini inkorporiraju na
aktivnho mjesto enzima. Jednom kada se povezu, B-laktamski ugljik napadnut je od strane
hidroksilne skupine serina, dolazi do otvaranja prstena i penicilin ostaje kovalentno vezan na
enzim. Glomazan tiazolidenski prsten sada blokira pristup pentaglicinskom lancu do aktivnog
mjesta te tako penicilin ostaje trajno vezan na enzim transpeptidazu ¢ime mu onemogucava da
dalje odraduje svoju funkciju (Slika 20.). To rezultira nastankom necjelovitih, poroznih i
lomljivih stani¢nih stijenki, prije ili kasnije dolazi do izboCenja na stijenki bakterije, nakon toga
nastaju lezije i kona¢no dolazi do uginuca bakterije.
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Slika 20. Mehanizam inhibicije uz pomo¢ penicilina.

Pitanje je stoga, kako savladati problem rezistencije na peniciline. Otpornost na penicilin je
postao problem jos 1960. godine kada su se pocele sve ¢esce pojavljivati bakterije koje su bile
otporne na peniciline i to zato jer su sadrzavale enzim B-laktamazu. Taj enzim je deaktivirao
lijek otvaranjem B-laktamskog prstena i penicilin nije viSe imao svoju pocetnu aktivnost ni
ljekovitost. Na srecu, naknadno je otkriveno da derivati penicilina koji imaju glomazne
supstituente na bocnim lancima i dalje imaju svoju funkciju i otporni su na enzim [-laktamazu
iz rezistentnih bakterija.
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8. ZAKLJUCAK

Veliki problem pojave zaostalih antibiotika te otpornost na antibiotike predstavlja
kompleksan fenomen koji zahtjeva ukljucivanje globalnih vlasti, bitnih organizacija i drugih
odgovornih tijela. Zagadenje okoli$a antibioticima trebala bi se svesti na minimum pocevsi od
regulacije konzumacije antibiotika do propisanih smjernica u sklopu Procjene rizika (ERA).

Povecano koriStenje antibiotika je direktno povezano sa zagadenjem okoliSa antibioticima.
Javlja se sve veca potreba za definiranim politikama upotrebe i pracenje ispustanja antibiotika
u okoli§ te potreba za jacanje svjesnosti ljudi oko Cinjenice koliko kriva upotreba antibiotika
naruSava ravnoteZu ekosustava i ljudsko zdravlje. Iz tog razloga, da bi se smanjila upotreba
antibiotika i ispuStanje antibiotika u prirodu, zakonodavne mjere bi trebale obratiti paznju na
dijelove okoliSa koji su pod visokim rizikom u kojima je zamijeCena visoka koncentracija
zaostalih antibiotika, kao Sto su otpadne vode bolnica ili oko farmaceutskih industrija.
Udruzenje znanstvenika predlozilo je da se definiraju limitirane vrijednosti koncentracija
antibiotika u okoliSu kao mjera zastite okolisa i ljudskog zdravlja. Sve navedeno trebalo bi se
detaljno obrazloziti i obuhvatiti u sklopu dokumentacije Procjene rizika za pojedinu supstancu.

Pojava antibiotika u prirodi direktno je povezana s kemijskim i farmakokinetickim svojstvima,
ali 1 s dinamikom mikrobioloSkih zajednica u okoliSu. Kombinacija jednog i drugog moze
dovesti do mutacija bakterija i njihove otpornosti na antibiotike. Iz tog razloga je bitno istaknuti
odnos prisutnosti antibiotika u okoliSu i njihov utjecaj na ekosistem te bi zato od velike vaznosti
bila detekcija i kvantifikacija antibiotika zaostalih u prirodi, kako i komponenata s
potencijalnom bioloSkom aktivno$¢u, Sto bi pak ujedno omogucilo stvaranje znanstvene baze.
Dosadasnja istrazivanja ukazuju na nuZnu potrebu za pra¢enjem i razumijevanjem sudbine
antibiotika u okoliSu.

Koristi i potreba za upotrebom antibiotika ne moze se ignorirati, ali se utjecaj antibiotika na
okoli§ treba uzeti u obzir i poduzeti sve moguce mjere da se zastiti ekosistem, ali i ljudsko
zdravlje, 1 sve to na vrijeme, kako bi se izbjegle kasnije nepovratne posljedice.
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