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1. Introducere

Pentru a putea elabora o strategie eficienta antimicrobiana utilizand teste care sa
cuantifice stresul oxidativ, este necesara intelegerea mecanismelor prin care acesta
actioneaza.

STRESUL OXIDATIV este definit ca situatia in care se produce un dezechilibru intre
productia de specii reactive ale oxigenului (SRO) respectiv specii reactive ale azotului
(SRN) si apararea antioxidanta.

Speciile reactive ale oxigenului sunt produse de organismele vii ca urmare a
metabolismului celular normal si a factorilor de mediu, cum ar fi poluantii atmosferici sau
fumul de tigara. La concentratii mici pana la moderate, acestea functioneaza in procesele
celulare fiziologice, dar la concentratii mari sunt capabile sa deterioreze structuri celulare
cum ar fi: carbohidratii, acizii nucleici, lipidele, proteinele si in plus, pot modifica functiile
lor. Organismele aerobe si-au dezvoltat doud sisteme de control a speciilor reactive ale
oxigenului: primul si cel mai important - prevenirea formarii lor si cel de-al doilea -
neutralizarea imediat ce acestia se formeaza.

Sistemele integrate antioxidante, includ antioxidanti enzimatici si neenzimatici
care sunt, de obicei, eficienti in blocarea efectelor nocive ale SRO, dar in anumite conditii
echilibrul dintre oxidanti si antioxidanti se deregleaza in favoarea oxidantilor. Stresul
oxidativ defineste tocmai instalarea acestui dezechilibru (Birben E. et.al,, 2012). Chiar daca
SRO reprezinta sisteme de aparare ale celulei in fata invaziei microbiene, s-a dovedit faptul
ca aproape toate bacteriile au evoluat si sunt capabile sa foloseasca un arsenal de
antioxidanti adaptivi si inductibili, astfel incat pot gestiona efectele toxice ale SRO (Kim S.
et. al,, 2019). S-a dovedit faptul ca celulele bacteriene au o serie de proteine care reusesc sa
repare proteinele oxidate rezultate in urma atacului SRO (Ezraty B., et. al., 2017).

Speciile reactive ale oxigenului (SRO) reprezinta specii chimice care poseda un
electron impar. Fiind fragmente moleculare foarte reactive, radicalii liberi reactioneaza cu
moleculele organice, macromoleculele si membranele, perturband homeostazia
intracelulara si deteriorand structurile subcelulare (mitocondriile si reticulul endoplasmic)
iar produsii lor de descompunere intra in structura pigmentilor lipofuscinici, denumiti si
pigmenti de uzurd (wear and tear pigments) sau pigmenti de imbatranire (age pigments).
Ei sunt produsi in celula in timpul fagocitozei sau accidental. SRO apar in anumite reactii de
oxido-reducere in care au loc modificari de pe urma carora substanta respectiva isi
schimba adesea functia biologica (devine mai hidrosolubild sau intervine in alt lant de
reactii metabolice). SRO intervin ca principal factor de amplificare in producerea
"leziunilor oxidative": peroxizi, hidroperoxizi, endoperoxizi si epoxizi, la care se cumuleaza
o noud amplificare rezultata din dezechilibrarea balantei: prin exces de pro-oxidanti,
dublat de deficit de anti-oxidanti.
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Amplificarea si acumularea in timp a atacului radicalilor liberi si stresului oxidativ
(stres cronic), exprimatd prin dezechilibrarea raportului exces pro-oxidanti/deficit
antioxidanti, provoaca dezechilibrarea balantei anabolism/catabolism in direcfia stres
anabolic (hipo-anabolism)/stres catabolic (hiper-catabolism) cu acumulare intracelulara
de deseuri insolubile. Deteriorarea oxidativa poate avea un efect devastator asupra
structurii si activitatii proteinelor si poate duce chiar la moartea celulara. Aminoacizii care
contin sulf cisteina si metionind sunt deosebit de sensibili la speciile reactive de oxigen si
speciile reactive de clor, care pot deteriora proteinele (Ezraty B., et. al., 2017).

Tipuri de SRO produse in vivo:

1) Radicalul hidroxil - OH" este unul din cei mai reactivi radicali liberi, apare prin
expunerea organismului la radiatii ionizante. Poate reactiona cu aproape toate moleculele
din celula vie; odata format distruge tot ce se gaseste in jur, dar nu poate migra pe distante
mari in celuld. Aproape toate efectele de distrugere determinate de expunerea in exces la
radiatii ionizante, sunt initiate de atacul radicalului hidroxil asupra proteinelor,
carbohidratilor, ADN-ului, lipidelor (Katerji M. et. al., 2019).

2) Anionul superoxid - 02" este produs de fagocite (neutrofil, eozinofil, monocit,
macrofag), precum si de alte celule ca: limfocite, fibroblaste, celule endoteliale vasculare in
scopul inactivarii virusurilor si bacteriilor. 02"~ se considera a fi implicat In transmiterea
semnalului intracelular precum si In reglarea cresterii celulare.

Anionul superoxid, la fel ca si peroxidul de hidrogen, poate fi generat prin reactii de
autooxidare in care compusi cum ar fi catecolamine, tetrahidrofolat reactioneaza cu
oxigenul formand superoxidul (Katerji M. et. al., 2019). Acesta va oxida alti compusi initiind
lanturi de reactii cu formarea altor radicali liberi. Mecanismul intim de formare presupune
adaugarea unui electron la oxigenul molecular. Acest proces este mediat de nicotin adenin
dinucleotid fosfat [NAD(P)H] oxidaza sau xantin oxidaz sau de un sistem de transport de
electroni mitocondriali. Situl principal pentru producerea anionului superoxid este
reprezentat de mitocondrii, adicd acea parte a celulei specializatd in producerea de
adenozin trifosfat. In mod normal, electronii sunt transferati prin lantul de transport de
electroni mitocondriali pentru reducerea oxigenului in apd, dar aproximativ 1 pana la 3%
din toti electronii se scurg din sistem si produc superoxid. NAD(P)H oxidaza se gaseste in
leucocite polimorfonucleare, monocite si macrofage.

Citokine Peroxidare Citotoxicitate
Lipidica
Agenti <+— +NO
chemoatractanti
Molecule Denaturarea Inactivarea
de adeziune ADN enzimelor

(SOD)

Figura 1 - Impactul biochimic al generarii anionului superoxid
(dupa Cuzzocrea S et. al., 2001)
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La fagocitoza, aceste celule produc o explozie de superoxid care duce la activitate
bactericida. Superoxidul este transformat in peroxid de hidrogen prin actiunea superoxid
dismutazei (SOD).

Anionul superoxid este capabil sa produca o serie de deteriorari, incluzand: distrugeri
la nivelul celulelor endoteliale cu cresterea permeabilitatii microvasculare, formare de
agenti chemoatractanti ca leucotriena B4, recrutare de neutrofile in vederea inflamatiei,
peroxidare lipidica, distrugerea AND si formarea anionului peroxinitrit (ONOO7) care la
randul lui determina o serie de modificari asa cum reiese din figura 1 (Cuzzocrea S et. al.,
2001).

3) Peroxidul de hidrogen (H202) apare in habitatele naturale prin reactii intre sulf
si oxigen la interfetele oxic/anoxic, prin reducerea fotochimica a oxigenului de catre
cromofori sau ciclul redox al pigmentilor. In plus, plantele si animalele pot excreta H20;
pentru a distruge microbii (Seki M. et. al., 2004). H202 poate fi considerat o arma ideala
deoarece este mic si neincarcat electric. Aceste caracteristici 1i faciliteaza traversarea
pasiva a membranei celulare la viteze similare cu cele ale apei (Winterbourn CC et. al,,
2006). Odata patruns in interiorul citoplasmei, acesta perturba metabolismul fierului,
distugand practic celula. Pentru a identifica mecanismele prin care H20: prejudiciaza
supravietuirea celulelor a fost folosit un model experimental care a utilizat bacteria
Escherichia Coli. Rezultatele au aratat faptul ca H202 exogen dauneaza ADN-ului celulei si
deci este mutagen. Acest efect este cunoscut ca si reactia Fenton, in care H202 reactioneaza
cu fierul intracelular (Imlay JA et. al., 1988).

FeX + H,0, — [Fe0¥] — Fe* + OH™ +HO’

Explicatia prin care H20; este atit de nociv pentru celule in momentul in care
interfera cu metabolismul fierului, vine odata cu descoperirea faptului ca acesta inactiveaza
de fapt doud familii de enzime care contin fier: enzime mononucleare non-redox si
dehidrataze [10, 11]. Practic, H202 oxideaza fierul din aceste enzime si le suprima
activitatea. S-a observat ca doar 0,5 uM H»0: este suficient pentru a distruge celulele in
aceasta maniera. S-a observant ca In urma reactiei Fenton apar la nivelul celulei si o serie
de leziuni care pot provoca mutageneza (Rai P. Et. al,, 2001).

Sistemele protectoare antioxidante

Cresterea concentratiei In Oz a atmosferei terestre acum 3 miliarde de ani a obligat
formele primitive ale vietii sa se adaptete prin crearea de sisteme protectoare antioxidante.
Aceste alge si bacterii unicelulare nu numai ca s-au adaptat concentratiei crescande de Oy,
dar au inceput sa-1 foloseasca ca promotor al evolutiei vietii si initiator al unor numeroase
procese esentiale (Olinescu, 1994).

Organismul se apara impotriva excesului de radicali liberi cu ajutorul antioxidantilor
neenzimatici (naturali si sintetici) sau enzimatici. Pentru a mari eficienfa, pentru aceeasi
specie de radicali liberi actioneaza antioxidanti enzimatici si neenzimatici localizati in
medii diferite membrang, citoplasma, lichid extracelular si in mai multe fractiuni
subcelulare (Katerji M. et. al. 2019).
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ANTIOXIDANTI ENZIMATICI:

1) Superoxiddismutaza (SOD) - se gaseste in orice celuld aerobd, In mitocondrie si
citosol. Converteste anionul superoxid la peroxidul de hidrogen (Wei J. et. al.,, 2001):

2027 + 2H* — H202 + O2

Exista mai multe forme de SOD: Fe-SOD la organisme inferioare iar la organisme
superioare In citoplasma Cu-Zn-SOD si In mitocondrie Mn-SOD. Desi SOD se gaseste destul
de abundent in celulele mamiferelor, s-au observat boli in care activitatea enzimei este
scazutd, fie datorita prezentei unor inhibitori, sau din cauza unei biosinteze micsorate. S-a
constatat scaderea SOD 1n anumite focare: inflamatiile, tumorile, cataracta si in ischemiile
unor organe mari (inima, creier). S-a Incercat introducerea SOD purificata in tratamentul
unor boli cu rezultate variabile (Olanow CW, 1993). Rezultate remarcabile s-au obtinut cu
SOD sintetic, dar toxicitatea mare a acestui produs limiteaza utilizarea lui clinica.

2) Catalaza se gaseste in toate celulele aerobe, in mitocondrii si peroxizomi.
Actioneaza asupra moleculelor de peroxid de hidrogen, cu efect detoxifiant:

H,0, + H202, — 02 + 2H20

Cantitatea mare de catalaza din hematii, ficat, justifica implicarea ei in procese unde
se produc cantitati crescute de H20; (Jones P., 2001).

3) Glutation peroxidaza contine seleniu ca parte activa. Acumularea formei oxidate
a glutationului, format atat prin actiunea GSH peroxidazei sau neenzimatic, pare sa fie un
indice al stresului oxidativ la nivel celular. GSH peroxidaza mai intervine ca reglator in
biosinteza prostaglandinelor prin inhibarea lipooxigenazei. Importanta GSH peroxidazei in
biosinteza prostaglandinelor este atat de mare, incat in deficit de seleniu apar leziuni ale
endoteliului unor vase si tulburari ale agregarii trombocitare, prin dereglarea biosintezei
prostaciclinelor (Katerji M. et. al. 2019).

4) Glutation S-transferaza se gaseste intracelular. Catalizeaza conjugarea
glutationului cu diferiti compusi in conditiile poludrii chimice [6]. Existd o mare varietate
de izoenzime ale acestui antioxoidant care sunt exprimate omniprezent la oameni. Pe langa
rolul lor catalitic in conjugarea GSH la o varietate de componente daunatoare, un numar de
izoenzimele reduc hidroperoxizii si detoxifiaza produsii finali rezultati din peroxidarea
lipidelor.

ANTIOXIDANTII NEENZIMATICI:

Spre deosebire de sistemele antioxidante enzimatice, care sunt limitate la cele patru
enzime, antioxidantii neenzimatici cuprind o grupa foarte mare de substante a caror lista
este Tn continua crestere.

1) Glutationul redus (L-alfa-glutamil-Lcisteinil-glicocol) (GSH) este principalul
antioxidant neenzimatic intracelular. Este un transportor al gruparilor -SH libere. Atat
neenzimatic, cat si actionand drept coenzima a GSH peroxidazei sau transferazei, GSH este
implicat in neutralizarea unor substante nocive endogene sau din mediu, a RLO generati de
intoxicatiile acute si cronice si In reactii cu compusi organici si radicali liberi (Katerji M. et.
al. 2019).
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2) Vitamina E (a-tocoferol) este admisa ca cel mai important antioxidant
liposolubil, al carui rol de baza este pastrarea integritatii membranelor. Vitamina E
reprezinta o tinta pentru RL si este un eficient inhibitor al evolutiei lantului oxidativ (Lee
GY, Han S., 2018). S-a demonstrat ca vitamina E se regenereaza continuu, iar acest fapt
mareste eficienta ei In stari patologice in care are loc o liza celulara (Yang CS. Et. al.,, 2020).

3) Acidul ascorbic. Discutiile asupra utilitatii terapeutice ale vitaminei C au un ecou
mare si in opinia publica. Principalele implicatii ale vitaminei C sunt: rolul antiinfectios care
se bazeaza pe efectele modulatoare ale acidului ascorbic in imunitatea celulara, rolul
detoxifiant se bazeaza pe accelerarea metabolizarii substantelor xenobiotice, rolul
antioxidant este cel mai controversat deoarece o serie de lucrari mentioneaza vitamina C
printre captatorii de RL, iar alte lucrari aduc argumente in favoarea rolului pro-oxidant,
mai ales in experimentele in vitro (El Halabi et. al., 2018).

4) Seleniul actioneaza nu numai prin GSH peroxidaza, dar si independent sau in
asociatie cu vitmina (Sies H, Jones DP., 2020).

5) Beta-carotenii si vitamina A, desi au efecte puternic antioxidante, sunt cunoscute
mai ales printre compusii anticancerigeni. Numeroase lucrari au demonstrat caracterul lor
antioxidant, blocant al propagarii peroxidarii si scavenger al oxigenului singlet (Katerji M.
et. al. 2019).

2. Speciile reactive ale oxigenului la bacterii

Stresul oxidativ din celulele microbiene impartaseste multe asemanari cu alte tipuri
de celule, dar are caracteristicile sale specifice care pot diferi in celulele procariote si
eucariote (Sigler K. Et. al,, 1999). O serie de studii avand ca scop elucidarea mecanismului
prin care bacteriile reactioneaza la atacul SRO, au utilizat modele bacteriene (Escherichia
Coli si Pseudomonas aeruginosa), reusind astfel sa caracterizeze raspunsurile adaptative
ale acestora, rezultand trei concluzii (Kim S. et. al.,, 2019; Dahl JU. Et. al., 2015):

e In primul rand, fiecare specie de SRO isi declanseaza propriul tip de raspuns
e In al doilea rand, raspunsul SRO este sub un control reglator in ceea ce priveste
inducerea proteine si enzime cu rol in apararea antioxidanta
e In al treilea rand, mecanismele de raspuns sunt relativ conservate in majoritatea
speciilor bacteriene.
Prin urmare, se pare ca rezultatele obtinute prin utilizarea modelelor de Escherichia
Coli si Pseudomonas aeruginosa se pot extrapola pentru a imagina raspunsurile bacteriene
generale la SRO. Ambele specii bacteriene se pare ca reactioneaza 1n acelasi mod:
realizeaza apararea antioxidanta actionand la toate nivelurile posibile (Kim S. et. al., 2019).

e Dbacteriile Incearca permanent prevenirea atacurilor SRO,
e odata declansata ofensiva SRO se incearca interceptarea si blocarea radicalilor,
e daca au fost produse pagube, se trece la reparatie.
Astfel, celulele bacteriene isi pregatesc potentiala aparare mentinand un nivel bazal
de enzime capabile sa elimine SRO precum O2- si H202, pastrandu-si astfel concentratiile in
limite de siguranta.
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Apararea impotriva SRO este realizata si de enzime antioxidante, metale, scavenger-ii
radicalilor, proteine de protectie si enzime reparatoare (Palmer LD, Skaar EP., 2016).

Data fiind cresterea rezistentei la antibiotice din ultimul timp, pot fi luate in
considerare anumite strategii antimicrobiene bazate pe generarea de SRO. Pentru
aprofundarea felului in care acest lucru ar putea fi realizat, vom face o scurta trecere in
revista a modului 1n care actioneaza antibioticele asupra bacteriilor [23, 24]. Deocamdata
nu e clar daca e vorba de un singur mecanism sau mai multe, care odata declansate sa duca
in final la moartea bacteriei. Sigur Insa, este faptul ca principalele medicamente
antibacteriene vizeaza trei tinte la nivelul bacteriilor:

e Peretele celular bacterian
Penicilina de exemplu, favorizeaza transpeptidarea adica inhibarea formarii de
legaturi incrucisate de tip peptidoglican in peretele celular bacterian. Rezultatul este
un perete celular foarte fragil care se dezintegreza, ucigand bacteria.

e Sinteza bacterianad a proteinelor
Antibioticele pot inhiba sinteza anumitor proteine. Tetraciclina, de exemplu, poate
traversa membrana peretelui bacterian si se acumuleaza in concentratii mari in
citoplasma acasteia. Apoi se fixeaza pe subunitatea ribozomala 30S si blocheaza
ARN-ul si in felul acesta opreste alungirea lantului proteic (Marrakchi M. et. al,,
2014; Kohanski MA et. al., 2010).

e Replicarea si repararea ADN-ului bacterian
Topologia cromozomiala bacteriana este mentinuta prin activitatea a trei enzime:
topoizomeraza I, topoizomeraza IV si ADN girazei (topoizomeraza II). Actiunea
acestor enzime este dezorganizata de chinolona sintetica, un antibiotic care vizeaza
complexele ADN-topoizomerazd. Prin acesta actiune, se ajunge la inhibarea
completa a diviziunii celulare, cu efect bacteriostatic si in final la moartea bacteriei
(Kohanski MA et. al., 2010).

Intr-un studiu realizat de Kohanski si colaboratorii in anul 2007 s-a aratat ci trei
dintre clasele principale de medicamente bactericide, utilizeaza un mecanism comun de
inactivare prin care stimuleaza producerea de doze letale de radicali hidroxil prin reactia
Fenton (Kohanski MA et. al,, 2007). Stresul oxidativ declansat contribuie la moartea
celulara mediata de antibiotice. Tot in cadrul acestui studiu s-a demonastrat faptul ca
stresul oxidativ este implicat In dobandirea rezistentei la antibiotice a bacteriilor patogene
prin alterarea mecanismelor de apirare antioxidantd a celulelor. in concluzie, stresul
oxidativ poate fi considerat ca un posibil mecanism prin care se exercitd efectele
antibioticelor si pe de alta parte, ca factor implicat in dezvoltarea rezistentei bacteriilor la
antibiotice (Imlay JA, 2013).

Mecanisme de protectie a bacteriilor impotriva stresului oxidativ

Bacteriile traiesc intr-o lume toxica in care concurentii lor excreta peroxid de
hidrogen sau compusi redox care genereaza superoxid. Pentru a face fata atacului SRO,
bacteriile si-au dezvoltat o serie de strategii de aparare. Modelul de studiu cel mai frecvent
utilizat este cu E. Coli iar enzimele implicate sunt: SOD in studiul degradarii anionului
superoxid, peroxidazele si catalazele pentru degradarea apei oxigenate. Mutantele carorale
lipsesc aceste enzime sufera alterari si ale enzimelor care au ca si cofactor fierul (catalaze,
peroxidaze si ribonucleotid-reductaze).
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De asemenea, in urma reactiei dintre fierul bivalent intracelular si apa oxigenata,
rezulta radicali hidroxil, care vor reactiona, la randul lor, cu toate biomoleculele. La nivelul
ADN-ului, acesti radicali produc leziuni care sunt incompatibile cu activitatea ADN-
polimerazei si cu replicarea, iar daca leziunile sunt majore, finalul il reprezinta moartea
celulara.

Rezultatele studiului publicat de Imlay JA in 2015 sugereaza faptul ca bacteriile se
protejeaza prin activarea asa numitor reguloni controlati de o serie de factori de
transcriptie (Imlay JA, 2015). Un obiectiv cheie al activitatii actuale este identificarea
circumstantelor naturale in care regulonii sunt activati. Acestia percep peroxidul atunci
cand oxideaza portiuni cheie de tiolat sau de fier, ei induc apoi formarea unor seturi de
proteine care vor declansa apdrarea unor enzimele vulnerabile.

La unele bacterii non-enterice, o parte din factorii de transcriptie controleaza
sinteza si exportul compusilor din ciclul redox, in timp ce la bacteriile enterice apara celula
impotriva acelorasi agenti. In plus, unele bacterii pot induce enzime care apird celula
impotriva superoxidului pe care il produc acesti compusi. Rezultatele studiilor asupra
bacteriilor non-enterice sunt promitatoare si par sa ofere in viitor o oarecare claritate
privind felul in care microbii se protejeaza in fata atacului SRO.

3. Cuantificarea stresului oxidativ in sistemele procariote
(bacterii)

Dezvoltarea metodelor capabile sa coreleze stresul oxidativ cu raspunsul bacterian ar
putea contribui la obtinerea unei perspective asupra dezvoltarii de noi strategii
antibacteriene. Din pacate, tendinta SRO de a dobandi electroni ii face sa fie foarte reactivi,
cu o durata scurta de viata si prin urmare, foarte greu de detectat. Totusi existad o serie de
metode utile in acest sens.

1. Metode bazate pe chemiluminescenta
Mai multe studii au folosit chemiluminescenta pentru a testa prezenta SRO in bacterii.

Principiul metodei constd in legarea colorantului / complexului enzimatic
(luminofori) la specia reactiva de oxigen (SRO) vizata si emiterea de lumina, a cdrei
intensitate este direct proportionala cu SRO. Masurarea se face cu luminometre, iar valorile
se exprima In unitati relative de lumina (URL) (Yamazaki T. Et. al., 2011) sau prin
citometrie in flux (Yeom J. et. al., 2010).

Albesa si colaboratorii au folosit chemiluminescenta pentru a evalua implicarea
stresului oxidativ, In special rolul superoxidului in actiunea antibioticelor impotriva
diferitelor bacterii, inclusiv Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa si Enterococcus faecalis (Albesa I. et. al., 2004). Folosind chemiluminescenta,
acest grup de cercetatori a gasit ca diverse antibiotice pot creste eliberarea superoxidului
in diferite tulpini, dar numai acele tulpini sensibile la antibiotice prezinta raspuns la stres
oxidativ.
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Alte studii au demonstrat rolul radicalilor hidroxil (OHe) ca un factor esential al
raspunsului la stres oxidativ. Un studiu realizat de Kohanski si colaboratorii a urmarit E.
Coli tratat cu norfloxacina, ampicilina si kanamicina si Staphylococcus aureus tratat cu
norfloxacina si cloramfenicol si a demonstrat eliberarea de radicali hidroxil prin reactia
Fenton (Kohanski MA et. al., 2007).

Pentru a evalua formarea radicalilor hidroxil s-a utilizat un colorant specific -
hidroxifenil fluoresceina (HPF). Rezultate similare au fost observate si in cazul E. coli
tratatd cu norfloxacina dupa adaugare de HPF. Un grup de cercetatori coordonati de Yeom ]
au demonstrat in anul 2010 ca antibioticele ar putea accelera moartea celulelor prin
promovare a reactiei Fenton care duce la un raspuns oxidativ la stres in cazul bacteriei
Pseudomonas aeruginosa tratata cu ampicilina (Yeom J. et. al,, 2010). Rezultatele studiului
demonstreza faptul ca actiunea antibiotica este afectata de modularea reducerii nivelurilor
de nicotinamida-adenina dinucleotida (NADH) si chelarea fierului. Pe langa masuratori
directe sau indirecte ale SRO, implicarea SRO in moartea celulelor si rezistenta la
antibiotice poate fi, de asemenea, evaluata prin utilizarea de scavengerilor SRO.

2. Metode care utilizeaza citometria in flux

Acest tip de metoda este relativ nou in a cuantificarea stresului oxidativ la bacteriile
supuse tratamentului cu antibiotice. In anul 2018 un grup de cercetitori de la Universitatea
din Geneva condusi de Daniel Manoil si-au propus sa evalueze stresul oxidativ la bacterii cu
ajutorul flow citometriei (Manoil D. Et. al., 2018). Acestia au utilizat kitul DeepRO
CellROX® care combina un fluorofor sensibil la SRO (CellROX® Deep Red) si un colorant
pentru aprecierea viabilitatii celulare (SYTOX® Blue) pentru a permite detectarea celulelor
neoxidate, oxidate si deteriorate. Bacteriile Enterococcus faecalis si Fusobacterium
nucleatum au fost luate in studiu si au fost supuse stresului oxidativ. O concentratie optima
de CellROX® a fost determinatd pe Enterococcus faecalis si Fusobacterium nucleatum
expuse la stres oxidativ (H202).

Bacteriile au fost expuse la diferite concentratii de H20; si etichetate cu CellROX®
pentru a verifica daca fluorescenta a crescut Impreuna cu stresul oxidativ. De asemenea,
bacteriile expuse la H202 au fost dublu colorate cu CellROX® si SYTOX® Blue si analizate
prin citometrie in flux. Ambele tulpini au fost marcate cu CellROX® Deep Red.

Fluorescenta bacteriilor etichetate cu CellROX® Deep Red a crescut in mod
corespunzdtor odata cu stresul oxidativ aplicat. Analiza de citometrie de flux a probelor
dublu colorate a aratat subpopulatii de bacterii cu semnal CellROX® crescut atunci cand
este stresat si o absorbtie mai mare a SYTOX® Blue sub stres oxidativ mai mare.
Rezultatele acestui studiu indica faptul ca CellROX® Deep Red poate fi aplicat pentru a
masura stresul oxidativ la E. faecalis si F. Nucleatum iar combinatia dintre CellROX® si
SYTOX® Blue a permis discriminarea bacteriilor neoxidate, oxidate si deteriorate.

Contract 7PCCDI, COD: PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-0361



R. 2.5.3 Utilizarea de assay-uri specifice pentru cuantificarea stresului oxidativ in vederea elaborarii
unor strategii antimicrobiene

3. Metode bazate pe utilizarea captatorilor de radicali liberi /
antioxidanti

Principiul acestei metodei se bazeaza pe adaugarea de antioxidanti (tiouree; 2,2-
bipiridil; glutation; acid ascorbic), in culturile bacteriene expuse la antibiotice ce determina
stres oxidativ care protejeaza celulele de efectele nocive ale SRO si astfel, creste rata de
supravietuire a bacteriilor. Goswami si colaboratorii au investigat implicarea SRO la
actiunea Ciprofloxacinei asupra Escherichia coli (Goswami M. et. al., 2006).

Ciprofloxacina este un membru important si frecvent utilizat al fluorochinolonelor.
Mecanismul ei de actiune se bazeaza pe inhibrea activitatillor ADN topoizomerazei II si
ADN topoizomerazei IV, ducand in cele din urma la moartea celulelor bacteriene. in plus, a
fost demonstrata o crestere a SRO in celulele bacteriene ca raspuns la actiunea
ciprofloxacinei. Acesti cercetatori au investigat rolul SRO in actiunea antibacteriana a
ciprofloxacinei prin studierea efectelor diferitilor compusi antioxidanti asupra
susceptibilitatii Escherichia coli la ciprofloxacina.

Dintre antioxidantii verificati, glutationul si acidul ascorbic au asigurat o protectie
substantiala impotriva ciprofloxacinei. Implicarea anionului superoxid (02 ) si peroxid de
hidrogen (H202) in actiunea antibacteriand a ciprofloxacinei a fost analizata folosind
superoxid dismutaza, catalaza si alchil hidroperoxid reductaza. Rezultatele acestui studiu
sugereza ca Oz si H202 pot fi implicati in actiunea antibacteriand a ciprofloxacinei, ca
speciile SRO pot avea un rol similar in actiunea antibacteriana a tuturor acestor
fluorochinolone si ca protectia mediata de glutation nu este o fenomen general ci specific
fluorochinolonelor.

4. Metode bazate pe utilizarea tulpinilor mutante

Investigarea proceselor legate de stresul oxidativ si a rolului SRO in bacteriile expuse
la antibiotice ofera informatii valoroase cu privire la mecanismul moartii celulare mediata
de antibiotice bactericide si implicarea SRO in acest proces. O alta strategie de evaluare a
eliberarii SRO in bacteriile tratate cu antibiotice este utilizarea de tulpini mutante care au
un mecanism de aparare antioxidant modificat. Sistemul defensiv antioxidant al bacteriilor
cuprinde enzime antioxidante specifice, inclusiv superoxid dismutaza (SOD), catalaza si
peroxidaza. Prin manipularea tulpinilor de E. coli, poate fi generata o tulpina knockout
pentru a crea o stare de dezechilibru artificial care permite studiul selectiv al mecanismelor
oxidante / antioxidante.

Principiul metodei de determinare se bazeaza pe:

1. utilizarea tulpinilor sensibile la antibioticul de testat, In comparatie cu cele
rezistente sau a tulpinilor ,knockout” (bacterii carora, prin manipulare genetica, le-
au fost inactivate genele specifice implicate in apararea impotriva stresului oxidativ,
in special, cele raspunzatoare de SOD, catalaza si peroxidaza)

2. evidentierea anumitor gene care sunt exprimate ca raspuns la stresul oxidativ
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5. Investigatiile proteomice
Se bazeaza pe utilizarea urmatoarelor metode:

e Spectrometrie de masa - ESI (ionizare in electrospray) si MALDI (ionizarea prin
desorbtia laser asistata de o matrice solida) - identificarea proteinelor/izoformelor
afectate de stresul oxidativ si gruparea lor dupa functia pe care o indeplinesc.

e Electroforeza in gel - identificarea proteinelor/izoformelor afectate de stresul
oxidativ, pe baza greutatii moleculare.

¢ PCR - identificarea si ulterior, expresia secventelor de ADN responsabile de aparitia
SO.

Un studiu publicat de Huang CH si colaboratorii in anul 2011, avand ca scop analiza
proteomica a proteinelor up-reglate ale bacteriei Helicobacter pylori supusa stresului
oxidativ a dus la rezultate foarte intersante (Huang CH, Chiou SH, 2011).

Se stie ca dezvoltarea cancerului gastric este asociata cu inflamatia cronica aparuta ca
o consecinti a infectiei cu Helicobacter pylori. In astfel de inflamatii, stresul oxidativ indus
de speciile reactive de oxigen in vivo poate exercita efecte bidirectionale, atat asupra
gazdelor, cat si asupra Helicobacter pylori. In acest studiu, stresul oxidativ indus de SRO a
fost mimat in cocultura a celulelor epiteliale gastrice cu Helicobacter pylori tratate cu apa
oxigenata (H202).

Pentru a investiga efectul H20; asupra proteomului Helicobacter pylori, a fost
efectuata electroforeza bidimensionala pe gel de poliacrilamida, urmata de cromatografie
lichida cu spectrometrie de masa si analiza bioinformatica a bazei de date. S-a constatat
prezenta unor proteine supraexprimate: proteina A asociata cu citotoxina (CagA),
citotoxina vacuolanta (VacA), proteina de aderenta (AlpA), doud enzime antioxidante -
alchilhidroperoxid reductaza (AhpC) si catalaza (KatA), plus o serin proteaza (HtrA),
aconitat hidrataza si fumarat reductaza. De asemenea, s-a observat up-regularea unor
factori de virulenta si proteine antioxidante In mai multe tulpini de Helicobacter pylori
izolate de la pacienti. Mai mult, s-a constatat ca a scazut rata infectiei cu Helicobacter pylori
si proliferarea a crescut dupa expunerea la H20o.

De asemenea, s-a observat ca celulele epiteliale gastrice pot fi protejate de
deteriorarea oxidativi de H,0; in prezenta Helicobacter pylori. In concluzie, acest studiu
sustine presupunerea ca speciile reactive ale oxigenului continand H20; pot induce up-
regularea factorilor de virulenta si a enzimelor antioxidante ale Helicobacter pylori si care
pot explica inflamatia ce contribuie la dezvoltarea cancerului gastric din infectia cu
Helicobacter pylori.

6. Senzorii electrochimici

Permit cuantificarea in timp real a stresului oxidativ n sisteme biologice complexe.

Dezavantaje: dificultati de calibrare si uneori, de operare, In sisteme biologice
complexe, din cauza interferarii dintre radicalii liberi formati si a instabilitatii acestora.
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