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FORKORTNINGAR

AHL - Acyl homoserin lakton (gramnegativa autoinducerare)
All - Autoinducerare typ 1 for intraspecieskommunikation
Al2 - Autoinducerare typ 2 for interspecieskommunikation
AIP - Autoinducerande peptider (grampositiva autoinducerare)
QS - Quorum sensing

QSI - Quorum sensing himmare

QQ - Quorum quenching



SAMMANFATTNING

Den hir litteraturstudien syftar till att oversiktligt forklara hur bakterier kommunicerar med
varandra och att sammanfatta hur mekanismen kan himmas, med syfte att minska bakteriers
virulens och férmdga att manifestera infektion.

Quorum sensing &r bakteriers formédga att kommunicera med varandra och ger dem
mdjligheten att uppvisa en form av multicellularitet. Till f6ljd av kommunikationen kan de
med en hog grad av samordning och pi ett energieffektivt sétt uttrycka virulensfaktorer som
biofilm, motilitet, toxiner eller bioluminiscens som mdjliggoér infektion. Genom att studera
symbiosforhdllandet mellan blidckfisken Euprymna scolope och bakterien Vibrio fisheri,
okade forstdelsen kring hur celldensiteten hos bakterierna ledde till det aktiverade gensvaret,
vilket visade sig i en sjdlvlysande formdga hos den typen av bakterier. Gensvaret i sig ar
beroende av kommunikationen mellan bakterierna, och sker med kemiska signalsubstanser
kallade autoinducerare.

Autoinducerarna skiljer sig mellan gramnegativa och grampositiva bakterier baserat pa
molekylens utseende, som enkelt beskrivet resulterar i bakteriernas sprak. Gramnegativa
bakterier anvénder sig av homoserin-laktoner medan grampositiva bakterier anviander sig av
oligopeptider for kommunikation inom bakteriearten, kallat intraspecieskommunikation. Det
pagar dven kommunikation mellan bakteriearter, vilket kallas interspecieskommunikation.
Interspecieskommunikationen ér essentiellt for bland annat biofilmsformation, och sker med
autoinducerande furanosyl-borat-estrar.

Pa grund av artionden med riklig antibiotikaanvdndning globalt har multiresistenta bakterier
selekterats fram. Det medfor att forskare letar efter alternativa végar for att hdmma dessa
infektioner. Lakemedel riktade mot quorum sensing kan mdjligen bli ett alternativ till, eller
anvéndas i kombination med konventionell antibiotika for terapeutiska behov i framtiden. Det
kan till exempel ske genom autoinducerarreceptor-antagonister, hamning av autoinducerar-
syntes, inaktivering av autoinducerare, eller genom att hamma sekretion av autoinducerare.
An rader det viss oenighet hos forskare huruvida resistens kan komma att utvecklas mot
quorum sensing-hdmmare. Vissa forskare menar att det inte sker resistens mot dessa, eftersom
bakteriernas DNA inte paverkas och dé heller inte bakteriernas tillvéixt. Andra forskare anser
att det selektiva trycket for resistens kommer minska om man anvinder quorum sensing
synergiskt med konventionell antibiotika, eftersom dessa kombinationspreparat innebdr att
lagre doser kan ges. Den tredje gruppen forskare menar att resistensutvecklingen redan pagar.

Hittills har det enbart gjorts ett fatal kliniska studier avseende quorum sensing och resultaten
har varierat. Det rdder déremot inga tvivel om att quorum sensing-hdmmare kan bli ett
alternativ for att behandla bakteriell sjukdom hos djur och vixter i framtiden. Men det krivs
vidare forskning och en djupare forstaelse for hur quorum sensing kan anvéndas som maéltavla
for lakemedel pé ett sikert sétt for patienten och miljon innan det kommer tas i bruk.



SUMMARY

This literature study aims to summarize how communication takes place in Gram-negative
and Gram-positive bacteria. It will describe some ways we can utilize quorum sensing in the
future to prevent bacterial infections by inhibiting their way of communicating.

Quorum sensing is the ability of bacteria to communicate with each other and thereby exhibit
a form of multicellularity. Through this process they strategically express virulence factors
such as biofilm, motility, toxins or bioluminescence, which enable them to infect their host in
the most energy efficient way.

The general understanding is that the cell density of the bacteria leads to the activated genes
resulting in the luminescent ability. This understanding was developed by studying the
symbiosis relationship between the squid Euprymna scoloes and the bacterium Vibrio fisheri.
The response itself is dependent on communication between the bacteria. It is done by
chemical transmitters called autoinducers, which differ between gram-negative and gram-
positive bacteria based on the molecular structure of the autoinducer. The autoinducers gives
the bacteria its species specificity when it comes to communication. Gram-negative bacteria
use homoserine lactones, while gram-positive bacteria use peptides as autoinducers to start the
gene activation. In addition, there is also communication between species, which is essential
in biofilm formation. This communication takes place with the help of other types of
autoinducers called furanosyl-borate esters.

Multi-resistant bacteria, due to decades of overuse of antibiotics used globally, has led to the
importance of finding new ways in treating bacterial diseases. Quorum sensing inhibitors can
act as an alternative to, or in combination with, conventional antibiotics to cure bacterial
disease. For example, quorum sensing inhibition can be done by any of the following: using
autoinducer receptor antagonists, inhibiting the autoinducer synthesis, inactivating or breaking
down autoinducers, or by inhibiting autoinducer secretion which can be done by biological or
synthetic methods.

There are some disagreements among researchers as to whether the development of resistance
to quorum sensing inhibitors may occur. Some researchers believe that quorum sensing
inhibitors will reduce the selective pressure for developing resistance since this mechanism
does not affect the DNA and, thereby, not the growth of the actual bacteria. While other
researchers believe that resistance to quorum sensing inhibitors is already an ongoing issue.
Only a few clinical studies have been completed so far with varying results. However, there is
no doubt that quorum sensing inhibitors can become an alternative way of treating bacterial
disease in animals and plants in the future. But there is still a need for further research and a
deeper understanding of how to use quorum sensing inhibitors safely with patients.



INLEDNING

Quorum sensing avser bakteriers forméga att kommunicera med varandra och darmed uppvisa
en form av multicellularitet (de Kievitand Iglewski, 2000). Det dr ett komplext beteende som
innebdr att bakterierna taktiskt koordinerar sig och véntar tills de ar tillrdckligt ménga, innan
de synkroniserat uttrycker olika typer av virulens dér specifika gener aktiveras for att sd
effektivt som mdjligt kunna infektera sin vérd (Schauder et al. 2001; Williams 2007; Schluter
et al. 2016) Bakteriestammens genuppséttning styr effekten av aktiveringen av generna vilket
till exempel kan vara virulens, biofilm, motilitet eller Gverforing av antibiotikaresistensgener
(Williams, 2007). Men hur dr kommunikationen mojlig? Hur skiljer sig quorum sensing
mellan bakteriestammar och hur kan detta paverka oss?

Denna litteraturstudie avser att pa ett overgripande sitt beskriva hur quorum sensing fungerar
hos gramnegativa och grampositiva bakterier. Slutligen fors ett resonemang kring den
tillgingliga forskningen gillande quorum sensing och framtiden, eftersom vetenskapligt
arbete fortgédr att genom himmande av bakterieckommunikationen, kunna skapa nya typer av
antimikrobiella substanser och antibiotika. Allt for att reducera virulens hos bakterier och
ddrmed himma bakteriell infektion.

MATERIAL OCH METODER

Databaser som anvints for denna litteraturstudie &r;

PubMed:”quourum sensing” AND “bacterial communication” AND ”virulence factors” eller
"quorum sensing" OR "bacterial communication" OR "antibiotic resistance" OR bacteria
”quorum sensing” and Autoinducers”. Evolution AND “quorum sensing”. Eller ensamt sokt
pa "novel antimicrobials”.

Web of sciensce, science direct och scopus. Sokbegreppen har varit ”qourum sensing” AND
“bacterial communication”, &ven (”quorum sensing” or qs) AND (antibiotic* or penicillin* or
“anti-bacterial agent®” or cephalosporin® or erythomycin*) ¢ 1849 tréiffar. Jag sokte dessutom
pa motsatsen till quorum sensing, vilket kallas fér quorum quenching; (”’quorum quenching”)
and (antibiotic* or penicillin* or “anti-bacterial agent” or cephalosporin* or erythomycin*) ¢
149 triffar.

Sokningar har dven gjorts pa specifika bakterier, sokorden har da varit tex “pseudomonas
aeruginosa” AND “quorum sensing” OR”staphylococcus aureus” AND ”quorum sensing”.
Sokte dessutom pd SLU bibliotekets sdksida “quorum sensing” and ”quorum quenching” and
future or “bacterial communication” ¢ 1492 tréffar.



BAKGRUND

Forskningsarbetet for att forstd bakteriernas samspel stracker sig tillbaka till 1960-70 talet,
dér studier pagick for att forstd hur bakterier koordinerar sitt genuttryck for bioluminiscens
genom luciferas, vilket dr ett enzym som skapar en sjdlvlysande formaga hos ett antal djur och
bakterier (Nealson et al., 1970). Slutsatsen blev att celldensiteten var en faktor som slog pa
och av generna. Det var ddremot inte forrdn studier gjordes pd symbiosforhallandet mellan
den hawaiianska blickfisken Euprymna scolopes och bakterien Vibrio fisheri (Lupp et al.,
2003), som fOrstaelsen uppstod att bakterier kommunicerar med varandra med hjdlp av
densitetsberoende signalsubstanser kallade autoinducerare (McFall-Ngai et al., 2012).

Euprymna scolopes lever pd grunt vatten, sover nedgrivd i sanden pa dagarna och jagar pa
nétterna. Blackfisken har en unik egenskap som grundar sig i att den har ett ljusorgan dér den
huserar bakterien V. fischeri, en bakterie som har formaga att avge luminiscens. Symbiosen
medfor att bakterien lever skyddad och far niring inne i ljusorganet och blickfisken anvénder
sig av ljuset som V. fisheri avger for att kamouflera sig. Vid jakt pa nétterna ar det essentiellt
for Euprymna scolopes att vara osynlig, och for att inte ménljuset ska skapa en skugga bakom
blickfisken anvinder den sig av skenet fran bakterierna och matchar bioluminiscens-utflodet
med inflodet av ménljus med hjélp av receptorer den har pa sin rygg. Vid gryning skjuter
bliackfisken ut det mesta av bakterierna och dterfir dé sin vanliga firg eftersom bakterierna
slutar lysa nér celldensiteten minskar. Bakterierna borjar sedan replikeras pa nytt, och vid
kvéllen har det blivit nog méinga bakterier for att celldensiteten ska var sa hog att de borjar
lysa igen (B. W. Jones et al. 2003; Wier et al. 2010).

Genom omfattande forskning kring celldensitet myntades begreppet quorum sensing (QS) av
Dr Steven Winans pa 90-talet (Fuqua et al. 1994; Turovskiy et al. 2007). Ordet quorum
grundar sig 1 latinets vilka” och syftar till att "nog manga maste narvara pa ett mote for att ett
beslut ska kunna fattas” (Nationalencyklopedin, 2019)

Mekanismen med celldensitet och signalsubstanser dr ndgot de flesta bakterier anvédnder, for
att pa ett energieffektivt sétt uttrycka olika gensvar for att samspelt lyckas infektera sin vérd.
Kommunikationsformagan mojliggdr det for bakterierna att agera som multicelluldra
organismer (Schauder et al. 2001).

QUORUM SENSING SKER MED AUTOINDUCERARE

Kommunikationen, quorum sensing (QS), sker med olika typer av kemiska substanser kallade
autoinducerare (Al), vilka bakterierna producerar sjdlva. Dessa utsondras relativt konstant hos
bakterierna och de diffunderar ut i omridet bakterierna ar beldgna pé. Det dr taktiskt nog inte
forrdn celldensiteten dr tillrdckligt hog, som autoinducerarna féster pd receptorer i
cytoplasman eller pa cellmembranet pd bakterien varpd en signalkaskad startar. Detta for att
synkroniserat lyckas infektera en vird (Rutherford and Bassler, 2012). Samordningen gar ut
pa att inte slosa pa de egna resurserna och att spara pd energin som anvinds for att bilda
slutfaktorerna (Schluter et al., 2016). Det aktiverade genuttrycket leder bland annat till
motilitet hos Yersinia pseudotuberculosis, svirmning hos Serratia liquefaciens,



biofilmsformation hos Pseudomonas aeruginosa, plasmidkonjugering hos Agrobacterium
tumefaciens, eller exoproteoaser hos Burkholderia pseudomallei (Williams, 2007). Quorum
sensing sker bdde inom arten, kallat intraspecies-kommunikation, och mellan bakteriearter
vilket kallas for interspecies-kommunikation.

Intraspecieskommunikation sker med autoinducerare typ 1 (Al1)

Intraspecies-kommunikationen skiljer sig mellan gramnegativa- och grampositiva bakterier,
men slutprodukten blir 6kad formaga att 6verleva och kolonisera sin vérd hos bada grupperna.

Gramnegativa bakterier

De flesta gramnegativa bakterierna anvénder sig av regulatoriska enzymer for att bilda N-
acyl-homoserin-lakton-molekyler (AHL) som autoinducerare. Den funktionella enheten av
denna molekyl &r homoserinringen vilken dr kopplad till en kolkedja. Det som ger bakterierna
kommunikationsspecificiteten dr att kolkedjorna har varierande langd och olika grad av
mittnad. Dessutom kan de ha olika atom eller atomgrupper pa det tredje kolet (Parsek and
Greenberg 2000; de Kievit and Iglewski 2000; Turovskiy et al. 2007; Rutherford and Bassler
2012). Den generella strukturen for AHL dr liknande hos olika gramnegativa bakterier och de
rdknas som homologer (Figur 1), dir man trivialt kallar dem for LuxI/LuxR-liknande system
eftersom det var det forsta systemet forskare studerade (Koch et al. 2005). AHL har annars
olika namn hos gramnegativa bakterier (Turovskiy et al. 2007). De kallas exempelvis for Lasl
hos Pseudomonas aeruginosa (Williams 2007), och Tral hos Agrobacterium
tumefaciens (White and Finan 2009) se tabell 1. Dessa autoinducerare binder till
cytoplasmatiska receptorer som kallas LasR hos P. aeruginosa och TraR for A. tumefaciens
vilka &r transkriptionsregulatorer som vidare binder in till olika operon p& kromosomerna som
kodar for de aktuella QS-signalerna som ska uttryckas (de Kievit and Iglewski 2000).
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Figur 1. Uppbyggnad av olika autoinducerare. a. N-acyl-homoserin-lakton-molekyler (AHL) hos
Gram-negativa bakterier b. Autoinducerande peptider (AIP) hos Gram-positiva bakterier c. AI-2
hos Vibrio harvey, Figuren dr en kopia frdan Federle och Bassler, 2003. Godkdnd att anvinda enligt
Michael J Federle 10 april 2019.



De léngsta autoinducerarna kraver effluxpumpar och aktiv transport for att diffundera ut i
omgivningen, annars diffunderar de passivt 6ver membranet hos de flesta gramnegativa
bakterierna (Pearson et al. 1999). Ovriga signalmolekyler férutom AHL som ir kiinda for
gramnegativa bakterier &r molekyler som bildas med S-adenosylmethionine (SAM) som
substrat (Wei et al. 2011).

Artspecificitet med avseende p4 quorum sensing hos utvalda gramnegativa bakterier

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ir en opportunistisk miljobakterie som forekommer
hos de flesta djuren inklusive reptiler och figlar. Det 4r en av de mest studerade bakterierna
vad géller quorum sensing da den ger allvarlig pneumoni hos ménniskor med cystisk fibros
eller annan immunnedsatthet (Folkesson et al., 2012). Pseudomonas aeruginosa anvinder sig
av tre typer av LuxI/LuxR-system. Den forsta & med autoinduceraren Lasl, déar
genregleringen leder till produktion av siderophorer, exotoxin, lipaser och biofilm (Parsek and
Greenberg, 2000). Det andra systemet dr med autoinduceraren Rhll som leder till produktion
av toxiner och sekundéra metaboliter. Lasl och RhllI verkar ha en koppling, d&ven om de inte
direkt kan aktivera varandra. Las verkar dock vara dominant 6ver Rhll (de Kievit and
Iglewski 2000). Det tredje systemet ger en utsondring av kontrollenzymer som elastas och
proteas och kallas for pseudomonas quinolone signal (PQS). PQS tycks kunna bli aktiverad av
bade Las och Rhl, vilket kan tyda pé att denna autoinducerare dven skulle kunna fungera for
interspecieskommunikation (Pesci et al. 1999).

Tabell 1. Oversikt av intraspecieskommunikation hos utvalda gramnegativa bakterier

Bakterie Reservoar Auto-inducerare/ Fenotyp/ Effekt av  Sjukdom hos vird Referens
art/underart  /virddjur transkriptions- Quorum
regulator
LuxI/luxR-system
Agrobacteriu  Miljo/ vixter Tral/TraR Ti plasmid- Vixttumor kallad gall (White
m konjugering and Finan
tumefaciens 2009;
Koch et
al. 2005)
Escherichia /De flesta djur, verkar sakna LuxI Celldelning, Sjukdomen beror av (Turovski
coli ménniska och homolog/SdiA adherering, lesions-  patotypen. Enterit, septikemi.  y et al.
faglar (SdiS) formation Odemsjuka hos gris och 2007)
dggledar-inflammation hos
fjdderfd, HUS hos médnniska
Pseudomonas  Milj6/ n6t, hund, Lasl/LasR Biofilm, exotoxiner, Pneumoni, mastit, otit (Williams
aeruginosa hist, faglar, RhII/RhIR exoenzymer, 2007;
reptiler, midnniska  Igs motilitet, sekundéra (Guendou
PQS/PgsR metaboliter, elastas, ze et al.
4-quinolone 2017)
signalering, virulens
Salmonella /Gris, not, fjaderfa  SdiS motsvarande Motilitet Gastroenterit (Turovski
enterica beroende pa LuxR men har ingen yetal.
subsp serovar LuxI homolog. 2007)
enterica
Vibrio fisheri  Euprymna LuxI/LuxR Bioluminescence Symbios-forhallande ej (Koch et
scolope bléckfisk ~ OrphanLuxI sjukdom al. 2005)
Vibrio Frilevande i havet =~ LuxLM/LuxN ej Bioluminescence Luminios vibros hos kréftor (Federle
harveyi eller i tarmfloran homologer till and
hos marina djur LuxI/R systemet Bassler
2003)
Yersinia Miénniska, Yenl/YenR Motilitet Enterit hos gris, abort pa (Throup et
enterocholitic  gnagare, gris/ Gris tackor och matforgiftning pa al. 1995)

a

maéanniska




Grampositiva bakterier

Grampositiva bakterier anvinder sig av autoinducerande peptider (AIP) som autoinducerare.
Dessa kommer inducera en form av genreglering som sker via ett tva-komponents-
signaltransduktionssystem dér AIP binder till membranbundna histidin-kinasreceptorer, vilket
skapar en autofosforylering genom aspartat som leder till ett aktiverat genuttryck (Turovskiy
et al. 2007). Gensvaret som bakterien kodar for finns listade i operon och utdver
virulensfaktorer bildas dven fler autoinducerare, vilka dr precursorprotein kallade pro-AlIP.
Pro-AIP méiste modifieras innan de blir aktiva och kan 1dmna bakterien, vilket de sedan gor
genom transportprotein kallade ATP-bindande kassetter, eftersom membranet inte slédpper
igenom peptider (Turovskiy et al. 2007). Artspecificiteten kommer av peptidernas utseenden.
De kan vara oligopeptider, polypeptider och/eller ha olika funktionella ytor (Rutherford and
Bassler 2012).

Artspecificitet med avseende pa quorum sensing hos utvalda grampositiva
bakterier

Staphylococcus aureus (S. aureus) ér en bakterie som forekommer hos méanga djur och kan
orsaka bland annat dermatit, abscesser och mastit. S.aureus Overlever dessutom i de flesta
miljoer, vilket resulterat i bade meticillin- och vancomycin-resistensutveckling hos stammen
(McGuinness et al. 2017). De uttrycker virulensfaktorer eller bildar biofilm genom att
aktivera operon bendmnda “accessory gene regulators” (agr). Agr aktiverar promotornerna P2
och P3 och autoinducerarna RNAII och RNAIII som ger hemolysin, toxin, protein A och
fibernectin (Rutherford and Bassler 2012). Signalvigarna for aktivering av agr-systemet dr
komplext men sluteffekten blir aktivering av exotoxiner, exoenzymer och en samtidig
inhibering av biofilmsformation. En senare inaktivering av agr leder séledes till
biofilmsformation och inhibering av virulensfaktorer (Rutherford and Bassler 2012).

S. aureus har ett flertal underarter vilka kan delas upp i fyra grupper beroende péd den typ av
AIP de har. De olika underarterna kan hdmma varandras QS i en given miljo eftersom de
stravar efter att fdsta i samma receptor (Kaufmann et al. 2008). Staphylococcus aureus
anvénder sig av en uppsjo av regulatoriska enzym for att samordna P2 och P3 och ett par av
dem styr dven hur S. aureus kan ta emot och svara pad signaler frdn miljon, allt for att
effektivisera hur vil bakterien forbrukar sina energireserver (Rutherford and Bassler 2012).



Tabell 2. Oversikt av intraspecieskommunikation hos utvalda grampositiva bakterier

Bakterie Reservoir  Autoinducerare/ Fenotyp/ Effekt av Sjukdom hos vird  Referens
art/underart / transkriptions-regulator  Quorum
virddjur
Bacillus Miljo/ PlcR/PapR Sporulering Kan kontaminera (Turovskiy
subtilus ComX mat men ar etal. 2007;
CSF apatogen Rutherford
and Bassler
2012)
Enterococcus /flertal cCF10, cAD1,cPDI, Overforing av Opportunistiska (Ali et al.
Jfaecalis djur COB1 och cAM373/FsR resistensgener genom infektioner 2017)
GBAP och CylLg/FstC plasmider
och CylRl
Staphylo- /hést, not,  AIP/agrC genom RNAII Toxiner, biofilm, Opportunist: (Rutherford
coccus aureus far, och RNAIII som styrs av adhesion Ulcerativ dermatit, and Bassler
subsp. aureus fjédderfs, P2 och P3 Hemolysiner: a-toxin, mastit, gastroenterit  2012)
hund, katt, B-toxin, y-toxin, d-toxin
ménniska, Protein A och koagulas
gnagare
Streptococcus /primater,  TprA/PhrA dven Tpr/Phr  Invasiner (pneumolysin) Lunginflammation,  (Monnet
pneumoniae gnagare septikemi, meningit  and Gardan
2015)

Interspecieskommunikation sker med autoinducerare typ 2 (Al2)

Interspecieskommunikation dr den generella kommunikationen bakterier anvéinder for att
vidarebefordra information mellan olika bakteriestammar. Ett typiskt exempel pa
interspecieskommunikation &r i biofilmer som plack pé tdnderna, dir hundratals bakteriearter
lever i en form av homeostas med varandra (Kolenbrander et al. 2002; Rickard et al. 2006).
Forskare forstod att kommunikationen skiljde sig frdn AIl genom att studera bakterien Vibrio
harveyis formédga att avge bioluminiscens vid tillsats av vitskor innehallande olika
bakteriekulturer (Cline and Hastings 1972). P4 90-talet pdvisades en helt annan form av
autoinducerare ldnkat till gensvaren, som till skillnad fran AIl inte var peptider eller laktoner
utan en furanosyl-borat-ester kallad luxS vilket &r ett syntas hos V. harvei (Federle and
Bassler 2003). Det blev kallat for interspecieskommunikation (Bassler et al. 1997) och klassas
som det universella spraket mellan bakteriearter (Schauder et al. 2001).

For att starta signalvdgen for interspecieskommunikation kommer autoinduceraren LuxS
binda till regulatorn LuxP som startar signalkaskaden for att genreglering ska ske. Alla
undersokta bakterier med luxS-homologer verkar kénnas igen av AI2 regulatorer pa andra
bakterier, vilket styrker att det hér systemet finns hos bade grampositiva och gramnegativa
bakterier (Schauder et al. 2001). Schauders forskningsresultat tyder pé att LuxS-homologerna
aterfinns pd olika platser pa kromosomerna hos olika bakterier, men hos Borrelia burgdorferi
verkar de samverka i en signalvdg med tvd andra gener kallade metK och pfs for att bilda
autoinducerare, vilket kan vara en forklaring till varfor de kan vara svéra att finna (Schauder
et al. 2001). Det saknas fortfarande kunskap om exakta signalvigar for AI2 hos flera bakterier
och man vet heller inte om bakterierna kan kdnna av vilken bakterieart den stdter pa eller om
de bara kédnner av att nigon annan bakterie ar nirvarande (Federle and Bassler 2003).



Interspecieskommunikationen i biofilmer krdvs for att bakterierna ska kunna upprétthalla en
komplex arkitektur, dir de lever samordnat och motverkar nedbrytning orsakad av
antimikrobiella medel och likemedel. Bakterier som inte sjdlva producerar AI2 kan &ndé
svara pa signalerna, vilket utnyttjas for att fi medverka i biofilmer (Rickard et al. 2006).

Tabell 3. Oversikt av ett fital interspecieskommunikationer

Bakterie Reservoir/vird  Autoinducerare/ Fenotyp/ Effekt av Quorum  Referens
art/underart  djur transkriptions-regulator
E. coli /De flesta djur, LsrR Transkriptions-reglering. (Turovskiy et al.
ménniska och RsbR Overforing av virulensgener, 2007; Styles and
faglar SidA adherering, sekretion, Blackwell 2018)
celldelning, motilitet
Salmonella Manga djurslag ~ Lsr/LsrK/IsrR virulensfaktorer (Styles and
Typhimurium  inklusive SidA (luxR homolog) Blackwell 2018)
ménniska
Pseudomonas  Miljo/ not, Har ingen luxS och Biofilm och virulensfaktorer (Lietal. 2015,p. 1)
aeruginosa hund, hést, producerar darfor ingen
faglar, reptiler, egen Al2 signal. Men
ménniska kénner dnda av Al2 genom
oklar mekanism
Vibrio Havet LuxS/LuxPQ Bioluminecence, proteas- och  (Federle and Bassler
harveyi siderofor-produktion, 2003).

QUORUM QUENCHING OCH ANTIMIKROBIELL AKTIVITET

Antibiotikaresistens dr en av de storsta svarigheterna inom medicin i dagsldget och problemen
har uppstatt till f6ljd av artionden av hog antibiotikaanvdndning. Detta har lett till att forskare
méste hitta alternativa végar for behandling av infektioner som orsakats av resistenta
bakterier. De flesta av de multiresistenta stammarna anvdnder sig av QS, darfor pagar
omfattande forskning kring att utveckla QS-hdmmare (QSI quorum sensing inhibitors). QSI
innebdr en paverkan av autoinducerarna s bakterierna inte lingre kan utfora den ténkta
mekanismen som virulens, biofilm och slutligen infektion. Himningen av den bakteriella
kommunikationen kallas for quorum quenching, dar quenching kan dversattas till att ddmpa,
vilket séledes dr motsatsen till quorum sensing (Guendouze et al. 2017).

Produktion av All-hdmmare skulle innebdra ett malinriktat antimikrobiellt medel som bara
slar ut den specifika bakteriestammen da man endast paverkar intraspecieskommunikationen,
till skillnad frdn framstéllning av AI2-hdmmare, som blir bredspektra antimikrobiella medel
eftersom man paverkar interspecieskommunikationen (Federle and Bassler 2003).

Det finns ett flertal sitt att astadkomma quorum quenching, men kostnaderna f{or
framstéllning och utveckling av QSI gor att det vetenskapliga arbetet stundvis stagnerar och
hittills verkar det bara ha gjorts ett fatal kliniska studier, med varierande resultat. Flertalet
forskare dr ddremot overens om att QSI dr ndgot som kommer kunna utnyttjas i framtiden for
att dimpa infektion (Federle and Bassler 2003; Kaufmann et al. 2008; Swem et al. 2009).
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Tankbara quorum quenching metoder

Autoinducerar-receptorantagonister

Al-antagonister binder till den tdnkta receptorn genom att ta de riktiga autoinducerarnas plats,
vilket leder till en utebliven signalkaskad. Det finns ménga Al-antagonister att nimna, men
ndgra exempel &r:

o Agr-antagonister: Som nidmnt tidigare kan en stam av S. aureus hdmma virulens av
en annan stam av S. aureus genom ldngden pd dess AIP. Genom att anvidnda hybrider
av AIP kan ett kompetetivt Overtag av receptorer uppnas hos S. aureus eftersom de
binder in till samma gruppspecifika receptor. Det leder sdledes till att man inte far en
aktivering av signalkaskaden (Lyon et al. 2000). Dock é&terstdr problemet att en
hdmning av agr leder till produktion av biofilm och syntes av protein A, vilket dnda
skyddar bakterien (Kaufmann et al. 2008).

o Halogenerade furanoner: Bildas av Delisea pulchra-alger. De himmar QS dd de
paverkar LuxR-homologer, vilket leder till en proteolytisk nedbrytning av
transkriptionsregulatorn som bland annat har effekt hos E. coli. Forskare har dock
hittills inte kunnat pavisa ett stabilt komplex mellan furanonerna och luxR, men en
reducering av LuxR har kunnat mitas nér furanonerna ar ndrvarande (Manefield et al.
2002).

Hamma syntesen av autoinducerare

Har sker en pdverkan av syntesen av LuxI-lika protein.

o MTAN (5'-Methylthioadenosine nucleosidase)-himmare: MTAN ir ett enzym som
kréavs for att upprétthalla homeostas i bakterier. En MTAM-hdmmare gor att syntesen
av autoinducerare stannar av hos bland andra V. cholerae och E. coli O157. Det
hdmmar bland annat biofilmsformation vilket gor att man léttare kan sl ut bakterierna
(Gutierrez et al. 2009).

o S-adenosylmethione (SAM)-himmare: Genom att himma syntes av SAM, som é&r
ett substrat 1 signalvigen att producera AHL (Gutierrez et al. 2009), eller genom att
hdmma ett reduktas som behdvs i Al-produktionen sker ingen syntes av QS-signaler
(Dong et al. 2007).

Inaktivering av autoinducerare

o Inhibera Al med antikroppar: Antikropparna opsoniserar Al-receptorerna vilket gor
det littare for kroppens egna immunforsvar att ta hand om Al och signalkaskaden
uteblir. Antikropparna kan dven himma agr-systemet hos S. aureus (Rutherford and
Bassler 2012). Denna vaccinationsstrategi finns for bade S. aureus och P. aeruginosa
men har inte klarat de kliniska testerna dn (Kaufmann et al. 2008)

o Kemisk inhibering: Ett mer basiskt pH i miljon gor att laktonringarna hos
gramnegativa bakterier Oppnar sig och leder dérfor till hdmmad signalkaskad, vilket
vissa plantor kan gora for att skydda sig mot bakterieinfektioner av till exempel
Erwinia carotowara (Byers et al. 2002).
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Nedbrytning eller inhibering av autoinducerare

o Lactonaser: Lactonaser (AiiA) produceras av gramnegativa bakterier som till

exempel bacillus-sldktet. De bryter ner laktonringen fran andra bakterier genom
hydrolys vilket leder till ofunktionella Al.

Ett laktonas kallat SsoPox fran arkéerna Sulfolobus solfataricus, har pavisats bryta ner
AHL hos P. aeruginosa hos rattor med den typen av pneumoni. Studien tyder pé att
det motverkar biofilmsformation och ddrmed sénkte mortaliteten hos rattorna (Hraiech
et al. 2014). Ingen skadlig effekt av SsoPox har pdvisats in vitro, vilket innebér att den
borde kunna anvdndas till exempel pd katetrar pd sjukhus for att minska
biofilmsformation (Guendouze et al. 2017).

AHL acylaser klyver sidokedjan av AHL och gor dirmed AHL-molekylen
ofunktionell (Defoirdt et al. 2010).

Hémma sekretionen eller transport av autoinducerare

P. aeruginosa har flera effluxpumpar och 1ag permeabilitet i sitt yttre membran, vilket gor att
den effektivt kan std emot béde antibiotika och rengoringsmedel (de Kievit and Iglewski

2000).

o Overuttryck av effluxpumpen MDR MexCD-OprJ hos P. aeruginosa kommer

dven nedsitta produktionen av nya AHL och darfor kommer QS hdmmas (Alcalde-
Rico et al. 2018).

Piaverkan av effluxpumpen MexAB-OprM kan édven leda till inflytande pd Las-
genuttrycket vilket leder till att distributionen av Al sker for tidigt. Det innebér att
virdens immunforsvar kommer ha en bittre formaga att ta hand om bakterierna

(Pearson et al. 1999; de Kievit and Iglewski 2000).

Tabell 4. Oversikt av utvalda quorum quenching mekanismer

Bakterie Quorum Quenching Fenotyp/ Effekt av QQ Referens
art/underbart enzym
Agrobacterium BlcC (hor till aiiA familjen) H&mmar plasmidoverforing (White and Finan
tumefaciens 2009)
Bacillus cereus Autoinducer inactivation Hydrolyserar laktonringen hos AHL (White and Finan
gene A (AiiA) lactonas proteobakterier 2009)
E. coli Halogenerade furanoner Proteolytisk nedbrytning av (Manefield et al.
transkriptionsregulatorn 2002; Gutierrez et
MTAM-hédmmare al. 2009)
Hédmmar syntes av Al
E. coli PAOI bildad av baicalein Hammar biofilmsformation hos P. (Zeng et al. 2008)

P. aeruginosa

(hérstammar frén en

plantrot av scutellaria)

aeruginosa och ger proteolys TraR hos E.coli

P. aeruginosa

lactonas SsoPox fran arkéen
Sulfolobus solfataricus

Bryter ner signalmolekylerna AHL och
hdmmar da biofilmsformation, proteas och
pyocyanin

(Guendouze et al.
2017)

QslA Hammar gentranskription

Paverkan av effluxpumpar
Salmonella SidA antagonister Hammar gentranskription hos ett flertal andra  (Styles and
Typhimurium bakteriestammar, bredspektra anvindning. Blackwell 2018)
S. aureus Agr-antagonister Blockerar signal6verforing av andra stammar  (Lyon et al. 2000)

vilket ger de en kompetetivt dvertag.
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Bakterier har alltid anvént sitt eget system for att inhibera varandra dir de angriper QS.
Manga av de ovan ndmnda processerna kan uppnds in vitro genom syntetiska eller biologiska
alternativ som fytokemikalier, dir man har studerat hur naturens egna substanser kan paverka
quorum sensing (Koch et al. 2005; Defoirdt et al. 2010). Nigra att ndimna med effekt pa
autoinducerare dr furocomariner, furanoner och tanniner, men svérigheten kommer i att fa
dem riktade enbart mot AIl och AI2 och pa sé vis vara sdkert for patienten (Sankar Ganesh
and Ravishankar Rai 2018).

Resistensutvecklingsteorier kopplat till quorum quenching

Vissa studier indikerar att problemet med Okningen av resistenta bakterier kan &tgérdas
genom att anvinda sig av QQ istéllet for klassisk antibiotika (Cappellaro et al. 1998; Koch et
al. 2005). Dessa forskare menar att QSI-molekylerna inte pdverkar DNA/RNA direkt, varvid
det selektiva trycket for resistens minskar eftersom det endast sker en paverkan av
bakteriernas kommunikationsférmaga och inte deras tillvixt (Federle and Bassler 2003)
(Hentzer et al. 2003; Rasko et al. 2008). Till skillnad fran vanlig antibiotikaresistens diar man
ser en Okad bakterietillvaxt, s& kommer bakterierna med resistens mot QSI-antagonister ddsla
sin energi pa att bilda QS-signaler utan att fi gensvar, vilket dr anledningen till att vi snarare
borde se en generell minskning av bakteriell resistens (Swem et al. 2009). De hdvdar dven att
om det bildas mutationer i LuxR som gor bakterierna immuna mot Al-antagonister, sd har det
ingen betydelse, eftersom resterande bakterier som inte utvecklat samma mutation dndé inte
kommer svara pd signalerna (Swem et al. 2009).

Andra hypoteser dr att man bor anvdnda quorum quenching synergiskt med konventionell
antibiotika for att sla ut bakterierna. Kombinationsmedicineringen skulle medféra en
minskning av dosen av antibiotikan, varvid den generella resistensutvecklingen kommer ta
langre tid (Koch et al. 2005; Hraiech et al. 2014; Vasudevan et al. 2018; Ivanova et al. 2018;
Narendrakumar et al. 2018). Resistensoverforingen sker dessutom ofta via konjugation, vilket
kan vara ett QS-drag (White and Finan 2009). Eftersom péaverkan av QS-mekanismen gor att
konjugationen uteblir borde dessutom den generella resistensutvecklingen minskas.

Andra forskare menar att resistensutveckling mot QQ redan pagéir hos vissa stammar av
bakterier dir det skett mutationer i mexR-genen, vilket verkar leda till resistens mot furanon-
receptorantagonister. Det pdvisades 2011 hos patienter med P. aeruginosa med cystisk fibros
(Maeda et al. 2012).

DISKUSSION

Komplexiteten av d&mnet, den begrdnsande tiden och arbetets omfattning gjorde att det inte
fanns mojlighet att ga in pé detaljer kring alla mekanismerna for hur QS och QQ fungerar. Jag
fick dessutom begrinsa mig i vilka QSI-tekniker och substanser det fanns utrymme att
redovisa. Mgjligheten finns att andra tekniker dn de jag beskrivit har mer forskning bakom

sig.
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Bakterier har ett komplext samspel, vilket utspelar sig med hjélp av Al som skiljer sig mellan
inter- och intraspecieskommunikation. Samspelet syftar till att taktiskt koordinera sitt gensvar
for virulens for att lyckas infektera en vird pd det mest energieffektiva séttet. Det sker da det
forkommer hogst densitet av bakterierna, och kinns av med hjélp av Al (Schauder et al. 2001;
Williams 2007; Schluter et al. 2016). Mgjligen ér definitionen “kommunikation” nagot for
trivial 1 sammanhanget eftersom det snarare syftar till att skapa en generell forstaelse hos
allmédnheten. Det rader dock inget tvivel om att bakterier kan sérskilja sig sjélva fran andra
arter genom dessa signalsubstanser (McFall-Ngai et al. 2012). Evolutionsfragor dyker upp
fortgaende under denna litteraturstudie, troligen skiljer sig AI2 fran All, d& AI2 mojligen var
de forsta autoinducerna bakterier anvinde sig av innan man sag en fylogenetisk uppdelning
mellan gramnegativa och grampositiva bakterier.

QSI fungerar genom ett flertal mekanismer dér man hindrar autoinducerarna att binda in till
sin receptor och didrmed kan de inte skapa det koordinerade gensvaret som leder till infektion
(Federle and Bassler 2003). QSI verkar vara nagot man kan anvdnda inom de flesta omraden
diar syftet dr att reducera bakterievirulens (Hentzer et al. 2003). Forslagen pa
anvindningsomriden &r obegridnsade och kan vara allt ifrdn att ersdtta antibiotika, sl in
kottfars pd matbutiker (Smith et al. 2004), himma biofilm pd permanentkanyler och katetrar
(Guendouze et al. 2017) till att gora dricksvatten mer hygieniskt (Yeon et al. 2009). Dock
finns viss problematik kring himmande av virulensgener genom QSI, dir man till exempel
observerat att en inaktivering av agr pd S. aureus leder till biofilmsformation och diarmed blir
det dter igen svarare att komma at bakterien (Rutherford and Bassler 2012). Dessutom ar det
viktigt att tdnka pd den generella sdkerheten for patienten om man anvénder fytokemikalier
(Koch et al. 2005; Defoirdt et al. 2010).

Ytterligare forskning dr nédvéndig for att kunna sédkerstéilla hur QSI kan anvéndas. Det finns
ett stort behov av savil in vivo studier, samt forskning pa bieffekter och resistensutvecklingen
ar svér att forutse. Flertalet artiklar tyder pa att det optimala anvindningsséttet for QSI ar
synergiskt med konventionell antibiotika, vilket rimligen hidmmar den vanliga
resistensutvecklingen dd man rent hypotetiskt bor kunna anvidnda ldgre doser av antibiotikan
(Koch et al. 2005; Hraiech et al. 2014; Vasudevan et al. 2018; Ivanova et al. 2018;
Narendrakumar et al. 2018). Problemet med resistenta bakterier kommer alltid att finnas,
varvid fokus bor ligga pa utvidgad global kunskap kring antibiotikaanvéindning och hur man
ska anvinda QSI pa rétt sétt nir den tiden kommer. Att behandla pa individniva, och enbart
medicinera vid behov efter bakterieodling med efterféljande resistensundersokning vore
optimalt, men det dr en utmaning i flera delar av virlden dér mojligheterna ser annorlunda ut.

Dynamiken av miljon och autoinducerarna véger en mycket tyngre roll dn vad jag kunnat
sdtta mig in i infor denna studie. Oavsett dr det viktigt att inte glomma att kopplingen till
miljon och vérden finns. Denna yttre paverkan kommer med vissa svérigheter ndr man testar
lakemedel in vitro eftersom man didrmed inte fatt den fulla forstielsen for hur den exakta
cellkommunikationen faktiskt sker (Kievit 2009). Forskning tyder pa att AIP kan paverka
bade det endokrina och neuronala systemet hos virddjuret varvid vikten av miljoaspekten
thop med quorum sensing skulle bli ndsta del i denna litteraturstudie om det fanns rum.
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SLUTSATS

Konklusionen av litteraturstudien &r att bakterier anvdnder sig av bdde intra- och
interspecieskommunikation med artspecifika autoinducerare. Autoinducerarna dr beroende av
celldensitet for att utrycka gensvar nir det dr mest energieffektivt for bakterien, vilket dr da
det dr hogst sannolikhet att bakterien ska lyckas infektera en vird. Genom flera lovande
strategier kan forskare anvdnda QSI for att reducera bakteries virulens och diarmed kan detta
komma att bli ett alternativ for terapeutiska behov. An krivs det mer forskning och djupare
forstaelse for hur QSI ska anvindas in vivo, eftersom detaljerad undersdkning kring QSI och
kliniska forsok fortfarande 4&r fataliga. Det rdder delade meningar angiende
resistensutveckling mot QSI men forskare &r ense om att QSI har stora potential for att
hdmma bakteriell virulens i framtiden.
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