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De enorme complexiteit in prokaryotische genomen
verklaart de vele verschillende manieren waarop bac-
terién zich kunnen aanpassen en resistentie tegen een
faaginfectie kunnen ontwikkelen (figuur 1). Bacterién
kunnen zch in een zeer snel tempo delen en zijn aan
een constante selectiedruk onderhevig. Zo kunnen
mutaties zich in hoog tempo in een bacteriepopulatie
verspreiden. Dat fagen een mutageen effect kunnen
hebben op bacterién is al sinds 1963 bekend.[1]

Profagen en plasmiden

Veranderingen in het bacterieel genoom vinden vaak
niet willekeurig verspreid plaats. Veel van de in deel
twee beschreven resistentiemechanismen worden ge-
codeerd door genen die geclusterd zijn in zogenoemde
‘defence islands’.[2] In deze geclusterde regio’s is
sprake van geprogrammeerde genetische variatie, die
de diversiteit van het genoom sneller en efficiénter kan
verhogen dan willekeurig voorkomende puntmutaties.
Deze defence islands kunnen worden gereguleerd
door mobiele of flexibele genetische elementen. Deze
elementen worden wel beschreven als bacterieel mobi-
loom. De belangrijkste bron voor verrijking van het mo-
biloom zijn gematigde fagen.[3] Deze elementen kun-
nen worden overgenomen door volgende generaties
of, in het geval van plasmiden, horizontaal worden
overgedragen door middel van conjugatie. Deze
geintegreerde elementen kunnen gunstige eigen-
schappen bevatten die oorspronkelijk ontwikkeld zijn
voor faag-faaginteractie.

Homotypische competitie, oftewel competitie tussen
fagen van dezelfde of een nauw verwante soort, is een
veelvoorkomend fenomeen. Veel profagen coderen
voor repressorgenen, Sie-systemen of restrictie-
modificatiemechanismen

die zich richten op hun eigen of een nauw verwante
soort.[4] Op deze manier wordt het aantal vrije fagen,
dat andere bacterién kan koloniseren, vergroot. Com-
petitie tussen verschillende faagsoorten komt veel
voor.[5]

Ook plasmiden kunnen verantwoordelijk zijn voor faag-
resistentie hoewel ze met name uitgebreid beschreven
zZijn in relatie tot antibioticumresistentie. Vooral in de
voedingsmiddelenindustrie is onderzoek gedaan naar
plasmide-gemedieerde faagresistentie voor de be-
scherming van bacteriestammen die gebruikt worden
voor de productie van onder andere zuivelproducten.
Dit soort plasmiden zjn beschreven in Lactococcus
lactis.[6-9]

Plasmiden kunnen daarnaast genetische variaties aan-
brengen in het bacteriéle genoom door te coderen
voor geclusterde inversiegebieden oftewel ‘shufflons’.
[10] Deze systemen worden maar in enkele bacterién
beschreven. Ze werden voor het eerst gevonden in het
plasmide R64 van de Salmonella spp. Ze bestaan uit
verschillende recombinatiesequenties en een recombi-
nase, Rci, die een inversie of deletie van het tussenlig-
gende DNA teweeg kan brengen. Zo kan geschakeld
worden tussen de aan- of afwezigheid van opperviak-
testructuren, zoals pili, die door fagen herkend kunnen
worden.[11-12]

Ned Tijdschr Med Microbiol 2020,28:nr4

156



Abortive infection

Adaptive immunity: CRISPR-Cas
Adsorption DMA enlry
DA interfere nco
avoldancs obstruction
DA degradation: R -N
] i
B O o fN
~.
R oS
#, I
Attachment DHNA entry Raplication Transcription Assembly Lysis and
and translation infection of
naw host
Random point mutations
Transposable elements
Frophages and plasmids
Phase Phase variation
variation

FICIs

Figuur 1. Samenvatting van de bacteriéle resistentiemechanismen (in groen), en van de genetische elementen die daarvoor verant-
woordelijk zijn (in magenta) in de opeenvolgende stadia van de infectiecyclus. De aanhechting van de faag kan worden tegengegaan
door maskeren, blokkeren, veranderen of onderdrukken van de opperviaktereceptoren die worden herkend. Obstructie van binnen-
dringen van DNA in het bacteriéle cytoplasma wordt bereikt door proteinen die DNA-ejectie, degradatie van de peptidoglycaanmem-
braan, of translocatie over de binnenmembraan blokkeren. Faag-DNA is zodra het zich binnen de bacterie bevindt doelwit, waarbij
replicatie, transcriptie en translatie van genproducten worden voorkomen. Dit gebeurt door systemen die DNA afbreken, zoals R-M
en CRISPR-Cas, en door systemen die het DNA niet alleen knippen maar ook binden, zoals BREX en Argonaute. Abortieve infectie-
systemen hebben als doel verspreiding van fagen naar andere bacterién te voorkomen door het laten afsterven van de geinfecteerde
bacterie in elk stadium van de infectiecyclus.

Expressie van de genen die de voor meeste processen coderen kan worden gehinderd door mutatie op aselecte plaatsen van het
genoom, door reguliere puntmutaties of door integratie of deletie van een transposon. De aanwezigheid van DNA van een andere
faag in de vorm van een profaag of plasmide kan zorgen voor de verandering van opperviaktereceptoren of voor het coderen van re-
sistentiemechanismen zoals proteine die gerelateerd zijn aan Sie, R-M-systemen of genen die verbonden zijn aan abortieve infectie.
Fasevariatiesystemen kunnen voeren tot verandering van het bacteriéle fenotype, wat resulteert in veranderingen van de conformatie,
of van de expressieniveaus van opperviaktereceptoren, of in de specificiteit van R-M-systemen. Ten slotte worden PICI's geactiveerd
in de aanwezigheid van een invaderende faag, die door de assemblage van nieuwe faagpartikels competeren om de verspreiding
naar nieuwe gastheercellen.

Bacteriéle fasevariatie van een bacterie is een van de eigenschappen die
Zoals boven beschreven kan door fasevariatie faagin- kunnen worden gereguleerd door dit mechanisme. Dit
fectie vermeden worden. Er zijn drie mechanismen die gebeurt bijvoorbeeld bij de ontwikkeling van flagellen
hieraan ten grondslag liggen: locatiespecifieke recom- in Salmonella spp en fimbriae in E. coli.[15-17]
binatie, slipped-strand mispairing en epigenetische Ook slipped strand mispairing vindt plaats in specifie-
modificatie.[13] Locatiespecifieke recombinatie vindt ke regio’s, maar deze regio’s bestaan juist uit korte
plaats op een specifieke plek binnen een korte recom- herhalende DNA-segmenten.[18] Slipped strand mis-
binatiereeks en wordt gemedieerd door een specifiek pairing is een mutatieproces dat optreedt in specifieke
recombinase.[14] Door inversie van een DNA-segment  regio’s tjdens DNA-recombinatie, waarbij de verkeerde
in het regulatiegebied kan de expressie van een gen complementaire basen tegenover elkaar komen te lig-
worden in- of uitgeschakeld. In sommige gevallen zijn gen. De regio’s waarin dit optreedt bestaan uit korte
recombinasen in staat om deze inversie de andere herhalingen van een bepaalde sequentie.[18] Deze
kant op te katalyseren, in andere gevallen is hier een mutaties kunnen stroomopwaarts van het gen of bin-
ander enzym voor nodig. De aan- of afwezigheid van nen de coderende sequentie optreden.[19]
oppervlaktestructuren
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Slipped strand mispairing kan leiden tot veranderde
expressie van een gen of ook tot verandering in het
genproduct zelf.[20] Als gevolg daarvan kan slipped-
strand mispairing aanleiding zijn voor faagresistentie
door onder meer de non-expressie van receptoren [21-
22] of R-M-systemen.[23]

Epigenetische modificaties zjn voornamelijk geba-
seerd op veranderingen in methyleringspatronen op
DNA-sequenties.[24] In bacterién is methylering van
adenine het meest voorkomend en dit wordt gekataly-
seerd door het enzym Dam (DNA-adenine-methylase).
Methylering door Dam kan een rol spelen bij de onder-
drukking van bepaalde promotors.[25] Zo reguleert
methylering door Dam het verkorten van O-
antigeenketens in de lipopolysacharide van Salmonel-
la enterica.[26] Dit maakt de bacterie resistent tegen
fagen maar het gaat ten koste van de eigenschap zch
te kunnen prolifereren binnen macrofagen, wat de bac-
terie minder virulent maakt.

Transponeerbare elementen

Ook transponeerbare elementen dragen bij aan de ge-
netische variabiliteit, oftewel transposons. Transpo-
sons zijn DNA-fragmenten die hun positie binnen het
genoom willekeurig kunnen veranderen. Dit creéert
mutaties en in sommige gevallen veranderingen in de
grootte van het genoom. Transposons kunnen tussen
bacteriesoorten worden overgedragen door middel van
fagen.[27] Transpositie van DNA-sequenties stimuleert
mutagenese hetgeen de kans op de ontwikkeling van
een faagresistent fenotype vergroot.

Een bijzonder voorbeeld van transpositie van bacterién
wordt gezien bij de bacteriofaag Mu. Het genoom van
deze faag kan fungeren als een transposon en op wil-
lekeurige posities van het bacteriéle genoom worden
geplaatst. Op deze manier kunnen genen of operons
worden verstoord en stimuleert het de mutatiefrequen-
tie.[28] Het genoom kan zijn DNA inbrengen in elke wil-
lekeurige fase van de levenscyclus van de bacterie
waarbij het meer dan één keer kan worden getranspo-
seerd.[29]

Anderzijds kunnen transposons ook een technisch
hulpmiddel zijn om genen die betrokken zijn bij faag-
resistentie te identificeren. Hierbij worden aselect ge-
kozen transposons in vitro gebruikt om bacteriéle mu-
tanten te selecteren. In deze faagresistente mutanten
wordt de insertieplek geidentificeerd door sequensen
om zo het mechanisme

van faagresistentie op te helderen.[30]

Faag-induceerbare chromosomale eilanden

Sommige grampositieve bacterién hebben een nog
slimmere manier waarmee ze hun genoom gebruiken
als bescherming tegen faaginfectie. Ze coderen voor
zogeheten faag-induceerbare chromosomale eilanden
(PICTI’s). Dit zijn als het ware genetische parasieten die
kunnen concurreren met binnengevallen fagen tijdens
hun lytische cyclus. De meest bekende zjn de PICI’s
die gevonden zjn in Staphylococcus aureus, de
SaPI's.[31] SaPI's worden tot expressie gebracht als
reactie op een faaginfectie. Ze kunnen zch repliceren
en verpakken zich binnenin de capside van de infecte-
rende faag, waarmee het genoom van de faag zelf
wordt verdreven. De nieuw gevormde SaPl-dragende
virions barsten vervolgens uit de cel bij de lysis en ver-
spreiden zich naar nabijgelegen bacterién waar ze
concurreren met faaginfectie.

In deel vier gaan we verder in op de mechanismen
waarop bacteriofagen de tegenaanval inzetten.
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