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ANOTACE

Tato bakaléaiska prace shrnuje dosavadni poznatky o mechanismech rezistence
mikroorganismi  k antibiotikim. Zpoc¢atku pojednava o mechanismech puisobeni
jednotlivych typu antibiotik, mezi které se fadi inhibice proteosyntézy, inhibice syntézy
bunécné stény, ovlivnéni funkce cytoplazmatické membrany, zména syntézy nukleovych
kyselin av neposledni tadé kompetitivni inhibice. Vé&tSi Cast prace je zamétena
na jednotlivé mechanismy rezistence, vetné jejiho vzniku a pienosu gent kodujicich
rezistenci. Nachazi se zde popis efluxnich pump, zmén ovliviiujicich priichod antibiotika
do bakterialni bunky, tvorby bakterialnich enzymu, uréenych k inaktivaci antibiotik,
zmény cilovych mist a rezistence vuci antimetabolitim. V neposledni fad¢ je zde zminéno
mozné zjistovani citlivosti mikroorganismii na antibiotika, coz zahrnuje kvantitativni

i kvalitativni metody.

Kli¢ova slova: antibiotika, citlivost na antibiotika, mechanismy rezistence

TITLE

Mechanisms of resistance of microorganisms to antibiotics

ANNOTATION

This bachelor work summarizes current knowledge about the mechanisms
of antimicrobial resistance in bacteria. At first, the mechanisms of action of different types
of antibiotics are explained, such as the inhibition of protein synthesis, inhibition of cell
wall synthesis, cytoplasmic membrane damage, inhibition of DNA replication and
competitive inhibition. Major part of this work is focused on the individual resistance
mechanisms, including the development and transfer of resistance genes. There
is a description of efflux pumps, changes in the passage of antibiotics into bacterial cells,
production of bacterial enzymes that destroy antibiotics, changing the antibiotic’s target
site and resistance against antimetabolites. Furthermore, the methods of susceptibility

testing are also mentioned.

Keywords: antibiotics, susceptibility to antibiotics, resistance mechanisms



Seznam zKkratek

ABC
ATB
ATP
CFU
CoA
DHPS
DNA
E.
EDTA
ESBL

GISA

GTP
lle-glu
JIP
LPS
MATE
MBC

MBL
MFP
MFS
MHA
MIC

MRNA
MRSA
OMP
PABA
PBP
RND

adenosintrifosfat vazajici kazeta (z angl. ATP-binding cassete)
antibiotikum

adenosintrifosfat

kolonii tvofici jednotky (z angl. colony forming units)
koenzym A

dihydrofolatsyntaza (z angl. dihydropholate synthase)
kyselina deoxyribonukleova

Escherichia

kyselina ethylen-diamin-tetraoctova

Sirokospektré beta-laktamazy (z angl. extended-spectrum
beta-lactamases)

na glykopeptidy stiedné citlivy Staphylococcus aureus (z angl.
glycopeptide-intermediate susceptible Staphylococcus aureus)
guanosintrifosfat

glutamyl-isoleucin

jednotka intenzivni péce

lipopolysacharid

z angl. Multidrug and Toxic Compound Extrusion

minimalni baktericidni koncentrace (z angl. minimal bactericidal
concentration)

metalobeta-laktamazy (z angl. metallobeta-lactamases)
membranovy fazni protein (z angl. membrane fusion protein)
z angl. major facilitator superfamily

Mueller-Hintondv agar

minimalni inhibi¢ni koncentrace (z angl. minimal inhibitory
concentration)

mediatorova ribonukleova kyselina

methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

vngj$i membranovy protein (z angl. outer membrane protein)
kyselina para-aminobenzoova (z angl. para-aminobenzoic acid)
penicilin vazajici proteiny (z angl. penicillin binding proteins)

z angl. resistence-nodulation-cell division



S.
SCCmec

SHV
SMR
Str.
tRNA
VISA

VRE

VRSA

Staphylococcus

stafylokokové chromozomové kazety mec (z angl. staphylococcal
cassette chromosome mec)

sulfhydrylova variabilita

z angl. small multidrug resistance

Streptococcus

transferova ribonukleova kyselina

vankomycin stiedné citlivy Staphylococcus aureus (z angl.
vancomycin intermediate susceptible Staphylococcus aureus)
vankomycin rezistentni enterokoky (z angl. vancomycin resistant
enterococci)

vankomycin rezistentni Staphylococcus aureus (z angl. vancomycin

resistant Staphylococcus aureus)



Obsah

L 0 Y0 ) ) 2RO 11
2 DEFINICE ANTIBIOTIK ...ttt ettt e ettt e e sttt e e s ettt e e s s bt e e s st b e e e sebbeeessabanessabeneas 11
2L TYPUCINKU AT B ettt e et e e e e e e s e e bbb et e e e e s e s bbb b bt e e e s e s saabbbbaeeeeessaases 12

3 MECHANISMUS UCINKU ANTIBIOTIK ..ottt sen s s 13
3.1 INHIBICE SYNTEZY BUNECNE STENY L..uuvviieiitteieiiteieeiiteeresireeesiiseressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssns 13
3.2 POSKOZENI CYTOPLAZMATICKE MEMBRANY ......ovviiiiitiiieiittiiesiteeesssstesssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssessssns 15
3.3 INHIBICE PROTEOSYNTEZY ....uttiieiittiieiittteeiisteeesistteesssttssssssssesssbassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssensesns 16
3.4 INHIBICE SYNTEZY NUKLEOVYCH KYSELIN 1.uutviiiiiiiiiitiriiieeeesiiiitsiessessssssssssssesssssssssssssesssssssssssssesssssnsns 17
3.5 KOMPETITIVNI INHIBICE....uutttieetiiitttitteeessesisstastseessssssssssssssesssasssssesssssssssssssssessssssssssssssessssssssssessssssssnes 17
AREZISTENCE NA ANTIBIOTIKA ...ttt ettt ettt e sttt e e sttt e e s et e e e s sba e e s sbeeeessares 18
4.1 PRIMARNI (PRIROZENA) REZISTENCE.......cctitttettiteriettstestetestestesesteseesesbeseesesbeseesesbessesesbeseesesbeseesesbennesesnens 18
4.2 SEKUNDARNI (ZISKANA) REZISTENCE ....cuvvetieivesiiesieesieesteesteessesssesssesssesseesseesssssssssssssssssesssesssessesssssseees 19
4.2.1 Chromozomalni ZiSKana re€ZISTENCE..........oovveieeeeeeieeeeeeeeeeeee e 19
4.2.2 Antibiotiky sStmUlOVANA MUEAZENESE ... ....erverieerieerieeite et stee et sreesreesreenneenne e e sne e 20
4.2.3 Extrachromozomalni ZiSKana reZiSteNCe .........oovvvvveiieiiieii e 20

5 OBECNE MECHANISMY REZISTENCE ..o ieieoeeeeeeeeeeeeeeee et eee e seeeeeeeeeeeeseseseesesessseseseseseasesenseeenens 22
5.1 ZMENA CILOVEHO MISTA ..uviiiiiiiiiiitttitie e e e e ettt e e e e s s et ttet e e s e e st eabtateseessssasabbaesseesssssbbaeaseesssssasbbrtseesesssases 23
5.2 ZHORSENY PRUNIK ATB DO BUNKY ..eiiiiiiiiittitiieeessiiistreteeeeessisissssessesssssissssssesssssssssssssessssssssssssesessssnn 23
5.3 AKTIVNI ODCERPAVANI ATB ...ttt ettt ettt ettt e s ettt s e s e aba e e s s bb e e s s ettt e e s eabaaesssrbeessssbaeeeans 23
5.4 BAKTERIALNI ENZYMY ..uvviiiittiieiittiieeittteesitteeesisteeessssassssstssessabasssassssessstesssssssssssasssssssssassssssaessssssenessns 24

6 TYPY A PRINCIPY MECHANISMU REZISTENCE .........coooiioteeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeesee s e, 24
6.1 ZMENA CILOVYCH STRUKTUR ....citttiiiittieeiittieesstbteessbttsssatesessabaesssbassessssasssssasssssasssssssssassssssbesssssensssns 24
6.2 ZMENA PROPUSTNOSTI VNEJST MEMBRANY ...vvvviiiieiiiittteiieeessiiessetessesssssisssssssessssssssssssessssssssssssssssssssnns 27
(SR 3 == ) TR 29
6.4 PRODUKCE BAKTERIALNICH ENZYMU ..ociiiiiiuttiiiieeeesieititeieeeeesssessstessesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnnes 32
6.4.1 SirokoSPektré beta-laKtamAazy ...........c.cueurvcueecseiesesesssessss e ss s s sssss s 34
6.4.2 MetaloDeta-1aktamAzZy ..........coeiiiiiiiiee et bbb e 35
6.4.3 Dal$i bakterialnd €NZYIMY .....ociviviiviiiiiiieiiir e 36

6.5 REZISTENCE NA SULFONAMIDY ....uuuttiiiieeiiiiittieteeeesssiisssstessssssissssssessesssssisssssssesssssisssssseeessssisssssesssessinn 37

7 TESTOVANI CITLIVOSTINA ATB ..ottt ettt ettt 38
7.1 KVALITATIVNI METODY ..vtttiiiieetiiiittteteeessssisteessessssssesssstsssesssassssssssssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssesssssssnes 39
7.2 KVANTITATIVNI METODY ... ivteeeiitteeeeettteesetteeessabeeesebaesesessesessabaeesaassessssssesessssesssaasssessassanesssssesesssseneesns 39

L3/ V4 ) L ST 42



SEZNAM LITERATURY .ot bbb

ZDROJE OBRAZKU



1 Uvod

Rezistence na antibiotika se zacala objevovat po prvnim pouzivani téchto latek.
Vznik rezistence je vysledkem pfirozeného evolu¢niho vyvoje a je tedy nevyhnutelny.
Zpocatku byl tento problém pozorovan piedev§im V nemocni¢nich zatizenich. Pozdéji
se odolnost bakterii rozsitila mezi béznou mikrobialni populaci a v dnesni dobé ¢ini jeden
Z nejveétsich probléma ve zdravotnictvi. Zakladnim predpokladem feSeni této situace je
pochopeni stale noveé vznikajicich mechanismi rezistence. V této praci se snazim shrnout
dosavadni poznatky o vzniku rezistence a pienosu gend kodujicich rezistenci, dale zde
popisuji v dnesni dob¢ nejbéznéjsi mechanismy rezistence. Mezi faktory ovliviiujici vznik
a Sifeni rezistence je nespravné a mnohdy také nadmérné pouzivani antibiotik. Spravna
antibioticka praxe, kterd zahrnuje zajiSténi raciondlni terapie, kontrolu spotieby

a monitorovani rezistence, je vhodnou strategii v boji s rezistenci.

2 Definice antibiotik

Jako antibiotika (ATB) se dnes uz komplexné oznacuji latky, které pusobi hlavné
proti bakteriim. Mechanismus tohoto ptsobeni je rizny, obecné ale plati, ze zastavuji rust
amnozeni bakterialni buniky nebo zplisobuji jeji smrt. Jsou oznacovany také jako
antiinfektiva. Pro synteticky vyrabéné latky s antibakterialnim ucinkem se pouziva nazev
chemoterapeutika. Cistd ATB jsou piirodniho ptivodu, &asto byvaji produkovana riznymi
druhy bakterii, plisni, ale i rostlin.

Jako jedna z prvnich antimikrobidlnich latek ptirodniho ptivodu byla vyuzita kira
chininovniku, ktera se stala u¢innym prostfedkem v 1é€bé malarie diky vysokému obsahu
chininu. V roce 1928 Alexandr Fleming pozoroval agar se stafylokoky kontaminovany
plisni Penicillium notatum, a zjistil, ze bakterie v blizkosti kolonii této plisn¢ nevyristaji.
Flemingovi se ale nepodatilo izolovat Cisty penicilin vyuzitelny k 1é¢bé. Tento problém
vyiesili Florey a Chain zacatkem druhé svétové valky a spole¢né s Alexandrem Flemingem
dostali v roce 1945 za objev a piipravu penicilinu Nobelovu cenu. Posledni Nobelova cena
V této oblasti byla udélena v roce 1952 Waksmanovi za izolaci streptomycinu (Votava,
2005).
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2.1 Typ uCinku ATB

Aby byla ATB vyuzitelna v 1é¢bé infekénich onemocnéni, je nutné, aby byla
takzvané selektivné toxickd — musi usmrcovat nebo inhibovat rGst mikroorganismi
azaroven vykazovat co nejniz$i toxicitu pro makroorganismus. Selektivni toxicita
je vyjadifena chemoterapeutickym indexem, coz je vlastné pomér mezi davkou, ktera je
uz toxicka pro hostitele a davkou a ktera je jes$té ucinna na mikroorganismus. Z toho

vyplyva, Ze ¢im vyssi chemoterapeuticky index, tim mén¢ je latka toxicka pro hostitele.

ATB mizeme rozdélit dle typu ucinku do dvou skupin. Do prvni skupiny patii
ATB baktericidni, které maji na mikroorganismy letalni u¢inky. Plsobi ireverzibilné
ajejich ucinek se obvykle dostavi do 48 hodin po podani. Druhou skupinou jsou ATB
bakteriostatickd, ktera zastavuji rtst a mnozeni cilovych mikroorganismti. Toto pisobeni
je vsak reverzibilni a pii pfedCasném ukonceni 1é¢by je mozny navrat onemocnéni. Jejich

efekt je pozorovatelny az po 3-4 dnech po podani.

Kuréeni miry ucinnosti testované latky na mikroorganismus se vyuziva dvou
parametru (Bednai a kol., 1996). Jednim z téchto parametri je minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC, z angl. minimal inhibitory concentration). Tato hodnota udava nejnizsi
koncentraci urcité antimikrobidlni latky, kterd zabrani rlstu testovaného mikroorganismu.
Vysledky se poté udavaji jako napi. MICgp, coz znamena, ze dana latka zabrani ristu 90 %
testovanych mikroorganismi. Druhou stanovovanou hodnotou je minimalni baktericidni
koncentrace (MBC, zangl. minimal bactericidal concentration). Tato hodnota dava
informace o minimalni koncentraci ATB, ktera béhem 24 hodin usmrti 99,9 % ptvodni
populace testovanych mikroorganismti. Hodnoty MBC jsou jen nékolikrat vyssi
nez hodnoty MIC. Latky, které jsou obvykle fazeny mezi bakteriostatické, mohou mit

na mikroorganismy 1 baktericidni ti€inek. V tomto piipad¢ vSak zaleZi na koncentraci dané

latky, protoze ta musi byt mnohonasobné vyssi, nez je jeji hodnota pro MIC.

Dalsim dulezitym faktorem pro volbu vhodného ATB jsou jeho farmakologické
vlastnosti. I kdyz jsou hodnoty MIC vyhodné pro organismus, tak se miize stat, ze dana
latka bude z organismu vylucovana pfili§ rychle, coz by mélo na 1écbu negativni vliv

(Votava, 2005).
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3 Mechanismus uc¢inku antibiotik

3.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Do této skupiny fadime ATB, ktera plisobi na syntézu bakteridlni bunécné stény.
Chemoterapeuticky index téchto ATB je vyssi, protoze eukaryotické buiky bunécnou

sténu neobsahuji.

Bakterialni bunécna sténa ma pomérné slozitou stavbu (viz obr. 1). Dulezitou ¢asti
je makromolekula peptidoglykan, ktera se sklada ze dvou aminosacharidi kyseliny
N-acetylmuramové a N-acetylglukosaminu propojenych beta-1,4-glykosidickymi vazbami.
Na COOH- skupiné kyseliny N-acetylmuramové jsou navazany kratké fetézce tetrapeptida,
jejichz vzajemné propojeni katalyzuji enzymy transpeptidazy. Vznikéd tak trojrozmérna
struktura, kterd je silnd a pevna a urCuje tvar a velikost bakteridlni buiiky. Na zaklad¢
slozeni bunééné stény mizeme rozliSovat gramnegativni a grampozitivni mikroorganismy.

vvvvvv

peptidoglykanu je tenci a je soucasti tzv. periplasmatického prostoru. Nad nim se nachazi
zevni membrana slozena z fosfolipidi, lipopolysacharidii a proteind. Fosfolipidy jsou
uskupeny do dvojvrstvy, stejné jako je tomu v cytoplazmatické membrané, ve které nékteré
bilkoviny mohou vytvéret tzv. poriny (kanalky). Jejich vyznam spociva v transportu Zivin
do periplasmatického prostoru. Zevni membrana neni tak dobfe propustnd, takZze muze
branit pruniku fady latek, které snadno pronikaji sténou grampozitivnich bakterii.
V periplasmatickém prostoru se nachéazeji bilkoviny, z nichz nékteré mohou inaktivovat

antibiotika. Jedna se naptiklad o beta-laktamazy.

U grampozitivnich bakterii je opét zdkladni stavebni jednotkou peptidoglykanova
vrstva, ve které jsou polysacharidové fetézce usporadany v nékolika vrstvach. Tuto vrstvu
protinaji kolmo k povrchu buiiky fetézce kyseliny teichoové, coz je polysacharid sloZeny

z jednotek glycerolu a ribitolu (\Vollmer a Bertsche, 2008).
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obr. 1: Struktura bunééné stény u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
(Phoenix College, 2012).

Mezi preparaty, které inhibuji syntézu bunééné stény, se fadi: beta-laktamova ATB
(peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy), glykopeptidy (vankomycin

a teikoplanin), bacitracin nebo cykloserin.

Beta-laktamova antibiotika se vazi enzymy dilezité pro syntézu peptidoglykanu
(transpeptidazy, karboxypeptidazy a dalsi), tyto enzymy se oznacuji PBP (proteiny vazajici
penicilin, z angl. penicillin-binding proteins). Tyto enzymy katalyzuji reakci, pti které
se vytvafi peptidové a glycinové mustky Vv peptidoglykanu, ¢imZ se jeho syntéza zastavi.
Z uvedeného vyplyva, ze beta-laktamy jsou G¢inné pouze u rostoucich bakterialnich bunék,
a na jiz dosp€lé bunky nemaji zadny vliv. Podle typu ucinku se tfadi baktericidni ATB
a pusobi tedy ireverzibilné (Pollack a Pollack, 1996).

Na syntézu peptidoglykanu pusobi také glykopeptidova ATB - vankomycin
a teikoplanin. V ¢asné fazi syntézy bunécné stény je L-alanin pfeménovan na D-alanin
apoté jsou dvé molekuly D-alaninu pfipojovany k sobé na konce peptidovych fetézci.
Glykopeptidy se vazi na D-alanyl-D-alanin a tim brani zesiténi tvoficiho

se peptidoglykanu. Jejich u¢inek je rovnéz baktericidni (Nitanai a kol., 2008).

Bacitracin je polypeptidové antibiotikum, jehoz mechanismus uinku spociva

v inhibici defosforylace Css-isoprenylpyrofosfatu. Tato reakce je zasadni pro regeneraci
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lipidového ptenaseCe, ktery se ucastni cyklické syntézy peptidoglykanu (Storm, 1974;
Hancock a Chapple, 1999).

Do syntézy peptidoglykanu zasahuje rovnéz antimikrobialni latka zvana cykloserin,
kterd je strukturnim analogem D-alaninu a diky tomu kompetitivné¢ inhibuje jak enzym
alanin-racemazu, ktery katalyzuje isomerizaci L-alaninu na D-alanin, tak D-alanin-ligazu,
ktera katalyzuje navazani 2 molekul D-alaninu na lipid II za vzniku terminalniho D-alanyl-
D-alanyl-peptidového konce lipidu II. Tato antimikrobialni latka se pouziva zejména
K terapii tuberkulozy. Dalsim antituberkulotikem je napf. isoniazid, ktery naruSuje syntézu

kyseliny mykolové, ktera je nezbytna pro bunéénou sténu mykobakterii (Votava, 2005).

3.2 Poskozeni cytoplazmatické membrany

Pokud ATB poskozuji cytoplasmatickou membranu, tak maji i vyssi toxicky uc¢inek
na eukaryotické bunky hostitele. Vyznam cytoplazmatické membrany spociva hlavné
Vv transportu zivin do buiiky. lonty a dalsi dualezité¢ latky jsou pies tuto membranu
transportovany dovnitf a ven pomoci tzv. aktivniho transportu, pii kterém bunka vyda
urcitou ¢ast energie k pfenosu molekuly. Mezi takto prenasené latky patii aminokyseliny,
puriny, pyrimidiny a dal$i. VétSinou jde o molekuly dulezité pro syntézu DNA a syntézu
bunécné stény.

Pokud ATB porusi funkci cytoplazmatické membrany, tak dojde
k nekontrolovanému unikani dilezitych iont a latek z bakterialni burniky. Toto poskozeni
neni slucitelné s dalsi existenci bakterie, a proto maji tyto ATB ireverzibilni baktericidni
ucinek.

Mezi latky, které poskozuji cytoplazmatickou membranu bakterii, se fadi
polypeptidy, znichz nejdulezitéjsi jsou polymyxiny (polymyxin B a kolistin). Tyto
antimikrobialni latky plsobi diky svym volnym aminoskupindm jako kationické detergenty
a rozrusuji fosfolipidovou dvojvrstvu Cytoplasmatické membrany. Protoze polypeptidy
pusobi na jiz vyvinutou cytoplazmatickou membranu, neni potfeba, aby dany

mikroorganismus byl ve fazi rastu (Hancock a Chapple, 1999).

Dale se do této skupiny tadi antifungalni polyeny (amfotericin B a nystatin) a azoly.
Polyeny jsou pomérné toxické latky, protoze se vdzou na ergosterol, ¢imz ovliviuji

permeabilitu cytoplazmatické membrany i bunécné stény. Dal§imi antifugélnimi latkami
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jsou imidazolova antimykotika, ktera inhibuji syntézu ergosterolu a podobné funguji

I triazolova antimykotika (Votava, 2005).

3.3 Inhibice proteosyntézy

Proteosyntéza zacina pfi transkripci jednoho fetézce dvouvlaknové DNA a pienosu
informace na mRNA. Dalsim krokem je translace mRNA, ktera probiha na ribozomech.
V syntéze bilkovin u clovéka a bakterii jsou podobnosti, ale také se v mnohém lisi.
Na zéakladé téchto odlisnosti se zajist'uje selektivita této skupiny ATB. Mezi rozdily patii
napf. to, ze bakterialni ribozomy disociuji na podjednotky 30S a 50S a jejich sedimentaéni
konstanta je 70S, kdezto u vyssich organismu, véetné ¢loveéka, maji ribozomy sedimentacni
konstantu 80S a disociuji na podjednotky 40S a 60S. do této skupiny ATB lze zafadit
aminoglykosidy, tetracykliny, makrolidy, linkosamidy a chloramfenikol.

Pomérmé velkou skupinou jsou aminoglykosidy, mezi které se fadi streptomycin,
kanamycin, neomycin, gentamicin a dal$i. Aminoglykosidova ATB pronikaji
do bakterialni bunky a navazou se na 30S podjednotku ribosomu. Plsobi na zacatku
proteosyntézy, protoze interferuji s vazbou formylmethionyl-tRNA na ribozom. Timto

Uginek aminoglykosidii je pomé&mé pomaly (Durante-Mangoni, 2009).

Tetracykliny se také vazou na podjednotku ribozomu 30S, kde blokuji vazbu
komplexu aminoacyl-tRNA na ribozom. Nejpouzivangjsim je doxycyklin K terapii

respiracnich infekci, infekei Zlu€ovych a mocovych cest a dalSich.

Dalsi skupinou jsou makrolidy, kam patéi napt. erytromycin, Kklarithromycin
a azithromycin. Tato ATB se vazou na podjednotku 50S ribosomu, ¢imz inhibuji

proteosyntézu, protoze po vytvoieni peptidové vazby brani uvolnéni tRNA.

Také linkosamidy (linkomycin, klindamycin) se vazou na 50S podjednotku

ribozomu a zpisobuji pied¢asné uvolnéni peptidyl-tRNA z ribozomu.

Chloramfenikol inhibuje peptidyltransferazu, ¢imz brani vzniku peptidové vazby

V nové€ vznikajicim proteinu.

VSechna vySe popsana ATB krom¢é aminoglykosidd maji reverzibilni

bakteriostaticky ucinek (Bednat a kol., 1996; Votava, 2005).
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3.4 Inhibice syntézy nukleovych kyselin

Latky, které jsou schopny plisobit na syntézu nukleovych kyselin, byvaji pro lidsky
organismus pomeérné nebezpecné. Mechanismus syntézy DNA je totiz u obou organismu

velmi podobny.

Mezi tyto latky patii chinolonova chemoterapeutika, ktera se mohou podle priniku
do tkani a spektra ucinku rozdélit do CEtyf generaci. Prikladem jsou napf. kyselina
nalidixova a oxolinova, jejichz Gc¢inek byl omezen na gramnegativni ty¢inky. V dne$ni
dobé se spiSe pouzivaji fluorochinolony napft. ciprofloxacin a ofloxacin, které maji Siroké
spektrum G¢inku. Mechanismem jejich ucinku je inhibice bakteridlni gyrdzy
(topoizomeraza), coz vede k inhibici syntézy DNA. Gyraza je enzym, ktery zodpovida
za spravné splétani a rozplétani DNA fetézce v G fazi bunécného cyklu (Drlica a Zhao,
1997; Dougherty a kol., 2001).

Do této skupiny se fadi i rifampicin, ktery patfi mezi ansamycinovd ATB. Tato
antimikrobialni latka se vaze na bakterialni RNA-polymerazu, ¢imz blokuje transkripci

genetické informace do mRNA.

Nitroimidazoly (metronidazol, ornidazol) poskozuji bakterialni DNA. V bakteriich
s dostatecné nizkym redox potencidlem dochézi k jejich redukci na toxické slozky, které
sevazi na DNA a poskozuji ji. Vhodné prostiedi pro tuto pfemeénu se nachézi

u anaerobnich bakterii, na které ptisobi baktericidné (VVotava, 2005).

3.5 Kompetitivni inhibice

Prikladem takto fungujicich antimikrobidlnich latek jsou sulfonamidy. Brzy
po objeveni sulfonamidid byla objevena v bakteridlnich bunikach kyselina para-
aminobenzoova (PABA, z angl. para-aminobenzoic acid), jejimiz antagonisty jsou pravé
sulfonamidy. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze tato kyselina je nezbytnym prekurzorem pii syntéze
kyseliny listové. Selektivita sulfonamid spoc¢iva v tom, Ze kyselina listova je pro vyssi
organismy esencialni, kdezto bakterie si ji samy syntetizuji. Organismy, které nejsou
schopny syntetizovat kyselinu listovou, jsou tedy k sulfonamidim piirozené rezistentni.
Sulfonamidy maji skoro shodnou stavbu jako PABA, a proto dochazi ke kompetici ATB
a PABA 0 vazebné misto na enzymu dihydrofolatsyntaza (DHPS, z angl. dihydropholate
synthase), ktera katalyzuje kondenzaci PABA a 6-hydroxymetyl-7,8-dihydropterin
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difosfatu. Sulfonamidy maji tedy u citlivych bakterii bakteriostaticky ucinek, aby ho ale
dosahly, musi byt podavany v nadbytku. Napt. u Streptococcus (Str.) pyogenes je potieba
26000 molekul sulfonamidi na 1 molekulu PABA, protoze kyselina PABA je velmi
silnym antagonistou sulfonamida (Skold, 2000; Valderas a kol., 2008).

4 Rezistence na antibiotika

Rezistence je schopnost mikroorganismti  odoldvat  pusobeni  latek
s antimikrobialnim u¢inkem. Tyto vlastnosti maji bakterie ptirozené nebo je ziskaji béhem
svého vyvoje. Problém s rezistenci se objevil velmi brzy po zahajeni 1é€by infekénich
nemoci ATB. Dnes piedstavuje tento celosvétovy problém a obrovskou vyzvu pro oblast
humanni a veterindrni mediciny, vyzkumné laboratofe i dal$i odvétvi. Pivodné byla
rezistence spojovana zejména se zdravotnickymi zafizenimi, ale v dne$ni dobé¢ je tento

problém celoplo$ny.

Mikrobialni rezistence na ATB se projevuje zménami V propustnosti ATB
do buniky, zménou cilovych molekul, enzymatickym odbouravanim ATB a aktivnim

od¢erpavanim antimikrobialnich latek z cytosolu bakterialni bunky (Wright, 2003).

4.1 Primarni (prirozena) rezistence

S timto typem rezistence se setkdvame pomérné malo, ale pfesto se u né&kterych
druhii mikroorganismti mtize vyskytovat. Tato schopnost je ddna druhem mikroorganismu

a jeho vlastnostmi (Votava, 2005).

Vrozena rezistence se vyskytuje napt. u zastupct tfidy Mollicutes, ktefi jsou
pfirozen¢ rezistentni k beta-laktamovym ATB. Tuto schopnost maji diky absenci pevné
bunétné stény, ktera je v jejich piipadé nahrazena pruznou tfivrstevnou membranou

tvofenou bilkovinami, fosfolipidy a cholesterolem (Julak, 2006).

U gramnegativnich bakterii je popisovana nizsi citlivost k penicilinu a podobnym
ATB nez je grampozitivnich. Tato vlastnost je zpisobena odliSnou stavbou bunééné stény.
Gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu sloZzenou z tenké vrstvy peptidoglykanu,
ktera je kryta zevni membranou z fosfolipidt a lipopolysacharidii. Proto tyto bakterie hiie

propoustéji ATB, ktera ptisobi na peptidoglykan (napft. beta-laktamy, glykopeptidy a dalsi).
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Dale se pfirozena rezistence muze vyskytovat u bakterii, které ziji v ur€itém
prostiedi (puda, voda), kde se urcité typy ptirodnich ATB vyskytuji pfirozené. Prikladem
takovych mikroorganismu je Pseudomanas (P.) aeruginosa, u které se piedpoklada,

ze byla rezistentni na fadu ATB jesté pted jejich pouzitim v 1é¢bé infekEnich onemocnéni.

Toho, ze ne¢které mikroorganismy jsou pfirozené rezistentni na nékteré typy ATB,
Ize vyuzit k piipravé selektivnich pid. Na téchto pidach vyroste pozadovany druh,
ale neporostou zde mikroorganismy, které jsou k danému ATB citlivé. Pfikladem mize byt
pfidani bacitracinu do kultivaéniho média pro izolaci hemofili nebo vankomycinu

s kolistinu do pud ur¢enych k zachytu patogennich neisserii (Votava, 2005).

4.2 Sekundarni (ziskana) rezistence

Bakterie, které byly pavodné citlivé na urCity typ ATB, se stavaji odolnymi
nebo maji k danému ATB sniZenou citlivost. Tato rezistence vznika dusledkem mutaci,
které se vytvari v genomu bakterie a pfeddvaji se na potomstvo. Mutaci vznikne geneticka
informace kodujici rezistenci, coz v kone¢ném dusledku vede k tomu, ze ATB na bakterii

nepusobi Zadoucim zptusobem (Votava, 2005).

Bakterie mize ziskat rezistenci také tzv. extrachromozomalné - pfenosem genu
kodujicich rezistenci pomoci plasmidi, transpozonli nebo pohybem genovych kazet (Julak,
2006).

Kmeny rezistentni na ATB v pfitomnosti daného ATB ptezivaji a diky piisobeni
ATB na vnimavou populaci (selekéni tlak) se brzy pfemnozi. K tomu casto dochézi
V nemocnicnich zafizenich, kde se pak rezistentni kmeny mohou S§ifit mezi pacienty 1

personalem.
4.2.1 Chromozomalni ziskana rezistence

U tohoto typu rezistence dochazi k mutacim (bodovym i rozsahlejsim)
na chromozomech, a proto se tyto informace pfedavaji z matetskych bunék na dcetiné
pii replikaci buniky. Mutace vedou ke zménam ve struktufe nové syntetizovanych bilkovin,

takze mize dochazet ke vzniku produktt, které maji snizenou schopnost vazat ATB.

Vétsinou tento typ rezistence nesouvisi s predchozim pusobenim ATB na dany

mikroorganismus, pokud ovSem bude na tento mikroorganismus dané ATB piisobit, bude
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se vytvaret tzv. selek¢ni tlak. Selekéni tlak zvySuje frekvenci vzniku rezistenci. Vznika
v disledku nadmérného a nevhodného pouzivani ATB Kk 1é¢bé nemoci, které tento zasah

nevyzaduji (Bednaf a kol., 1996; Votava, 2005).
4.2.2 Antibiotiky stimulovana mutagenese

Pokud je bakterialni bunikka vystavovana riznym stresim, dochdzi v ni ke zvySeni
frekvence vzniku mutaci. ATB jsou jistou formou téchto stresi, které ptisobi na bunky,
a tudiz podnécuji vznik dalSich mutaci, které mohou vést ke vzniku rezistence. ATB
(mitomycin-C), ktera navySuji pocet mutaci, jsou prevazné ta, ktera posSkozuji DNA
bakterialni bunky (Heinemann, 1999).

Podobny efekt maji také antibiotika, ktera ovliviiyji translaci. Heinemann (1999)
uvadi, Zze u divokych kment Escherichia (E.) coli dochazi mnohem castéji ke vzniku
mutaci béhem kultivace za pfitomnosti streptomycinu, nez pokud jsou kultivovany v médiu
bez ngj. Pravdépodobnym vysvétlenim castéjSiho vzniku mutaci je tvorba Spatné
fungujicich DNA-polymeraz, ev. dalSich dilezitych enzymi. Jedna se o d¢j reverzibilni,
protoze ¢asem dojde k obnoveni funkce ribozomu a syntéze plné¢ funkénich enzymu

(Heinemann, 1999).
4.2.3 Extrachromozomalni ziskana rezistence

Geneticka informace kodujici rezistenci na ATB miize byt pfenesena pomoci

plasmidu, transpozonii nebo genovych kazet.

Plasmidy

Jsou to malé, cirkuldrni molekuly DNA schopné samostatné replikace, uloZené
VvV cytoplasmé. Nesou pomérné¢ malo genti, které nejsou pro bakterii nezbytné. Jedna
se geny, které bakterii zvyhodni v ur€itych situacich napf. 0 geny kodujici rezistenci
na ATB, desinfekéni prostiedky, tézké kovy, ale také geny kodujici rizné faktory
virulence. Pocet genii kddovanych na plasmidech se pohybuje od 2-3 az po 400. Burnka
mize obsahovat jednu nebo vice kopii jednoho plasmidu, mize také plasmidy ziskat, ale
| ztratit. Proces, kdy bunka ztraci své plasmidy se nazyva ,,curing”. Plasmidy muZeme
rozdé¢lit na konjugativni a nekonjugativni, podle toho, zda je mozny jejich pienos na jinou
bakteridlni buiiku. Pienos plasmidl je kontrolovan produkty tzv. tra genii (transferové)

(Atlas, 1997; Bennet, 2008).
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Konjugativni plasmidy obsahuji kromé gend kodujicich rezistenci na antibiotika
také genetickou informaci, kterd umozni samotny proces konjugace (pfenos mezi
buikami). Jde o jednosmérny prenos, ktery je v pfirodé pomérné b&zny a spociva
ve spojeni donorové a recipientni bunky. U gramnegativnich bakterii je toto spojeni
zprostiedkovano vlaknitymi vybézky z bunécné stény, které se nazyvaji sex-pili.
Po propojeni dochazi k pfenosu DNA plasmidu, vcetné vSech gentl, které nese. V donorové
i recipientni bufice se nasledné dosyntetizuje chybéjici fetézec DNA (viz obr. 2).
Konjugativni plasmidy grampozitivnich bakterii jsou mensi, coz zfejmé souvisi s odlisSnym

mechanismem propojeni bun¢k (Grohmann a kol., 2003; Bennet, 2008).

Chromosomal DNA F Plasmid Chromosomal DN#

1.
Recipient
2. . > <
DNA Polymerase
Relaxasome Transferasome
F Plasmid F Plasmid
Pilus

Old Donor New Donor

obr. 2: Proces konjugace (Jones, 2009).

U enterokokti byl popsan pienos konjugativnich plasmidi zavislych na produkci
tzv. sex-feromont. Jednd se o termostabilni peptidy produkované recipientnimi buiikami,
které jsou specifické pro donory nesouci rizné konjugativni plasmidy. Donorova buiika
odpovida na stimulaci tvorbou adhezint, které pak ob¢ buiky propoji (Grohmann a kol.,
2003).

Konjugativni plasmidy se mohou pienaset jednak mezi podobnymi bakterialnimi
druhy, ale také mezi druhy odlisnymi. Bennet (2008) uvadi také moznost experimentalniho

prenosu plasmidu z gramnegativni do grampozitivni bakterie.

21


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3e/Conjugation.svg

Fragmenty plasmidové DNA mohou byt pfeneseny rovnéz mechanismem

transdukce nebo transformace (Bednat a kol., 1996).

Transposony

Transposony se casto oznacuji jako skakajici geny. Jsou to kratké useky DNA,
které se mohou pohybovat v ramci jedné molekuly DNA nebo mohou pteskakovat z této
molekuly na jinou, napf. z jednoho plasmidu na jiny, nebo z plasmidu na bakterialni
chromozom a naopak (Julak, 2006; Bennet, 2008).

Transpozony mohou nést celou fadu gent kodujicich rezistenci, napi. transposon
Tn5 nese geny kodujici rezistenci na kanamycin a streptomycin, nebo transposon Tnl0
geny pro rezistenci na tetracykliny. Buiky, které obsahuji tyto transposony lze jednoduse
vyselektovat na médiu s obsahem daného ATB. Na piislusné pudé pak vyrostou pouze
buniky obsahujici transposony Tn5 nebo Tn10 (Atlas, 1997; Bennet, 2008).

Integrony a genové kazety

Bakterialni integrony obsahuji gen pro enzym integrazu a misto, na které¢ jsou
pomoci integrazy v¢lenovany pohyblivé sestavy genu, tzv. genové kazety. Jedna se o malé,
cirkularné uspofddané DNA molekuly, bez schopnosti samostatné replikace. Casto
obsahuji pouze jeden gen, ktery koduje rezistenci na urCity typ ATB. Genové kazety
se mohou piemistovat v ramci jednoho integronu nebo z jednoho integronu na druhy.
Integron mulZe piijimat 1 vice genovych kazet, coz miZe byt podkladem vzniku

multirezistentnich bakteridlnich kmenu.

V soucasnosti je popsano 50-60 genovych kazet kodujicich rezistenci na rtzné
skupiny antibiotik. Jedna se naptiklad o geny pro tvorbu metalobeta-laktamaz IMP a VIM,
které zplisobuji rezistenci na karbapenemova ATB imipenem a meropenem. Integrony
asnimi i geny kodujici rezistenci se mohou vélenovat do plasmidi a Sifit se tak

v bakterialni populaci (Hall a Collins, 1998; Bennet, 2008).

5 Obecné mechanismy rezistence

Jednotlivé mikroorganismy maji své mechanismy, které jim umoziuji odolévat
pusobeni antimikrobidlnich latek. Obecné je zndmo nékolik zékladnich typa téchto

mechanismd, které se dale odliSuji podle typu bakterie a ATB.
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5.1 Zména cilového mista

Tento mechanismus je zalozen na zméné mista pisobeni daného ATB. Klicovou
vlastnosti cilovych mist je jejich nepostradatelna role pro zivot bakterialni bunky. Kdyz

se ATB na takové misto navaze, zpusobi to u bakterii bud’ zastaveni rustu, nebo smrt.

Prikladem tohoto typu rezistence muze byt odolnost vii¢i jiz zminénym beta-
laktamtim, jejichz cilovym mistem jsou transpeptiddzy. Dal§im piikladem jsou
transglykosylazy, cilova mista pro glykopeptidy (Lambert, 2005 ; Garcia-Alvaréz a kol.,
2011).

5.2 Zhorseny prinik ATB do buriky

U tohoto mechanismu zalezi na druhu bakterie, protoZze grampozitivni
a gramnegativni  bakterie maji odliSnou stavbu bunééné stény. Bunécnd sténa
a cytoplasmatickd membrana jsou pro bunku zivotné dulezité, protoze zajistuji vyménu
latek s okolim a pfisun zivin. Maji také za tikol bakterii chranit, ale pro ATB tyto obaly

neznamenaji zddnou piekazku.

Grampozitivni bakterie maji bunécnou sténu silngjsi, ale ATB do nich prochézeji
snaze nez do gramnegativnich bakterii. Je to diky vrstvé lipopolysacharidu (LPS), ktera
se nachdzi v bunétné stén¢ gramnegativnich bakterii. LPS se sklada z lipidu A, vnitiniho
polysacharidu a O-antigenu. Hydrofobni konce molekul LPS sméfuji ven z bunky
a lipofilni konce dovnit. Stimto sloZzenim souvisi odliSna prichodnost hydrofobnich
a hydrofilnich ATB do gramnegativnich bakterii. Hydrofobni ATB tak mohou do bunék
prechazet ptes lipidovou vrstvu, ale jeji gelovity charakter mize mechanicky zabranit
vstupu ATB. Vétsina ATB je ale hydrofilni (beta-laktamy, chloramfenikol
a fluorochinolony), tato pfechazeji do gramnegativnich bunék pomoci membranovych
bilkovin tzv. porind. Zalezi tedy na mnoZstvi téchto porind, které pfimo ovliviuji

rezistenci na hydrofilni ATB u gramnegativnich bakterii (Kumar a Schweizer, 2005).

5.3 Aktivni odCerpavani ATB

Dal§im obecnym mechanismem vzniku rezistence je aktivni odCerpavani ATB

z buniky (eflux) pomoci specidlnich membranovymi bilkovinami, a to aniz by doSlo ke
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zmén¢ antibiotika nebo jeho degradaci. Eflux je podkladem rezistence na makrolidy,

fluorochinolony, tetracyklin, chloramfenikol a dalsi (Kumar a Schweitzer, 2005).

5.4 Bakterialni enzymy

Diky mutacim bakterie ziskaly schopnost produkovat rizné enzymy, které mohou
zneSkodnit ATB, ktera prostoupila do bakterialni buiiky nebo jsou piitomny V jejich okoli.

Geny pro tyto enzymy jsou pienaseny pomoci plasmidi, transposontl a integrontl.

Piikladem jsou rtuzné typy beta-laktamaz, které rozkladaji beta-laktamovy kruh
penicilinovych ATB. Misto u¢inku beta-laktamaz souvisi s druhem bakterie.
U grampozitivnich bakterii ATB snadno vstupuji do buiiky, a proto jsou aktivni enzymy
vyplavovany do prostfedi, kde ATB ni¢i. V optimalnim ptipad¢ jedna molekula enzymu
dokaze zni¢it az 100 000 molekul penicilinu za minutu. U gramnegativnich bakterii
se beta-laktamova ATB dostavaji do bunky pomoci porinti a jsou ni¢ena beta-laktamazami

Vv periplasmatickém prostoru (Kotra a Mobashery, 1998).

Obdobnym mechanismem zpisobuji bakterie rozklad chloramfenikolu nebo
aminoglykosidovych ATB (Julak, 2006).

6 Typy a principy mechanismi rezistence

6.1 Zména cilovych struktur
Penicilin vazajici proteiny

Methicilin rezistentni S. aureus (MRSA) je oznaceni pro kmeny S. aureus, které
jsou rezistentni na methicilin a dalsi beta-laktamova ATB. Tato rezistence je zpisobena
ziskanim genu mecA. Tento gen koduje tzv. penicilin-binding protein 2a (PBP2a), ktery
patii do skupiny biosyntetickych enzymu ucastnicich se syntézy peptidoglykanu.

Gen mecA je soucasti tzv. stafylokokové chromozomové kazety mec (SCCmec,
z angl. staphylococcal cassette chromosome mec). V soucasnosti je znamo pét typu
SCCmec oznacovanych |-V, které se 1i8i sloZzenim a potadim gentli v kazeté.

Interakce mezi beta-laktamovymi ATB a PBP spociva v rychlé, ale vratné tvorbé

nekovalentniho komplexu. Poté nasleduje reakce mezi kyslikovym atomem na vedlejSim
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fetézci serinového zbytku na aktivnim mist¢ enzymu. Vznika tak relativné stabilni
kovalentni komplex, ve kterém je serin acylovan hydrolyzovanym beta-laktamem.
Existuji vsak beta-laktamova ATB, ktera se mohou na PBP2a vazat, aniz by ztratily

svou aktivitu. Jedna se o modifikované cefalosporiny a karbapenemy (Lambert, 2005).

Rezistence na beta-laktamova ATB je u Str. pneumoniae je zpisobena sniZzenou
afinitou PBP pro tato ATB. Rezistence na tieti generaci cefalosporinii je ale spojovana
s produkci zménénych forem PBP1 a PBP2x, kdezto rezistence na penicilin je zptsobena
zménami PBP2b. K pienosu genetické informace, na jejichz podkladé dochazi k tvorbé
zménénych PBP, se odehrava mechanismem transformace. Str. pneumoniae tak ziskava

rezistenci od piibuznych druhu streptokokt (Lambert, 2005).

U Neisseria gonorrhoeae se vyskytuji PBP 1-4, pouze PBP1 a 2 jsou dulezité
pro existenci bakterialni buiiky, a proto jsou cilovym mistem pusobeni antibiotik. Zména
PBP2 je podminéna pfitomnosti genu penA, ktery je zodpovédny za rezistenci gonokoku
na penicilin. Mutace v genu pro PBP1 také prispivaji k rezistenci na beta-laktamova ATB.
V ptipad€ gonokokl je vSak tento mechanismus rezistence kombinovan jesté s dal§imi, a to

efluxem a zménou membranovych porint (Lambert, 2005).

SniZena citlivost enterokokil na beta-laktamy vznika v disledku ptfirozené tvorbé
nizkoafinitnich PBP. Analyza struktury PBP5 u Enterococcus faecium odhalila zmény
na aktivnim misté¢ enzymu, které vykazuji urcitou podobnost s nizkoafinitnimi PBP2a
kmeni MRSA. Aktivni misto PBP5 obsahuje také hydrofobni valinové zbytky, které
mohou ztézovat piistup beta-laktamovych ATB (Lambert, 2005).

Modifikace PBP je popsana také u dalSich bakteridlnich druhi, jako jsou
Haemophilus influenzae (zména PBP3), Helicobacter pylori, Str. pyogenes (zména PBPS,
novy PBP2a"), Listeria monocytogenes (zména PBP3), Proteus mirabilis, Acinetobacter

baumannii a Pseudomonas aeruginosa (zmeéna PBP2) (Lambert, 2005).
Zvysené mnozstvi peptidoglykanu v bunééné sténé a zména jeho stuktury

Glykopeptidy (vankomycin nebo teikoplanin) inhibuji syntézu bunéc¢né stény
grampozitivnich bakterii nekovalentni vazbou na peptidyl-D-alanyl-D-alanin konec
prekursor peptidoglykanu. Kmeny S. aureus rezistentni na vankomycin (VRSA; z angl.
vancomycin resistant Staphylococcus aureus) byly poprvé izolovany v Japonsku, a poté

v n¢kolika dalSich zemich. Vzhledem k heterogenni podstaté¢ rezistence byvaji kmeny
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oznacovany také jako vankomycin stiedné citlivy S. aureus (VISA, z angl. vancomycin
intermediate susceptible Staphylococcus aureus), a ke glykopeptidim stiedné citlivy
S. aureus (GISA, z angl. glycopeptide intermediate susceptible Staphylococcus aureus). Ve
srovnani s vankomycin citlivymi kmeny S. aureus, vykazuji tyto kmeny vyrazné zmény ve
struktuie bunééné stény. Tyto zmény zahrnuji az 2x silngj$i bunécnou sténu, zvyseny podil
peptidi tvoticich peptidoglykan, které obsahuji neamidované glutaminové zbytky
a Vv neposledni fad¢ také snizenou miru zesitovani peptidoglykanu.

Gramnegativni bakterie jsou diky stavbé své bunétné stény na glykopeptidy
piirozen¢ rezistentni. (Wright, 2003; Lambert, 2005).

Modifikace prekurzori peptidoglykanu

Nejcastéjsi pti¢ina vzniku rezistence na glykopeptidovd ATB u enterokoku
je podminéna piitomnosti genovych klastri vanA a vanB. Tyto klastry koduji enzymy,
které produkuji modifikované prekursory peptidoglykanu koncici D-alanyl-D-laktatem,
na které se glykopeptidy vazi s nizsi afinitou. Tento mechanismus rezistence je indukovan

ptitomnosti glykopeptidovych antibiotik.

Genové klastry vanA a vanB jsou lokalizovany na transposonech a mechanismem
transpozice a konjugace doslo k jejich rozsifeni na dalsi druhy enterokokii. Genové klastry

vanD, vanE a vanG jsou vzacng&jsi.

V roce 2002 byly popsany prvni kmeny MRSA rezistentni k vankomycinu, které
ziskaly genovy klastr vanA od vankomycin-rezistentnich enterokokid (VRE, zangl.
vancomycin resistant enterococci). Jeden kmen tak mutze nést dva rtizné mechanismy
rezistence ke glykopeptidim - SCCmecA na chromozomu a vanA na plasmidu, coz vede

k fad¢ zmeén ve slozeni peptidoglykanu.

Stale dochéazi k vyvoji novych latek, které byly G€inné na kmeny VRE, MRSA
a VISA. Prikladem je nova generace semi-syntetickych glykopeptidovych ATB jako
je oritavancin (derivat chloroeremomycinu, coZz je analog vankomycinu (Wright, 2003;

Lambert, 2005; Hill a kol. 2010).

Zména DNA-gyrazy a topoizomerazy IV

Oba enzymy nutné pro syntézu bunéné DNA jsou cilem ptsobeni fluorochinovych

ATB.
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Fluorochinolony interaguji s komplexem, ktery se vytvari mezi DNA a jednim
Z enzymi, coz vede ke konforma¢nim zménam a inhibici normalni aktivity téchto enzymu

(Drlica a Zhao, 1997; Lambert, 2005).

Rezistence na fluorochinolony miize vznikat diky chromosomalnim mutacim, které
se projevi Uobou enzymu. V disledku mutaci v genu gyrA kédujicim DNA gyrazu,
dochdzi ke snizeni afinity fluorochinolonii k zménénému komplexu gyraza-DNA.
Natomto podkladu vznikd Castéji rezistence u  gramnegativnich  bakterii.
U grampozitivnich bakterii (S. aureus a Str. pneumoniae) jsou cast&j$i mutace v genu

pro topoizomerazu IV.

| vtomto pfipadé se stale hledaji nové léky, dneSni experimentdlni chinolony
si zachovavaji inhibiéni G¢inky u S. pneumoniae (rezistentni na penicilin) a MRSA
navzdory mutacim zpusobujicim zménu cilovych mist a efluxu (Willmott a kol., 1993;

Lambert, 2005).

Zména RNA polymerazy

Dalsim cilem ATB je RNA polymeraza, na kterou ptsobi rifampicin, vyznamny 1k
pro terapii tuberkulozy. Vzhledem k tomu, jak rychle se k nému rozviji rezistence, neni
vhodny k monoterapii, ale v kombinaci s dalsimi ATB je vhodny k 1écbé zavaznych
infekei zpisobenych grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi. Cilovym mistem
rifampicinu je B-podjednotka RNA polymerazy, kodovana rpoB genem. Rezistence
Mycobacterium tuberculosis na rifampicin vznika na podkladé bodovych mutaci, inzerci
a deleci v oblasti rpoB (Lambert, 2005).

6.2 Zména propustnosti vnéjSi membrany

Propustnost vnéj§$i membrany a sni spojena rezistence je dulezitd zvlaste
u gramnegativnich mikroorganismil. Jejich buné¢na sténa je diky tomuto uspoiadani
nepropustna pro celou fadu substrati a transport skrz ni se uskuteCiuje nékolika
mechanismy: prostupem pies poriny, difazi pies dvojvrstvu fosfolipidii nebo vlastnim
podporovanym vychytavanim. To, jak léky budou do bunky vstupovat, zna¢né zavisi na
jejich chemickém slozeni. Naptf. hydrofilni slouceniny piechazeji do periplasmatického
prostoru diky porinim (beta-laktamy) nebo diky vychytavani (aminoglykosidy) (Nikaido,
2003; Kumar a Schweitzer, 2005).
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Role LPS v rezistenci na ATB

Za neprostupnost zevni membrany pro hydrofobni latky jako jsou ATB
a detergenty je z vétSi Casti zodpovédny LPS, ktery se sklada z lipidu A, vnitiniho
polysacharidu a O-antigenu. Gelovy charakter lipidové vrstvy, zaporné nabity O-antigen a
zesitovani vnitiniho polysacharidu také pfispiva k nizké permeabilité LPS.

Role LPS jako bariéry proti ATB je velmi dobife zdokumentovana. U kment E.coli
a Salmonella enterica ssp. enterica sérovar Typhimurium majicich defekt v syntéze lipidu
A a vnitiniho polysacharidu byla prokazana 4x vyssi citlivost k erytromycinu,
roxitromycinu, klaritromycinu a azithromycinu nez u divokych kment. Mutace v LPS
zpusobujici vysokou citlivost byly popsany také u Pseudomonas aeruginosa a Vibrio
cholerae.

NejcastéjsSim mechanismem rezistence k polymyxinu B a aminoglykosidim je
modifikace lipidu A, kterd byla popsana u Salmonella enterica ssp. enterica sérovar
Typhimurium. Pfitomnost aminoarabindzy efektivné snizuje negativni néboj zevni

membrany a tim snizuje pronikani polymyxint (Kumar a Schweitzer, 2005).
Role porint v rezistenci na ATB

Jak jiz bylo uvedeno, n¢kterda ATB pronikaji do buniky gramnegativnich bakterii
diky kanalim v zevni membrang, tzv. poriny. Mezi takova ATB patii zejména beta-
laktamy, chloramfenikol a fluorochinolony. Ztoho vyplyva, Ze rychlost difize ATB

do buiiky bude zaviset na poctu porind, jejich velikosti a selektivite.

Jeden z prvnich piipadi rezistence zpisobeny chybénim porini byl popsan
u kment Serratia marcescens izolovanych z klinického materialu, které vykazovaly
rezistenci na aminoglykosidova a beta-laktamova antibiotika. Nasledn¢ bylo prokazan
tento mechanismus rezistence u E. coli, Enterobacter cloacae, Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae a Enterobacter aerogenes. Rezistence v dusledku absence porint
byva Casto spojena s produkci beta-laktamaz, jak je tomu u Enterobacter aerogenes.
Rezistence vSak muze byt vyvoldna také mutaci v genu kodujicim poriny, ktera vede
K jejich zGzeni.

Mikroorganismus Pseudomonas aeruginosa ma mnohem mensi propustnost vnéjsi
membrany V porovnani napf. s E. coli, ale zaroven propousti mnohem vétsi molekuly

nez E. coli. Disponuje také fadou specifickych porint, které mohou pfispivat k rezistenci
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na ATB. Mezi n¢ patii porin OprD, ktery usnadiiuje prostup malych beta-laktamovych
ATB (imipenem). Po expozici imipenemu dochazi u Pseudomonas aeruginosa ke snizeni
mnozstvi porint, coz vede k rezistenci na toto ATB. Absence porinu OprE je podkladem
rezistence této bakterie k chinolonim a cefalosporinim (Lambert, 2002; Kumar
a Schweitzer, 2005).

6.3 Eflux

Eflux je mechanismus, kterym se bakterie zbavuje Siroké Skaly chemicky
a strukturné¢ odlisnych sloucenin (ATB, (istici a dezinfekéni prosttedky), aniz
by dochazelo k jejich zmén& nebo degradaci. Casto se také vyskytuje tzv. zkfizena
rezistence, ktera vznikd po vystaveni bakterie jedné latce, ktera patii mezi profilové
substraty pro danou efluxni pumpu. Dojde k nadmérné expresi této pumpy a tim
i k rezistenci na ostatni substraty pumpy, které mohou zahrnovat klinicky dilezita ATB.
Piikladem takové rezistence muze byt MexAB systém u P. aeruginosa. Mutanty bun¢k se
zvySenou expresi MexAB jsou méné citlivé, ne-li zcela odolné kiadé¢ ATB
(fluorochinolony, beta-laktamy, chloramfenikol, trimetoprim), ale jsou rezistentni také
k triklosanu, ktery je b&zn¢ pouzivanym biocidem (Webber a Piddock, 2003; Kumar
a Schweitzer, 2005).

VétSinou jsou efluxni prenaSeCe kodovany chromozomadlné, nicméné existuji
I ptipady, kdy se genetickd informace kodujici pienaseCe nachazi na mobilnich
elementech. Odhaduje se, ze 5-10 % vSech bakterialnich genti koduje informace

0 transportu a velka ¢ast z nich koduje praveé efluxni pumpy.

Efluxni pfenaseCe muzeme rozdélit na ty, které prenaSeji jednu slouceninu nebo
jich prenaseji vice. Prvni skupina pfenaseci umoziuje pienos sloucenin pies
cytoplasmatickou membranu. Druhd se vyskytuji u gramnegativnich bakterii
a v soucinnosti s dal$imi proteiny vyskytujicimi se v periplasmatickém prostoru a na zevni

membrané umoziuji pfenos sloucenin pies celou bunécénou sténu.

Bakterialni efluxni pfenasece jsou v soucasné dob¢ fazeny do péti rodin, které jsou
graficky znazornény na obr. 3. Jedna se o tyto:
a) MFS (z angl. major facilitator superfamily)
b) ABC superrodina (z angl. ATP-binding cassette)

¢) SMR rodina (z angl. small multidrug resistance)
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d) RND superrodina (z angl. resistence-nodulation-cell division)
e) MATE rodina (z angl. multidrug and toxic compound extrusion) (Hooper, 2002;

Kumar a Schweizer, 2005).

Outer Drug
membrane T
H* Drug H" Amino 1IN Drug

/ glycosides T

Cytoplasmic

NorA membrane

/ \ <;\'I‘l’
ADP +P,
H* Drug H* Amino H* Drug Drug
glycosides
S. aureus E. coli P aeruginosa L. lactis
MFS RND ABC

Figure 1. Schematic illustration of the main types of bacterial drug efflux pumps shown in Staphvlococcus aurens, Escherichia
coli, Psendomonas aeruginosa and Lactobacilius lacts. Ilustrated are NorA, a member of the major facilitator superfamily (MFS):
AcrD and MexAB-OprM, two bers of the resi -nodulation-division {RND) family and LmrA. a member of the ATP-
binding cassette (ABC) family. All systems extrude drugs in an energy-dependent manner, either by using proton motif foree or
ATT. The two other types of efflux systems found in bactenia, multidrug and toxic compound extrusion (MATE). and small multidrug
resistance (SMR), look structurally similar to the MES but are designated as distinct families, based on phylogenetic diversity
(MATE) or size (SMR).

Obr. 3: Hlavni rodiny bakterialnich efluxnich ptenaseci u S. aureus, E. coli, Pseudomonas

aeruginosa a Lactobacillus lactis (Schweizer, 2003).

MFS

MFS je pomérné stard a rozmanita superrodina efluxnich ptenasect. Jednotlivi
zastupci této rodiny je zajiSt'uji transportu cukrti, metabolitti, aniontd a 1éka (makrolidy,
tetracykliny). Pumpy patfici do této skupiny jsou vétSinou jednoslozkové. Vnitini
membranové proteiny pump, transportujicich 1éky, jsou obvykle slozeny z 12 nebo

14 transmembranovych segmenti.

Tetracyklinové efluxni pienasece patii k nejlépe popsanym zastupciim MSF rodiny.
Nachazeji se jak u grampozitivnich, tak gramnegativnich bakterii (van Bambeke a kol.,
2000; Kumar a Schweitzer, 2005).

ABC superrodina

Do této superrodiny patéi pienaSeCe umoznujici transport cukrd, aminokyselin,
iontll, 1€k, polysacharidli a proteinii. Tyto pienasece jsou proteinové komplexy slozené

Z integralnich membranovych komplexii a cytoplasmatickych proteini s ATPazovou
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aktivitou. Pfenasece jsou piimo zavislé na pifitomnosti glutathionu, jehoz role vSak zatim
neni pln¢ objasnéna. Pravdépodobné sam aktivuje pienase¢ nebo je transportovan spoleéné

s Iékem. Je také mozné, ze je glutathion pfimo s 1ékem konjugovan.

Efluxni pfenasece patfici do této superrodiny se u bakterii vyskytuji pomérné
vzacné. Nejlépe popsany jsou LmrA pumpy u bakterie Lactobacillus lactis (van Bambeke
a kol., 2000; Kumar a Schweitzer, 2005).

SMR rodina

Efluxni pfenaSece spadajici do této rodiny byly dfive povazovany za trimery.
Pozd¢jsi studie ukazaly, Ze se vyskytuji i ve formé tetramerti. Mechanismus pienosu ¢kl
témito pienaseci funguje na principu vymeény léku za proton (tzv. antiport), pii¢emz zbytek
odpovédny za tuto vyménu miize byt glutamat. Piikladem téchto pump je Smr pumpa
uS. aureus a EmrE pumpa u E.coli (van Bambeke a kol., 2000; Kumar a Schweitzer,
2005).

RND superrodina

RND efluxni ptenaSece byvaji vétSinou kodovany chromosomalnég, ale vyskytuji
se i piipady, kdy jsou jejich geny lokalizovany na plasmidech. VSichni ¢lenové této rodiny
katalyzuji efluxni substraty pomoci substrat/H" antiportu. RND pumpy hraji dileZitou roli
jak v ziskané, tak i pfirozené rezistenci gramnegativnich bakterii. U téch funguji pumpy
na principu vytvafeni komplexii s dal§imi proteiny vyskytujicimi se v periplasmatickém

prostoru a na zevni membrang.

V dnesni dob¢ jsou nejlépe prozkoumany pumpy AcrAB-TolC u E.coli a MexAB-
OprM u P. aeruginosa, které z buiikky od¢erpavaji ATB, tézké kovy, barviva, detergenty,

rozpoustédla a mnoho dalsich substrat (Schweizer, 2003; Kumar a Schweitzer, 2005).

MATE rodina

Piivodné se zastupci této rodiny fadili mezi MFS. Protoze vSak i pfes urCitou
podobnost nejsou sekven¢ni homology, byla pro né vytvoiena skupina nova. Ptikladem
efluxnich pfenaseci patiicich do této rodiny je NorM u Vibrio parahaemolyticus a jeho
homolog a dale YdhE u E.coli. Proteiny této rodiny vyuZivaji k transportu Na* gradient
jako energického zdroje pro eflux zejména kationickych barviv a fluorochinolont (van

Bambeke a kol., 2000; Kumar a Schweitzer, 2005).
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6.4 Produkce bakterialnich enzymi

Jednim z dalSich mechanismt rezistence je produkce specidlnich enzymt, které
degraduji pro mikroorganismy toxické latky, jako jsou napt. ATB. Mezi nejrozsifenéjsi
a nejprobadanéjsi enzymy patii beta-laktamazy.

Beta-laktamova ATB patii mezi nejstarSi a nejrozsifenéj$i pouzivand ATB.
Mechanismem jejich G¢inku je inaktivace enzymd odpovédnych za syntézu
peptidoglykanu, které oznacujeme PBP. Dnes uz je znamo, ze beta-laktamazy jsou
Vv evoluénim smyslu izce piibuzné s PBP. Principem piisobeni téchto enzym je hydrolyza
amidové vazby v beta-laktamovém kruhu beta-laktamovych ATB. Donorem molekuly
vody pro hydrolyzu je serin v aktivnim mist¢ beta-laktaméazy nebo dvojmocny kationt

v piipadé metalobeta-laktamaz (obvykle Zn?"), jak zobrazuje obr. 4 (Buynak, 2006).
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obr. 4: Mechanismus pusobeni beta-laktamaz a metalobeta-laktamaz
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(Betalaktamazy.cz).
Klasifikace beta-laktamaz

Jako prvni klasifikoval rezistentni kmeny koliformnich bakterii produkujici tyto
enzymy Ayliffe v roce 1963. V dnesni dob¢ se nejvice vyuziva klasifikace dle Amblera

a nebo ta, kterou navrhli Bush, Jacoby a Medeiros.

Ambler navrhl klasifikaci na zédkladé molekularnich typia beta-laktamaz. Podle jeho
rozdéleni se tyto enzymy déli do Ctyt skupin A-D. Penicilinazy, jejichZ dalezitym aktivnim
mistem jsou serinové zbytky, které se ucastni katalytického procesu, spadaji do skupiny A.
Tyto enzymy byly nalezeny jak u grampozitivnich, tak u gramnegativnich bakterii. T¥ida B

jsou metalo-enzymy, které jsou velmi strukturné odlisné od skupiny A. Do skupiny C
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se fadi také serin dependentni enzymy. Rozdil oproti skupiné A je jejich schopnost dobie
hydrolyzovat cefalosporiny. Do tfidy D se tadi serin dependentni oxacilin-hydrolyzujici

beta-laktamazy (OXA-typ) (Kotra a Mobashery, 1998).

Nov¢jsi a komplexnéjsi systém klasifikace, kterou navrhl Bush, Jacoby a Medeiros.
Tato klasifikace byla pozdéji rozSifena na vSechny znamé beta-laktamazy (okolo
190 enzymi). Systém této klasifikace je zalozen na preferenci riznych substratl
a inhibi¢nich charakteristikich rtiznych beta-laktamaz. Podle tohoto systému byly Ctyfi
pouzivané tiidy reorganizovany.

Cefalosporinazy, které nejsou inhibovany kyselinou klavulanovou patii do skupiny
1. Do skupiny 2 patii penicilinazy, jez jsou blokovany inhibitory beta-laktamaz. Tato
skupina je dale organizovana do podskupin 2a, 2b az 2f jejich schopnosti hydrolyzovat
karbenicilin, Kkloxacilin, ceftazidim, cefotaxim nebo aztreonam. Enzymy, které jsou
inhibovany EDTA (kyselina ethylen-diamin-tetraoctova), coz jsou pfevazné metalobeta-
laktamazy, Spadaji do skupiny 3. Posledni skupina ¢islo 4 je slozena z beta-laktamaz, které
nejsou inhibovany kyselinou klavulanovou (Kotra a a Mobashery, 1998).

Prvni beta-laktamaza kddovana na plasmidu byla popsana u E.coli a byla ozna¢ena
TEM-1, protoze tento kmen byl izolovan v Recku zkrve pacienta, ktery se jmenoval
Temoniera. O par let pozdé€ji byla nalezena TEM-1 beta-laktamaza i u volné Zzijicich
bakterii. Dalsi plasmidem kodovanou beta-laktamazou je SHV-1 nalezena u E.coli

a Klebsiella pneumoniae (Bradford, 2001).
Inhibitory beta-laktamaz

Jako reakce na vyskyt beta-laktamaz byly vyvinuty inhibitory téchto enzymu. Tyto
inhibitory se pouzivaji vzdy v kombinaci s beta-laktamovym ATB, protoze samy nemaji
antibakterialni G¢inek. VétSina inhibitorti serinovych beta-laktamaz funguje na principu

vytvareni stabilniho esteru.

Mezi ptiklady inhibitort beta-laktamaz patii kyselina klavulanova, sulbaktam
a tazobaktam. Jak je vySe zminéno, inhibitory jsou vzdy kombinovany s vhodnym ATB
napt. amoxicilintkyselina klavulanova tvofi kombinaci nazyvanou Augmentin™. Tyto
komer¢ni kombinace byvaji G€inné zejména proti mikroorganismim, které produkuji beta-

laktamazy spadajici do tfidy A (dle Amblera) (Buynak, 2006).

33



6.4.1 Sirokospektré beta-laktamazy

ESBL (z angl. extended-spectrum beta-lactamases) jsou produkovany nékterymi
kmeny gramnegativnich bakterii, které¢ jsou pak schopny hydrolyzovat cefalosporiny
s roz§ifenym spektrem tcinku jako je napf. cefotaxim, ceftazidim, dale také monobaktamy.
Naopak nehydrolyzuji cefamyciny (cefoxitin). Tyto enzymy maji serinové aktivni misto
a mohou byt inhibovany inhibitory beta-laktamaz. Podle téchto poznatkil se fadi vétSina
ESBL podle Amblera do skupiny A (mensi ¢ast do skupiny D) nebo podle Bushe
do skupin 2b a 2d. Nejéastéji se tento typ enzymu vyskytuje u druhti jako je E.coli,
Klebsiella pneumoniae a dalSich pfislusniki ¢eledi Enterobacteriaceae, pseudomonad
a acinetobakteru (Bradford, 2001; Hrabak a kol., 2007).

Skupina TEM

Tato skupina tvoii nejpocetnéjsi skupinu beta-laktamaz. Mutacemi a zménami
v poradi aminokyselin doslo ke vzniku odvozenych enzymi s odliSnym fenotypem.

To se projevi v odlisné schopnosti hydrolyzovat cefalosporiny.

Nejcastéji se ESBL typu TEM nachazi u E.coli, Klebsiella pneumoniae, ale mohou
se vyskytovat i u dalSich zastupct celedi Enterobacteriaceae nebo u Pseudomonas
aeruginosa (Jacoby a Medeiros, 1991; Bradford, 2001).

Skupina SHV

Tato skupina enzymu se nejcastéji vyskytuje u Klebsiella pneumoniae. SHV-1 je
plasmidem kodovany enzym, ktery zapficinuje az 20 % veskeré plasmidem kodované
rezistence na ampicilin u tohoto druhu. SHV-1 enzymy jsou kodovany genem bla spy-1,
ktery miize byt soucasti bakteridlniho chromozomu. Tato skupina neni tak pocetna jako

TEM, protoze na kodujicim genu nedochazi k tolika mutacim (Bradford, 2001).

Skupina CTX-M

Tato skupina je pomérné mladé a patii mezi plasmidem kodované beta-laktamazy,
zahrnujici okolo 50 enzymu. PiisluSnici této skupiny jsou typiéti hydrolyzou cefotaximu
a nachazi se nejéastéji u Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhimurium a E.coli.
Obecné se predpoklada, ze tato skupina je odvozena od beta-laktaméz, které se nachazeji

u rodu Kluyvera (Bradford, 2001; Bonnet, 2004).
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Skupina OXA

Tato skupina se oznacuje OXA, protoze enzymy, spadajici do této skupiny jsou
schopny hydrolyzovat oxacilin a kloxacilin. Diky nim ziskavaji bakterie také odolnost
k ampicilinu a cefalotinu. Podle Amblerovy klasifikace spadaji tyto enzymy do skupiny D
a podle klasifikace Bush, Jacoby a Medeiros do skupiny 2d. Tyto enzymy jsou také velmi
malo inhibovany kyselinou klavulanovou. Pro tuto skupinu je typickéd slaba genotypova
podobnost (homologie mezi jednotlivymi enzymy muze byt mensi nez 20 %). N&kolik
typit OXA enzymu je odvozeno od OXA-10 a nejcastéji mizeme tyto enzymy nalézt

u P. aeruginosa.

Zminéné Ctyii skupiny ESBL patii mezi hlavni, ale existuji také dalsi skupiny,
jejichz které zatim nejsou tak vyznamné. Mezi mensi skupiny patii napt. PER, kdy PER-1
beta-laktamaza byla poprvé izolovana z kmene P. aeruginosa vykultivovaného od pacienta
v Turecku. Zkratka vznikla bud’z angl. Pseudomonas extended resistance nebo také
z inicial objevitell: Patrice, Esthel a Roger (Bradford, 2001; Jacoby 2006).

6.4.2 Metalobeta-laktamazy

Tyto enzymy jsou produkovany nékterymi gramnegativnimi bakteriemi
a znamenaji nejvetsi problém v oblasti rezistence k beta-laktamovym ATB. Tento problém
je diky jejich schopnosti hydrolyzovat peniciliny, karbapenemy a cefalosporiny vSech
generaci, tudiz vyfazuji z pouziti vétSinu beta-laktamovych ATB. Jedinou vyjimkou jsou

monobaktamy, jako je aztreonam, u kterych byva efekt zachovan.

Tato skupina enzymil byla objevena pted vice nez 40 lety E. P. Ambrahamem
na Univerzit¢ v Oxfordu u kmene Bacillus cereus. Okolo roku 1985 byly znamy dvé
metalobeta-laktamazy (MBL, z angl. metallo-beta lactamase), ale v dnesni dob¢ uz je jich
20. Podle Amblerovy klasifikace se MBL tadi do skupiny B a podle klasifikace Bush,
Jacoby a Medeiros patii do skupiny 3. Tyto enzymy zpusobuji hydrolyzu vySe uvedenych
ATB, pricemz donorem molekuly vody je dvojmocny kationt (vétSinou Zn*"), ktery je
navazan v aktivnim mist¢ enzymu. Nejsou inhibovany inhibitory beta-laktamaz, ale jejich
funkci Ize blokovat chelatatnimi Cinidly, jako je mnapt. EDTA, Kkyselina

2-merkaptopropionova, p-chloromerkuribenzoat apod.

Tyto enzymy ptedstavuji velky problém v nemocnic¢nich zatizenich, kde dochazi

K horizontalnimu pfenosu kodujicich gend mezi riznymi druhy bakterii. Tento pfenos
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probiha napf. z nefermentujicich gramnegativnich tyc¢ek na enterobakterie. Pfenos je navic
umocnén podavanim cefalosporini vysSi generace a hospitalizacemi na oddéleni JIP
(jednotka intenzivni péce). Pomérné Casty vyskyt MBL je u Pseudomonas aeruginosa, kdy
v Ceské republice byla vroce 2005 a 2006 cela 1/3 vSech kment rezistentni
ke karbapenemim (Page, 2002; Hrabak a kol., 2007).

6.4.3 Dalsi bakterialni enzymy

Enzymy modifikujici aminoglykosidy

Aminoglykosidy jsou ¢asto pouzivanymi ATB a jejich efekt spociva v inhibici
proteosyntézy. Rada bakterii si ale vytvofila schopnost produkovat enzymy, které tato
ATB pozméiuji. Plasmidem kodované N-acetyltransferdzy atakuji vSechny klinicky
vyuzivané aminoglykosidy a jsou tak hlavni pfi¢inou rezistence gramnegativnich bakterii
ktémto ATB. Byla zaznamenana i chromozomalné¢ kodovana 6°-N-acetyltransferaza
u kment Salmonella enterica ssp. enterica izolovanych z klinickych vzorka (Vetting a
kol., 2004).

N-acetyltransferdzy acyluji aminoskupinu ATB pomoci kofaktoru acetyl-CoA.
Tento kofaktor poskytuje acetitovou skupinu. Jsou kodovany acc geny, které jsou
lokalizovany na plasmidech, transpozonech nebo uvnitf integrond. Rlzné druhy

acetyltransferaz se 1isi spektrem svého ucinku.

Fosfotransferdzy fosforyluji hydroxylovou skupinu aminoglykosidi a ATP
vyuzivaji jako donor fosfatové skupiny. Fosfotransfrerazy jsou kodovany geny aph a dle

Schwarze a Chaslus-Dancly (2001) bylo znamo 11 variant téchto enzymd.

Nukleotidyltransferazy adenyluji hydroxylovou skupinu aminoglykosidi a ATP
vyuzivaji jako donor adenylové skupiny. Tyto enzymy byvaji kodovany geny ant (Schwarz
a Chaslus-Dancla, 2001).

Chloramfenikol acetyltransferaza

Dalsi enzym si bakterie vytvorily K zajisténi odolnosti k chloramfenikolu. Toto
ATB nikdy neni Iékem prvni volby, ale Casto se k jeho pouziti 1ékafi priklanéji. Lécba
chloramfenikolu se zavedla hlavné v nemocnicich kvali vysoké prevalenci
multirezistentnich kmenid enterokokd. Mechanismus jeho wGéinku spociva v inhibici

proteosyntézy. Az 50 % téchto bakterii vSak je rezistentni i k tomuto ATB predevs§im diky
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produkci chloramfenikolacetyltransferazy. Tento enzym zpusobuje acetylaci hydroxylové
skupiny chloramfenikolu, ktery se poté nemiiZze navézat na ribozomalni podjednotku. Geny
kodujici tento enzym se oznacuji cat a byvaji lokalizovany vétSinou na plasmidech, neni
vs8ak vyjimkou i lokalizace na bakterialnim chromozomu. Cat geny se vyskytuji predev§im
u enterokokt, streptokokii a stafylokoki, coz vede k domnénce horizontalniho pfenosu

genu (Shaw a kol., 1993; Frolkova 2010).

6.5 Rezistence na sulfonamidy

Sulfonamidy jsou velmi selektivni ATB, protoze jejich cilem je DHPS. Tento
enzym katalyzuje kondenzaci PABA a 6-hydroxymetyl-7,8-dihydropterin difosfatu nutnou
pro syntézu Kyseliny tetrahydrolistové. Jejich selektivita spociva pravé v DHPS. Jelikoz
sav¢i bunky tento enzym nemaji, nejsou schopny syntézy kyseliny listové. Proto vyuZzivaji

folaty z potravy (Skold, 2000).

Sulfonamidy byly zavedeny do klinické praxe v roce 1993 a i diky své ptiznivé
cen¢ se zaCaly hojné vyuzivat. Diky tomuto pouzivani se zacala objevovat cela tada
mikroorganismt rezistentnich k témto ATB. V dne$ni dobé se uz pouzivani omezilo

a podavaji se ptevazné v kombinaci s trimetoprimem (Dolejska, 2006).

Chromozomalné kodovana rezistence

Streptokokové infekce byly prvnim onemocnénim, které bylo efektivné léCeno
sulfonamidy. U dvou nejvice rezistentnich kmenti byla nalezena velmi pozménénad DHPS.
Tyto zmény jsou velmi rozsdhlé na to, aby vznikly diky nahromadéni mutaci, proto se
predpoklada, ze gen kodujici rezistenci byl do bakterie zaveden transformaci. Tato
domnénka je podpofena i vzniklymi zménami v sousednim genu folE (kodujici GTP

cyklohydrolazu) (Skold, 2000).

U Str. pneumoniae dochazi ke spontannim mutacim jak u laboratornich kment, tak
I U kmenti izolovanych z klinického materialu. Rozdil je v charakteru zmény v genu dhps.
Sifeni rezistence nastava diky horizontalnimu prenosu nebo transformaci (Maskell a kol.,

1997; Skéld 2000).

U E. coli dochazi ke spontannim mutacim v genu dhps (n¢kdy oznacovan i folP).

Témito zménami dochédzi k poruse kondenzace PABA. Zmény ve struktuie jsou pouze
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ATB bylo pozménéno a i ptes to, ze dale plni svoji funkci (Skold, 2000).

Dalsi zmény DHPS byly zaznamenany u S. aureus, S. haemolyticus,
Campylobacter jejuni, Pneumocystis carinii, Mycobacterium leprae a Neisseria
meningitidis (Gibreel a Skold, 1999; Skold, 2000).

Plasmidem kodovana rezistence

Tento typ rezistence se Casto vyskytuje u gramnegativnich stfevnich bakterii.
Vzniké diky gentim kdédujicim rezistenci, které se nachézi na plasmidech. Tyto geny poté

koduji DHPS rezistentni viaci sulfonamidiim.

Geny kodujici tento typ rezistence se oznacuji sul a byly popsany v 60. letech
minulého stoleti. Jsou piitomny na R-plasmidech. Celkem miZeme u bakterii rozliSit t¥i
amaji vysokou schopnost §ifit se. Napt. DHPS kodovana genem sul2 ma vysokou
rozliSovaci schopnost pro normalni PABA substrat a sulfonamidy. Timto mechanismem je

zaji$téna dokonald odolnost k témto typum ATB (Skold, 2000).

7 Testovani citlivosti na ATB

Informace o0 tom, zda testovany kmen je na dané antibiotikum citlivy
nebo rezistentni, je velmi dulezitd. Metody testovani citlivosti na ATB muzeme rozdélit

na kvalitativni a kvantitativni metody.

Testovani citlivosti se provadi na Mueller-Hintonov¢ agaru (MHA) nebo v Mueller-
Hintonové bujonu (MHB). Tato kultivaéni média obsahuji dostatek Zzivin a zaroven
minimalni mnozstvi inhibitord. Ve srovnani s jinymi vhodnymi ptdami je také nejlevnéjsi.
Puda dle Mueller-Hintona také obsahuji vhodnou koncentraci iontti vapniku (20-25 mg/l) a
hoté¢iku (10-15 mg/l). Jiné koncentrace by mohly zpusobit zkresleni vysledku citlivosti
K tetracyklinu u vSech bakterii a k aminoglykosidaim u P. aeruginosa. Pro kultivaci
naro¢nych mikroorganismu Ize pudy obohatit S 5 % ov¢i krve (pneumokoky, streptokoky

atd.), lyzatem z koiiské krve, ev. dal§imi suplementy (Urbaskova, 1998).
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7.1 Kvalitativni metody

Ke kvalitativnimu urceni citlivosti se nejvice vyuziva diskovy diftizni test.
Na MHA se hust¢ naockuje suspenze testované¢ho mikrobidlniho kmene odpovidajici
hustoté 0,5-1 McFarlanda (1,5-3,0 x 10® bun&k na ml). Takto pfipravena pada se inkubuje
dle narokti daného mikroorganismu (vétSinou 24 hodin pii 37 °C). Béhem inkubace
dochdzi k difuzi ATB z disku do kultiva¢niho média a pfipadné inhibici rastu testovaného
mikroorganismu (v zavislosti na jeho citlivosti). Po prob¢hlé inkubaci se odecita pramér
inhibi¢ni zony, ktery se porovnavd hodnotami zjiSténymi pro citlivé kmeny. Testovany
kmen se oznacuje za citlivy, pokud je jeho zo6na inhibice stejna nebo véEtSi nez
U kontrolniho kmene. Za rezistentni se oznacuje ten, ktery ma zénu inhibice mensi nez
kontrolni kmen. Aby byly vysledky testovani spolehlivé, je nutné presné dodrzet
ptedepsany postup. (Urbaskova, 1998; Hudzicki, 2009).

7.2 Kvantitativni metody

Ke kvantitativnimu stanoveni se vyuziva dilu¢nich metod, kterymi lze urcit
hodnotu MIC dané antimikrobialni latky. Dilu¢ni metody mohou byt agarové nebo
bujonove.

Referen¢ni metodou pro stanoveni hodnoty MIC je agarova diluéni metoda.
Pro tuto metodu se nanasi definované mnozstvi suspenze, coz odpovida 0,5-1 McFarlanda,
pfimo na MHA obsahujici rizné koncentrace testovaného ATB. Poté probiha inkubace
24 hodin pii 37C. Po probéhlé inkubaci se odecita koncentrace odpovidajici MIC, ktera
se porovnava hodnotami zjisténymi pro citlivé kmeny.

Vyhodou této metody je, Ze s jeji pomoci lze vySettit citlivost velkého souboru
bakterii za stejnych podminek, je také spolehliva pii testovani novych ATB a dobie
odhaluje kontaminaci. Lépe také detekuje heterorezistenci neZ mikrodiluéni metoda.
Nevyhodou je Casova néarocnost a pracnost metody, proto neni vhodné pouzivat ji pro

vySetieni malého poctu kment (Urbaskova, 1998; Wiegand a kol., 2008).

Ke stanoveni MIC se nejCastéji vyuzivd mikrodiluéni metoda. Test se provadi
v mikrotitra¢nich desti¢kach, kde jsou jednotlivé jamky naplnény MHB. Kazd4 jamka
obsahuje uré¢itou koncentraci ATB. Inokulum odpovidajici 0,5-1 McFarlanda se jehlovym
inokulatorem nebo multikanalovou pipetou aplikuje do jednotlivych jamek. Po inkubaci

se odecita hodnota MIC, ktera odpovida jamce s nejnizsi koncentraci ATB, ve které
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vySetifovany mikroorganismus jiz nenarostl (zakal, sediment). Hodnoceni této metody
dokumentuje obr. 5 (Wiegand a kol., 2008).

Vysledky této metody jsou velmi shodné s agarovou dilu¢ni metodou, 1ze snadno
pripravit velké mnozstvi desticek s riznymi ptidami, ATB a bakteriemi. Patii mezi
nejjednodussi metody pii testovani hodnoty MIC a vysledky Ize automaticky
vyhodnocovat a odecitat. Tyto vyhody doprovazi i negativa, coz je pomérn¢ vysoka cena
zafizeni, dale pii piipravé desticky v laboratofi muze dojit k chybé v fedéni, coz
znehodnoti celou desti¢ku. Spatné se touto metodou detekuje kontaminace a nelze ji pouzit

pro kmeny, které v tekutém prostiedi autolyzuji (Urbaskova, 1998).

Antimicrobial Susceptibility Test
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obr. 5: Bujonova mikrodiluéni metoda. V fadach (A-H) jsou koncentraéni fady testovanych
antibiotik a ve vSech jamkéch je naockovan testovany mikroorganismus, sloupec €. 12,
jamka H je negativni kontrola, jamka H ve sloupci 11 je kontrola ristu. MIC je urena
podle posledni jamky, kde mikroorganismus jeSté naroste. Na obrazku jsou tyto jamky
znazornény cervenym koleckem (Centers for Disease Control and Prevention, 2010).

Dalsi kvantitativni metodou je E-test. Na piidu, ktera je ockovana jako u diskového
difuzniho testu se ptiklada inertni prouzek, ktery je napustény vzristajici koncentraci ATB.
Pti inkubaci ATB difunduje z prouzku do MHA a vytvaii koncentracni gradient. Zona
inhibice po inkubaci ma tvar kapky, jejiz hrot protind prouzek v misté, které odpovida
MIC. Rozdil mezi E-testem a diskovym difiznim testem je mozné vidét na obr. 6.

Tento test je pomémné rychly a jednoduchy na provedeni, slouzi ke snadnému

uréeni hodnoty MIC pro dané ATB. Tento test lze provadét na rliznych pidach, proto
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je vhodny i pro naro¢né mikroorganismy. Lépe odhaluje kontaminaci a heterorezistenci
nez predchozi mikrodiluéni metoda. E-test je drazsi v porovnani s predchozimi technikami
a vysledky této metody vyznamné ovliviiuje koncentrace inokula. (Urbaskova, 1998;

Letournel-Glomaud a kol., 2003).

Antimicrobial Susceptibility: Etest & Disk Diffusion
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/ growth for
! clindamycinis
f 219mm
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Disk Diffusion is221 mm
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obr. 6: Srovnani E-testu a diskového difiizniho testu

(Centers for Disease Control and Prevention, 2010).
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8 Zavér

Z vySe popsanych mechanismil je jasné, ze bakterie jsou velmi schopné ménit sviij
genotyp, aby mohly 1épe odolavat antimikrobialnim latkdm. Proto se rezistence stale vyviji
a rozsifuje po celém svété. Bakterie si umi vytvofit jiné cilové struktury, umi ovlivnit
pruchod antibiotika do vlastni bunky, produkovat riznorodé enzymy k jejich niceni
a aktivn¢ tyto Skodlivé latky odCerpavat. Jsou tedy schopné vyvinout si odolnost prakticky

k jakémukoliv antibiotiku.

Proto je cilem mnoha laboratofi na celém svété alespon ¢astecné ovlivnéni tohoto
stavu a sledovani vyvoje novych i stavajicich mechanismu rezistence. Vyzkum provadény
v téchto laboratotich vede k tvorbé a vyvoji novych antibiotik, ktera by bakterie efektivné

ni¢ila a byla schopna eliminovat nékteré infekéni nemoci, které stale suzuji svét.

Velkym problémem dne$ni doby je nevhodné vyuzivani antibiotika i k terapii
onemocnéni, kterd nemaji bakteridlni ptivod. Vysledkem je vznik novych kment
rezistentnich na antibiotika. Doufejme, Ze se bude dafit nova antibiotika vytvaret. Otazkou

vsak zustava, jak dlouho budou tyto nové latky fungovat.
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