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Mechanizmy rezistence
na antimikrobika
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U vétsSiny antibiotik a mikroorganizmd, neni
rezistence na atb zplsobena jednim
mechanizmem, casto dochazi ke kombinaci
mechanizmU nebo alespon ke kombinaci
ucinkd plsobicich enzymd.
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4 zakladni mechanizmy
nebo ,strategie rezistence"

4 D 4 D
Zmena ciloveé struktury
zmeéna v misté plisobeni atb

Nepropustnost nebo snizena propustnost + eflux
Zmeéna propustnosti — permeability, jina nez eflux

Effluxni pumpy

Enzymaticka inaktivace antibiotika

Hyperprodukce cilové struktury
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Komentar k predchozimu obrazku-
model patogennich Vibrii

Mechanizmy intrinsic (pfirozené) ¢i acquired (ziskané) rezistence ¢i sniZzené citlivosti

1. SniZeny pfijem ATM

2. Zvyseny efflux 1éCiv véetné ATM

3. Modifikace cilové struktury ATM (chromosome associated phenomenon),

4. Enzymaticka inaktivace

5. Alterace metabolické drahy

6, 7 a 8 reprezentuji horizontalni pfenos AMR (mobilni genetické elementy - prostiednictvim konjugace,
transformace ¢i fagové transdukce

9, 10, a 11 reprezentuji plasmidovy transfer ¢i mobilni genetické elementy: transposony a integrony

12 Fyzikaln¢ chemické procesy — napt. v dusledku tvorby biofilmu mohou rovnéz hrat roli pti vzniku a Siteni AMR
Mechanizmy 6-12 piedstavuji vyssi a rychlejsi pfenos AMR s klinickymi dopady

Bled¢ modré bublinky — cile zdsahu ATM

Cervené te¢ky — koncentrace ATM odpovédné za bunéény influx nebo efflux pomoci bledémodrych transportért
nebo effluxnich proteinti

Antibiotika (ATM) jsou vyjmenovéna ve fialovych obdélnicich

PI = plasmid, Chr = chromozom
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Zmeéna cilové struktury - zména
v misté plisobeni atb:

Bakterie méni strukturu cilové molekuly
zasahu antibiotika,
obvykle esencialniho bakterialniho enzymu, nebo

exprimuje alternativni cilovou molekulu

neinhibovanou antibiotikem tim se vyhne

toxickému ucinku antibiotika (,,bypass" pathway)
Tato vlastnost neni zcela specificka, ale mize
byt spolecna pro vice antibiotik se stejnym
nebo pribuznym mechanizmem ucinku.
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Impermeabilita — zmeéna
propustnosti — permeability :

> > >
Bakterie meni propustnost :
uplnou impermeabilitou pro antibiotikum nebo
aktivnim vyloucenim antibiotika z bunky.

Tato viastnost mUze byt prisné
specificka:
chybéni specifickych receptorll nebo
chybéni porint pro propusténi atb do buriky
nespecificka

blok ATP systému a zabrana aktivniho transportu do
bunky v zavislosti na konkrétnim mechanizmu.
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Enzymaticka inaktivace antibiotika :

Bakterie produkuje enzymy, ktere inaktivuji
antibiotikum :

pozmenénim struktury a funkcnosti
primym stépenim a zni¢enim funkcnosti

Tato vlastnost byva vysoce specificka :

odpovidajici inaktivacni enzym presne
stereospecificky odpovida danému substratu — zde
antibiotiku.



e W W

Hyperprodukce cilové struktury

Bakterie  produkuje cilovy enzym
v takovém mnozstvi, ze jej nelze danou
koncentraci antibiotika vyblokovat.
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Zmena cilové struktury
plisobeni antimikrobika
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Zmena cilové struktury —
Zmeéna lokusu NK, na kterém dochazi k vazbe atb

Rezistence k rifampicinu
bodova mutace DNA-dependentni RNA polymerazy

Prikladem tohoto mechanizmu je R k rifampicinu u Mycobacterium
tuberculosis

Cil : B-podjednotka RNA-polymerazy kodovana genem rob.
Vznika s vysokou frekvenci

Mechanizmus zahrnuje bodové mutace, delece a inzerce,
»single step" high level resistance.

Zdroj : Bacterial resistance to antibiotics: Modified target sites, P.A. Lambert/ Advanced Drug Delivery Reviews 57 (2005) 1471-1485)

Obdobny mechanizmus se zménou v genu rpoB byl popsan také u vysokého
narlistu R k rifampicinu u kmena Helicobacter pylori a E.coli.

Rezistence k sulfonamidiim

bodova mutace v lokusu genu koduijicim syntetazu dihydropteroatu — snizena afinita
k sulfonamidim a zvysena ke kyseliné p-aminobenzoové
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Zmena ciloveé struktury —
Zmena lokusu NK, na kterém dochazi k vazbe atb

Rezistence k fluorochinolonlim
MUze vzniknout chromozomalnimi mutacemi jak DNA gyrazy tak topoizomerazy 1V.

U gramnegativnich bakterii rezistentnich na fluorochinolony dochazi:
k alteraci bud’ GyrA nebo GyrB podjednotek DNA gyrazy.

K mutaci dochazi v tzv. ,oblasti determinujici R k chinolonm" (= QRDR ... quinolone
resistance determining region).

soucasny vyskyt mutaci GyrA a parC => velmi vysoky stupen rezistence k chinolondim

napf. 2 modifikace v misté GyrA+ 2 modifikace v misté parC => obrovsky narlst MIC
ciprofloxacinu, pohybuje se v rozmezi 16 az 32 mg/l ... pro srovnani snizena citlivost
ciprofloxacinu v pritomnosti jediné modifikace vede k MIC 0,25 mg/!.

GyrB mutace jsou méné casté, mechanizmus zpdsobuijici rezistenci neni zcela objasnén.

U grampozitivnich bakterii zména topoizomerazy IV
Zde se jedna o chromozomalni mutace zasahujici predevsim oblasti parCa par€.
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Zmeéna cilové struktury

Exprese alternativni cilové molekuly neinhibované antibiotikem

D D D D
Plazmid poskytuje bunce nahradni enzym, ktery je odolny proti ucinku
antimikrobni latky.

Jeden enzym je napr. kodovan chromozomalné a je k atb citlivy, pri jeho
,napadeni* je zastoupen enzymem kddovanym plazmidove, ktery je odolny

k atb.

Bypass pathway
Je volena jina metabolicka draha, kterou pritomnost antibiotika nenarusi.

Rezistence k trimetoprimu

alterace reduktazy dihydrofolatu => alterace je provedena nahradou
enzymem kodovanym dfr genem nesenym plazmidem nebo jinym mobilnim
elementem — napr. transpozonem nebo genovou kazetou) + snizena
permeabilita.

Mechanizmus popsan u St.aureus, Str. pneumonie a H.influenzae)
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Zmeéna ciloveé struktury

Zmeéna cilového mista enzymu tcastniciho se zakladnich

metabolickych pochodii, coZ ma za nasledek rezistenci k danému atb

Rezistence k B-laktamiim - alterace cilovych struktur : PBP
(PBP = penicillin binding proteins)
zménéna afinita PBP k B-laktamovym antibiotik{im:

MRSA, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorhoeae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Streptococcus
pyogenes, Listeria monocytogenes

Proteus mirabilis, Acinetobacter baumanil, Pseudomonas aeruginosa
kromé zménéné afinity PBP také eflux a naruseni permeability

Z klinického a epidemiologického hlediska zejména z pohledu
problematiky nozokomialnich infekci je velmi dllezita

REZISTENCE K OXACILINU A METICILINU U KMENU STAFYLOKOKU
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REZISTENCE K Oz(ACILINU A METICILINU
U KMENU STAFYLOKOKU

MRSA ziskavaji vysokou rezistenci k meticilinu a k jinym B-
laktam{m prostrednictvim ziskani a exprese mecA genu.

Tento gen koduje proteln PBP 2a (patri do skupiny
biosyntetickych enzym{ podilejicich se na zacleriovani
peptidoglykanovych komponent do bunécné stény).

Gen mecA je nesen na velkém genetickém elementu, ktery
byva nazyvan stafylokokovym kazetovym chromozomem
mec (SCCmec), ktery je integrovan do chromozomu MRSA

v blizkosti pocatku replikace.

Predpoklada se, ze SCCmec byl ziskan prostrednictvim
horizontalniho genového prenosu z kment koagulaza-
negativnich stafylokokd, pravdépodobné veterinarnich kmend
Staphylococcus sciuri,
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REZISTENCE K Oz(ACILINU A METICILINU
U KMENU STAFYLOKOKU

V soucasnosti se rozlisuje 5 zakladnich typd SCCmec (oznac. I az V) a
nekolik jejich variant.

LiSi se slozenim i velikosti (21 — 67kb).
Lze je identifikovat PCR technikami.

Interakce mezi B-laktamovym antibiotikem a PBP zahrnuje:
rychlé reverzibilni vytvoreni nekovalentniho komplexu,

nasleduje nukleofilni atak na B-laktamovy kruh prostrednictvim kysliku
z postranniho retézce zbytku serinu pritomného v aktivnim centru enzymu.

Tak se vytvori relativné stabilni kovalentni komplex, ve kterém je serin
acylovan hydrolyzovanym B-laktamem.

DalSi mechanizmus je vysvétlovan pomoci kinetického modelu.
V rlizném stadiu vyvoje jsou nyni léciva, jejichz Ucinek je zaloZzen na
principu uchovani afinity k PBP 2a a moznosti preklenout tento

mechanizmus rezistence. Patfi mezi né napriklad modifikované
cefalosporiny, karbapenemy a trinem.
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Dalsi priklady zmény enzymd

Mozaikové PBP u kmentli Streptococcus pneumonie
PBP se snizenou afinitou k B-laktamdm.
zpUsobujici rezistenci ke treti generaci cefalosporinli nebo modifikované PBP 2a u rezistence k penicilinGm.

Alterované PBP u kmentli Neisseria gonorrhoeae
N.gonorrhoeae ma 4 druhy PBP, oznaCované PBP 1, 2, 3 a 4.
Vysoka rezistence k penicilinu + spojeni s dalSimi systémy - efluxni systémy a alterace porind vnéjSi membrany, které
plsobi spolu se zménami na PBP.

Mozaikové PBP u kmenli Neisseria meningitidis

Gen penA produkce PBP 2 s nizkou afinitou k penicilinlm, z¢asti je tento gen shodny s geny N. flavescens a N.cinerea
— tyto druhy jsou pfirozené rezistentni k penicilinu a jsou to komensdlové, mlze vSak dochazet k vyméné genetické
informace.

Nizka afinita k PBP u enterokokii
PBP enterokok( maji pfirozené nizkou afinitu k penicilindm a Zadnou k cefalosporinéim.

Maji 5 druh{ PBP. Prostfednictvim mutaci a rekombinantnich mechanizm{ dochazi k minimalizaci afinity PBP (zejména
PBP typu 5) k penicilindm a tim k projevu vysoké R k penicilinm.

Zdroj:Bacterial resistence to antibiotics:Modified target sites, P.A. Lambert/Advanced Drug Delivery Reviews 57 (2005) 1471
— 1485).



T W .. Y

Zmeéna cilové struktury
Ribozomalni modifikace

Fmény 23S rRNA a zména proteinti 50S ribozomalni podjednotky

Rezistence ke skupiné ,,MLS" (makrolidy, linkosamidy, streptogramin B)

je zplsobena posttranskripéni modifikaci 23S rRNA komponeny 50S podjednotky
ribozdmu, ktera zahrnuje metylaci a dimetylaci klicovych adeninovych bazi v oblasti
funkcni domény peptidyltransferazy.

Metylace je katalyzovana adeninspecifickymi N-metyltransferazami determinovanymi
skupinou genl erm, ktera je pfitomna u mnoha typd mikroorganizml a je nesena na
plazmidu.

Rezistence k makrolidiim u Streptococcus pneumoniae

modifikace zplsobuje enzym metylaza prostrednictvim dimetylace adeninu — vysledkem
je rezistence na makrolidy, linkosamidy a streptograminy typu B.

proti tomuto mechanizmu rezistence je odolny novy ketolid telithromycin.

Mechanizmus rezistence na oxazolidinony

je zalozen na mutaci zasahujici 23S r RNA a byl popsan u VRE (vankomycin rezistentni
enterokoky) a u kmenQ E.col.
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Zmeéna cilové struktury
Ribozomalni modifikace

Zmény 16S rRNA a 2zména proteini 30S ribozomalni
podjednotky

Jeden z mechanizm{ rezistence na aminoglykosidy je zplsoben
mutaci zasahuijici 16 S rRNA, jedna se o zmény na pozicich 1400,
1401 a 1483,

nejcastéji byla napr. u kmenl mykobakterii zaznamenana vyména A
za G v pozici 1400.

Substituce na dalSich pozicich byly popsany u kmenl mykobakterii
s rezistenci na streptomycin a dalsi aminoglykosidy (amikacin,
kanamycin, gentamicicn, tobramycin a neomycin).
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Zmeéna cilové struktury
Zmény peptidoglykanu

> ) D
' Sm’iené mnozstvi peptidoglykanu v bunécné sténé a alterované stem

peptidy

popsan u rezistence na vankomycin.

zaznamenana napr. u kmend stafylokokl (VRSA... GRSA = vancomycin resistant
St.aureus) a u kment s intermediarni rezistenci (VISA ... GISA = vancomycin

intermediate-resistant St.aureus).

Pfi porovnani s kmeny citlivymi ke glykopeptid@im, zjistili bychom napftiklad :
fada zmén v metabolismu jejich bunécné stény vcetné dvojnasobného narlstu tloustky bunécné
stény,
narlst proporce peptidoglykanovych stem peptidd obsahuijicich zbytky glutaminu (non-aminated
glutamine) a
snizena provazanost peptidoglykanové struktury.
O téchto faktorech je zndmo, ze zpUsobuji intermediarni rezistenci k vankomycinu prostfednictvim
afinitnich chytacich (trapping) mechanizmt. U siln€jSi bunécné stény s mnoha vazebnymi
misty pro vankomycin bylo prokazano, ze ,chyta" molekuly antibiotik a tak snizuje pocet molekul
vankomycinu, které prostoupi az k cytoplazmatické membrané, kde jsou umistény transglykosylatové

cile (... prostrednictvim téchto cild ucinkuji glykopeptidy na b.s. bakterii zabranou inkorporace D-Ala-
D-Ala).
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Zmeéna ciloveé struktury
Modifikace prekurzori peptidoglykanu

Nejcastéjsi pricina rezistence na glykopeptidy u kmenl E. faecium a E.faecalis

ziskani jednoho nebo dvou genovych klastr nazyvanych VanA a VanB.

Tyto genové klastry kéduji enzymy -producenty modifikovanych prekurzord peptidoglykanu
koncici D-Ala-D-Lac misto D-Ala-D-Ala.

Rezistence ke glykopeptiddm v dUsledku exprese genll VanA a VanB klastrl je
indukovana pritomnosti glykopeptidovych antibiotik, procesem, ktery je regulovan
dvouslozkovym regulacnim mechanizmem vanRSa vanR; S

Genové klastry zodpovédné za VanA a VAnB rezistenci jsou lokalizovany na prenosnych
elementech a na Sifeni téchto elementd na dalsi kmeny v ramci rodu Enterococcus se
mUze podilet jak transpozice tak prenos plazmidd.

Intrinsic rezistence byla popsana u E.caselliflavus a E.gallinarum a byl zde detekovan
klastr VanC.

Raritni je vyskyt rezistence a determinant VanD, VanE a VanF.



T W .. Y

Zmena ciloveé struktury
Modifikace prekurzori peptidoglykanu

V roce 2002 byl poprvé zjisten MRSA kmen Staphylococcus aures s vysokou
rezistenci na glykopeptidy (MIC = 32 mg/|)
U néj popsana determinanta VanA ziskana od enterokokd.
Pritomnost dvou odlisnych typl mechanizm{ rezistence na antibiotika u
téhoz kmene :
SCCrmecA na chromozomu a Van A klastru na plazmidu =>
velké zmény ve slozeni peptidoglykanu.
Byly tak objeveny dva genové klastry, které pouzivaji rlizné sady enzym{
pro dosazeni modifikace peptidoglykanu.
V procesu klinického hodnoceni - nova antibiotika ucinna na VRE a MRSA
kmeny a vykazuiji zaroven zlepsené farmakokinetické a farmakodynamické
vlastnosti :
ORITAVAMYCIN (derivat chloroeremomycinu — analog vankomycinu),
TELAVANCIN (analog vankomycinu)

DALBAVANCIN (analog teikoplaninu s vylepsenymi vlastnostmi adsorpci, distribuci
a metabolismem a exkreci).
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Zmena cilové struktury —
dalsi mechanizmy

D D D D
Rezistence k izoniazidu zplisobena zménami v syntéze kyseliny mykolové

Geny katG, inhA a kasA u klinickych izolatd Mycobacterium tuberculosis rezistentnich na INH. Dva
dilezité enzymatické cile zasahu INH jsou inhibovany:
NADH — dependentni enoyl ACP reduktaza kddovana genem inhA
B-ketoacyl ACP syntéza kddovana genem kasA
Ztrata ucinnosti pyrazinamidazy v diisledku mutace pncA4 genu

Ztrata ucinnosti pyrazinamidazy vede k rezistenci na pyrazinamid u kmenQ Mycobacterium tuberculosis.
Mechanizmus ucinku spociva v hydrolyze pyrazinamidu uvnitf bunky a selhani efluxu vysledné
pyrazonové kyseliny, coz vede k acidifikaci vnitfniho prostredi buriky, ktera zpUsobi jeji smrt.

Zmeény izo-leucyl-tRNA syntetazy vedouci k rezistenci na mupirocin

vysoka hladina rezistence k mupirocinu je zplsobena plazmidem prenasenym genem mupA nesoucim
informaci o druhotné mupirocin rezistentni izo-leucyl-tRNA syntetaze. Nizka hladina rezistence naopak
vznikd bodovou mutaci na chromozomalné lokalizovaném genu //eS. Popsano u kmenl St.aureus.

Elongacni faktor G
Rezistence kmenl St.aureus vznika v dlsledku alterace EF-G cilového mista.
Je zplsobena bodovou mutaci chromozomalniho genu fusA kddujiciho EF-G.
Lipopolysacharidy
Chemicka modifikace interakce polymyxinové antibiotikum + lipopolysacharid.

V oblasti lipidu A dochazi k modifikaci diglukosaminovych komponent a jejich provazanosti s estery
fosfatll. Popsano u gramnegativnich bakterii.



Zmeény pruniku ATM do bunky:
Impermeabilita
- Mechanicky
- Energeticky

Efflux (aktivni vyloucenti)
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Impermeabilita

MECHANICKE ZABRANENI PRUNIKU ATB DO BUNKY

Zmeéna molekuly prenasece
Zmeéna prostorové konfirmace vedouci k zGzeni porinového kanalu a tim bloku priniku
antibiotika.

Alterace aktivniho transportniho proteinu
Zmenou Vv aktivnim centru transportniho enzymu se neni schopno antibiotikum
navazat a neni transportovano do prostoru bunky.

Zménou charakteru povrchu buinky modifikace lipopolysacharidti
Modifikace lipopolysacharidd (LPS) zachycenim polykationickych sloucenin nebo
mutaci vede ke zvySeni rezistence k hydrofobnim atb

Zabranéni priiniku antibiotika do bunnky pomoci porini
Antibiotika jako B-laktamy, chloramfenikol a fluorochinolony pronikaji pres membranu
gramnegativnich mikroorganizm pres poriny. Proto zmény v poctu porind, jejich
velikosti a selektivité vedou ke zméné propustnosti vySe uvedenych antibiotik

prvni kolo ,selekce priniku" je podle velikosti atb, dalsi podle naboje

izolaty rezistentni na B-laktamy vétSinou kombinuji mechanizmus ztraty odpovidajicich porin{
a enzymatickou likvidaci pomoci betelaktamaz , nékdy ale také postup milze spocivat ve
»zuzeni™ porinového kanalu
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Impermeabilita

ENERGETICKY DEFICIT — OVLIVNENI SYSTEMU ATP

je-li atb prenaseno aktivnim transportem — vyzaduje to
energii — mutaci nebo plazmidoveé kddovanou informaci
mUZze dojit k ovlivnéni tvorby ATP, coz ma za nasledek

snizeni nebo zastaveni transportu atb do bakterialni
bunky
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Impermeabilita

ELIMINACE NEBO AKTIVNI VYLOUCENI ATB:

Systémy efluxnich pump vyluéuji 1éciva rlznych
chemickych a strukturalnich skupin vné bakterialni
bunky pomoci na energii zavislych bakterialnich
mechanizml, aniz by byla |éiva rozkladana nebo
alterovana.

Efluxni transportéry tvori asi 6 az 18 % vsech
transportnich systéma bakterialni buriky.
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Efflux

Tyto systémy lze takeé rozlisit na:
jednoslozkoveé systemy - transport pres
cytoplazmatickou membranu
hlavné u grampozitivQ
eflux makrolidd a fluorochinolon(
= priklady - NorA u St. aureus —fluorochinolony
= MefA Str.pyogenes — makrolidy
= MefE Str. pneumoniae - makrolidy
viceslozkové systémy — spojené s periplazmatickym
membranovym proteinem
fuze (MFP) a proteinem vnéjsi membrany (OMP),
vyskyt u gramnegativnich mikroorganizm(
hlavni mechanizmus RND



Figure 2. Role of multidrug efflux pumps in antibiotic resistance. Expression of efflux pumps is
frequently down-regulated by transcriptional repressors encoded upstream of the pump operon.
Consequently, MDRE efflux pumps can contribute to the phenotype of antibiotic resistance at different
levels, depending on their expression level. Intrinsic resistance: Some MDR efflux pumps, such as
P. aeruginosa MexAB-OprN [62] or E. coli AcrAB-TolC [63], present a basal level of expression, enough
for contributing to the intrinsic antimicrobial resistance of these microorganisms (blue in the Figure).
Acquired resistance: De-repression of the expression of the efflux pumps can be achieved by mutations
at the regulatory proteins, rendering stable acquired resistance (yellow in the Figure). Phenotypic
resistance: The expression of efflux pumps can by triggered in the presence of specific inducers,

rendering transient phenoty pic resistance (pink in the Figure).

Bacterial Multidrug Efflux Pumps: Much More Than
Antibiotic Resistance Determinants, Blanco P. et al, 2016
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PRINCIP AKTIVNIHO
EFLUXU

Energeticky zavisly systém, vazany na membranoveé specifické proteiny
V soucasnosti je znamo 5 zakladnich systém{ aktivniho efluxu :

(a) Major facilitator superfamily (MFS)

(b) ATP - binding casette (ABC) superfamily

(c) Small multidrug resistence (SMR) family

(d) Resistence-nodulation-cell division (RND) superfamily

(e) Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) family
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Major facilitator superfamily (MFS)

Velka a rtiznoroda skupina
zahrnuje asi tisic transportérd:
katalyzuji uniport, symport latka / kation (H+ a Na+),
antiport latka/H+ nebo
antiport latka/latka.
Uplatnuji se pri transportu:
cukrd, metabolitd, anionl a IéCiv.
Skladaji se ze 12- az 14- transmembranovych segment

obvykle funguji jako jednoslozkové pumpy napr.

U neékterych gramnegativnich bakterii funguji spolu s MFP) a
OMP a jsou tedy viceslozkové, napr.
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ATP — binding casette (ABC) superfamily

Tento systém Ize zahrnout do:
kategorie snizeného prijmu latek,
kategorie aktivniho vyluCovani — efluxu.
Systém vyuziva energie vznikajici hydrolyzou ATP.
Funguje u cukrl, AK, iontd, IéCiv, polysacharidd a proteind.
Transportni proteiny z této skupiny jsou multiproteinové komplexy
tvoreneé:
integralnimi membranovymi proteiny — funguji v rdmci transportnich por@
v cytoplazmatické membrané
cytoplazmatickymi proteiny s ATPazovou aktivitou.
vétsSinou tvori dimery — dvé ATPazové podjednotky spojené s permeazami
na strané cytoplazmy vnitfni membrany
Tento systém je pomerné (popsan napr. u
Lactococcus lactis) , ale takovych
systémd.
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Small multidrug resistence (SMR) family

Transportéry z této skupiny se skladaii:
z priblizné 110 AK zbytkl a
4 transmembranovych segmentd.
Podileji se na efluxu barviv, IéCiv a kationtd.

S ohledem na malou velikost se drive
predpokladalo, ze funguiji jako trimery,
pozdéji bylo objasnéno, ze jsou ve
formé

Nékteré z téchto systéml byly popsany u
(Smr pumpa) a (EmrE pumpa),
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Resistence-nodulation-cell
division (RND) superfamily

>
Plvodné se védci domnivali:
Ze existuje jen u ,
nyni byl popsan i
Eflux funguje jako antiport substrat /H+.
vétsinou kddovany (intrinsic)
v soucasnosti byly nalezeny (ziskana R) kodované typy.
RND pumpy se uplatiuji u gramnegativnich mikroorganizml jako
».multidrug transporters™ .
Systém popsan:
u kmen® mykobakterii ;

u kmenl Pseudomonas aeruginosa eflux antibiotik, tézkych kovd, barviv,
detergentl, rozpoustédel a dalSich latek.

V poslednich letech byly objeveny a prozkoumany slozky RND systému
=> NEXT SLIDES:
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Slozky RND systému :

proteiny kanalu vnéjsi membrany (outer membrane channel
proteins)

Trimer tvorey dvémi strukturami podobajicimi se barelim, kotvi tunelovitou
strukturu uzplsobenou pro transport

RND transportéry vnitrhni membrany (inner membrane RND
transporters)

Tyto komponenty jsou zodpoveédné za rozpoznani molekuly, kterou je treba
efluxem vyloucit.

dvé velké periplazmaticky umisténé klicky (loops) — cca 300 AK, které jsou
schopny interagovat se substratem a rozpoznat jej.

Periplazmatické MF proteiny (periplasmic MFP)
kruhovité struktury interagujici:
s proteiny kanalu vnéjsi membrany + s RND transportéry.
Jsou nepostradatelné pro kompletaci i pro funkci efluxniho transportu
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Multidrug and toxic compound
extrusion (MATE) family

Pred ¢asem fazen k MFS skupiné, ale nyni vyclenény pro strukturani odliSnost od MFS transport syst.

Tyto proteiny jsou tvoreny:

zbytky priblizné 450 aminokyselin

12 transmembranovych segmentd.
Proteiny patrici do této skupiny vyuzivaji Na+ gradient jako zdroj energie
k efluxu kationickych barviv a chinolonti.
Prikladem proteint z této skupiny mtze byt

a jeho obdoba u

Tzv. vicelékoveé efluxni proteiny (multidrug eflux proteins),
specifické exportni proteiny kodované plazmidy nebo chromozomalné.

pumpuji tetracykliny, fluorochinolony, chloramfenikol, erytromycin, PB-

Iaktamy z jinych napriklad latek jsou tyto mechanizmy
znamé u kvarternich amoniovych soli.
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,Leky" na tyto mechanizmy R

Védci se tak jako u predchozich mechanizm( rezistence i zde
snazi nalézt zplsoby jak systémy vyblokovat.

V minulych letech byla pozornost soustredéna na latky patrici
mezi tzv. Eflux Pump Inhibitors (EPI) .
priklad EPI — prvni Sirokospektry inhibitor RND pumpy — potenciace
ucinku levofloxacinu (chinolon), popsany rovnéz dalSi nové systémy
inhibice — viz :.
DalSi napomahaji vyblokovat eflux tetracyklinl. Nékteré latky
tohoto charakteru Ize izolovat ze samotnych bakteri.

Potencialni nebezpedi EPI latek se ale mize skryvat v jejich toxicité
pro transportni systémy eukaryot.

Bypassing Eflux Pump jako alternativa k EPI. Zde je
nebezpeci, ze po Case toto prekonani efluxu naindukuje novy
zpUsob R u bakterie.



ENZYMY

- Modifikujic
ic

i
- Inaktivujici
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Produkce modifikujicich Ci
inaktivacnich enzymil

Princip je u vsech skupin stejny :
modifikovat molekulu antibiotika
takovym zplsobem, aby prestala byt
ucinna a nebezpecna pro bakterialni
bunku,
modifikace vede Casto az k uplné
inaktivaci antibiotika.
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Produkce modifikujicich Ci
inaktivacnich enzymi

Enzymy hydrolyzy

B-laktamazy

zakladni rozdéleni na dvé zakladni molekularné-strategické skupiny :
jedna je zamérena na Serin — aktivni centrum (Ser-B-laktamazy)
druha na Zn 2+ centrum (metalo-B-laktamazy)

Esterazy makrolidii

pritomnost genii nesoucich informaci o esteraze a tutiz R na makrolidy

je nesena na mobilnim genetickém elementu, coz umoznuje jeji
prenos v bakterialni populaci

mechanizmus je zasah do esterové vazby uvnitr cyklické molekuly
makrolidu, reverzni kruh-otevirajici zasah esterazy ... likvidace
cyklického usporadani molekuly makrolidu

Epoxidazy

ucinek na fysfomycin, destrukci reaktivniho epoxidu otevienim
kruhové struktury fosfomycinu
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Produkce modifikujicich Ci
inaktivacnich enzymi

Transfery skupin

Skupina modifikujicich enzym{ s velkou rozmanitosti. Tyto enzymy kovalentné
modifikuji antibiotika, coz ma za nasledek alteraci struktury ATB, ktera ovlivni
vazbu na cilovou strukturu bakterie.

Acetyltransferazy
O-acetylace, N-acetylace,
popsany u aminoglykosidll, chloramfenikolu, streptogramind
Fosfotransferazy
patfi mezi kinazy
katalyzuji prenbos fosfatu, typicky z ATP
aminoglykosidové fosfotransferazy
popsany i u nékterych makrolidd (erytromycin) a u nékterych peptidovych
antibiotik (viomycin) a rifampicinu
Thioltransferazy

thiolat glutationu se Ucastni otevreni kruhu fosfomycinu ( viz vySe zminéno u
epoxidaz)
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Produkce modifikujicich Ci
inaktivacnich enzymi

Transfery skupin — pokracovani

Nukleotidyltransferazy
popsany dve hlavni skupiny nukleotidyltransferaz:
ANTs — modifikuji aminoglykosidy
Lin — modifikuji linkosamidy (linkomycin, klindamycin)
ANTS jsou sice malo skupinou, co do strukturalni rozmanitosti, ale maji velky
klinicky vyznam, takto Ize vyblokovat napr. ucinek gentamicinu nebo
tobramycinu — gen je zastoupen v bakterialnich populacich a jeho aktivace
probiha pri pouzivani atb z dané farmakologické skupiny

ADP-ribosyltransferazy

modifikacni mechanizmus znamy u prokaryot i eukaryot

tento mechanizmus popsan napr. u mykobakterii a R na rifampicin
Glykosiltransferazy

glykozilace makrolidd a rifampicinu, neni pfilis rozsifen,ale m@ize nabyt na
vyznamu je-li napr. u nokardiové infekce takto podminéna R
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Produkce modifikujicich Ci
inaktivacnich enzymi

Jiné enzymatické systémy rezistence
Redoxni enzymy

Jedna se o oxidacni nebo redukéni mechanizmy — neprilis rozsirené
mezi bakteriemi.

Streptomyces virginiae producent streptograminového antibiotika
virginiamycinu (drive pouzivan ve veterinarni mediciné jako stimulator
rlstu). Tato bakterie se chrani proti ,selfkillingu® mechanizmem
redukce ketonové skupiny, takze vznika antibioticky inaktivni
sloucenina

Lyazy
enzymy zpUsobujici Stépeni vazeb C-C nebo C-O nebo C-N nebo C- S.
ZpUsob Stépeni neni ani hydrolyza ani oxidace. Tento mechanizmus

vede Casto k vytvoreni dvojitych vazeb nebo uzavreni kruhu.Popsano u
streptograminu B.
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Mechanizmy rezistence

u jednotlivych skupin
antibiotik

Nejrecentnéjsi serazeni a vycet viz publikace
Duijkeren, 2018, pripadné Pokludova 2020
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Tetracykliny (streptokoky, stafylokoky)

aktivni bunécny eflux (efluxova pumpa v cytoplazmatické membrané)
vylouceni atb z buriky dfive nez zasahne cilové misto, geny podminujici eflux jsou
neseny transpozony
jako ochrana proti efluxu u tetracyklinl — nova forma modifikace na glycylcykliny
nedostupnost cilovych ribozomu

v dlsledku zablokovani bilkovinami kédovanymi tet geny — tyto geny jsou umistény na
transpozdnu chromozomu nebo také na plazmidech, prenos je mozny konjugaci

alterace molekuly
rezistence zplsobena acetylaci nebo fosforylaci ribozomové bilkoviny nebo r RNA
tet determinanty
byl dokazan i prenos mezi nepribuznymi taxony:
Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae, streptomycety
u protetl chromozomalni rezistence

plazmidova rezistence u Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus mutans

Pasteurella multocida nese geny tet rezistence z G+ a G- bakterii
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Chinolony

existuje troji mechanizmus rezistence (pokud dojde ke kombinaci mechanizmd, kmeny maji
Casto hodnoty MIC 128 — 1000 mg/I)

modifikace gyrazy (bakterialni topoizomeraza II) —

mutaci genu gyrA nebo gyrB, takto modifikovana gyraza navozuje rezistenci ke vsem
chinolon@im

modifikace porin determinujiciho genu OmpF mutaci, vede ke snizené nebo zcela
vymizelé schopnosti akumulace chinolon(

unik a eflux chinolontl z bunky - stafylokoky, proteus

jelikoz chinolony neexistuji v prirodeé, nemély analoga mezi mikrobialné biosyntetizovanymi
produkty pred jejich vyvojem a zavedenim do humanni a veterinarni mediciny.

Jednotlivé mutace v ,chinolony determinujicich oblastech™ bakterialniho genomu umoznuiji
zvysene preziti, nasleduijici ,hot spot™ mutace vyvolavaji vzdy vyssi stupen rezistence

Vznik rezistence k chinolon@im byl u vSech druhl bakterii zjiStén brzy po zavedeni téchto
sloucenin do klinického uzivani jiz vice nez pred 10 lety a rozviji se velmi rychle.
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makrolidy, linkosamidy a streptograminy

identifikovany tri metylazy (geny ermA,ermB —neseny na
transpozonech a ermCnesen na malém plazmidu) - zpUsobuji
ribozomalni modifikaci

nejCastéji byl identifikovan gen ermCu kmend stafylokd izolatl
z humanniho i veterinarniho materialu (Werckenthin et al., 1997)

u streptogramin{l popsany také jiné prenosné mechanizmy jako
inaktivacni enzym streptogramin-A acetyltransferaza (sat-gen) a
streptogramin-B hydrolaza (vgb-gen) — popsany u stafylokl a
enterokok{ (Zervos, 1997)
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Aminoglykosidy

Popsana kombinace mechanizma :
1. snizena permeabilita

zména bilkoviny zevni membrany, alterace aktivniho transportniho
systemu

2. alterace cilové struktury
snizena vazba na 30 S ribozém

3. alterace molekuly aminoglykosidu
modifikace (zména)
- acetylaci aminoskupin aminoglykosidu (=AMG)
- fosforylace hydroxylovych skupin molekuly AMG
- nukleotidylace hydroxylové skupiny AMG

modifikace jsou zplsobeny modifikujicicmi enzymy, které bakterie
produkuje
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Aminoglykosidy — alterace molekuly -
modifikace

D D D D
Acetylace
AAC (2) enzym acetylaza — determinace geny na chromozdémech
(Providentia spp., Serratia marcescens, Enterococcus faecium, Acinetobacter haemolyticus)
AAC(6)1 acetyluje a zplsobuje rezistenci k AMI ne ke GEN determinanty na plazmidech (determinanta
je schopna inzerce do plazmidl a transpozénl nesoucich rezistence i na jina antibiotika)
AAC (6 )11 acetyluje a zplsobuje rezistenci ke GEN ne k AMI , tento enzym je pfritomen u kmend
pseudomonad a také az u 50 % kmend enterobakterii
Adenylace
ANT (2)I aminoglykosid nukleotid transferdza — u pseudomonad, enterobakterii
ANT 4) méné Casta
Fosforylace
APH (3 ) rezistence ke KAN, NEO ..... Nejméné 7 enzymU s oznacenim APH (3 ) I az VII
APH (3)1I pseudomonady, G- fermentujici tycky
APH (3 ) VI acinetobacter, aktivni ke vSem aminoglykosid@im

Zvlastni postaveni ma bifunkcni enzym
APH (2) + AAC (6 )
urcuje rezistenci vysokého stupné ke gentamicinu u Enterococcus faecalis
u stafylokokd je rezistence k aminoglykosidéim u 40 % kmend jen timto bifunkénim enzymem
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B- laktamy

mechanizmy zalozené na PBP (viz vyse) => tento typ ma MRSA
mechanizmy stépeni téchto antibiotik enzymy - B-laktamazami

B-laktamazy
produkované G+ i G- tyckami, koky, anaeroby i mykobakterii
genetické determinanty ulozeny na chromozdémech i na plazmidech

inhibitory B-laktamaz maji zanedbatelnou hydrolytickou schopnost,

ale vazi se na aktivni centrum a inhibuji tak hydrolytickou aktivitu
enzymu B-laktamazy (priklady kyselina klavulanova, sulbaktam,
tazobaktam), tyto inhibitory se pouzivaji v kombinaci s B-laktamovymi
ATB — amoxycilinem, ampicilinem, ticarcilinem, piperacilinem, nove také
s cefoperazonem)
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Klasifikace p-laktamaz

EXISTUJE NEKOLIK KLASIFIKACNICH SYSTEMU !

Klasifikace dle:
- Hydrolytického spektra

- Cithivosti k inhibitorum beta-laktamaz

- Dle genetickée charakteristiky a pribuznosti

- Dle toho, zda jsou neseny plasmidy ¢1 chromozomy
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Klasifikace dle Bushoveé- Jacobyho a Medeirose

cefalosporinazy, které nejsou inhibovany
kyselinou klavulanovou

Vétsinou kodovany chromozomalné

Vybrané z nich odpovidaji tridé B dle Amblera

Hlavni producenti jsou enterobakterie a
Pseudomonas aeruginosa
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Klasifikace dle Bushoveé- Jacobyho a Medeirose

penicilinazy a / nebo cefalosporinazy, ktere
jsou inhibovany kyselinou klavulanovou

Obvykle plasmidy kodovane enzymy

Clenéni do podskupin dle preferovaného
substratu

Do této tridy byvaji razeny i Sirokospektré
betalaktamazy (ESBL) — tridy A
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Klasifikace dle Bushoveé- Jacobyho a Medeirose

Jsou zavislé na zinku (proto

metalobetalaktamazy) a nejsou inhibovany
kyselinou klavulanovou

- Nazyvaiji se také metalobetalaktamazy (MBL),
molekularni tridy B

- Hydrolyzuji Siroké spektrum beta-laktamd,
véetné karbapenemd, s vyjimkou aztreonamu
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Klasifikace dle Amblera (tr.A a B)

D D D D

Trida A
Kédovany plasmidy, s vyjimkou genl Klebsiella spp.,
Proteus vulgaris, Bacteroides spp.
TEM- 1 a SHV-1 enterobakterii

Jejich mutaci vznikly AmpA betalaktamazy Sirokého
spektra (radici se mezi ESBL)

Trida B
Destruuje karbapenemy

IMI, VIM, SPM a dalsi karabapenemazy
Producteme je napr. Stenotrophomonas maltophilia
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Klasifikace dle Amblera (tr.C a D)

) ) ) )

Trida C
Chromozomalni beta-laktamazy typu AmpC, s
inducibilnim nebo konstitutivnim charakterem

Producenti: Enterobacter spp., Citrobacter spp.,
Morganella morganii, Serratia spp. a Pseudomonas
aeruginosa

Trida D
Hydrolyzuje vysoce predevsim oxacilin

OXA betalaktamazy
Producenti Aeromonas spp. a nefermentuijici tyce
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Epidemiologicky velky vyznam

ESBL ( = Extended Spectrum Beta-Lactamases)

nejCastéji popsany u E£. colia Klebsiella pneumoniae, ale i u mnoha dalSich G- bakteérii.
Vétsina ESBL jsou derivaty enzym@ TEM a SHV.

Rezistence vznika na peniciliny, cefalosporiny 1., 2. a 3. generace, a aztreonam
(monobaktam). ESBL hydrolyzuji tyto antibiotika.

Vybrané ESBL mohou byt inhibovany inhibitory B-laktamaz.

AmpC

chromozomalni B-laktamazy,

Ucinek proti cefalosporinGim t¥eti generace (ceftriaxon, cefotaxim) a nejsou
inhibovany kyselinou klavulanovou.

trida C a do funkéni skupiny 1 (Ambler)

ESCAPPM (Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter freundli, Acinetobacter spp.,
Proteus vulgaris, Providencia spp., Morganella morganii.) Pouziti cefalosporiny treti
generace k lécbé téchto infekci vede k selekci mutantt, které hyperprodukuji
AmpC — velky problém u nozokomialnich (nemocnicnich infekci).



e WO

AmpC - pokracovani

D D D
indukovatelné enzymy primarné lokalizované na chromozomu

preferencné aktivni k cefalosporin@im

gen AmpClokalizovany na chromozomu koduje enzym
indukovatelny cefoxitinem, imipenemem a aztreonamem

existuji vsak také konstitutivni mutanty, které produkuiji enzym
beta-laktamazu bez pritomnosti ATB induktoru

enzym typu AmpC I byl zjistén v kddovani FOX-1 na plazmidu u
Klebsiella pneumoniae

AmpC derivované enzymy BIL-1, FEC-1, MEN-1 nehydrolyzuiji
cefamyciny
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ESBL betalaktamazy

D D D
TEM - prima’rné aktivni = destruujici peniciliny i cefalosporiny

v jedné je i TEM—1 plazmidova B-laktamaza G- tycek (tato B-laktamaza byla poprve
izolovana v Recku a nazev — zkratka byla vytvorena ze jména pacientky (Temoniera) od
niz byl izolovan kmen E.coli

TEM-2 a SHV-1 peniciliny a cefalosporiny, ALE jsou citlivé k inhibitorlmp-laktamaz

ESBL p-laktamazy (extended spectrum ...)

jsou odvozené z dosud znamych B-laktamaz, od kterych se liSi vétSinou nepatrnou
substituci aminokyselin v molekule a rozsirenym spektrem ucinku

charakteristicka je aktivita vici ceftazidimu, cefotaximu a aztreonamu

bylo popsano jiz asi 40 enzymU derivovanych od TEM-1, TEM-2 a TEM-13 a vice nez 15
s TEM nepribuznych

SHV derivaty oznacované jako CAZ-4 a CAZ-5 s vyssi afinitou k cefotaximu nez ceftazidimu



Klasifikace p-laktamaz

B-laktamazy s apiné rozsirenym spektrem acinku
= nejsou derivovany z TEM a SHV enzyml

= jednim z nich je MIR-1, na které je zajimavé predevsim to, ze neni vnimava k inhibitorim
B-laktamaz (spektrum ucinku cefotaxim, ceftazidim, ceftriaxon, ceftibufen, aztreonam,
cefoxitin, cefmetazol, cefotetan, moxalactam)

= nepojmenovany enzym (dle plazmidu s ptivodnim pracovnim oznacenim pMS350) izolovana
z kmenl Pseudomonas aeruginosa (hydrolyzuje imipenem, ceftazidim, cefotaxim, cefoxitin,
cefmetazol, cefotetan, moxalactam a peniciliny), nehydrolyzuje piperacilin a aztreonam

Inducibilni B-laktamazy Stenotrophomonas maltophilia L1 a L2
m L1 - metaloenzym - predevsim penicilinazova a karbapenemova aktivita

- nehydrolyzuje aztreonam

- neni citlivy k inhibitorlim p-laktamaz
m L2 - v aktivnim misté AK serin - Stépi cefalosporiny a aztreonam

- je ovlivnitelny inhibitory (k. klavulanovou)
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Prenos -laktamaz

Plazmidovy, plivodné se Sifily pouze mezi
enterobakteriemi, pozdeji na Pseudomonas
aeruginosa a dalsi nefermentujici G — tycky

byl také prokazan prenos na Haemophilus influenzae
a Neisseria gonorrhoeae — zde se ale plazmidy
nereplikuiji.

Prokazan prenos také mezi stafylokoky a enterokoky.



. e WO

RozSireni specifity

Je zajimaveé, ze k rozsireni specifity staci casto nahrada jedné AK
Vv retézci :

Priklady:
TEM-1 nahrada argininu za serin na pozici 164 ma za nasledek

rozsireni specifity na aztreonam a ceftazidim a tento enzym ma jiz
také jinou klasifikaci — TEM-12

DalSi zajimavosti je, ze nékdy mdze byt stejna specifita ve dvou
variantach obsazeni AK v retézci :

lyzin 104 a serin 164 TEM-26

lyzin 240 a serin 164 TEM-10



