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Abstrakt

Bakterie rodu Enterococcus se tadi mezi bézné nozokomindlni patogeny. Jsou
vyznamnym rezervoarem gentl rezistence k velké vétSin€ antibiotik a vykazuji pfirozenou
odolnost k nizkym hladindm betalaktama, glykopeptidii, aminoglykosidi, dale ke
streptograminim a linkosamidiim. Naplni této prace je shrnuti hlavnich genl rezistence
a dalsich mechanismt podilejici se na vyvoji odolnosti bakterii tohoto rodu k antibiotikiim.
Prace se zabyva predevsim odolnosti k betalaktamovym antibiotikiim, kterd je zajiStovéana
expresi a mutacemi v nizkoafinitnich PBPs, dale jednotlivymi van rezistencnimi typy
zprostfedkovavajici odolnost k vankomycinu a expresi enzymti schopnych modifikovat funk¢éni
skupiny aminoglykosidovych antibiotik. V praci jsou také popsany odolnosti k nové&jSim
antibiotikim, kterd jsou vyuzivana k 1é€bé vankomycin rezistentnich izolatl. Odolnost
k jednotlivym antibiotikiim miize byt zalozena na kodovani vlastnich chromozomalnich genii
¢i celych signalizacnich drah vedouci k omezeni u€inku antibiotik, ziskani mutaci v genech,

a hlavné Sifeni novych rezisten¢nich genti horizontalnim pfenosem.

Klicova slova: E. faecium, E. faecalis, odolnost k antibiotikiim, multirezistentni izolaty,

horizontélni pfenos genli



Abstract

Bacteria of the genus FEnterococcus are categorised among common nosocomial
pathogens. They are a significant reservoir of resistance genes to a majority of antibiotics and
exhibit an intrinsic resistance to low levels of beta-lactams, glycopeptides, aminoglycosides,
streptogramines and lincosamides. The aim of this paper is to review the main resistance genes
and other mechanisms involved in the resistance of bacteria of this genus to antibiotics. The
paper is mainly focused on the resistance to beta-lactam antibiotics, which is provided by the
expression and mutations of low-affinity PBPs, the individual van resistance types mediating
resistance to vancomycin, and the expression of enzymes capable of modifying the functional
groups of aminoglycoside antibiotics. The paper also describes the resistance to newer
antibiotics that are used to treat vancomycin-resistant isolates. The resistance to individual
antibiotics can arise from the coding of their own chromosomal genes or entire signaling
pathways leading to a reduction in the effect of antibiotics, the acquisition of genetic mutations,

and especially the spread of new resistance genes by horizontal transfer.

Key words: E. faecium, E. faecalis, antibiotic resistance, multiresistance isolates, horizontal

gene transfer
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Seznam pouzitych zkratek

AAC aminoglykosid acetyltransferaza (aminoglycoside acetyltransferase)

ABC proteiny kazety vazajici ATP (ATP binding cassette)

AME enzymy modifikujici aminoglykosidy (aminoglykosid modifying enzymes)

ANT aminoglykosid nukleotidyltranferaza (aminoglycoside nucleotidyltransferase)

APH aminoglykosid fosfotransferaza (aminoglycoside phosphotransferase)

KTG motiv C-koncové domény penicilin vazebného proteinu (lysin-K, threonin-T,
glycin-G)

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace (the minimum inhibitory concentration)

P5SAP protein asociovany s PBP5 (PBP5 associated protein)

PBPs penicilin vazebné proteiny (penicillin-binding proteins)

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)

SDN motiv C-koncové domény penicilin vazebného proteinu (serin-S,

kyselina asparagova-D, asparagin-N)
tRNA transferova ribonukleova kyselina (transfer ribonucleic acid)
UDP-MurNac uridin-difosfat-N-acetylmuramova kyselina (uridine-diphosphate-N-
-acetylmuramic acid)

VRE vankomycin rezistentni enterokoci (vancomycin resistant enterococci)



1. Uvod

Bakterie rodu Enterococcus se tadi k jednomu z hlavnich druhii bakterii zodpovédnych za
velkou Cast onemocnéni spojenych s nemocnicni hospitalizaci. Mezi nejcastéjsi onemocnéni,
zpisobené predevsim kmeny E. faecalis a E. faecium, patii endokarditida, infekce mocovych
cest ¢i bakteriémie spojené s transplantaci, zavedenim katetru nebo kloubnich nahrad. Hovofi
se o tom, Ze by tyto mikroorganismy mohly mit velky vliv i na chronické zanéty sttevniho traktu
jako je ulcerozni kolitida ¢i Crohnova choroba.

Bakterie tohoto rodu maji vysokou schopnost adaptace na nejriiznéjsi prostredi. Piirozené
se tyto grampozitivni bakterie vyskytuji v gastrointestindlnim traktu jakozto komenzalni
mikroorganismy, dale se hojné vyskytuji v odpadnich a povrchovych vodach, pidé,
v potravinach zivoc¢iSného 1 rostlinného plivodu ¢i v nemocnicnich zatizenich jako patogenni
organismy. Vysoka mira schopnosti ptizpisobit se nejriiznéj§im podminkam a §ifit mezi sebou
geny rezistence vytvaii z enterokokli nebezpecné hrozby.

K nejzavaznéjsim problémim dnes$ni doby patii enterokoky odolné k vankomycinu, tzv.
VRE, které jsou zodpovédné za fadu zavaznych enterokokovych infekci. Stale vice ptibyvaji
VRE kmeni E. faecium, jelikoz tento druh vytvafi typicky multirezistentni izolaty vykazujici
odolnost k vice druhtim antibiotik. Postupny vyvoj odolnosti k antibiotiklim spoc¢iva v jejich
nadmérném pouzivani v nemocni¢nich zafizenich ¢i v hospodafstvi jako soucast potravy
hospodarskych zvifat. Enterokoky si tak po neustalé expozici antibiotik vytvaii rlznymi
mechanismy odolnost. Zavazny problém nastdva s pomérné rychlym vyvojem odolnosti
k novym antibiotikiim, ktera se podavaji proti vankomycin odolnym bakteriim.

Cilem této prace je shrnuti dosavadnich znalosti o vyskytu a Sifeni genl rezistence
k antibiotikim u bakterii rodu Enterococcus. Jsou popsany hlavni mechanismy stojici za
vyvojem odolnosti téchto patogennich bakterii a nasledné Sifeni odolnosti mezi enterokoky.
Préace je zamétena prevazné na betalaktamova, glykopeptidovéa a aminoglykosidovéa antibiotika
jakoZzto nejvice vyuzivana antimikrobidlni 1éciva v klinické praxi. Dale jsou okrajové popsany
odolnosti k novéjSim antibiotiklim jako je chinupristin, dalfopristin, linezolid, tigecyklin,
daptomycin, kterd jsou dnes vyuzivana k 1é€bé infekci zplsobenych enterokoky odolnymi

k vankomycinu.



2. Rezistence u rodu Enterococcus

Rod Enterococcus vykazuje odolnost k velké vétSiné bézn€ pouzivanych antibiotik,
pfiCemz rtuzné mechanismy vyvoje odolnosti se mohou mezi jednotlivymi kmeny liSit.
Enterokoky jsou ptirozen¢ odolné k betalaktamovym, glykopeptidovym, aminoglykosidovym
antibiotikiim ¢i k streptogramintim. Tyto odolnosti zajisténé chromozomalné kodovanymi geny
zpusobuji odolnost typicky k nizkym hladindm antibiotik (Hollenbeck & Rice, 2012).

Mnohem dulezit¢jsi je horizontalni pfenos genti ¢i ziskani mutaci v genech, kterymi si tyto
mikroorganismy zajistuji vysokou odolnost k velké vétSiné antibiotik. Enterokoky mohou
ziskat odolnost k vysokym hladinam betalaktamii, glykopeptidi a aminoglykosida (Patterson
et al., 1995). Jsou velmi ¢asto odolné k fluorochinoloniim zptisobené mutacemi v genech gyr4,
parC (Tankovic et al., 1996). Dale vykazuji odolnost k makrolidim a linkosamidiim expresi
ermB genu (Jensen et al., 1999), odolnost k chloramfenikolu v pfitomnosti cat genu (Parent &
Roy, 1992) ¢i odolnost k rifampicinu zplisobenou mutacemi v genu rpoB (Enne et al., 2004).

Casem si bakterie ziskdvaji odolnost i k pomémné novym druhiim antibiotik jako je
chinupristin, dalfopristin, linezolid, tigecyklin nebo daptomycin (Arias et al., 2011; Fiedler et
al., 2016; Marshall et al., 2002; Singh et al., 2002).

Nize jsou detailnéji popsany odolnosti k antibiotikiim, kterd jsou v dnesni dob¢€ velmi Casto

vyuzivana k 1é¢bé€ enterokokovych infekei.



3. Rezistence k betalaktamovym antibiotikim

Betalaktamy, mezi které se fadi peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy a monobaktamy,
jsou bézné vyuzivana antibiotika k 1é¢bé enterokokovych infekci (Patterson et al., 1995).
Mechanismus ucinku spociva ve vazb¢ antibiotika s penicilin vazebnymi proteiny (PBP), po
které¢ dochdzi k modifikaci PBPs a nastava inhibice syntézy bunécné stény bakterii a inhibice
bunécnému rustu (Coyette et al., 1980).

Genom rodu Enterococcus koduje Sest odlisnych proteint vazajicich penicilin (Coyette et
al., 1980; Williamson et al., 1983) s vysokymi molekulovymi hmotnostmi. Pivodné byly PBPs
oznacovany ciseln¢ (Coyette et al., 1980; Williamson et al., 1983), dnes jsou rozd€lovany na
geny ponA, pbpF, pbpZ kodujici penicilin vazebné proteiny tfidy A a geny pbp5, pbpA, pbpB
kodujici penicilin vazebné proteiny tiidy B. (Arbeloa et al., 2004).

PBP ttidy B s funkci D, D-transpeptidazy umoziuji zesitovani bunééné stény. Katalyzuji
tvorbu peptidovych miistk, které propojuji peptidoglykanové fetézce (Coyette et al., 1980).
PBP ttidy A s funkci glykosyltranferazy se podileji na zesitovani peptidoglykanu, nejsou nutné
pro prezivani bakterii, ale hraji dtlezitou roli pfi vzniku rezistentnich kmena (Arbeloa et al.,

2004).

3.1. Vlastni rezistence

Nizké pfirozena rezistence k betalaktamim je u bakterii rodu Enterococcus zpisobena
produkci PBP ttidy B, které maji daleko nizsi afinitu k betalaktamiim neZ penicilin vazajici
proteiny ostatnich druhii bakterii. Kmeny pfenasSejici nizkoafinitni PBPs maji nékolikanasobné
niZsi citlivost k betalaktamim oproti kmentim, které tyto PBPs nenesou (Fontana et al., 1983).
E. faecium, druh pfirozené¢ nejvice rezistentni k penicilinu (Williamson et al., 1983), ma
kodované nizkoafinitni proteiny oznacované jako PBPS (Fontana et al., 1983). U E. faecalis
jsou oznacované jako PBP4 (Duez et al., 2001; Fontana et al., 1983).

Kromé pfirozeného kdédovani nizkoafinitnich PBP tfidy B s funkci D, D-transpeptidazy
mohou nékteré enterokokové izolaty exprimovat enzym Ldtfm s funkci L, D-transpeptidazy,
ktery se podili na zesitovani peptidoglykanu. Tento mechanismus je vyuZivan jen vyjimecné
v nepiitomnosti PBPS (Diaz et al., 2014).

Ptirozena odolnost k cefalosporiniim je zajiStovana produkci PBP ttidy A (Arbeloa et al.,
2004). Odolnost je regulovana aktivitami kindz a fosfatdz. U kmenil E. faecium se jedna

o Ser/Thr fosfatdza/kindzovy systém StpA a Stk (Desbonnet et al., 2016), u E. faecalis Ser/Thr



fosfataza/kindzovy systém IreP, IreK (Kristich et al., 2007). Dale je u obou kment odolnost
spojena s regulacni drahou systému CroRS (Comenge et al., 2003).
Zvyseni vnitini odolnosti k cefalosporinim umoziuje u izolati E. faecalis také enzym

MurA, ktery zajistuje syntézu bunécné stény bakterii (Vesi¢ & Kristich, 2012).

3.1.1. Nadprodukce nizkoafinitnich PBP tfidy B

Bakterie rodu Enterococcus mohou nizkoafinitni PBP produkovat ve vétSim mnozstvi,
a tim se jejich odolnost k betalaktamim zvysuje (Fontana et al., 1983). V nadprodukci miize
tento nizkoafinitni PBP pfevzit funkci D, D-transpeptiddzy ostatnich PBP, které jsou
saturovany antibiotikem (Fontana et al., 1983). Nadprodukce PBPS5 bez pfitomnosti mutaci je
spojena se stfedni rezistenci k beta laktamim (Zorzi et al., 1996).
U Enterococcus hireae (Ligozzi et al., 1993) a E. faecium (Zorzi et al., 1996) se nachazi
1 kb pted genem kddujicim PBP5 gen pro represor oznaovany jako psr. Protein Psr o velikosti
19 kDa mé funkci regulatoru syntézy nizkoafinitnich PBP. U nemutantni formy Psr represoru
dochazi k nizké produkci PBPS, bakterie maji vyssi citlivost k antibiotikim. Naopak bodova
mutace ¢i delece v genu psr zplsobi inaktivaci represoru a dochdzi k vyssi produkci PBPS,
ktera zptisobi daleko vyssi odolnost k antibiotikiim (Ligozzi et al., 1993). U E. faecalis byl také
nalezen a identifikovan gen podobny represoru psr, ktery byl ovSem nalezen v jiné casti

chromozomu a nebyla potvrzena jeho funkce (Duez et al., 2001).

3.1.2. Role PBP tfidy A

PBP tifidy A jsou dilezité k vytvoteni odolnosti enterokokli k cefalosporinim. Pro
samotné¢ preziti bakterie nejsou tyto PBP potiebné (Arbeloa et al., 2004). U E. faecalis (Arbeloa
et al., 2004) a E. faecium (Rice et al., 2009) interakce glykosyltransferazové aktivity jednoho
z PBP tfidy A (PonA, PBPF) s PBPS5 zpiisobuje rezistenci k ceftriaxonu a cefepimu (Arbeloa
et al.,, 2004). Samotnd produkce PBPS5 je dlleZitd pro odolnost bakterii k ampicilinu
1 cefalosporinim, ale delece genu pond a pbpF zvySuji citlivost bakterii pouze
k cefalosporinim (Rice et al., 2009).

U kment E. faecium, které nenesou PBP tiidy A, byl zaznamenan vyskyt proteinu PSAP
(protein asociovany s PBPS) podilejici se na rezistenci k cefalosporinim. Exprese P5SAP
proteinu je ovlivnéna aktivitou Ser/Thr fosfatdza/kindzovym systémem StpA a Stk. PBP5
u E. faecium obsahuje alosterické misto pro navazani cefalosporinu. Po jeho navazani dochazi

ke konformaéni zméné v aktivnim misté, kterd poskytne snadné navédzani dalSi molekuly
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antibiotika. Pokud bakterie koduji PBP5 spolecné s PBP tiidy A nebo s PSAP, pravdépodobné
nedochazi k navazani antibiotika na alosterické misto nebo nenastava konformacéni zména

tohoto mista a neni tak umoZznéno navazani dalsi molekuly antibiotika (Desbonnet et al., 2016).

3.1.3. Ser/Thr kinaza IreK, IreP a systém CroRS

Vnitini rezistence na cefalosporiny je u E. faecalis (Kristich et al., 2007) regulovana
signalni drahou, jejiz souc¢asti je kinaza IreK a fosfataza IreP. Diky tomuto signalnimu systému
muze rod Enterococcus velmi spolehlive reagovat na cefalosporiny ptisobici na bunéénou sténu
bakterii (Kristich et al., 2007; Kristich et al., 2011).

Reakci na stres bunécné stény, zpiisobeny expozici antibiotika, dochazi ke zvysSené
expresi autofosforylacni kinazy IreK, kterd nasledné vede signalizaci k dal$im podjednotkam
této signalni drahy. Fosfatdzova aktivita IreP funguje antagonicky proti IreK a je tak dulezitym
negativnim regulatorem této signalni dradhy. Kmeny s deleci v ireP vykazuji vysokou odolnost
k cefalosporiniim, ale zarovenn maji sniZenou fitness v prostiedi bez pusobeni antibiotik
(Kristich et al., 2011).

Nejsou presné znamy dalsi podjednotky v IreK, IreP signalni draze, nicméné bylo
zjisténo, Ze jedna z moznych cest této signalizace vede k aktivaci kinazy CroS, ktera je soucasti
tranduk¢niho systému CroRS (Kellogg & Kristich, 2018). Dvoukomponentovy systém CroRS
odpovida za rezistenci k antibiotikiim, které cili na bunécnou sténu bakterii (betalaktamy,
bacitracin, vankomycin) (Kellogg et al., 2017). CroRS slozeny z regulatoru odezvy CroR
a senzorové kindzy CroS (Comenge et al., 2003), je schopen ovlivnit aktivitu dalSich dosud
neznamych gend, které maji vliv na lokalizaci a funkci PBP5. Bez této signalni drahy se nemtZe
PBPS5 podilet na zesitovani peptidoglykanu a zprostfedkovavat tak odolnost k antibiotikiim.
CroRS je u E. faecium dilezity k vysoké odolnosti na cefalosporiny a ampiciliny, ktera je

zpisobena nadmérnou expresi PBPS a mutovanych PBP5 (Kellogg et al., 2017).

3.1.4. Mutace PBP5 a PBP4

Dal8i moZnosti zvySeni miry odolnosti jsou mutace v genech pro nizkoafinitni PBP
(Ligozzi et al., 1996), které¢ zplisobuji vysokou odolnost rodu Enterococcus k betalaktamovym
antibiotikiim (Zorzi et al., 1996).

Nejcastéji dochazi k mutacim v PBPS, konkrétné k aminokyselinovym substitucim
v oblastech mezi motivy SDN a KTG aktivniho mista domény vazajici penicilin (Ligozzi et al.,

1996). U vysoce rezistentnich kmenti E. faecium se jedné o substituce v oblastech Thr-562-Ala,



Thr-574-1le (Ligozzi et al., 1996), Thr-499-Ala nebo Thr-499-Ile (Zorzi et al., 1996),
Val-629-Glu a Ser-667-Pro (Rybkine et al., 1998). U nejvice odolnych kmenii bylo
zaznamenano nékolik bodovych mutaci, které se vyskytovaly spolecné se Ser v poloze 466.
Vysoka uroven rezistence bakterii byla zaznamenana pii kombinaci nékolika bodovych mutaci
dohromady, naopak jednotlivé mutace nepfinesly kmeniim zvysSenou odolnost k antibiotikiim
(Rice et al., 2004).

U E. faecalis jsou bodové mutace v genu kodujici PBP4 zodpovédné za rezistenci na
penicilin a imipenem (Ono et al., 2005). Jedna se o aminokyselinové substituce Pro-520-Ser
a Tyr-605-His, které se nachazi v oblastech mezi motivy SDN a KTG (Ono et al., 2005)
C-koncové domény vazajici penicilin. Substituce Asp-573-Glu je zodpoveédna za snizenou

citlivost k penicilinu, ale zarovent neméni afinitu k ampicilinu (Conceigdo et al., 2014).

3.2. Ziskana rezistence
3.2.1. Produkce betalaktamazy

Betalaktamaza neboli penicilinaza je bakterialni enzym koédovany bla geny, které jsou
schopny hydrolyzovat antibiotika a zvysit tak MIC u jednotlivych bakterii (Murray et al., 1986).
Prvni pfitomnost betalaktamazy u rodu Enterococcus byla pozorovana roku 1983 u izolatu
E. faecalis. Kédovany enzym byl ziskdn pravdépodobné od Staphylococcus aureus, jelikoz
u nich byl nalezen pfibuzny gen pro betalaktamazu (Murray et al., 1986).

Mezi antibiotika podléhajici hydrolyze betalaktaméazami patfi ampicilin, penicilin,
ureido peniciliny (mezlocilin, piperacilin, azlocilin) a také tikarcilin a karbenicilin. Antibiotika
methicilin, nafcililin a imipenem hydrolyzuji v pfitomnosti betalaktamazy jen minimalné.
Cephalosporiny jsou také k hydrolyze odolné (Murray et al., 1986).

Bla geny se nachazi na chromozomech (Rice et al., 1991) a konjugativnich plazmidech,
kterymi jsou také prenadeny mezi jedinci (Murray et al., 1986). Casto se prenasi spoleéné s geny
rezistence na gentamycin, streptomycin, erytromycin a tetracyklin (Rice et al., 1991).

U rodu Enterococcus je produkce beta laktamazy konstitutivni (Murray et al., 1986). Ke
konstitutivni expresi betalaktaméazy pravdépodobné dochdzi diky absenci nebo pozmeénéni
regulacnich genu pro blal kodujici represor (Zscheck & Murray, 1991) a genu blaRI kédujici

antirepresor, které jiz nejsou schopné tidit tvorbu enzymu (Zscheck & Murray, 1993).



vankomycin: modifikace
D-Ala-D-Ala prekurzoru, betalaktamy

VanA, VanB produkce
| PBP5/PBP4

aminoglykosidy:
produkce aminoglykosid
modifikujicich enzyma

daptomycin: zmény
v bunééné sténé -
LiaFSR, gdpD, cls

linezolid: mutace v
genech 235 rRNA

betalaktamy:
bla geny

aminoglykosidy: |
metylace v 165
rRNA - EfmM

Obrazek 1: Schéma hlavnich mechanismii odolnosti k vybranym antibiotikiim u grampozitivni
bakterie rodu Enterococcus. Odolnost k betalaktamovym antibiotikim zptisobend produkci
nizkoafinitnich proteini PBP5/PBP4 a bla gent kodujicich betalaktamazu, odolnost
k aminoglykosidiim vznikla produkci aminoglykosid modifikujicich enzyma schopnych modifikace
funkénich skupin aminoglykosidi nebo mutacemi gend v 30S ribozomalni podjednotce. Zmeny
v cytoplazmatické membrané bakterii, zptisobenych systémem LiaFSR ¢i mutacemi v genech gdpD
a cls, vytvarejici odolnost k daptomycinu. Odolnost k vankomycinu vznikld modifikaci D-Ala-D-Ala
prekurzoru peptidoglykanu a odolnost k linezolidu vznikld mutacemi v genech 23S rRNA v 50S
ribozomalni podjednotce (pfevzato a upraveno podle Mercuro et al., 2018).



4. Rezistence ke glykopeptidovym antibiotikiim

Glykopeptidova antibiotika vankomycin a teikoplanin jsou schopna inhibovat syntézu
bunécné stény bakterii, ke které dochazi vazbou antibiotika na prekurzor peptidoglykanu
zakonceny dipeptidem D-Ala-D-Ala (Nieto & Perkins, 1971). Vankomycin je spole¢né
s peniciliny béZzn¢ vyuzivanym antibiotikem pii 1€cb¢ enterokokovych onemocnéni. U bakterii
odolnych k vankomycinu je 1éc¢ba vankomycinem nahrazovana jinymi, méné uU¢innymi
antibiotiky (Patterson et al., 1995).

U bakterii rodu Enterococcus bylo identifikovano devét typu rezistence ke glykopeptidim
(vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM, vanN), které se liSi mechanismy
fungovani (Arthur et al., 1996). Nejvice rozsifené jsou rezistence typu vanA a vanB (Willems
et al., 2005).

Operony rezistencnich typt vanA, vanB (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990), vanD
(Perichon et al., 1997) a vanM (Xu et al., 2010) zodpovidaji za zménu konce prekurzoru
peptidoglykanu z pentapeptidii zakoncenych dipeptidem D-alanyl-D-alanin na depsipeptid
zakonceny D-alanyl-D-laktat (Messer & Reynolds, 1992). Geny zodpovédné za jednotlivé
rezisten¢ni typy se nachazi na bakteridlnim chromozomu ¢i na plazmidech a jsou pfenaSeny
intercelularné konjugaci (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990). Pouze geny zodpovédné za
rezistenci typu vanD nejsou pfenosné konjugaci pomoci plazmidu (Perichon et al., 1997).

Geny s funkci ligdzy kodované operony vanC (Billot-Klein et al., 1994), vanE (Fines et al.,
1999), vanG (Depardieu et al., 2003), vanL (Boyd et al., 2008) a vanN (Lebreton et al., 2011)
vytvaii modifikovany prekurzor peptidoglykanu s koncovym D-alanyl-D-serin (Billot-Klein et
al., 1994). Geny rezistenci typu vanC, vanE, vanG, vanL a vanN jsou umistény na
chromozomech, pouze geny zprostfedkovavajici rezistenci typu vanN mohou byt prenaseny
plazmidy (Lebreton et al., 2011).

Rezistenéni typy vytvarejici depsipeptid s koncovym D-Ala-D-Ser zodpovidaji za nizsi
uroven odolnosti enterokokii k vankomycinu oproti typlim rezistence vytvaiejici depsipeptid
s koncovym D-Ala-D-Lac. Zaroven rezistencni typy vytvarejici D-Ala-D-Ser nezplsobuji

odolnost bakterii k teikoplaninu (Billot-Klein et al., 1994; Reynolds, Snaith, et al., 1994).



4.1. Rezistencni typ vanA

Nejbéznéjsi vanA typ je zodpovédny za vysokou odolnost enterokoki k vankomycinu
a odolnost k teikoplaninu (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990), ktera je zptisobena modifikaci
glykopeptidového cile (Dutka-Malen, Molinas, et al., 1990) u E. faecalis (Shlaes, Bouvet, et
al., 1989) a E. faecium (Shlaes, Al-Obeid, et al., 1989).

Operon vanA obsahujici geny vanR, vanS, vanH, vanA, vanX, vanY a vanZ se nachazi na
transpozonu Tn/546 (Arthur et al., 1993). VanA geny rezistence byly lokalizovany na
chromozomu a vice riznych konjugativnich plazmidech (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990).
Nejcastéji jsou prenaSeny plazmidem plP816. Dalsi plazmid pIP817 nese rezistenci
k vankomycinu spolecné s rezistenci k streptomycinu, makrolidim, linkosamidim
a streptogramintim (Leclercq et al., 1988). Sifeni genil vanA reziste¢niho typu muiize byt
1 mezidruhové diky transpozici Tn/546 do plazmidi se Sirokym hostitelskym rozhranim

(Arthur et al., 1993).

4.1.1. Gen vanH, vanA, vanX

Gen vanA koduje protein VanA s funkci D, D-dipeptidové ligdzy, s pozménénou
substratovou specifitou (Bugg, Dutka-Malen, et al., 1991) vyuzivajici ke své funkci substrat
D-laktat (Handwerger et al., 1992; Messer & Reynolds, 1992). Exprese tohoto proteinu je
indukovéna vankomycinem (Al-Obeid et al., 1990).

Protein VanA zajistuje esterovou vazbu (Bugg, Wright, et al., 1991) mezi D-alanyl
a D-laktatem. Dipeptid D-alanyl-D-laktat je nasledné ptidan k prekurzoru peptidoglykanu
UDP-MurNAc-D-Ala-D-Glu-L-Lys (Messer & Reynolds, 1992). Vznikly depsipentapeptid
L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Lac (Allen et al., 1992), zabudovany do peptidoglykanu, ma
snizenou afinitu k vankomycinu. Antibiotikum neni schopné uUCinné depsipentapeptid
rozpoznat a vazat se na n¢j (Bugg, Dutka-Malen, et al., 1991).

Plsobenim produktl gent vanH, vanA, vanX je zcelkového mnoZstvi prekurzort
peptidoglykanu syntetizovdno az 98% depsipentapeptidu s koncovym D-Ala-D-Lac a 2%
pentapeptidu zakoncenych D-Ala-D-Ala (Reynolds, Depardieu, et al., 1994). Se zvySujicim se
mnozstvim depsipentapeptidu stoupd MIC pro vankomycin (Arthur et al., 1996).

Odolnost k teikoplaninu vyzaduje Uplnou eliminaci pentapeptidii v peptidoglykanu,

jelikoz 1 jeho malé mnozstvi zplisobi inhibici rastu bakterii (Arthur et al., 1996).



Gen vanH koédujici protein s funkci dehydrogenazy (Arthur et al., 1991) redukuje
pyruvat (Bugg, Wright, et al., 1991) na D-laktat, ktery slouzi jako substrat pro VanA
D, D-dipeptidovou ligadzu (Handwerger et al., 1992; Messer & Reynolds, 1992).

Gen vanX koduje protein s funkci D, D-dipeptidazy, ktera hydrolyzuje dipeptid
D-alanyl-D-alanin. Stépenim t&chto dipeptidii je zabranéno vzniku prekurzoru peptidoglykanu
ve formé& pentapeptidii zakoncenych D-Ala-D-Ala, ke kterym se snadno glykopeptidova
antibiotika vazou (Reynolds, Depardieu, et al., 1994).

4.1.2. Gen vanY

VanY a vanZ geny lokalizované na Tn/546 se za urcitych podminek podili na rezistenci
ke glykopeptidim (Arthur et al., 1996), ale kazdy zodpovidéd za odliSnou Groven rezistence
k vankomycinu a teikoplaninu (Arthur et al., 1995).

Protein VanY ma funkci D, D-karboxypeptidazy, kterd hydrolyzuje D-Ala-D-Ala
z UDP-MurNac-pentapeptidu a funkci D, D-karboxyesterazy $tépici D-Ala-D-Lac z UDP-
-MurNac-pentadepsipeptidu (Wright et al., 1992). ZvySeni odolnosti bakterii ke glykopeptidim
vlivem VanY nastdva za situace, kdy je nizké exprese genl vanH, vanA, vanX, pti které dochézi
k akumulaci velkého mnozstvi UDP-MurNac-pentapeptidu.

Gen vanY je vyzadovan k G¢inné rezistenci u bakterii rostoucich pfi vyskytu D-alaninu

v médiu (Arthur et al., 1994).

4.1.3. Gen vanZ

Gen vanZ, stejné jako vanY, muze zvySovat odolnost bakterii ke glykopeptidiim, jestlize
je exprese genll vanH, vanA, vanX na nizké trovni a dochazi k hromadéni pentapeptidu.
V opacném ptipadé ma vanZ na rezistenci jen nepatrny vliv (Arthur et al., 1995).

VanZ je schopen az Sestnactkrat zvysit MIC k teikoplaninu, av§ak neovliviiuje odolnost

k vankomycinu (Arthur et al., 1995).

4.1.4. VanRS systém regulace

Exprese genli vanH, vanA, vanX je regulovana mechanismem dvou regula¢nich proteint
VanS a VanR (Arthur et al., 1992). V ptitomnosti glykopeptidového antibiotika stimuluje
pomoci fosforylace histidinova kinaza VanS transkripcni aktivator VanR (Arthur et al., 1997).
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VanR je nasledné schopen fidit transkripci vanH, vanAd, vanX genl aktivaci specifického

promotoru (Arthur et al., 1992).

4.2. Rezistencni typ vanB

Bakterie nesouci operon vanB vykazuji odolnost k nizkym hladindm vankomycinu, ale
zaroven jsou velmi Casto citlivé na teikoplanin (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990).

Operon vanB koduje geny vanHp, vanB, vanXp, vanYp, a geny regulac¢niho systému vanSa,
vanRp které jsou shodné s geny operonu vanA. Rozdil oproti vanA operonu je v pfitomnosti
genu vanW, jehoz funkce je neznama (Evers & Courvalin, 1996).

Geny operonu vanB jsou exprimovany az po indukci vankomycinem. Diky nedostatecné
produkci D, D-dipeptidazy se v peptidoglykanu hromadi UDP-MurNAc-pentadepsipeptid
spoleéné¢ s UDP-MurNAc-pentapeptidem, které mohou vytvéaret odolnost pouze k nizkym
hladindm vankomycinu. Indukce teikoplaninem je Casto nedostatecnd a proto jsou bakterie na
toto antibiotikum citlivé (Arthur et al., 1996).

Rezistenéni typ vanB vykazuje stejny mechanismus zajistujici odolnost bakterii ke
glykopeptidim jako vanA typ rezistence. Produkovany prekurzor peptidoglykanu je UDP-
-MurNac-pentapeptid s koncovym D-alanyl-D-laktat (Billot-Klein et al., 1994; Evers et al.,
1994).

Rezistence typu vanB je nejCastéji nesena na transpozonu Tn/547 lokalizovaném na
chromozomu i plazmidech (Quintiliani & Courvalin, 1996). Tn/547 oznaCovany také jako
Tn5382 miiZze nést operon vanB spolecné s genem kodujicim PBP5. U izolath E. faecium je
prenos gentl rezistence k vankomycinu spole¢né s geny rezistence k ampicilinu bézny. Geny
kodujici PBPS tak nemuseji byt pouze zprostfedkovatelé vnitini odolnosti bakterii, ale mohou

byt mezi enterokoky Sifeny horizontdlnim pfenosem (Carias et al., 1998).

4.3. Rezistencni typ vanC

Bakterie rodu Enterococcus s chromozomdlné koédovanym operonem vanC vykazuji
ptirozenou odolnost k nizkym hladinam vankomycinu (Billot-Klein et al., 1994), ale nachylnost
k teikoplaninu (Reynolds, Snaith, et al., 1994). Rezistence typu vanC byla prokazana pouze
u E. gallinarum (Dutka-Malen, Leclercq, et al., 1990), E. casseliflavus a E. flavescens (Navarro
& Courvalin, 1994).

Operon vanC obsahuje gen vanC koédujici funkci D-Ala-D-Ser ligazy (Reynolds, Snaith, et
al., 1994), gen vanXYc s funkci D, D-dipeptiddza-karboxypeptidazy (Reynolds et al., 1999),
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gen vanT kodujici serinovou racemazu (Arlas et al., 1999) a vanRc, vanSc regulacni geny (Arias
et al., 2000). Mechanismus rezistence typu vanC je zalozen na produkci modifikovaného
prekurzoru peptidoglykanu ve formé depsipeptidu s koncovym D-alanyl-D-serin misto

koncového dipeptidu D-alanyl-D-alanin (Billot-Klein et al., 1994).

A) vank vanS — vanH vanA - vanX — vanyY - vanZz
B) vanRs - vanSs —— vanYs vanW - vanHs vanB vanXs
C) vanC vanXY: - vanT ——— vanR: vanSe

Obrazek 2: Operony zodpovédné za jednotlivé rezistenéni typy udé€lujici odolnost ke
glykopeptidim. Smér transkripce je oznacen Sipkami. A) Rezisten¢ni typ vanA. Operon vanA nesouci
vanR a vanS§ geny regulacniho systému, gen vanH kodujici protein s funkcei dehydrogenazy, gen vanA
kédujici protein s funkci D, D-dipeptidové ligazy, gen vanX kédujici D, D-dipeptidazu a vedlejsi geny
vanY kodujici funkci D, D-karboxypeptidazy a vanZ s neznamou funkci. B) Rezistenéni typ vanB.
Operon vanB nesouci geny regulacniho systému vanRz a vanSs, gen vanYp kddujici protein s funkci
D, D-karboxypeptidazy, gen vanW s neznamou funkci, gen vanHp kddujici dehydrogenazu, gen vanB
kédujici D, D-dipeptidovou ligdzu a gen vanXp kodujici protein s funkci D, D-dipeptidazy.
C) Rezistentni typ vanC. Operon vanC nesouci gen vanC koddujici protein s funkci D, D-dipeptidové
ligazy, gen vanXYckodujici D, D-dipeptidaza-karboxypeptidazu, gen vanT kodujici serinovou racemazu
a regulacni geny vanRc a vanSc (vytvoteno autorem této prace).
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5. Rezistence k aminoglykosidovym antibiotikim

Mechanismus funkce aminoglykosidovych antibiotik je zalozen na vazb¢ na A misto v 30S
ribozomalni podjednotce bakterii. Tato vazba vede k Spatnému rozpoznadni tRNA
s komplementarni rRNA a dochazi tak k neptesné translaci proteind nebo k Gplnému zastaveni
translace (Kotra et al., 2000).

Bunécna sténa gramnegativnich bakterii je pro aminoglykosidy castecné propustna.
U grampozitivnich bakterii, tedy i1 enterokokil, je zapotifebi kombinace aminoglykosidu
s antibiotikem, kter¢ je schopné inhibovat syntézu bunécné stény bakterii a umozni tak vstup
aminoglykosidii do bunék. Tento mechanismus je oznacovan jako baktericidni synergismus.
Nejcastéji je k tomuto U€inku vyuZzivan penicilin, déle cykloserin, bacitracin ¢i vankomycin
(Moellering & Weinberg, 1971).

Vétsina bakterii rodu Enterococcus vykazuje ptirozenou odolnost ke stfednim hladindm
aminoglykosidii s MIC 62 — 500 pg/ml (Zimmermann et al., 1971). Ziskdni bakterialnich
enzyml AME schopnych modifikovat aminoglykosidy vede k daleko vyssi odolnosti s MIC od
2000 pg/ml (Mederski Samoraj & Murray, 1983). Odolnost k vysokym hladinam
streptomycinu s MIC az 128 000 pg/ml je zpiisobena mutacemi v enterokokovém ribozomu,
které neumoziuji naslednou vazbu streptomycinu k 30S ribozomdlni podjednotce (Eliopoulos
et al., 1984).

Izolaty E. faecalis, E. faecium odolné k vysokym hladindm gentamicinu nebo
streptomycinu obvykle vykazuji odolnost k dal$im antibiotikiim. Lécba se proto u téchto izolati

znaéné€ komplikuje (Peyvasti et al., 2020).

5.1. Aminoglykosid modifikujici enzymy

Odolnost k aminoglykosidiim je u rodu Enterococcus nejcastéji zptisobena expresi enzymu
ozna¢ovanych AME (aminoglykosid modifying enzymes) (Krogstad et al., 1978), které jsou
schopné svymi enzymovymi aktivitami modifikovat funkcni skupiny téchto antibiotik.
Modifikované antibiotikum se néasledné¢ nedokaze efektivné vazat k 30S ribozomalni
podjednotce a ztraci tak svou antibakteridlni schopnost (Llano-Sotelo et al., 2002).

Jednéd se o konstitutivné exprimované enzymy, kter¢é mohou mit funkci aminoglykosid
adenylyltransferazy (ANT), aminoglykosid fosfotransferazy (APH) nebo aminoglykosid
acetyltransferazy (AAC) (Combes et al., 1983). Kromé naruseni antibiotického ucinku jsou tyto
enzymy schopné omezit funkci synergismu s inaktivovanym antibiotikem (Krogstad et al.,
1978).
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Geny kodujici AME jsou s vysokou frekvenci pfenaSeny mezi izolaty konjugativnimi
plazmidy, pficemz odolné kmeny mohou nést i nékolik takovych genti (Mederski Samoraj &

Murray, 1983).

5.1.1. Aminoglykosid acetyltransferazy

Aminoglykosid acetyltransferdzy jsou enzymy schopné acetylace aminoskupin
aminoglykosidl. Acetyltransferdzy nalezené u rodu Enterococcus modifikuji aminoskupiny
6-aminohexozy v poloze 6 ' (Combes et al., 1983).

Nejcastéji objevovanym genem zprostiedkovavajici rezistenci na aminoglykosidy je
bifunkéni gen aph(2“)-la-aac(6')-le, vznikly fizi genu aac(6') a aph(2"), zpisobujici
konstitutivni expresi dvou enzymovych aktivit schopnych modifikovat aminoglykosidy. Cast
enzymu APH(2") fosforyluje hydroxyskupiny na pozici 2 a druhé ¢ast AAC(6')-Ie umoziluje
acetylaci aminoskupiny 6-aminohexozy v pozici 6' (Ferretti et al., 1986). Tento bifunkéni
enzym zpusobuje vysokou miru odolnosti na gentamicin, déle rezistenci na tobramycin,
kanamycin, amikacin, netilmicin (Hodel-Christian & Murray, 1991).

Gen je prenasen konjugativnimi plazmidy spole¢né s dal$imi geny rezistence a je
lokalizovan na Tn5281 (Hodel-Christian & Murray, 1991). U E. faecalis nese plazmid pIP800
rezistenci na gentamicin a kanamycin spole¢né s rezistenci na chloramfenikol (Courvalin et al.,
1980) a plazmid pBEM10 piendsi geny rezistence ke gentamicinu spole¢né s bla geny kodujici
betalaktamazu (Hodel-Christian & Murray, 1991). U E. faecium byl gen aph(2 “)-la-aac(6')-1e
objeven na transpozonu Tn4001 v konjugativnim plazmidu pMG1 (Tanimoto & Ike, 2008).

Vyhradn€ na chromozomech E. faecium se nachdzi dal$i gen aac(6')-Ii zrodiny
AAC(6 ")-I acetyltransferaz kodujici enzym AAC(6')-1i, ktery zajistuje vnitini odolnost
E. faecium ke stfednim hladindm kanamycinu, tobramycinu, netilmicinu a sisomicinu (Costa et

al., 1993).

5.1.2. Aminoglykosid adenylyltransferazy

Aminoglykosid adenylyltransferdzy, vyskytujici se u rodu Enterococcus, adenyluji
hydroxylové skupiny aminoglykosidii v poloze 3", 4', 6' (Combes et al., 1983).

Mezi nejcastéji se vyskytujici geny kodujici aktivitu adenylyltransferaz patti ant(6')-la
aant(3")-1a, které jsou lokalizované, spole¢n¢ s geny dalSich rezistenci, na plazmidech. Funkce
enzymi ANT(6')-la a ANT(3")-la zajiStuje bakteriim vysokou uroven odolnosti ke
streptomycinu (Hollingshead & Vapnek, 1985; Ounissi et al., 1990).
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Dalsi objeveny gen ant(4')-Ia poskytuje odolnost na tobramycin, amikacin, kanamycin,
neomycin, dibekacin (Carlier & Courvalin, 1990) a gen ant(9)-la neseny na transpozonu Tnj 54

udéluje enterokokiim odolnost k spektinomycinu (Alam et al., 2005).

5.1.3. Aminoglykosid fosfotranferazy

Aminoglykosid fosfotranferazy u rodu Enterococcus fosforyluji hydroxylové skupiny
aminoglykosidl nej¢astéji v pozici 2 a 3 ' (Combes et al., 1983).

Gen aph(2“)-Ic, pavodné izolovany z E. gallinarum, udéluje enterokoktim odolnost na
sttedni hladiny gentamicinu, tobramycinu, kanamycinu. U nékterych kmena je enzymova
aktivita APH(2“)-Ic schopna branit synergismu ampicilin-gentamicin. Gen aph(2“)-Ic se
nachdzi na chromozomech a je pfenasen konjugativnimi plazmidy (Chow et al., 1997).

Gen aph(2“)-1d, objeveny u E. casseliflavus, ud€luje kmeniim vysokou odolnost
ke gentamicinu, dale k tobramycinu, kanamycinu, netilmycinu, dibekacinu. U E. faecium byl
vyskyt genu aph(2“)-Id, kodujici enzym APH(2*)-Id, spojen s odolnosti bakterii
k vankomycinu (Tsai et al., 1998).

Gen aph(2*)-1Ib ud€luje bakteriim odolnost na vysoké hladiny gentamicinu, odolnost
k tobramycinu, kanamycinu, netilmicinu a dibekacinu (Kao et al., 2000).

Velmi podobny gen aph(2“)-Ie, lisici se od aph(2*“)-Id aminokyselinovou sekvenci,
zpisobuje odolnost vii¢i vysokym hladindm gentamycinu a streptomycinu (Alam et al., 2005).

Gen aph(3')-1lla zprosttedkovava vysokou odolnost bakterii na kanamycin, amikacin
a neomycin. Bakterie zlistavaji citlivé na streptomycin a tobramycin (Trieu-Cuot & Courvalin,

1983).

5.2. Ribozomalni mutace

Chromozomalni gen efmM s funkci metyltransferdzy umoziuje modifikaci bakterialniho
ribozomu a udé€luje enterokoktim stfedni odolnost ke kanamycinu a tobramycinu. Enzym EfmM
zpisobuje metylaci cytidinu na pozici C5 nukleotidu C1404, ktery se nachazi v A misté 30S
ribozomalni podjednotky (Galimand et al., 2011).
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6. Odolnost enterokoku k ostatnim antibiotikiim

6.1. Streptograminy

U vSech izolatt kmene E. faecalis byl identifikovan gen /sa ud€lujici bakteriim odolnost ke
klindamycinu (linkosamid), dalfopristinu (streptogramin tfidy A) a k chinupristinu
(streptogramin tiidy B). Gen Isa koduje funkci efluxni pumpy zalozené na ABC transportu
a zajist'uje tak vnitini odolnost k témto antibiotikim u E. faecalis (Singh et al., 2002).

Pro kmen E. faecium je typicky chromozomalni gen mrsC, ktery zajist'uje vnitini odolnost
ke streptograminiim tfidy B a k makrolidiim (erytromycin). Jedna se o gen s funkci ABC efluxni
pumpy (Portillo et al., 2000). Kromé genu mrsC byl u kmene E. faecium nalezen plazmidovy
gen vgaD s funkci efluxni pumpy udélujici ziskanou odolnost k streptogramintim tfidy A (Jung
et al., 2010).

Ziskanou odolnost bakterii k streptograminiim zajistuje také fada genti kodujici enzymy
s funkci acetylace funkénich skupin antibiotik. Jedna se o geny vatH, vgbA, vatE a vatD.
Acetyltransferazy vatH, vatD a vatE udéluji bakteriim rodu Enterococcus odolnost
k streptogramintim tfidy A (Jung et al., 2010; Rende-Fournier et al., 1993; Werner & Witte,
1999). Acetyltransferaza vgbA zajistuje rezistenci k streptograminiim tfidy B (Jensen et al.,
1998).

Vysokou odolnost enterokokt k makrolidim, linkosamidim a streptograminim
zajist'uje pritomnost genti ermA a ermB. Tyto geny koduji funkci umoznujici metylaci 23S
rRNA v misté vazby antibiotika. Gen ermA je obvykle nesen na Tn554 a ermB na Tn917
(Jensen et al., 1999).

6.2. Oxazolidinony-linezolid

Linezolid je vyuZivan k 1é¢bé zadvaznych enterokokovych onemocnéni. Obvykle je bran
jako posledni moznost 1écby po neucinnosti vSech ostatnich antibiotik (Ruiz-Ripa et al., 2020).
Mechanismus jeho u¢inku spoc¢iva v zabranéni syntéze proteind vazbou na A misto v 50S
bakterialni ribozomalni podjednotce (Wilson et al., 2008).

Nejcastéji je u rodu Enterococcus odolnost k linezolidu zptsobena v disledku bodovych
mutaci v genech 23S rRNA, ktera je soucasti 50S ribozomalni podjednotky. Konkrétné se jedna
o nukleotidové substituce, které se nachazi v blizkosti mista, kam se vaze linezolid. E. faecium
1 E. faecalis maji nékolik kopii genli 23S rRNA, pfi¢emZ mnozstvi mutaci miZe ovlivnit iroven

rezistence (Kloss et al., 1999; Marshall et al., 2002). Kromé& mutaci v 23S rRNA byly
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u enterokokll pozorovany mutace v genech pro ribozomalni proteiny L3 a L4, které¢ ale nehraji
vyznamnou roli pii rezistenci (Chen et al., 2013).

Dalsi z moznosti bakteridlni odolnosti k linezolidu je ziskani genu cfr kodujici enzym
s funkci methyltransferazy, ktery umoznuje metylaci nukleotidu A2503 v 23S rRNA. Touto
metylaci dochazi k odolnosti ke streptograminim A, linkosamidim, oxazolidinonim
a amfenikolim. Gen cfr je pfenosny riiznymi plazmidy, nejcastéji plazmidem pEF-01 (Liu et
al., 2012). Kromé cfr byly nalezeny také nové varianty cfr(B) (Deshpande et al., 2015) a c¢fi(D)
(Guerin et al., 2020), které se 1iSi nekterymi aminokyselinovymi sekvencemi. Tyto nové
jsou za potiebi dalsi studie pro potvrzeni jejich mechanismu (Guerin et al., 2020).

V roce 2015 byl na plazmidu u E. faecalis objeven gen optrA s funkci ABC transportéru,
ktery zprosttedkovava odolnost na linezolid a chloramfenikol (Wang et al., 2015). V nedavné
dob¢ byl objeven jesté dalsi gen kodujici protein z rodiny ABC transportérii, oznacen jako
poxtA (Antonelli et al., 2018). Gen optrA ma spole¢n¢ s mutacemi v genech 23S rRNA velky
vyznam u enterokokl odolnych k linezolidu (Ruiz-Ripa et al., 2020).

6.3. Tetracyklinova antibiotika

Odolnost na tetracyklinova antibiotika je u bakterii rodu Enterococcus pomérné bézna. Je
zprostiedkovana fet geny, které jsou rozliSovany na geny kodujici efluxni pumpy tet(L), tet(K)
a geny tet(M), tet(0), tet(S) a jsou zodpoveédné za expresi proteinli schopnych chrénit ribozom
(Bentorcha et al., 1991; Charpentier et al., 1994). V populaci enterokoki se nejcastéji vyskytuji
geny tet(L) a tet(M). Gen tet(L) se obvykle nachéazi na plazmidu plP1534, pomoci kterého je
pfenasen. Gen fet(M) se nachazi na bakterialnim chromozomu. Je nesen riznymi transpozony,
z nichZ nejcastéji je lokalizovan na Tn9/6 (Bentorcha et al., 1991) a Tn/545 (Cochetti et al.,
2008). Siteni genu tet(M) s vysokou frekvenci pravdépodobné stoji za rozsahlym vyskytem
enterokokti odolnych k tetracyklinim (Agerso et al., 2006).

Kmeny, které nadmérné exprimuji tet(L) a tet(M) vykazuji odolnost k pomérné¢ novému
lécivu tigecyklinu, fadici se mezi glycylcyklinova antibiotika (Fiedler et al., 2016). Kromé et
genu byly u enterokokl nalezeny aminokyselinové substituce v genu rpsJ v 30S ribozomalni

podjednotce, které také vytvari odolnost k tigecyklinu (Cattoir et al., 2015).
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6.4. Lipopeptidova antibiotika — daptomycin

Lipopeptidové antibiotikum daptomycin je velmi ¢asto vyuzivan pii [é¢bé enterokokovych
onemocnéni zpusobenych vankomycin odolnymi druhy (VRE). Pfesny mechanismus ucinku
daptomycinu nebyl dosud objasnén, nicméné bylo prokazano, ze daptomycin inhibuje syntézu
bunécné stény bakterii. Vazba daptomycinu k bunééné sténé bakterii umoziiuje zmény
v lokalizaci tekutych lipidovych domén a k nasledné degradaci proteinti, které se podili na
syntéze lipidii v bunécné sténé. Preskupeni lipidovych domén vede k snadnému tuniku proton
zpusobujici depolarizaci membrany bakterii a inhibici syntézy bunééné stény (Miiller et al.,
2016).

Daptomycinové odolnost vyuzivana enterokoky spoc¢ivd ve zmén¢ rozlozeni aniontovych
fosfolipidli v cytoplazmatické membrané bakterii (Khan et al., 2019). Byly objeveny tfi mozné
regulacni systémy LiaFSR, YycFG a YxdJK, které se podili na tomto principu rezistence (Diaz
et al., 2014; Miller et al., 2019).

Nejvice vyuzivanym regulacnim systémem je LiaFSR, ktery koduje protein s funkci
histidinové kinazy LiaS, regulator odezvy LiaR a regulacni protein LiaF. Systém reaguje na
stres cytoplazmatické membrany vyvolany pfitomnosti antibiotika. Bunéénym stresem
aktivovana histidinova kindza LiaS fosforyluje regulator odezvy LiaR, ktery ovliviiuje
transkripci dalSich genl v tomto systému podilejicich se na metabolismu fosfolipidt (Diaz et
al., 2014) a také ovliviiuje transkripci genli operonu /iaXYZ (Khan et al., 2019).

Protein LiaX, ktery je soucasti operonu liaXYZ, hraje dulezitou roli pfi remodelaci
membrany, ale zarovenl negativné reguluje systém LiaFSR. Za normalnich okolnosti je
C-termindlni doména proteinu LiaX lokalizovand na cytoplazmatické membrané bakterii
a inhibuje tak systém LiaFSR. N-terminalni doména je umisténd v extraceluldrnim prostiedi
buniky a je schopna vazby antibiotika ¢i jinych 1é€iv. Pro vytvofeni odolnosti je nutné inhibovat
C-termindlni doménu proteinu LiaX. K tomu dochdzi bud’ zkrdcenim C-terminalni domény
nebo mutacemi v systému LiaFSR, vedouci k nadmérné produkci proteinu LiaX do
extracelularniho prostfedi, kde jeho vazba s daptomycinem uZ neni schopné inhibovat systém
LiaFSR. Aktivovany systém je nasledné schopen svym mechanismem zajistit distribuci
fosfolipidli a tim odolnost v daptomycinu (Khan et al., 2019).

Pocate¢ni studie zjistily, ze na vzniku odolnosti k daptomycinu maji podil také mutace
v genech gdpD a cls, které maji vliv na regulaci metabolismu fosfolipidi a pravdépodobné
mohou aktivovat systém LiaFSR. Gen gdpD koduje protein s funkci glycerofosforyl diester
fosfodiesterazy a gen cls koduje protein s funkci kardiolipin syntetazy (Arias et al., 2011).
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Obrazek 3: Mechanismus vzniku odolnosti k daptomycinu u bakterii rodu Enterococcus. A) Buiky
vykazujici citlivost k daptomycinu. C-terminalni doména proteinu LiaX je lokalizovana na
cytoplazmatické membrané bakterii a inhibuje systém LiaFSR. N-terminalni doména je umisténa
v extracelularnim prostiedi buiilky a je schopna vazby antibiotika ¢i jinych 1é¢iv. Nedochazi k expresi
genu systému LiaFSR, pouze k velmi nizké expresi genti operonu /iaXYZ. V této situaci nedochazi
k remodelaci bunééné membrany. B) Bunky vykazujici odolnost k daptomycinu. C-terminalni doména
proteinu LiaX byla bud’ zkracena nebo doslo k mutacim v systému LiaFSR, které vedou k nadmérné
produkei proteinu LiaX do extracelularniho prostiedi. Systém LiaFSR jiz neni inhibovany proteinem
LiaX a miZze tak dochazet k transkripci gentl, které se podili na remodelaci bunééné membrany (pfevzato
a upraveno z Khan et al., 2019).
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7. Sifeni gent rezistence k antibiotikim

vvvvv

v nékterych ptipadech umoziuje distribuci gend rezistence i mezi riiznymi rody bakterii
(Willems et al., 2005).

Hlavnim mechanismem pfenosu gent rezistence na antibiotika je konjugace, pti které jsou
dva jedinci spolu propojeni konjugacnim aparatem. U rodu Enterococcus jsou k pienosu
z velké ¢asti vyuzivany plazmidy, které jsou ovliviiovany signalnimi feromony produkované
buiikou piijemce. Tyto plazmidy jsou piendseny s vysokou frekvenci, ale jejich nevyhodou je
omezeny rozsah hostitell. Kmeny E. faecalis velmi Casto ptrenasi plazmid pCF10 kodujici
mobilni prvek Tn925. Na transpozonu Tn925 jsou lokalizovany tet(M) geny udélujici
mikroorganismim odolnost k tetracyklinim (Hirt et al., 2005).

K distribuci genti rezistence jsou u enterokokt dale vyuzivany plazmidy rodiny pRUM
a Inc18, které jiz mohou mit velky rozsah hostitelt (Freitas et al., 2013). Geny kodujici odolnost
k antibiotiklim jsou v plazmidech lokalizované na rlznych transpozonech. Velmi casto se
nachdzi na transpozonu Tn/546 nebo Tn9/7 zrodiny Tn3. Tnl/546 nese geny vanA
rezistencniho typu a zprostiedkovava tak vysokou odolnost k vankomycinu a teikoplaninu
(Arthur et al., 1993). Tn91/7 obsahuje ermB geny odolnosti k makrolidim, streptograminim
ttidy B a linkosamidiim (Shaw & Clewell, 1985).

Sifeni genl rezistence miize byt zptisobeno také konjugativnimi transpozony, které jsou
prenaSeny nezavisle na plazmidech. Nej€astéji jsou vyuZzivany transpozony rodin
Tn916/Tni545. Tn916 nese tet(M) geny a zprosttedkovava odolnost k tetracyklinim
(Bentorcha et al., 1991), Tnl545 nese tet(M), ermB a aph(3')-Illa geny a ud¢€luje enterokokiim
odolnost k tetracyklinim, makrolid-linkosamid-streptograminiim tfidy B a kanamycinu
(Cochetti et al., 2008). Mezi dalsi konjugativni tranpozony podobné Tn916 patti napt. Tn6000,
ktery nese geny tet(S) a koduje odolnost na tetracykliny (Brouwer et al., 2010) a Tn/549, ktery

nese geny operonu vanB a zprostfedkovava odolnost k vankomycinu (Tsvetkova et al., 2010).
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8. Multirezistentni izolaty populace Enterococcus

E. faecium spolecné s E. faecalis patii k hlavnim nemocni¢nim patogeniim zpiisobujici fadu
onemocnéni. Z téchto bakterialnich kmend mohou selekci vznikat multirezistentni izolaty
odolné k vice typiim antibiotik (Raven et al., 2016; Willems et al., 2005).

Izolaty E. faecium jsou rozdélovany do dvou subpopulaci A a B, které se od sebe 1iSi mistem
vyskytu, genomem, genetickymi prvky, virulenci ¢i patogenitou. Subpopulace A je spojena
s nemocni¢nim prosttedim. Kmeny patfici do této skupiny jsou vysoce virulentni a ¢asto pienasi
geny rezistence k antibiotikiim. Subpopulace B je spojend s izolaty E. faecium nachézejici se
v gastrointestinalnim traktu jakozto bézny komenzalni mikroorganismus (Galloway-Pefa et al.,
2012). Subpopulace A je dale rozdélena na podskupiny Al, A2, které se od sebe zacaly
vzdalovat pfi zvySeném pouzivani antibiotik. Do skupiny Al patii kmeny E. faecium omezené
pouze na nemocni¢ni prostiedi a kmeny A2 skupiny jsou spojené s vyuzivanim antibiotik
v zemédélstvi. Vzajemnou rekombinaci bakterii z riznych subpopulaci mohou vznikat uplné
nové skupiny enterokoki, které nesou shodné geny rezistence k antibiotikiim (Lebreton et al.,
2013).

Nejvice rozsifené izolaty, nalezené v nemocnicnich zatizenich, patii k linii klonti ozna¢ené
jako komplex-17 E. faecium. Tato linie, dnes jiz globaln¢ rozsifena, je zodpovédna za velkou
¢ast infekci zplisobenych enterokoky. Multirezistentni kmeny komplexu-17 jsou nebezpecné
predev§im diky vysoké odolnosti k vankomycinu a ampicilinu, jakozto nejvice vyuzivana
antibiotika pii 1€cb¢ enterokokovych onemocnéni (Willems et al., 2005).

Multirezistentni linie E. faecalis, nachdzejici se také v nemocni¢nich zafizeni, jsou
rozdélovany do tfech linii L1, L2 a L3. VSechny tfi linie umoZiluji pfenos genli odolnosti
k vankomycinu, aminoglykosidiim, tetracyklinim, chloramfenikolu, trimethoprimu,

makrolidiim, linkosamidiim a streptograminiim tfidy B (Raven et al., 2016).
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9. Zaveér

Bakterie rodu Enterococcus, jedny z hlavnich nozokominalni patogennich mikroorganism,
zpisobuji zavazné enterokokové infekce. Tyto bakterie jsou vyznamnym rezervoarem gentl
rezistence k riznym antibiotikim, proto je 1é¢ba enterokokovych onemocnéni znacné omezena.
Vyvoj jejich odolnosti je spojen pievazné s rozsahlym pouzivanim antibiotik v nemocnicnich
zafizeni a také pouzivani antibiotik ¢i jinych antimikrobidlnich latek jako soucast krmiva pro
hospodarska zvifata. Po dlouhodobé expozici antibiotik jsou bakterie schopny vyvinout
odolnost ke konkrétnim latkdm. Jejich vysokd adaptabilita na nejriiznéjs$i prostfedi jim

V nemocnicCnich prostfedich pfispiva k Sifeni odolnosti casté hospitalizace pacientd,
vzajemny kontakt s infikovanymi osobami, infekce spojené s kloubnimi nédhradami, katetry
a transplantacemi.

Enterokoky vykazuji odolnost k bézné vyuzivanym antibiotikiim jako jsou betalaktamy,
glykopeptidy a aminoglykosidy. Odolnost miiZze byt vytvofena kdodovanim vlastnich
chromozomalnich gent ¢i celych signaliza¢nich drah vedouci k omezeni u¢inku antibiotik, dale
ziskanim mutaci v ur¢itych genech, a hlavné Sifenim novych rezistencnich genti horizontalnim
pfenosem. Né&které izolaty jako je napt. komplex-17 u E. faecium vykazuji odolnost k vice
druhiim antibiotik.

Odolnost k betalaktamovym antibiotikiim je u enterokokid nejcastéji zajistovana expresi
PBPs, které¢ se k antibiotikiim véazou s niz§i afinitou. Ke zvySeni miry odolnosti dochazi
pfevazné nadprodukci nizkoafinitnich PBPs nebo mutacemi v téchto proteinech. Odolnost
k vysokym hladindm aminoglykosidll je zplisobena expresi enzymi schopnych modifikovat
funkéni skupiny aminoglykosidi. Nejvice rozSifeny bifunkéni gen aph(2*“)-la-aac(6')-Ie
udéluje bakteriim rodu Enterococcus vysokou odolnost ke gentamicinu. Zavaznym problémem
je stale se zvySujici mira odolnosti enterokokli k vankomycinu, ktera je zprostfedkovana
pfevazné rezistencnimi typy vanA a vanB, jejichZ ligazy vytvaii modifikovany prekurzor
peptidoglykanu s koncovym D-alanyl-D-laktat, ke kterému se vankomycin vaze s daleko nizsi
afinitou.

Z diavodu neucinnosti béznych 1€¢iv se k 1é€bé VRE vyuzivaji novéjsi antibiotika jako je
chinupristin-dalfopristin, linezolid, tigecyklin a daptomycin. Bakterie rodu Enterococcus si
postupem casu vytvaii odolnost 1 k témto latkdm a komplikuji tak moZnost 1é€by. Odolnost
k chinupristinu a dalfopristinu zajiStuje u E. faecalis gen Isa, u E. faecium gen mrsC. Gen optrA

a mutace v genech 23S rRNA hraji dualezitou roli pfi vyvoji odolnosti k linezolidu.
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Nadprodukce gent fet(L) a tet(M) nebo mutace v genu rpsJ udéluji enterokokiim odolnost
k tigecyklinu a odolnost k daptomycinu je nejcastéji zajiStovana regulaénim systémem
LiaFSR.

Stale se zvysSujici vyskyt rezistentnich kmenii rodu Enterococcus miize byt vaznym
globalnim problémem v budoucnu. Je proto dilezité omezit pouzivani antibiotik a také
pochopit jednotlivé mechanismy vyvoje odolnosti, které by mohly pfispét k tvorbé dalsich

antimikrobialnich latek.
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