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Abstrakt

Cilem této prace je shrnout mechanismy rezistence Staphylococcus aureus k MLSg
antibiotikiim (makrolidim, linkosamidim a streptograminim typu B), které se uplatiiuji pfi
respirac¢nich infekcich u pacienti s cystickou fibrézou. Tento podminény patogen si postupné
vyvinul mnoho rozliénych strategii, jak témto antimikrobnim latkam blokujicim proteosyntézu
vzdorovat. Mezi nej¢astéjsi mechanismy rezistence patii modifikace cilového mista pisobeni MLSg
antibiotik, modifikace struktury samotného antibiotika ¢i jeho eflux z bakterialni bunky. Vedle
téchto mechanismti determinovanych pfitomnosti genti rezistence mohou mit podobny uéinek také
mutace v nékterych specifickych genech. V plicich pacientd s cystickou fibrézou vznika kvili
defektlim jejich imunitni obrany a dlouhodobé antibiotické 1é¢b¢ unikatni nika. Tu kolonizuje mimo
jiné také S. aureus, ktery se na toto prostiedi dobfe adaptoval a vyuziva navic jinych mechanismi
rezistence, jako je hypermutace ¢i konverze k trpasli¢imu fenotypu umoznujicimu intracelularni
perzistenci. MLSg antibiotika jsou vedle beta-laktamd 1ékem volby pfi respiracnich infekcich

u pacientl s cystickou fibroézou, a proto ma studium této rezistence mimofadny vyznam.

Kli¢ova slova: cysticka fibroza, rezistence, MLSg antibiotika, Staphylococcus aureus, SCV,

hypermutabilita, geny erm

Abstract

The aim of this thesis is to summarize the mechanisms of resistance of Staphylococcus aureus
to MLSg antibiotics (macrolides, lincosamides and streptogramins B type) which are used to treat
respiratory infections in cystic fibrosis patients. This pathogen evolved during time many various
strategies of resistance to these proteosynthesis inhibitors. The most common mechanisms are target
site modification, modification of the antibiotic itself or antibiotic eflux out of the bacterial cell.
Apart from these mechanisms based on acquisition of genes, a mutation of specific genes can also
result in resistance of the strain. In the lungs of CF patients, long-term antibiotic treatment together
with immune system defects result in development of a unique niche. It is colonized (besides other
bacteria) by S. aureus, which is well adapted to this environment and also uses different mechanisms
of resistance as hypermutation or switching to dwarf phenotype (small colony variants) enabling
intracellular persistence. MLSg antibiotics as well as beta-lactams are being applied as the treatment
of choice for respiratory infections in CF patients. Studying the mechanisms of MLSg resistance is

therefore of extraordinary importance.

Key words: cystic fibrosis, resistance, MLSp antibiotics, Staphylococcus aureus,

hypermutability, small colony variants, erm genes
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1. Uvod

Cysticka fibréza (CF) je geneticky podminéné autozomalné recesivni onemocnéni. Jde
o nejvice rozsifené smrtelné onemocnéni svého druhu v kavkazské populaci (frekvence 1/2500).
Ptic¢inou jsou mutace genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery lezi
na dlouhém raménku chromozomu 7 a koduje stejnojmenny protein. Mutaci tohoto genu je dnes
znamo vice nez 1500; podle jejich fenotypového projevu se déli do péti tiid (I V). Podle zavaznosti
mutace dochazi bud’ k poruse funkce CFTR proteinu (III, IV), k jeho snizené syntéze (V) nebo
k jeho uplné absenci v membrané epitelové buiky (I, II). Ve vétsin¢ piipadt je pfic¢inou tohoto
onemocnéni mutace AF508 (delece tii nukleotid, jejimz vysledkem je chybéjici fenylalanin v pozici
508) ze tridy II, zptsobujici nespravné slozeni proteinu a nasledné jeho piedCasnou degradaci
protedzami (Riordan ef al. 1989). CFTR je chloridovy kanal typu ABC pienasSece lokalizovany na
membrané epiteld. Jeho defekt (nefunkCénost ¢i sniZzena funkénost) se projevuje naruSenym
transportem iontdl v epitelialnich bunkach — dochazi k zadrzovani chloridovych iontd v bunice a tim
samocistici procesy na epitelech dychacich cest, coz je pfedpokladem pro kolonizaci bakteriemi.
Tyto bakterie pozdéji Casto zplsobuji akutni ¢i chronické respiracni infekce a jsou zasadni pro
rozvoj klinické symptomatologie pacientti s CF. Prvotni zhorSeni respiracnich funkei plic mtze vést
az k fibroze plicniho parenchymu a naslednému selhani funkce plic, coz je nejcastéjsi pricina tmrti
pacientii s CF. Patologické zmény se projevuji také v nékterych zlazach s vnéjsi sekreci (potni zlazy,
pankreas, chamovody a ZluCova soustava), ¢astym projevem CF je proto produkce potu s vyssi
koncentraci NaCl, malnutrice v disledku nedostatecné produkce travicich enzymt, neplodnost u
muzl (tzv. obstruktivni azoospermie), diabetes, cirh6za jater ¢i osteoporéza. Piestoze molekularni
podstata onemocnéni je znama, 1éCba se zatim zamétuje pouze na zmirnovani symptomut CF (hlavné
pro dychaci a travici soustavu). Pacienti se kazdodenné podrobuji inhalacim a fyzioterapii, jsou jim
podavana rizna antibiotika (i preventivn¢), mukolytika, 1éky s protizanétlivymi U¢inky a travici
enzymy. Situace v jejich plicich musi byt sledovana nékolikrat roné na pravidelnych kontrolach.
Komplikaci je nutnost vzajemné izolace téchto pacientli, nebot’ mezi nimi dochazi k pienosu
bakterialnich patogend.

Mezi nejvyznamnéjsi bakterialni ptivodce infekci respiracniho traktu u pacientt s cystickou
fibrozou vpatii Staphylococcus aureus. Je zastupcem rodu Staphylococcus, ktery zahrnuje
grampozitivni, fakultativné anaerobni, nepohyblivé a nesporulujici koky kolonizujici povrchy tél
a sliznice zvifat i Clovéka. Jeho kolonie na agaru jsou hladké bilé az Zlutavé kvuli produkci
zlatavého karotenového pigmentu (odtud pojmenovani ,aureus), pod mikroskopem se jevi jako
kulovit¢ bunky o prume€ru asi 1 pm uspofddané do hroznovitych kolonii (odtud nazev
»Staphylococcus®, z feckého ,,staphylé® = hrozen). S. aureus je rovnéz oportunnim patogenem. Jeho

patogenita je podminéna oslabenou imunitou infikovaného jedince nebo vysokou infekéni davkou
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siln¢ virulentniho kmene. Pravdépodobnost stafylokokové infekce se zvySuje také po prodélaném
chirurgickém zakroku nebo po trazu, pfi imunitni nedostatecnosti ¢i s pfitomnosti cizich téles jako
jsou napt. umélé nahrady kloubtd a chlopni, stehy nebo katetry. S. aureus mtize zpisobit akutni az
chronické hnisavé infekce od banalnich koznich zanétd az po smrtelné sepse.

S. aureus koduje ve své genové vybavé bohaté spektrum faktor virulence, od
extracelularnich enzymti a povrchovych struktur az po toxiny. K nejvyznamnéjsim faktorm
virulence patii alfa-hemolyzin (na krevnim agaru zpisobuje hemolyzu) a PVL (Panton-Valentiniv
leukocidin vyvolavajici destrukci leukocyt). S. aureus je také producentem tfady toxickych proteind
znaén¢ komplikujicich infekci, jako jsou toxin syndromu toxického Soku (TSST), enterotoxiny
(zptisobujici otravu z potravin) ¢i epidermolytické toxiny (exfoliatiny). Enzymy fibrinolyzin a
hyaluronidaza umoznuji prunik tkdnémi, infekci navic komplikuje fakt, Ze jsou stafylokoky pomérné
odolné va¢i lyzozymu a dokdzou docCasné perzistovat v makrofazich. Koduji rovnéz
plazmakoagulazu, kterd srazi fibrinogen z krevni plazmy na tuhy fibrin, posléze typicky ohranicujici
okoli stafylokokové infekce.

Antibiotika prvni volby pro 1é¢bu stafylokokovych respiracnich infekci nejen pii cystické
fibroze jsou beta-laktamy. V souCasn¢ dobé si vSak pfiblizné 90% kment S. aureus koduje
penicilindzu, coz je ¢ini odolnymi proti béznym penicilinim. Proto byly vyvinuty polosyntetické
penicilindza-rezistentni peniciliny (meticilin, oxacilin, kloxacilin, flukloxacilin), nicméné postupem
¢asu uz nejsou ani k nim vSechny stafylokoky citlivé, jako v pfipad¢ kment S. aureus rezistentnich
k meticilinu (MRSA). Srostoucim rozSifenim beta-laktamové rezistence stoupd vyznam
alternativnich antibiotik, jako jsou napt. pravé MLSg antibiotika zahrnujici makrolidy, linkosamidy
a streptogramin B. Tato antibiotika efektivné potlacuji riist vétSiny grampozitivnich bakterii, ale také
gramnegativnich kokii a intracelularnich bakterii, jako jsou chlamydie nebo rickettsie. Nékteré

(nejen) stafylokokové kmeny vykazuji ale rezistenci uz i k MLSg antibiotikim.

Cilem této prace je shrnout nejen klasické mechanismy rezistence S. aureus k MLSg
antibiotikim, ale také specialni mechanismy uplatiiujici se ve zvySené mife pravé u pacientd

s cystickou fibrozou.



2. Respiraéni infekce u pacientu s cystickou fibrézou

U zdravého cCloveka jsou horni dychaci cesty kolonizovany béZznou bakterialni komenzalni
florou, zejména zastupci ze skupiny viridujicich streptokokil a neiserii, nicméné trvale ¢i prechodné
se zde mohou vyskytovat také potencionalni bakterialni patogeni jako napft. S. aureus (Muhlebach
et al. 1999, Cabello et al. 1997). Dolni dychaci cesty zlistavaji sterilni diky nespecifické imunitni
obrang hostitele. U pacientt s CF jsou tyto imunitni mechanismy defektni, coZ umoznuje kolonizaci

bakteriemi s naslednym rizikem infekce.

2.1. Defekty imunitniho systému u pacienti s cystickou fibrézou

Mutace genu CFTR dysreguluji ve svém disledku rizné komponenty nespecifické imunitni
obrany dychacich cest pacientl s CF (viz obr. 1), a to pfedev§im kvili abnormalni viskozité
produkovaného sekretu. Nejvyraznéji je naruSena funkce tzv. mukociliarni clearance — u zdravého
jedince je neustalym aktivnim pohybem fasinek neboli cilii odstrafiovan ven z dolnich dychacich
cest sekretovany hlen spolu s mikroorganizmy, cizorodymi ¢asticemi a bunéénym detritem, zatimco
u pacientl s CF je pohyblivost fasinek ztizena vazkym hlenem (Regnis et al. 1994). Podslizni¢ni
exokrinni zlazy bézné produkujici kationtové antimikrobiadlni peptidy (tzv. CAMPs, napi. beta-
defenziny) mohou byt v misté vyusténi na povrch sliznice mechanicky omezeny v sekreci hustym
hlenem pacienti s CF; produkované peptidy jsou u nich navic inaktivovany vysokou koncentraci
soli (Smith et al. 1996, Goldman et al. 1997). SniZena je rovneéZ pohyblivost neutrofilii a makrofagi
(Matsui et al. 2005), jejichz ukolem je fagocytovat cizorodé ¢astice. Prostfedi se pro bakterie diky
viskozité sekretu mulze zménit v mikroaerofilni az anaerobni, coz vede ke sniZzené¢ produkci
reaktivnich sloucenin kysliku (ROS) neutrofily. Vysledky studii naznacuji, Ze bakterie jsou
v takovém prostfedi schopné vytvofit fenotyp odolny i proti neoxidativnimu ni¢eni bun€k
(fagocytdze) — napt. biofilm Pseudomonas aeruginosa nebo polysacharidové pouzdro S. aureus
(Cramton ef al. 2001). CFTR kanal sam o sob& navic mize fungovat jako receptor bakterii, které
jsou po navazani endocytovany epitelidlnimi bunikami a usmrceny (Pier ef al. 1997). Bézné se CFTR
podili také na acidifikaci lyzozomu a pozdnich fagozomi. U pacientti s CF je kvili naruSené funkci
CFTR v téchto vaccich alkali¢téjsi pH, coz vede k nerovnovéaze v aktivité nékterych enzymi
uplatiujicich se napt. v metabolismu membranového lipidu sfingomyelinu. Ten je bézn¢ degradovan
kyselou sfingomyelindzou na ceramid a dale kyselou ceramidadzou na sfingosin. V alkalickych
vaccich bun¢k pacientii s CF dochazi ke zvySené aktivité kyselé sfingomyelinazy, v disledku ¢ehoz
se meziprodukt ceramid akumuluje v lyzozomech epitelialnich bunék a fagolyzozomech makrofagt.
Ceramid vyvolava zvySenou produkci cytokinl (mediatord zanétu) a bunéénou smrt. Hromadici se
DNA mrtvych bunék pak jest¢ vice zahustuje sekret dychaciho epitelu a navic usnadiuje adhezi

bakterii. (Teichgréber et al. 2008).



Obr. 1: Nahote (a) je znadzornén
spravné fungujici plicni epitel
zdravého jedince. Bakterie jsou
zachyceny v hlenové  vrstve
apohybem fasinek odplaveny
ven z plic. Navic je fagocytuji
neutrofily (diferencujici z poly-
morfonuklearnich leukocytt,
PMN, dopravenych krevnim
feCisttm) a makrofagy (M®).
Dale se vimunitni obrané
angazuji kationtové antimikrobni
peptidy (CAMPs) sekretované
podslizni¢nimi zldzami i samot-
ny CFTR jakozto receptor
nekterych bakterii, jez jsou
nasledné endocytovany. Dole (b)
je naopak zndzornéna situace
v plicich pacienta s CF. Vysoka
viskozita hlenu vyvolava snizeni
pohyblivosti fasinek, zhorSenou
sekreci CAMPs a ztizenou
migraci neutrofil i makrofaga.
Vznika tak piihodné prostredi
pro mnozeni bakterii. ZvySena
produkce cytokinli navic vede
k zanétu. Pievzato z Doring and
Gulbins 2009.

2.2. Bakterialni ptivodci respirac¢nich infekci u pacienti s cystickou fibrézou

Mechanismy imunitni obrany hostitele jsou u pacienti s CF znaéné naruseny. Castymi
patogeny jsou pak v dolnich dychacich cestaich pacienti s CF bakterie, které ptvodné
asymptomaticky kolonizuji horni dychaci cesty nebo jsou bézné pfitomné ve vnéjSim prostredi. Tyto
bakterie se mohou piirozené dostat rovnéZ do dolnich dychacich cest zdravého ¢lovéka, nicméné ke
kolonizaci ani infekci nedojde diky komplexni imunitni ochrané plic. Infekce dychacich cest
pacientii s CF zacina uz v détstvi, kdy jsou béhem prvnich let zivota ¢asnymi pavodci infekci
Staphylococcus aureus (nebo MRSA) a Haemophilus influenzae (viz obr. 2). Pozdgji prevazuji
infekce zptisobené Pseudomonas aeruginosa a komplexem Burkholderia cepacia (Razvi et al. 2009,
Rosenfeld er al. 2001). Vedle téchto nejcastéji izolovanych bakteridlnich patogeni mohou plice
pacientii s CF kolonizovat a infikovat také netypicti zastupci, jako jsou Pandoraea spp.,
Ralstonia spp., Inquilinus limosus, Achromobacter xylosoxidans ¢i Stenotrophomonas maltophilia
(Emerson et al. 2010, Coenye et al. 2002).

Piesné role jednotlivych bakterialnich patogenti u pacientt s CF neni dosud uspokojiveé
objasnéna. Prestoze je 1écba Casnych bakterialnich infekci zptisobenych H. influenzae a S. aureus
v klinické praxi bézna, neexistuji jednoznacnd data potvrzujici zlepSeni plicnich funkci
a zdravotniho stavu pacientd s CF. Antibioticka 1é¢ba navic Casto selhava v eradikaci pivodci

7



téchto infekci. Kontinualni podavani antibiotik trvajici léta az desetileti navic vede ke vzniku
specifickych fenoménii v mikrobiomu plic pacientd s CF. Ptikladem je disociace bakterialni kultury
na nékolik fenotypli znama hlavné u P. aeruginosa (mukézni ¢i nemukozni fenotyp; Martin et al.
1993, Feliziani et al. 2010) nebo S. aureus (SCV neboli trpasli¢i S. aureus, Tuchscherr et al. 2010).
Mukoézni kmeny P. aeruginosa (M fenotyp) vznikaji z divodu mutace v genu mucA a jejich vyskyt
uzce souvisi s tvorbou biofilmu v dychacich cestach, ktery uz prakticky nelze ovlivnit antibiotiky.
Zavaznym patogenem chronickych infekci jsou také bakterie z komplexu B. cepacia, které mohou
vyvolat tzv. cepacia syndrom, kdy tento piivodce pronika do krevniho feci$té pacienta a zpusobuje

sepsi, ktera ¢asto vede k umrti (Hindo ef al. 2008).

Respiratory Germs by Age, 2010

80
> F. aeruginasa
-
—
S. aurgus -
60 _~
|~

40

Percent of Patients

Taiil .
20 MDR-PA
5. maltophilia
Achromobacter
0 | 1 =f cepacia compiex | '

< 2tob 6to 10 1t0l17 1810 24 2510 34 35to44 45+

Age (Years)

— P aeruginosa51.2% — MDR-PA* 9.8% — B cepaciacomplex 2.5%
— H. influenzal7.2% — S maltophilial3.8% —— Achromobacter xylosoxidans 6.2%
= 5. aureus670% — MRSAT 257%

*MDR-PA is multi-drug resistant Prendomonas aeruginosa (I aeruginosa)

EMRSA is methicillin-resistant Staphylococcus awreus (S. anreus)

Obr. 2: Graf znazorfujici zastoupeni jednotlivych bakteridlnich patogenid izolovanych od pacientl
s CF v zavislosti na v€ku pacientll. Zpocatku ptevazuje S. aureus, nicméné s vékem jeho zastoupeni v plicich
klesa a je nahrazovan P. aeruginosa. Ptevzato z Anual Report of Cystic Fibrosis Foundation 2010.

2.3. Role Staphylococcus aureus v cystické fibréoze

S. aureus se bézné vyskytuje v nose — jeho nosici tvoti okolo 30 % zdravé populace (Gorwitz
et al. 2008). Mozna i proto je jednim z prvnich bakterialnich pivodci kolonizujicich dolni dychaci
cesty pacientdl s CF (Armstrong et al. 1995). Cast&ji je izolovan od déti a dospivajicich s CF
v pocateCnich stadiich infekce a s postupujicim vékem je nahrazovan P. aeruginosa, nicméné
obvykle se v mensi mife vyskytuje také u mnoha dospélych pacientd. Pfinosy protistafylokokové
1é¢by jsou diskutabilni. Dochazi diky ni sice ke snizeni pritomnosti stafylokoki v dolnich dychacich

cestach, ale také k nartistu jejich rezistence; nékteré studie navic naznacuji, ze vysledkem této 1é¢by



je casné€jsi kolonizace (a nasledné infekce) P. aeruginosa, ktera spolecné s infekci zastupci
komplexu B. cepacia vede k chronickému zanétu zhorsujicimu plicni funkce a celkovou prognozu

pacientl (Tramper-Stranders et al. 2007, Hansen et al. 2009).

3. MLS; antibiotika a jejich piisobeni

S rostoucim rozsifenim rezistence k beta-laktamlim roste rovnéz vyznam MLSg antibiotik.
Maji podobné spektrum ucinku jako peniciliny a navic mnoho vyhod, mezi nimiZ dominuje relativné
nizka cena a pfihodnéjsi farmakokinetické vlastnosti. Jsou alternativou beta-laktamovych antibiotik,
pokud je pacient alergicky k penicilinu nebo v ptipadé, Ze 1écba témito antibiotiky prvni volby selze
— predevsim pii 1é¢bé infekce zplsobené kmenem rezistentnim k penicilinu. Kvuli ¢astému

pouzivani se vSak i k MLSg antibiotikiim postupné rozsifuje rezistence v mnoha riiznych podobach.

3.1. Struktura a spektrum tuc¢inku MLSg antibiotik

Makrolidy, linkosamidy i streptograminy jsou pfirodni produkty riznych druht streptomycet
a polosyntetické derivaty téchto produkti.

Ve struktufe makrolidd dominuje mnohocetny makrolaktonovy kruh s ketoskupinami,
hydroxylovymi vazbami a glykosidicky navazanymi neutralnimi sacharidy a/nebo aminosacharidy

(viz obr. 3). Makrolidy jsou klasifikovany
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(Ferrara et al. 1996) ¢i vyhodnégj$im farmakologickym vlastnostem vzniklych polosyntetickych
derivati — jde napft. o lepsi distribuci do tkani (azitromycin; Girard et al. 1987) ¢i vyssi stabilitu
a tim i mens$i davku 1éciva nutnou pro dosazeni antibakterialniho u¢inku (ketolidy; Hamilton-Miller
and Shah 1998).

Pomémé nedavno do praxe zavedené ketolidy (telitromycin) jsou derivaty erytromycinu —
na makrolaktonovém kruhu v pozici C3 je sacharidovy zbytek kladindza nahrazen ketoskupinou
ajsou pridany také rtizné dlouhé postranni fetézce v pozicich C11 a C12 (viz obr. 3 dole). Tyto
pridané struktury umoziuji efektivnéjsi vazbu do cilového mista v bakterialni bunce, a proto lze
ketolidy Casto Gsp€sné pouzit i tam, kde jiné starSi makrolidy uz net¢inkuji kvtli vzniklé rezistenci
(Hamilton-Miller and Shah 1998).

Pro strukturu linkosamidl je charakteristicky galaktosidovy kruh, na ktery je peptidovou
vazbou prfipojen modifikovany prolinovy zbytek (viz obr. 4). Pfirodnim linkosamidem je
linkomycin, produkovany piedevSim Streptomyces lincolnensis. Nahrazenim kysliku za chlor
v poloze 7 vznika z linkomycinu polosynteticky klindamycin (7-chloro-7-deoxy-linkomycin), ktery
ma daleko Sirsi pouziti diky vyssi acinnosti (Phillips et al. 1970).

Streptograminy typu B jsou obecné cyklické hexa- nebo hepta- depsipeptidy (tj. peptidy
s alespoii jednou esterovou vazbou namisto vazby peptidové; viz obr. 4). Pfirodnim streptograminem
je pristinamycin, jehoZ producentem je Streptomyces pristinaespiralis. V praxi se Castéji setkavame,
stejné jako u vétsiny antibiotik, s jeho polosyntetickymi derivaty — jde o dalfopristin (streptogramin
typu A) a quinupristin (streptogramin typu B). Pfi 1écbé se vtomto pfipadé obvykle pouziva
kombinace streptograminu B a A, tzv. quinupristin-dalfopristin, pro jejich synergicky ucinek
(Bouanchaud 1992) — diky odlisnosti jejich cilovych vazebnych mist vzajemné zesiluji sviyj ucinek.
Zatimco sama o sobé pusobi kazda slozka quinupristin-dalfopristinu bakteriostaticky, jejich

kombinace mtize byt pro nekteré patogeny baktericidni (Fuchs et al. 2000).

HaC— N/T\/

HO OH S
HN |
HO (o] 5 o
o Clindamycin
s cl o
b ]
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o]
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HO I
HNT o
\H\(O
NH
N/E;)/
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HaC—py s
HO OH
— HN CHa
HO ) |
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g e ; ;
g HO Lincomycin
b N
CHa

Obr. 4: Struktura linkosamidt (vlevo) a streptograminu typu B (vpravo). Pievzato z Poehlgaard and
Douthwaite 2005.
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Spektrum aktivity MLSp antibiotik zahrnuje vétSinu grampozitivnich bakterii (casto
i anaerobnich) s dirazem na patogeny infikujici dychaci cesty, kiizi a mekké tkané — zejména
stafylokoky a streptokoky (Hardy et al. 1988, Reeves et al. 1991, Jones et al. 1998), nicméné ucinné
jsou i proti nékterym gramnegativiim. Nékteré makrolidy ¢i linkosamidy (azithromycin, spiramycin,
klindamycin) mohou byt piekvapivé pouzity také pro 1écbu protozoalnich infekci zpisobenych
toxoplazmou nebo plazmodiem, protoze dokaZou casteCné inhibovat jejich proteosyntézu
zablokovanim apikoplastového (plastidového) ribozomu (Lee et al. 2011). RovnéZ se v poslednich
letech ukazuje, Ze nékteré makrolidy vykazuji mimo jiné funkci imunomodulatorii, napf.
azitromycin pro zmirnovani zanéti (Suzuki et al. 1997). Lécba quinupristin-dalfopristinem je ¢inna
1 na infekce zplsobené rezistentnimi grampozitivnimi bakteriemi jako jsou enterokoky rezistentni
k vankomycinu (VRE; Linden et al. 2001), MRSA nebo stafylokoky rezistentni k makrolidiim
a linkosamidim (Fuchs et al. 2000, Baudoux et al. 2010).

3.2. Mechanismus a¢inku MLSy antibiotik

Je patrné, Ze MLSg antibiotika jsou strukturné velmi nesouroda. I piesto je vSak spojuje stejné
cilové misto pisobeni v bakterialni bufice a stejny mechanismus u¢inku — na bakterialnim ribozomu
riznymi zpusoby blokuji proteosyntézu citlivych mikroorganismii. Obecné 1ze MLSg antibiotika

oznacit jako blokatory translace.

3.2.1. Ribozom jako cilova struktura

Prokaryotni ribozom (70S) je ve své struktufe pomérné odlisny od ribozomu eukaryotniho
(80S), coz ma velky vyznam pii 1écbé bakteridlnich infekci, nebot’ je tim umoznéno selektivni
fungovani antibiotik proti bakteriim bez ovlivnéni proteosyntézy v eukaryotické burice
makroorganismu.

Priblizn€ dvé tietiny hmotnosti bakterialniho ribozomu tvoii rRNA, zbytek potom pres 50
ribozomalnich proteind. Tyto komponenty maji schopnost samouspotadani do vysledné podoby, na
niz lze rozlisit velkou (50S) a malou (30S) podjednotku. Mald podjednotka mé afinitu k mRNA,
velka k aminoacyl-tRNA (transferovda RNA nabitd jednou z dvaceti esencialnich aminokyselin).
Hlavni strukturni a funkéni ¢asti velké podjednotky je 23S rRNA. V jeji struktuie se nachéazeji tii
dulezita vazebna mista pro aminoacyl-tRNA - A (aminoacyl-tRNA binding site), P (peptidyl binding
site), E (exit site); viz obr. 5.

Jednotlivé aminoacyl-tRNA se pohybuji ve sméru A-P-E, pii ¢emz odevzdavaji svou
aminokyselinu a ta je pfipojena ke vznikajicimu polypeptidovému fetézci (Rheinberger et al. 1981).
Klicovou roli vtomto elongacnim procesu sehrava peptidyltransferdzova oblast PTC (peptidyl
transferase center), vniz je diky vlastni enzymatické aktivit¢ ribozomu katalyzovana tvorba

peptidové vazby mezi sousednimi aminokyselinami. Na PTC navazuje ribozomalni tunel, kterym
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vznikajici polypeptid vychazi z dutiny uvnitt ribozomu do vnéjsiho prostredi cytoplazmy. DtileZitost

téchto klicovych center doklada fakt, ze se jedna o evolucné vysoce konzervované oblasti.

Ribosome —péﬂ;r'r'“'.;;11 e Obr. 5: Struktura ribozomu
Structure and Function - Ehaln a zndzornéni jeho funkce v proteosyntéze:
in Protein Synthesis {ﬂ - 1 %1% . . 9

-t A svetlve Sedé fnala podjednotka 308, svétle

i~ . Large modie velka podjednotka 50S; za sebou
—RIS?J%S&MHE ruzove, zelené a zlut€ znazornéna vazbna

mista pro tRNA — A, P, E. Ribozom

skenuje mRNA (oranzovy fetézec) od 5’

Eﬁiet AT . k3" konci =za soutasné syntézy
Ainintaoyt ".,‘* Small polypeptidového fetézce (riznobarevny

'_"_Ré':l"i'fu"!'qmﬂe fetézec, kde kazdd barva predstavuje

- jednu aminokyselinu), ktery vychazi

Figure 1 ribozomalnim tunelem. Ptevzato
z http://micro.magnet.fsu.edu/cells/riboso
R e =3’ Messenger RNA /rib html
5' Messenger RNA Nucleotide mes/ribosomes.html.
Terminus Unit Termite

3.2.2.  Specificka mista ptasobeni a charakter blokace

Hlavnim cilovym mistem inhibi¢niho uc¢inku MLSg antibiotik je piedev§im 23S rRNA
s mnoha kli¢ovymi misty pro spravny prubéh translace (viz vyse). Jejich blokaci je pozastavena
proteosyntéza, coz vede k zastaveni rustu bakterie a k jeji neschopnosti reagovat na zmény prostiedi.

Makrolaktonovy kruh makrolidi se vaze k 23S rRNA na zakladé hydrofobnich interakci
a vodikovych mustkd v mist¢ PTC a tunelu, kterym vychazi vznikajici polypeptid ven z dutiny
v ribozomu (viz obr. 6). Dulezitou roli vtéto interakci sehravaji OH skupiny monosacharidu
v poloze C5 na makrolaktonovém kruhu makrolidi a adeniny v pozici A2058 a A2059 (soucasti
domény V 23S rRNA; ¢islovani dle E. coli) — mutace nebo jiné pozménéni téchto bazi ma proto za
nasledek selhani G¢inku makrolidti (Champney and Tober 2000). Néktera makrolidova antibiotika
maji ve své struktufe takové sacharidy nebo postranni fetézce, které jim umoznuji bud’ interagovat
isjinymi bazemi lokalizovanymi hloubéji v ribozomalnim tunelu nebo pfimo inhibovat PTC
(konkrétni priklady nize).

Ketolidy se na rozdil od klasickych makrolidii vazou navic jesté k adeninu v doméné II 23S
TRNA, coz zajistuje jejich vyssi G€innost (Hansen ef al. 1999). Neptfimo se na interakci s MLSp
antibiotiky podili i ribozomalni proteiny L4 a L22 nachazejici se na vnitini sténé ribozomalniho
tunelu. Konformacni zmény ve struktufe téchto proteind hraji pravdépodobné roli pfi otevirani
a zavirani ribozomalniho tunelu (Gabashvili ef al. 2001).

Linkosamidy a streptogramin B se vazi do pfiblizné stejné ribozomalni oblasti jako

makrolidy, kli¢ova je pro n¢ rovnéz interakce s adeniny A2058/A2059 (viz obr. 7).
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Obr. 6: Kry-
stalicka struktura Casti
velké ribozomalni pod-
jednotky  a vybranych
makrolidovych anti-
biotik  (erytromycinu,
azitromycinu a telitro-
mycinu), znazornénych
v ribozomalnim tunelu.
Modie a cervené jsou
vyznaceny tyto struktury
u D50S (eubakterie
Deinococcus radio-
durans), zelené a Zluté
uH50S  (archebakterie
Haloarcula maris-
mortui). Prevzato
z www.weizmann.ac.il.

The
macrolide
binding
pocket

Néekteré makrolidy (typu erytromycinu) a streptogramin B zablokovanim zacatku tunelu
indukuji disociaci nedokonceného polypeptidu zribozomu (tzv. ,,drop-off) ve formé peptidyl-
tRNA. Délka odpadlého polypeptidového fetézce je
ruzna, zalezi na poloze, kam se konkrétni antibiotikum
k ribozomu vaze — ¢&im vic volného prostoru je
ponechano mezi PTC a blokujicim antibiotikem, tim
delsi polypeptid se stihne vytvofit, nez disociuje
(Tenson et al. 2003).

Makrolidy

makrolaktonovém kruhu (Sestnactietné spiramycin,

s mykarozou vpozici C5 na
tylosin a karbomycin) a linkosamidy blokuji kromé

tunelu i PTC a tim znemoZziuji -elongaci
syntetizovaného polypeptidového fetézce (Poulsen
et al. 2000, Hansen et al. 2002). Jejich vazebné misto
se totiz prekryva s A mistem pro piichozi aminoacyl-

tRNA.

Obr. 7: Struktura ribozomalniho tunelu

Blokace ribozomu MLSg antibiotiky je vsSak
reverzibilni, mize byt vyrusena (napf. nedostate¢nym
davkovanim antibiotika). Jde o latky bakteriostatické,
nicméné jejich G¢inky mohou byt i baktericidni (podle

pouzité davky antibiotika ¢i miry citlivosti bakterie).

13

s navazanymi antibiotiky. Ve struktufe
ribozomu jsou modfe znazornény proteiny,
Sedé¢ rRNA. Antibiotika: ¢ervené makrolid
tylosin, zluté streptogramin A dalfopristin,
fialové streptogramin B quinupristin, zelené
linkosamid klindamycin. Prevzato
z Poehlsgaard and Douthwaite 2005.



4. Rezistence k MLSg antibiotiktim u Staphylococcus aureus

Jen par let po uvedeni prvniho makrolidového antibiotika erytromycinu do klinické praxe
(v 50. letech 20. stoleti) se objevila rezistence u stafylokokti. Pfi¢inou byly geny erm, které se
postupné objevovaly i u jinych druhd rezistentnich bakterii. Zfejmé i proto zlistava tento prvotni
mechanismus MLSg rezistence dodnes tim nejrozsifenéj$im, nikoli vSak jedinym — bylo popsano
mnoho riznych zptsobtl, jak mohou stafylokoky odolavat inhibiénimu G¢inku MLSg antibiotik (viz

obr. 8).

4.1. Vznik a roz§ireni MLS; rezistence

Mechanismy MLSg rezistence maji pravdépodobné pivod v pfirodnich producentech
makrolidt, linkosamidt a streptograminti B (Arthur et al. 1987), ktefi se museli obrnit proti svym
vlastnim zbranim — tito producenti antibiotik ve své vybavé Casto kombinuji n€kolik rtznych
zpisobil obrany proti produkovanému antibiotiku, aby méli zajisténou dokonalou ochranu (Canu and
Leclercq 2009). Rezistence tedy nevznikla jako nasledek cCastého pouzivani MLSgy antibiotik,
nicméné k jejimu rozsifeni tato antibiotika znacné pfispéla, nebot’ selektuji rezistentni kmeny na
ukor citlivych. Bez selekénich tlakii zpisobenych MLSp antibiotiky by kmeny k nim rezistentni
nem¢ély zadnou vyhodu a tudiz by nebyly piednostné Siteny.

Mimotadné dulezitym v procesu Sifeni gend rezistence je horizontdlni prenos genetické
informace umoziujici pfenaset geny mezi dvéma bakteriemi, z nichZ ani jedna neni potomkem té
druhé. Prenosu rezistence napomaha také fakt, ze mnoho genti udélujicich rezistenci je lokalizovano
na pohyblivych genetickych elementech (transpozonech ¢i plazmidech), a tak se mohou snadno Sifit
horizontaln¢ v bakterialni populaci jednoho druhu, avSak i mezidruhové. Pienos probiha dokonce
imezi bakteriemi né€kterych zcela nepiibuznych rodi. Geny rezistence se tak mohou rychle
a nekontrolovateln¢ rozsitit po celém svéte.

K vys$8i mife rezistence muze prispet také fakt, ze néktera makrolidova a streptograminova
antibiotika strukturné podobna klinicky vyznamnym antibiotikim se dfive hojné pouzivala jako
rustové faktory v zivo€isné vyrob¢é — jde napt. o makrolid tylosin (strukturné podobny erytromycinu)
nebo streptogramin virginiamycin. Jejich masové pouzivani mohlo pfispét k rozsifeni MLSg
rezistence mezi zvifata a z téchto rezervoart pak také na ¢lovéka. (Thal and Zervos 1999, Luh ef al.
2000). Od roku 1999 proto v Ceské republice plati zékaz pouZivani tylosinu ¢ virginiamycinu ke
stimulaci rastu (podle V. 451/2000 Sb.), aby se predeslo piipadnému vzniku zkiizené rezistence

k antibiotikim vyznamnym v klinické praxi.

4.2. Mechanismy MLSg rezistence
Nékteré mechanismy udé€luji specifickou rezistenci jen k jednomu druhu antibiotika nebo

k antibiotikim strukturné podobnym, jiné naopak skytaji rezistenci SirSiho charakteru — napft. ke
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vSem MLSj antibiotikim (tzv. MLSg fenotyp). ZkiiZzena rezistence mezi makrolidy, linkosamidy
a streptograminy je pomérn¢ bézna, protoze (jak jiz bylo feceno) jejich vazebna mista se vzajemné
piekryvaji.

Ziska-li bakterie nové geny rezistence, dojde tim k obohaceni jeji proteinové vybavy.
Vétsinou se jedna o nové enzymy, které bud’ modifikuji cilové misto piisobeni MLSg antibiotik, jez
je k témto antimikrobnim latkam nasledné necitlivé, anebo modifikuji pfimo dané antibiotikum a tim
jej ¢ini nefunkénim (viz obr. §). Dals$i moznosti je aktivni transport antibiotika z bakterialni buiiky
diky membranovému transportéru kodovanému nové ziskanymi geny. Kromé genti rezistence se na

vzniku rezistence mohou podilet i spontanni ¢i indukované mutace.

______
—-—

antibiotikum vstupujici
.-~ do bunky

enzym inaktivujici
antibiotikum ~

enzym
- . rr

-~ modifikujici

ribozom

-
-
-

’

nukleoid (chromo'zom) \ ribozomy
plazmid

Obr. 8: Schematické znazornéni zptisobi MLSg rezistence u S. aureus. A — enzymaticka modifikace
struktury ribozomu (Cervené zndzornén ribozom, na ktery se nemtize vazat antibiotikum); B — eflux antibiotika
specidlnim transportérem; C — enzymatickd inaktivace antibiotika (Cervené znazornéno nefunkéni
antibiotikum); D — modifikace struktury ribozomu diky spontanni ¢i indukované mutaci. Upraveno podle
Maresova and Urbaskova 2006.

4.2.1.  Metylace ribozomu — geny erm

Jak jiz bylo feceno, geny erm byly prvnim objevenym mechanismem rezistence k MLSg
antibiotikiim a jsou dnes nejcast¢jsi pri¢inou MLSg rezistence u bakterii.

Produktem gent erm (erythromycin ribosome methylase) jsou metylazy, které monometyluji
¢i dimetyluji dusik v poloze 6 na adeninu v pozici A2058 nebo A2059 v 23S rRNA (Lai and
Weisblum 1971). Nasledkem této modifikace se makrolidy, linkosamidy ani streptogramin B
nemohou navazat do svého cilového mista na ribozomu a jsou tedy neuc¢inné (MLSg fenotyp). Pro

stafylokoky jsou typické geny ermA a ermC kodujici stejnojmenné metylazy (Lina et al. 1999),
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ziidka se u nich vyskytuje také gen ermB. Nékdy mize jedna bakterie vlastnit vice téchto gent,
napiiklad kombinaci ermA a ermC (Schmitz et al. 2000).
Exprese genti erm je inducibilni (divoky fenotyp) nebo konstitutivni (Murphy 1985).

4.2.1.1. Inducibilita exprese genii erm

Jsou-li geny erm exprimovany konstitutivn¢ (cMLSg), rezistence se u nositeli projevuje za
jakychkoli podminek, tj. nepotfebuje k projevu zadny induktor. ZaruCuje k¥izovou rezistenci
k makrolidiim, linkosamidiim i streptograminu B. Pfi inducibilni expresi (iMLSg) dochazi k translaci
do funkénich proteinti (metylaz) pouze v pritomnosti induktoru; Gtlum exprese v jeho nepfitomnosti
je zplsoben translacni atenuaci. Mezi silné induktory patifi makrolidy se ¢trnacti- az patnacti¢etnym
kruhem a k indukci rezistence staci malé, subterapeutické davky téchto antibiotik. V posledni dobé
se vSak jako induktory, i kdyZ o néco slabsi, ukazuji také dalsi latky ze skupiny MLSg antibiotik,
napf. telitromycin, klindamycin anebo quinupristin pro gen ermC (Bailey et al. 2008), a to v¢etné
vyvolani kiiZzové rezistence mezi témito latkami; gen ermd je takto indukovan telitromycinem
(Schmitz et al. 2002). Rezistence vznikla inducibilné nedosahuje takové S$ife jako rezistence
konstitutivni - vztahuje se nejcastéji pouze k induktoru. Po odstranéni induktoru dochazi k obnoveni
citlivosti bakteridlniho kmene, nicméné n¢kdy mize dojit vlivem mutaci ¢i napf. vmezefenim
inzer¢ni sekvence do regulacni oblasti genu (Schmitz et al. 2002) k ptetvoteni inducibilni exprese na
konstitutivni (Werckenthin and Schwarz 2000, Murphy 1985).

Pomérné Castym jevem je, Ze rezistence indukovana erytromycinem ¢ini bakterii odolnou také
ke klindamycinu a k makrolidiim se Sestnacticetnym kruhem. Bézné testovani citlivosti diskovou
difuzni metodou je vtakovém pfipadé¢ nedostaCujici, protoze kmen jevici se jako citlivy ke
klindamycinu mize vykazovat pravé inducibilni rezistenci, kterd se ale in vitro projevi jen za
souCasn¢ pritomnosti erytromycinu. Proto byl zaveden D-test (double disc-diffusion test), kdy je
klindamycinovy disk na agaru umistén blizko k disku erytromycinovému tak, aby se pfipadné zény
inhibice castecné prekryvaly. Pokud je vysledkem D-testu kruhovita inhibi¢ni zona kolem
klindamycinového disku, mize byt kmen oznacen za citlivy ke klindamycinu (viz obr. 9a). Dojde-li
ale okolo disku s klindamycinem k vytvofeni zony ve tvaru pismene D (na okraji bliz§im
k erytromycinovému disku je zona inhibice useknuta; viz obr. 9b), je to jednoznacny prikaz
inducibilni formy klindamycinové rezistence. Paklize by byla infekce takovym kmenem Ilécena
klindamycinem, nejenze by toto antibiotikum mohlo selhat, ale pod jeho vlivem by také hrozila
selekce konstitutivnich mutant (viz obr. 9¢) a tim pfechod na konstitutivni formu rezistence (Siberry
et al. 2003, Levin et al. 2004). Takto zvolena 1é¢ba by tedy byla neti¢inna a dokonce potencialné
nebezpecna. D-test tak zna¢n€ zvysuje pravdépodobnost spravného vyberu antibiotika pro uc¢innou
1écbu — v Indii bylo zjisténo, ze pfiblizné tfetina kmenti S. aureus rezistentnich k erytromycinu by
byla bez D-testu mylné oznacena jako citliva ke klindamycinu (Fiebelkorn ef al. 2003, Prabhu et al.

2011).
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Obr. 9: Testovani citlivosti S. aureus k erytromycinu (E), klindamycinu (C) nebo linkomycinu (L): (a)
kmen je citlivy k erytromycinu i klindamycinu, (b) kmen vykazuje inducibilni klindamycinovou rezistenci
diky genu erm, D-zona kolem C disku, (c) kmen vykazuje konstitutivni rezistenci diky genu erm, (d) kmen
kodujici gen /nuA inaktivujici klindamycin i linkomycin (viz nize), (¢) kmen rezistentni diky genu msr4 pro
eflux, D-zona nevznika (viz nize). Pfevzato z Canu and Leclercq 2009.

4.2.1.2. GenermC

Gen ermC lezi obvykle na malych plazmidech vyskytujicich se v bunice v mnoha kopiich. Je
to inducibilné exprimovany gen koédujici metyldzu erytromycinu, ErmC. Inducibilita je regulovana
mechanismem translacni atenuace. Vedouci sekvence se nachazi na 5’konci tohoto genu, ma 141
bazi koédujicich polypeptid o délce asi 19 aminokyselin; v této regulacni oblasti se dale nachazeji
Ctyfi segmenty s invertovanymi repeticemi (Horinouchi and Weisblum 1980; viz obr. 10). Bez
uzavieny v sekundarni struktufe vedouci sekvence zaujimajici zakladni konformaci, kdy prvni
segment interaguje s druhym a tieti segment interaguje se ¢tvrtym za vzniku vlasenek. V pritomnosti
induktoru (naptiklad erytromycinu) dojde k navazani tohoto antibiotika na ribozom, coz vyvola
pozastaveni ribozomalni translace (tzv. ,stalling” ribozomu; Vazquez-Laslop et al. 2008) v miste
vedouci sekvence pro gen ermC. Pozastaveny ribozom indukuje pfeskupeni translatované mRNA do
alternativni sekundarni struktury, ¢imz je zptistupnéno vazebné misto pro ribozom a rovn€z iniciacni
kodon genu ermC, ktery byl piedtim stabilizovan parovanim bazi ve vlasence. Ribozom tedy mtze
prisednout a syntetizovat metylazu ErmC, ktera nasledné metyluje klicové oblasti ribozomu a ¢ini jej
necitlivym k MLSg antibiotiktim.

Nékteré mutace v regulacnich oblastech genu ermC mohou vést ke zmén¢€ jeho exprese na
konstitutivni, pakliZe je struktura tohoto genu diky mutaci pfednostné uskupena do translatovatelné

podoby (Daurel et al. 2007).
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Obr. 10: Vedouci sekvence genu ermC. A: Casna faze indukce — prvni segment interaguje s druhym
segmentem, tfeti se Ctvrtym; ribozom je pozastaven pfi translaci vedouci sekvence. B: Pln¢ indukovana
exprese — interakce uz jen mezi druhym a tfetim segmentem; je odhaleno vazebné misto ribozomu a iniciacni
kodony genu pro metylazu. C: Neindukovana, stabilni struktura genu, kdy interaguje prvni se ¢tvrtym a druhy
s tfetim segmentem. Prevzato z Weisblum 1995.

K metylaci nedochazi na maturované ribozomalni podjednotce 50S, ale na jejim prekurzoru.
Erytromycin jako induktor totiZ nejenze pozastavuje proteosyntézu, ale také se vaze prave na tento
ribozomalni prekurzor a zabrafnuje tak jeho uspotadani do funkéni konformace, nasledkem ¢ehoz
dochazi k jeho degradaci ribonukledzami. Paklize vSak bakterie vlastni indukovatelny gen erm, je
prekurzor 50S s navazanym erytromycinem substratem pro metylazu a nasledna metylace vede ke

vzniku rezistence (Champney et al. 2003).

4.2.1.3. Gen ermA
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Obr. 11: Sekundarni struktura regulacni oblasti genu ermA stabilizovana diky Sesti inverovanym
repeticim. Znazornén je pouze neindukovany stav. Pfevzato z Sandler and Weisblum 1989.
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Jeji délka je 211 bazi a kdduje dva peptidy (o délce 15 a 19 aminokyselin). Druhy peptid
kédovany vedouci sekvenci genu ermA ma 13 z 19 aminokyselin shodnych s vedouci sekvenci genu
ermC. Soucasti vedouci sekvence genu ermA je navic Sest inverovanych repetic, takze jsou baze opét
translaci tohoto genu, musi dojit k pozastaveni ribozomu dvakrat. Slozitost sekundarni struktury je
ziejmé pricinou, pro¢ dochazi u genu ermd mén¢ Casto k pfechodu na konstitutivni expresi; gen

ermC je exprimovany konstitutivné ptiblizné desetkrat ¢astéji nez ermA (Daurel et al. 2007).

4.2.2. Eflux MLSg antibiotik

Dal$im mechanismem MLSg rezistence je transport antibiotika zpét do extracelularniho
prostoru (tzv. eflux) diiv, nez se stihne dostat k ribozomu. U bakterii existuje pét druhi transportnich
pump, které bud udé€luji nositelské bunice multirezistenci a jsou nejéastéji kodované
chromozomalné, nebo jsou naopak substratové specifické a umisténé typicky na plazmidu ¢i
transpozonu.

U stafylokokd se objevuji vSechny druhy efluxnich pump, nicméné¢ s MLSg antibiotiky souvisi
pouze ty z rodiny ABC (ATP-binding cassette) transportérii (Ross et al. 1990). Jde o plazmidoveé
kodované transportéry se specifickym t€¢inkem jen na néktera MLSg antibiotika, ktera jsou aktivné
vypumpovéana ven na ukor energie bunky spfaZzenim s hydrolyzou ATP. ABC transportéry maji
typicky tvar kanalu a jsou slozeny ze dvou domén nékolikrat prochézejicich cytoplazmatickou
membranou a dvou ATP-vazebnych domén lokalizovanych intracelularmé pod membranou
(Ross et al. 1995, podle Higgins 1992).

Prikladem jsou MsrA pumpy, jejichZ projevem je tzv. MSg fenotyp (rezistence k makrolidim
se Ctrnacti- a patnactiCetnym kruhem a ke streptograminu B). Gen msr4 je obvykle lokalizovany na
plazmidu. Sekvenaci bylo zji§téno, ze ma 2 ATP-vazebné domény, které propojuje dlouha Q-spojka,
nicméné v jeho struktufe chybi charakteristické domény prochazejici membranou (Ross ef al. 1990).
Proto je mozné, Ze se podili na efluxu antibiotik pouze nepfimo, ve spolupraci s nékterym
z chromozomalné koédovanych bakterialnich transportérti — tato teorie vSak zatim nebyla potvrzena
(Ross et al. 1995, Ross et al. 1996). Diive se pokladaly MsrA pumpy za typické pro stafylokoky
s Cast&j$im vyskytem u koaguldza-negativnich stafylokokt (14,6%; Lina et al. 1999) nez u S. aureus
(2,1 %; Lina et al. 1999), pozd¢ji byly vSak tyto transportéry nalezeny také u grampozitivnich
streptokokti, enterobakterii ¢i korynebakterii a dokonce i u gramnegativnich pseudomonad
(Ojo et al. 2005).

Tento typ rezistence ma prvotn¢ rovnéz inducibilni charakter, eflux je aktivovan az po
vystaveni danému antibiotiku. Molekularni mechanismus indukce zatim nebyl objasnén, ale je
mozné, ze jde opét o translacni atenuaci, kdy nékteré sekvence v regulacnich oblastech se podobaji
gentim erm (Ross et al. 1990). Induktorem efluxni rezistence mohou byt makrolidy se ¢trnacti-

a patnacti¢etnym kruhem, nicméné substratem pro efluxni pumpu MsrA je kromé téchto typi
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makrolidll i streptogramin B, ktery ale neni induktorem. Kmen tedy diky genu msr4 mutze byt
rezistentni ke streptograminu B po indukci nékterym makrolidem, napf. erytromycinem.
Linkosamidy nejsou ani induktorem ani substratem pro MsrA pumpu (Ross et al. 1989). Podobné
jako u inducibilni rezistence zapticinéné geny erm, i zde mlze pii nespravném pouziti antibiotik (ale
také napt. deleci kontrolniho regionu vedouci sekvence genu msr4; Ross 1996) dojit k selekci
konstitutivnich mutant, jejichz projevem je staly MSg fenotyp, pficemz ke klindamycinu zlstavaji
nosi¢i této rezistence citlivi. Tento fenotyp lze snadno odlisit od fenotypu inducibilni MLSg
rezistence zpusobené geny erm — opét pomoci D-testu. Pokud je pfi¢inou inducibilni rezistence eflux
antibiotika, D-zona se nikdy nevytvofi (viz obr. 9e¢). Infekci takto rezistentnim kmenem lze Gspé$né

1é¢it klindamycinem, nebot’ svou citlivost in vitro si udrzuje 1 béhem terapie in vivo.

4.2.3. Enzymaticka modifikace MLSg antibiotik

Enzymaticka modifikace determinuje rezistenci pouze vaéi strukturné velmi podobnym
antibiotikiim. Modifikaci struktury makrolidd, linkosamidti a streptograminu B je narusena jejich
aktivita. Na procesu inaktivace se mohou podilet esterazy, transferazy a hydrolazy.

Pokud jde o makrolidy, mohou byt inaktivovany esterazami, fosfotransferazami,
acetyltransferazami, hydrolazami ¢i nukleotidyltransferdzami. U grampozitivnich bakterii je vSak
tento typ rezistence k makrolidim vedle jinych mechanismi minoritni. Pfikladem mutze byt gen
mphC (macrolide 2 phosphotransferase) popsany u ne¢kolika kmeni S. aureus, kodujici transferazu
MphC. Tento enzym fosforyluje 2 hydroxylovou skupinu aminosacharidu na makrolaktonovém
kruhu makrolidt. Pro expresi genu mphC jsou zapotiebi nékteré regulacni oblasti vySe zminovaného
genu msrA, pricemz oba tyto geny lezi za sebou na plazmidu pMS97. Pfi¢ina tohoto jevu zatim
nebyla objasnéna, ale pravdépodobné je mRNA transferazy MphC nestabilni, nebo neni vlastni
promotor tohoto genu rozpoznan polymerazou (Matsuoka et al. 1998, Matsuoka et al. 2003).

Dalsim enzymem inaktivujicim makrolidy je u stafylokokd gen ereB (erythromycin esterase).
Esteraza EreB §tépi makrolaktonovy kruh makrolidi. Vyskyt tohoto genu je vSak velmi nizky, jak
naznacuji vysledky studie zkoumajici mechanismy rezistence kment z 24 evropskych nemocnic, kde
pouze u 0,6 % (5 z 851) izolati MRSA byl detekovan tento gen (Schmitz et al. 2000).

V ptipadé linkosamidt patii k nejcastéjSim modifikacim fosforylace a adenylylace. Piikladem
muze byt gen /nuAd’ (lincosamide nucleotidyltransferase) u S. aureus, diive zvany lindA’". LnuA” O-
nukleotidyltransferaza adenylyluje linkosamidy (viz obr. 12) a ty jsou potom neschopny navazat se
na sva cilova mista. Gen /nuA’ se li§i pouhymi Ctrnacti aminokyselinami od genu /nud (diive linA)
vyskytujicimu se u Staphylococcus heamolyticus (Brisson-Noél et al. 1988) a jinych konagulaza-
negativnich stafylokokd, u nichz mtze byt tento zptisob linkosamidové rezistence pomérn¢ Castym
jevem (Novotna et al. 2005). Geny [nu jsou obvykle lokalizovany na malych plazmidech

(Liithje et al. 2007) a vyskytuji se 1 u jinych bakterialnich rodi, napt. u streptokokti nebo escherichii.
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Zpusobuji u svého nositele tzv. L fenotyp, ktery se projevuje rezistenci ke vSem linkosamidiim (viz
obr. 9d); linkomycin je vSak inaktivovan u¢inngji nez klindamycin.

Streptogramin B mutze byt u stafylokokd a jinych grampozitivnich bakterii inaktivovan
produkty gent vgb (virginiamycin B lyase). Dfive se pfedpokladalo, ze Vgb enzymy jsou hydrolazy,
ale pecliva analyza ukazala, ze jde o lyazy linearizujici cyklickou strukturu streptograminu B

rozstépenim esterové vazby (Korczynska et al. 2007).
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Obr. 12: Struktura linkosamidt inaktivovanych LnuA” O-nukleotidyltransferazou kdédovanou genem
Inud’. Tento enzym piendsi adenylat na C3 linkomycinu (vpravo) a C4 klindamycinu (vlevo). Pievzato
z Brisson-Noél et al. 1988.

4.2.4. Mutace zpusobujici MLSg rezistenci

Vedle mechanismi zalozenych na genech rezistence mize k podobnym fenotypovym
projeviim bakterii dochdzet i diky pfirozenym spontannim mutacim, pokud je mutovan néktery
specificky gen (kddujici napiiklad cilovou strukturu antibiotika).

Na rezistenci u bakterii maji nejvyznamnéjsi vliv mutace bodové. Dochazi pii nich k zaméné
nukleotidl ¢i zméné jejich poradi v DNA. MiuzZe jit o zménu posunovou (posun ¢teciho ramce diky
inzerci nebo deleci jednoho ¢i vice nukleotidd) nebo substituéni (nahrazeni spravného nukleotidu
chybnym). V podstaté jde o chybu replikace, ktera nebyla rozpoznana ani opravena zadnym
z rozmanitych repara¢nich mechanismd mutované bakterialni bunky.

Mutacéni frekvence je za normalnich okolnosti velmi nizka, navic jen malokterda mutace je
pozitivni, tj. davajici mutovanému jedinci néjakou vyhodu. Proto je MLSg rezistence vznikla mutaci
obvykle vzacna. Pravdépodobnost spontanni mutace u bakterii je 10° a2 10”7 na 1 kilobazi b&hem
jednoho déleni, nicméné existuji vychylky od této hodnoty obéma sméry — v pfirod¢ lze najit jak
bakterie, které maji presnéjsi reparacni mechanismy (napt. bakterie rostouci v prostfedi s vysokou
intenzitou UV) tak i takové, které naopak mutuji daleko Castéji (tzv. hypermutatofi, kterym zvysSena
cetnost mutaci umoziuje i za cenu ztrat pfezit v neptiznivém prostiedi — viz nize).

V ptipadé stafylokoktli hraji v rezistenci roli piedev§im bodové mutace ve vySe popsanych

klicovych oblastech velké ribozomalni podjednotky (napt. v genu r#/ pro 23S rRNA). Vyhodné jsou
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tedy pro bakterii mutace v adeninu A2058 nebo A2059 z domény V 23S rRNA (jejich modifikace
zaruCuje nejvyssi miru rezistence) a v nukleotidech v jejich blizkém okoli. Navic mohou byt
mutovany nukleotidy domény II 23S rRNA nebo geny kodujici ribozomalni proteiny L4 (rplD) nebo
L22 (rplV) (Prunier et al. 2002).

To, ze se mutace projevi u béznych klinickych izolatt stafylokokl zifidkakdy, ma jasny dtvod
— gen rrl pro 23S rRNA je soucasti operonu rrn, ktery se na chromozomu stafylokokii vyskytuje
v péti az Sesti kopiich (pocet kopii je druhové specificky; Wada et al. 1993). Je-li tedy mutovan jen
jeden z operont, jeho fenotypové projevy jsou zamaskovany diky projevim ostatnich nemutovanych
kopii téhoz operonu. K tomu, aby se mutace mohla plné nebo alespon ¢astecné projevit a aby tedy
byla detekovatelna, musi dojit k mutaci ve vice operonech. Cim vic kopii genu pro 23S rRNA je
mutovano, tim vétsi je pak rezistence — a ta je velmi variabilni (podle po¢tu mutovanych kopii a typu
mutace). Diive se dokonce mélo za to, ze mutace zodpovédna za MLSg rezistenci se vyskytuje
pouze u bakterii, které nesou pouze jednu nebo dvé kopie rrn operonu — pravdépodobné proto, Ze
u nich je snadné ji detekovat.

Krom¢ mutaci v genech pro ribozomalni struktury je nutno zminit také mutace zpasobujici
preruseni nekteré¢ metabolické drahy a naslednou auxotrofii, které mohou vyustit v trpasli¢i fenotyp
s pozménénou rezistenci dané¢ho kmene k antibiotikiim; vétS§iho vyznamu dosahuji tyto mutace pfi
zvySené mutacni frekvenci u tzv. ,,hypermutatorovych* kment. Tyto dva jevy budou blize popsany
v nasledujici kapitole, nebot’ jde o mechanismy vyskytujici se ve zvySené mife pravé u pacienttl
s CF.

Mutace maji mimo jiné také schopnost pietvorit inducibilni charakter rezistence na
konstitutivni (inducibilné exprimovany gen zmutuje na konstitutivni a selekce zptisobi jeho

prevazeni v populaci).

4.3. Vyskyt MLSg rezistence v CR a ve svété

Stanovit celosvétovy vyskyt MLSg rezistence je problematické, nebot’ je velice variabilni
ivramci jedné zemé. V Ceské republice chybi vétsi studie zkoumajici vyskyt MLSy rezistence
u meticilin-citlivych kment S. aureus (MSSA). V roce 2002 byla zjistovana rezistence u 713 kment
S. aureus izolovanych z riznych klinickych materiald (pfedevS§im z hnisu a ze sputa). Mezi 653
kmeny MSSA bylo rezistentnich k erytromycinu 18,2 % z nich, zatimco mezi 60 kmeny MRSA se
vyskytovala erytromycinova rezistence téméi u 94 %. Celkova rezistence k erytromycinu u vsech
kmenti (MRSA i MSSA) ¢inila 26,8 % (Urbaskova et al. 2002).

Obsahlejsi Ceska studie MLSg rezistence se tykala MRSA (Melter et al. 2003). Predmétem
studia bylo sto kmenti MRSA izolovanych z vice nez dvaceti riiznych nemocnic v Ceské republice.
V roce 2003 byla detekovana rezistentnce k erytromycinu u 98 % analyzovanych kment (pfi¢inou
byl vzdy jeden ¢i vice genli erm), ke klindamycinu bylo rezistentnich 86 % kmenit. Celkovy vyskyt
MRSA se v Ceské republice v letech 1999 az 2001 pohyboval od 3 do 10 %.
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V roce 2001 bylo analyzovano 3051 izolatd S. aureus z 25 evropskych nemocnic (Fluit et al.
2001). U ctvrtiny izolath byla prokazana rezistence k oxacilinu (MRSA). Konstitutivni MLSg
fenotyp se vyskytoval u 88 % erytromycin-rezistentnich kmenit MRSA a u 37 % erytromycin-
rezistentnich kmeni MSSA. Vysoka rezistence MSSA k penicilinu (84,6 %) a ampicilinu (83,9 %)
naznacuje dulezitost MLSg antibiotik pfi tolik rozsifené beta-laktamové rezistenci. Z beta-laktami si
vsak zatim zachovavaji ucinnost n€které¢ novejsi preparaty, jako napt amoxicilin-klavulanat (5,2%
rezistence mezi MSSA). Co se tyka MLSg rezistence analyzovanych kmenit S. aureus, rezistentnich
k erytromycinu bylo 95,2 % MRSA a 32,5 % MSSA, rezistentnich ke klindamycinu 76,7 % MRSA
a 6,3 % MSSA a rezistentnich ke quinupristinu-dalfopristinu pouze 0,5 % MRSA a 4,7 % MSSA.
K podobnym vysledkiim dosly i jiné studie (napf. Lina ef al. 1999).

Blize byl rovné€z zkouman vyskyt erytromycinové rezistence vcetné genti zodpovédnych za
tuto rezistenci (Schmitz et al. 1999). Z 1554 izolath S. aureus (22 % MRSA) ziskanych z 20
evropskych nemocnic bylo celkem 39 % kmend erytromycin-rezistentnich. Mezi MRSA bylo 96,6
% kmeni erytromycin-rezistentnich, a to témét ve vSech pfipadech konstitutivné, zatimco mezi
MSSA pouze 33,1 % vykazovalo erytromycinovou rezistenci, konstitutivnich jen v necelé poloviné
pripadt. Citlivost MSSA k erytromycinu je tedy piiblizné dvacetkrat castéjsi nez u MRSA. U 851
erytromycin-rezistentnich kmenti S. aureus (358 MSSA, 493 MRSA) byly dale analyzovany geny
rezistence (Schmitz et al. 2000). V celém souboru byl nejcastéji pricinou rezistence gen ermA
(celkem 67%; 88 % MRSA a 38 % MSSA) pfevazné exprimovany konstitutivné, druhy nejcastéjsi
byl gen ermC (celkem 23%; 5% MRSA, 47 % MSSA). U 3% vSech kmenti byla detekovana
kombinace obou téchto genti. Naopak gen ermB byl prokazan jen u 0,6 % kmend, stejné jako ereB
(nelezeny pouze u MRSA). Gen pro efluxni pumpu msr4 nebo msrB neslo 6% vsech kmeni (a to
pouze MSSA s vyskytem 13 %). Obecné lze fici, ze ¢im vétsi podil vSech analyzovanych kmenti
tvorily za danou evropskou zemi MRSA, tim vyssi rezistence byla pro tuto zemi detekovana

(Schmitz et al. 2000).

5. Specifické mechanismy MLSy rezistence Staphylococcus aureus u pacienti

s cystickou fibrézou

Jak bylo popsano vySe, patofyziologické zmény spojené s cystickou fibrozou vytvaieji
unikatni prostfedi v plicich pacienta. Selhani nékterych slozek imunitniho systému ma za nasledek
vy$§i vnimavost hostitelskych bunék k bakteridlnim infekcim. CeloZivotni antibioticka 1é¢ba
pacientit s CF prispiva k selekci kmend, které maji vétsi Sance v takovém prostiedi prezit.
Ovliviiovat se mohou i bakterialni druhy ¢i nepfibuzné kmeny navzajem, nebot’ mezi nimi ptirozené
dochazi ke kompetici o zdroje. S. aureus je v prostiedi plic patientti s CF rezistentnéjsi (napt. viz
obr. 14) nez u zdravych jedinct, i pokud se antibiotikim brani jen b&znymi, vySe popsanymi

zpusoby rezistence. Navic ovSem vyuziva specialnich mechanisml, znamych sice i od jinych
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bakterii ¢i nespojovanych pouze s cystickou fibr6zou, nicméné vyskytujicich se u pacientti s CF ve

zvySené mife.

5.1. Trpaslici kolonie (SCV)

Mutace podminujici rezistenci se nemusi dotknout jen cilovych mist MLSg antibiotik na velké
ribozomalni podjednotce. Dojde-li k mutaci v genech pro syntézu menadionu, heminu, thiaminu
nebo tymidinu, je vysledkem specificky fenotyp bakterialnich kmeni znamy jako SCV (small
colony variants) nebo také trpasli¢i kolonie; viz obr. 13. Takovéto kmeny maji vétSinou defektni
elektron-transportni fetézec, coz se fenotypove projevuje pomalejSim ristem na rozdil od jejich

matefskych kmend, tudiz jsou pfi kultivaci o mnoho mensi (priblizné desetkrat).

Obr. 13: Nahote morfologické varianty trpasli¢ich (SCV) a normalnich (N) kment S. aureus na
Columbia agaru — Sipkou oznaceny kolonie SCV tvaru ,,fried-eggs™ (A) a droboucké kolonie zvané ,,pinpoint®
(B). Dole detail ,,fried-eggs* kolonii. Pfevzato z Kahl et al. 2003 a Melter and Radojevi¢ 2010.

Izolace SCV kmeni z klinického materidlu a rovnéz jejich kultivace je narocna, protoze
nemutované matetské ¢i kompetujici bakterialni kmeny je na agaru snadno pterostou a navic je SCV
fenotyp Casto nestabilni (v pfiznivych podminkdch mohou konvertovat zpét k nemutovanému

fenotypu). Kromé typicky drobné velikosti kolonii dochazi u SCV také kttlumu respirace
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a nékterych patogennich vlastnosti, jako je hemolyza nebo pigmentace. Ackoli jsou méné virulentni
neZ jejich mateiské kmeny (néktefi autofi dokonce navrhuji umélou indukci SCV fenotypu jako
zpusob zmirnéni stafylokokové infekce), jejich patogenita je naopak posilena zvySenou schopnosti
intracelularni perzistence v hostitelskych neprofesionadlnich fagocytech, napi. endotelialnich ¢i
epitelialnich bunkach. Zfejmé proto je podstatné sniZena jejich citlivost k antibiotikiim (viz obr. 14)
a mohou vyvolat latentni rekurentni formy infekce (Kahl ef al. 1998, Proctor et al. 1995).

V dasledku vyse uvedenych mutaci se u SCV S. aureus vyskytuje auxotrofie bud’
k menadionu, heminu, thiaminu nebo tymidinu. Nedokaze si tedy tyto latky syntetizovat a je
odkdzan na jejich extraceluldrni zdroje. Suplementace média témito latkami, ale v né€kterych
ptipadech piekvapivé také nenasycenymi mastnymi kyselinami nebo CO,, vede k reverzi na klasicky
fenotyp. SCV kolonie s nedostatecnym piijmem menadionu, heminu, thiaminu ¢i tymidinu jsou
defektni bud’ v procesech oxidacni fosforylace a elektron-transportniho fetézce, nebo v procesu
biosyntézy tymidinu. Menadion je nezbytny pro tvorbu menachinonu, akceptoru elektroni z NADH
a FADH2 v elektron transportnim fetézci, hemin hraje dulezitou roli v biosyntéze cytochromut
pfijimajicich elektrony z menachinonu a thiamin je vyzadovan pro biosyntézu menadionu. Pieruseni
elektron-transportniho fetézce redukuje elektrochemicky gradient na membrané, coz vede mimo jiné
také ke snizenému transportu antibiotik do bakteridlni buniky. Potlateni aerobniho metabolismu
S. aureus vyvolava upiednostnéni fermentacnich procesti, ¢imz je sniZzen vytézek ATP a zpomalen

rust.
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Obr. 14: Procentudlni zastoupeni kmenti S. aureus rezistentnich k riznym antibiotikim mezi 110
normalnimi izolaty (Cerng) a 24 SCV S. aureus (svétle Sed€). Kmeny izolovany od pacientii s CF. Je patrné, ze
rezistence k erytromycinu ¢i klindamycinu je u SCV kment podstatné zvySena. Pievzato z Besier et al. 2007.

Bylo prokazano, ze S.aureus je citlivy k nékterym exotoxinim, které produkuje
P. aeruginosa jako soucast mezidruhového boje s komenzalni mikroflorou. Ptikladem takového
toxinu je pyocyanin, respira¢ni inhibitor zacileny proti elektron-transportnimu fetézci stafylokok.
Subpopulace S. aureus dokaze prezit v prostfedi s timto toxinem pravé diky selekci SCV fenotypu,
kdy je cilové misto inhibi¢niho Géinku pyocyaninu defektni a nemtze byt postizeno (Bisvas et al.

2009).
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Co se tyce vyskytu, vrocni némecké studii byl normalni S. aureus detekovan v dychacich
cestach 120 z 252 pacientll s CF (48 %), zatimco SCV S. aureus jen u 20 pacientti (8 %). Pacienti
s SCV byli signifikantné starsi, v pokroc€ilej$im stadiu plicniho onemocnéni a Castéji kolonizovani
souCasn¢ také P. aeruginosa (Besier et al. 2007). V jiné studii byly normalni kmeny S. aureus
zjistény u 32 z 98 pacientli s CF (33 %), zatimco SCV S. aureus u 8 znich (8 %). Rozdily mezi
pacienty byly stejné jako v prvnim ptikladu, navic vSak jest€¢ byli pacienti s SCV cCastéji 1éCeni
kombinovanym sulfonamidovym antibiotikem kotrimoxazolem a systémovymi aminoglykosidy
(Schneider et al. 2008). Pravdépodobnost vzniku SCV S. aureus je také vyznamné zvySena
u pacientd s cizim télesem (cévka, katetr, um¢lé nahrady).

Fenotyp SCV byl prokazan u mnoha jinych bakterialnich zastupci izolovanych od pacient
s CF, jako jsou napi. H. influenzae nebo P. aeruginosa (Haussler et al. 1999, Haussler et al. 2003) ¢i

také od pacientl s jinymi onemocnénimi (Besier ef al. 2008).

5.2. Hypermutabilita

Mutace muze zasahnout geny kodujici nékteré komponenty mechanismi podilejicich se na
opravé chyb v replikaci. Tim se snizuje presnost replikace (spontanni chyby v tomto procesu jsou
mén¢ Casto opraveny) a dochazi k vyraznému zvySeni mutacni frekvence. Bakterie se stava
Hhypermutatorem®, coz je pro ni znané nakladné, nicméné ve stresovém prostfedi (napf.
mnohocetnd antibioticka terapie u pacientt s CF) muze byt diky tomu zvyhodnéna, nebot
pravdépodobnost vzniku jakékoli vyhodné mutace ud€lujici rezistenci je vyssi (Alcala-Franco et al.
2012). Mutace se v takovém pfipadé muize stat hlavnim mechanismem rychlé adaptace k prostiedi
pfi perzistentni infekci.

Obvykle jsou u S. aureus zasazeny vysoce konzervované geny mutSa mutl kodujici
komponenty systému ,,mismatch repair (MMS), ktery se u grampozitivnich bakterii vyznamné
podili na opravé chybného parovani bazi a tim rovnéz na udrzovani stability genomu (Prunier and
Leclercq 2004). Nejlepsi podminky pro vznik mutaci ve vysoké frekvenci vytvaii subterapeutické
davky antibiotika podavané po dlouhou dobu (napft. profylakticka 1é¢ba infekei pti CF), proto je
lepsi pouzit k 1é¢b¢ kombinaci dvou ¢i vice antibiotik, kdy se rezistence ke vSem z nich vytvoii jen
velmi nesnadno (Prunier et al. 2003).

Ve francouzské studii kmena S. aureus izolovanych v letech 1997-1999 byla hypermutabilita
oznacena jako pfic¢ina vyS$$i miry rezistence S. aureus k erytromycinu u pacientd s CF v porovnani se
zdravymi osobami (Prunier et al. 2003). Mutacni frekvence kmenti byla zjiStovana na zakladé
indukce mutaci pritomnosti rifampinu. Hypermutatofi byli nalezeni u 13 z 89 kmend S. aureus od
pacientii s CF (14,6 %) zatimco jen u jednoho ze 74 kment S. aureus od zdravych osob (1,4 %). Za
hypermutabilitu byly ¢asto zodpovédné riizné mutace genu mutS. Jako hypermutatoti byly oznaceny
kmeny s mutaéni frekvenci vyssi nez 107. U izolati od pacienti s CF se tato hodnota pohybovala

okolo 3,4x10°, zatimco primérma frekvence mutace S. aureus izolovanych od zdravych osob byla
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Mutation frequency

3,5x10®. Generované mutace byly vétSinou nalezeny v kli¢ovych oblastech ptisobeni MLSy
antibiotik ve 23S rRNA, ale mj. také v genech iastnicich se adheze ¢i stresové odpovédi bakterialni
bunky, coz naznacuje moznosti komplexnéjsi adaptace zkoumanych kmeni diky hypermutabilite.
Hypermutabilita by mohla byt rovnéZz ptic¢inou castéjsitho vzniku SCV S. aureus u pacientti
s CF (Besier et al. 2008). V némecké studii byly porovnavany kmeny S. aureus ze tii skupin -
s normalnim fenotypem od osob bez CF, s normalnim fenotypem od pacienti s CF a s tymidin-
dependentnim SCV fenotypem od pacienti s CF (viz obr. 15). U kmenti izolovanych od pacientl
s CF, at’ uz normalniho ¢i SCV fenotypu, byla zjisténa vyssi frekvence mutaci. Muta¢ni frekvence
upéti kmentt SCV odpovidala hypermutabilité (dle vySe uvedené definice), jejiz pfi¢inou byly
vétsinou rozlicné delece, inzerce nebo substituce v genech mutS a mutL. Rezistence k vybranym
antibiotikim v¢etné erytromycinu byla u SCV castéjsi; polovina kmenti SCV testovanych na
rezistenci k makrolidim byla navic k témto antibiotikim odolna spise diky mutacim ve 23S rRNA
nez diky gentim rezistence. ZvySena mutacni frekvence podle autort mohla hrat roli jak pfi vzniku

rezistence, tak také pfi vzniku auxotrofie k tymidinu diky riznym mutacim v genu thyA.
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Obr. 15: Nahote: Frekvence mutaci u tfi skupin kment S. aureus. Zleva: tymidin-dependentni SCV
kmeny od pacienti s CF, normalni (NCV) kmeny od pacientti s CF a NCV kmeny od pacientti bez CF. Kazdy
cerné vyznaceny bod symbolizuje primérnou mutacni frekvenci jednoho kmene z dané skupiny, bily bod je
vzdy referenéni kmen ATCC 29213 S. aureus. Signifikantné vy$s$i mutacni frekvence byla prokdzana u mnoha
kment spojenych s CF. Dole: Procentudlni zastoupeni kment S. aureus rezistentnich k riznym antibiotikim
mezi 20 normalnimi izolaty pacientd bez CF (bile), 20 normalnimi izolaty pacienti s CF (Sed€) a 20 izolaty
tymidin-dependentnich SCV  S. aureus rovnéZz od pacienti sCF (Cern€). Je patrné, ze rezistence
k erytromycinu je u SCV kmeni podstatné zvysSena. Pfevzato z Besier et al. 2008.
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Role hypermutability u bakterii vSak zatim neni zcela objasnéna. Jeji vyznam pfi vzniku
rezistence u S. aureus nékteré studie dokonce popiraji (O'Neill and Chopra 2003). Jiné studie jsou
naopak v souladu s vySe uvedenymi poznatky — velky podil ,,hypermutatorovych* kmenti byl zjistén
napt. mezi izolaty P. aeruginosa od pacienti s CF; nasledkem hypermutability byla zvySena
rezistence téchto kment, pficemz prezivaly v infikovanych pacientech po dlouhou dobu (Oliver

et al. 2000, Macia et al. 2005).
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6. Zavér

Uvedeni erytromycinu na trh vyvolalo v 50. letech minulého stoleti velké nadSeni, protoze
beta-laktamova rezistence se ¢im dal vice $ifila mezi bakteriemi diive citlivymi k peniciliniim.
Makrolidova antibiotika zacala byt masové pouzivana a neni proto divu, Ze se dnes pomérné casto
mizeme setkat s bakteridlnimi kmeny, které nejsou citlivé uz ani k témto 1é¢ivim. Prvni izolaty
S. aureus rezistentni k erytromycinu byly pfitom objeveny jen par let po jeho zavedeni na trh. Je
nutné si uvédomit, ze determinanty rezistence nejsou nové, nicméné selekéni tlaky zplsobené
zvySenym vyskytem MLSg antibiotik a jejich rezidui v prostfedi napomahaji Sifeni rezistentnich
kmend a jejich postupnému pievazeni nad citlivymi kmeny. MLSg rezistence zatim nedosahuje
zavaznosti rezistence beta-laktamové, ale i tak bychom méli byt v uzivani MLSgp antibiotik
uvazlivéjsi — pokud by rezistence vzrostla, bylo by nutné hledat nové 1éky a hrozila by selekce jesté
rezistentnéjSich kmend.

Na antibiotika bylo dlouh4 1éta po jejich objevu (ve 30. letech 19. stoleti) vefejnosti pohlizeno
jako na jakési vS§eléky jakychkoli onemocnéni. Jejich volna dostupnost v nékterych zemich umoznila
jejich zneuzivéani, coz vyvrcholilo rozsifenim bakterialni multirezistence. Tak zvana zlata éra
antibiotik je vSak uz nyni minulosti, dokonce se lze setkat soznaCenim dneska jako
»postantibiotické* éry. Lidé si zacinaji uvédomovat dopady nespravného uzivani antibiotik. Dobrou
zpravou je, ze omezenym uzivanim danych antibiotik mize dojit k opétovnému sniZeni podilu
rezistentnich kment v populaci, nebot’ tyto kmeny potom nebudou selekei tolik prosazovany. Vyssi
podil kment citlivych k beta-laktamim nebo MLSg antibiotikiim by jist¢ umoznil také snadnéjsi
1é¢bu infekcei vyvolanych S. aureus.

Kwviili naruseni imunitniho systému respiracniho traktu je u pacientti s CF nutnéd Casta a pii
chronickych infekcich az kontinuélni antibioticka 1écba. V jejich plicich se tak uplatiiuji mnohem
vetsi selekeni tlaky nez v plicich zdravych jedinct, coz v kombinaci se selhanim nékterych funkci
jejich imunitniho systému vede k vytvofeni jedine¢né mikrobidlni niky, jiz kolonizuje mimo jiné
také S. aureus. Toto prostfedi dava vzniknout ,hypermutatorovym‘ kmentim a kmentim defektnim
v elektron-transportnim fetézci Ci syntéze tymidinu (SCV). Hypermutatofi mohou generaci
nahodnych mutaci snadnéji dosahnout rezistence. Mutace zdanlivé znevyhodnujici svého nositele se
mohou v takovémto stresovém prostfedi stat vyhodnou — naptiklad umoziuji S. aureus osidlovat
epitely dychacich cest nejen na povrchu, ale ve zvySené mife také intracelularné za cenu ztraty
nékterych virulentnich vlastnosti (v piipadé SCV). Perzistence tohoto patogena pak trva Iéta az
desetileti, a tak mize zdanlivé vyléena infekce znovu propuknout a ne¢ekané ochromit pacienta.
Také diky intracelularnimu ptezivani jsou SCV S. aureus odolngjsi k rozlicnym antibiotikiim; jejich
odolnost se navic jest¢ zvySuje vlivem defektii spojenych s CF. Jsou to pfitom piedevsim antibiotika,
kterd umoziuji pacientim s CF dozivat se vy$iiho véku (primémé jiz téméi 40 let). Uinnost

antistafylokokovych antibiotik nicmén¢ zatim nebyla spolehlivé prokazana. Je mozné, Ze eradikaci
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stafylokokti z plic dochazi paradoxné ke zhorSeni stavu pacienta kvili nasledné usnadnéné infekci
P. aeruginosa, ktera mize byt fatalni. Vyzkum by se tedy mél soustiedit na objasnéni vlivu této
antistafylokokové preventivni 1écby na stav pacientl s CF, ale také na blizsi poznani mechanismu
rezistence (napf. dosud nedofeSeny mechanismus fungovani MsrA pumpy) ¢i provéfeni vlivu
hypermutability na pribeh infekce. Stafylokokiim se vénuje méné pozornosti nez P. aeruginosa
nebo B. cepacia, které jsou pii cystické fibroze vétsi hrozbou pro pacienta; S. aureus vsak
nepochybné sehrava rovnéz dulezitou roli ve vyvoji tohoto onemocnéni. Porozuméni specifickym
mechanismum rezistence S. aureus je tak klicové pro planovani dal$ich moZnosti 1é¢by pacientl

s CF, pro navrhovani novych antibiotik a pro pfipadna preventivni opatfeni zabranujici jejich Sifeni.
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