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Abstrakt:

Antibiotika jsou chemické latky produkované riznymi druhy mikroorganizmi
(bakteriemi a houbami), které potlacuji rist jinych mikroorganizmi a zabijeji je. Tyto
slouceniny jsou produkovany bakteriemi ve stacionarni fazi rtstu biosyntetickymi drahami
sekundarniho metabolizmu. Dréahy sekundarniho metabolizmu jsou na rozdil od metabolizmu
primarniho mnohem rozmanitéjsi, dokonce i v ramci téhoz druhu; jsou pfic¢inou variability
chemickych struktur i hmotnosti molekul antibiotik. Rychle vzristajici rezistence mikrobt
proti Siroké paleté antibiotik se stdva zavaznym celosvétovym problémem. Reakci na tento jev
je rozvijejici se vyvoj novych typu antibiotik metodou cilené nebo ndhodné inaktivace gent,

vedouci k vyuZiti alternativnich biochemickych drah. Jinou strategii je vyhledavani antibiotik

s novymi bunéénymi cily.

Abstract:

Antibiotics are chemical substances produced by various species of microorganisms
(bacteria, funghi) that suppress the growth of other microogranisms and may eventually
destroy them. These compounds are produced in bacteria during the stationary phase of
growth via secondary metabolic pathways that are more specialised than primary metabolism
and varies widely even among members of the same genera. The rapidly increasing resistance
of selected microbes against a large number of antibiotics has become a very serious issue
worldwide. In response to this problem, progress is being made towards the semi-rational

design of antibiotics by targeted or random inactivation of particular genes leading to



utilization of alternate biochemical pathways. Another strategy searches for new cellular

targets of antibiotics.
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2 Uvod

Antibiotika jsou chemické latky organického pivodu a rozmanitych struktur, majici
bakteriostaticky, baktericidni, cytostaticky, antiprotozodrni, antimykoticky nebo antiviroticky
ucinek. Patii tedy mezi chemoterapeutika. Jsou vyuZivana v humanni i veterinarni mediciné,
potravinarském primyslu, v zakladnim vyzkumu, jako inhibitory metabolickych pro ptipravu
selekénich médii pro molekularné-genetické experimenty a genové inzenyrstvi
¢1 v zemédelstvi.

Vétsina vSech antibioticky uéinnych latek je pfirozené produkovana bakteriemi,
mikromycetami a rostlinami. Tyto latky mohou byt poté nasledné chemicky modifikovany,
¢imz je zvySovan jejich ucinek a da se tak i1 obejit rezistence bakterie k antibiotiku
puvodnimu. Antibiotika jsou bakterialni buiikou syntetizovany béhem stacionarni faze ristu
jako sekundarni metabolity. Tyto latky neslouZzi ke konstrukei nové biomasy a jsou tvotreny
z metabolitl primarnich, kdyz jsou tyto v piebytku nebo je nelze vyuZit nejsou jiz potieba.

V dnesni dobé& je znamo pfiblizné 10000 antibiotik izolovanych z prokaryotnich



a eukaryotickych organizmi (Spizek, 1999). V klinické praxi se pak vyuziva kolem sta
ruznych antibiotik (Hejzlar, 1995; Davies, 2007). Antibiotika byla uvedena do 1é¢ebné praxe
ve Ctyficatych letech dvacatého stoleti. Prvym takto uzivanym antibiotikem byl penicilin,
coz je P-laktamové antibiotikum objevené A.Flemmingem izolované z eukaryotniho
organizmu, mikromycety, houby rodu Penicillium. Historicky druhym objevenym
antibiotikem byl bacitracin, izolovany I. M. Lockhartem v roce 1943 z Bacillus subtillis. L.A.
Waksman roku 1944 izoluje dalsi vyznamnou latku, streptomycin ze Streptomyces griseus.
V roce 1947 je A. C. Finlayem objeven chlortetracyklin a o rok pozdéji jej izoluje ze
S. aureofaciens. Tehdy je také objeven J. Ehrlichem chloramfenikol ze S. venezuelae (Spizek
1999). Roku 1952 byl objeven erytromycin, ktery je produkovan bakteriemi S. erythraeus
(Havlik, 2003).

Celosvétove rozsifenym problémem  jsou bakterie rezistentni, tedy vici ucinku
antibiotika odolné, zejména pak multirezistentni patogenni bakterie. Tyto bakterie vyvolavaji
Casto zavazné a obtizné 1éCitelné infekce.

Vyzkum pfic¢in a zplisobu Sifeni rezistence u bakterii je proto velmi dilezitym tkolem
mikrobiologli a dalSich odbornikli. J4 jsem se ve své praci zaméfil zejména na genetickou
podstatu rezistence, zplsob pfenosu gend rezistence, ptivod gend rezistence, mechanizmy

rezistence, zdroje rezistence a na nastin feSeni vniklych problém.

3 Bakterialni Rezistence k antibiotikam

Schopnost Celit nastraham prostiedi a prizpusobit se jim, je jednou ze zékladnich
schopnosti zivych organizmi, a tedy i bakterii. Bakterie jako prvni obyvatele nasSi planety
diky dlouhé evoluci, ale také velké plasticit¢ svého genomu, dokdzaly osidlit rozli¢na
stanovis§té¢ a prizptsobit se i tak extrémnim podminkam, jaké panuji napiiklad v okoli
podmotskych termélnich vyvéra. Jev rezistence k antibiotikim je také jednou z evolucnich
odpovédi na nepfiznivé podminky. Je to mechanizmus, diky kterému bakterie piekonavaji
bakteriostatické a baktericidni G¢inky antibiotik. Byt rezistentni v prostfedi s vysokou davkou
antibiotik je vlastnost uzitecna nejen z hlediska bezprostiedniho pteziti, ale také dovoluje
vyuziti zivin v nepfitomnosti kompetitort, ktefi antibiotikiim podlehli (Fajardo et al., 2009).

Jiz pted vice neZ Sedesati lety se k 1écb& onemocnéni bakteridlniho piivodu zacala
pouzivat prvni antibiotika penicilin a streptomycin(Havlik, 2003). V té dob¢ byla antibiotika

povazovana za léky, kterym si lidé podmani patogenni mikroby a infek¢ni choroby se stanou



minulosti. Tehdy jev rezistence nebyl bran Sirokou védeckou spolecnosti pfili§ v ivahu,
ackoli byly jiz pozorovany rezistentni kmeny komenzalnich 1 patogennich druhti bakterii
v laboratofi. V roce 1940 byla objevena E. coli produkujici enzym penicilinazu (Abraham

a Chain, 1940) a kratce poté byla podobna penicilinaza objevena i u Staphylococcus aureus
(Kirby 1944).

Zacatkem padesatych let se v Japonsku objevila epidemie prijmovych onemocnéni,
kterou zplsobily kmeny druhu Shigella (obr. 1) u kterych se rychle vyvinula rezistence
k poddvanym antibiotikiim. Pozdé&ji se také ukazalo, ze se rezistence u téchto bakterii
vyvinula nejen rychle a soucasné, ale také byl pozorovan pienos z rezistentnich kmeni
na kmeny senzitivni. V Sedesatych letech byly multirezistentni kmeny bakterii identifikovany,

po celém svéte, ale vyznam téchto objevil byl v t¢ dobé nepochopen (Davies 2007).

Obriazek 1. Vztah mezi rozvojem rezistence k antibiotikim u dysenterii ptsobicich izolati rodu Shigella

v Japonsku a zavedenim antimikrobialni 1é¢by mezi lety 1950 a 1965.
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V roce 1955 byl charakterizovan prvni pfipad plazmidem fizené rezistence. MDR (multidrug resistance) —

rezistence k vice typtim antibiotik. (pfevzato z Davies, 2007)

Nasledovalo obdobi rozsahlého vyuziti antibiotik nejen v humanni a veterinarni
medicing, ale i pro zemédélské ucely. To vedlo k hromadéni antibiotik v prostiedi, vyvoji

a rychlému §ifeni rezistentnich kment nejriznéjsich druht bakterii (Aminov a Mackie 2007).

Kmeny bakterii oznacované jako rezistentni, ziskaly schopnost branit se proti u¢inkiim

téchto latek a ¢ini tak Sirokou Skalou biochemickych principti:

1) Produkce enzymd, které pozméiuji nebo destruuji piislusné antibiotikum, ¢imz ho

inaktivuji.



2) Bakterie se mohou obejit bez inhibované cilové molekuly.
3) Produkce nadmérného mnozstvi cilové molekuly, diky chromozomalni mutaci

v regulacni oblasti jejiho genu a zvySeni minimalni inhibi¢ni koncentrace antibiotika.

4) Produkce enzymt modifikujicich cilovou strukturu.
5) Produkce latek, které se vazi na cilovou strukturu a brani tak navazani antibiotika.
6) Produkce bunéénych komponent, které omezuji moznost vniknuti antibiotika
do bunky.
7) Snnizeni koncentrace antibiotik v buiice pomoci aktivniho transportu téchto latek
do vnéjsiho prostiredi.
8) Rychla oprava poskozené cilové struktury.
9) Izolace antibiotika od cilové struktury.
10) Ochrana vici ucinkiim nekterych antibiotik zajisténa umisténim cilové struktury uvnitf

Gram-pozitivni bunky.

11) Tvorba biofilmi, kterd napomaha odolavat G¢inku antibiotik.
(Davies, 2007)

Dnes jsou hlavnim problémem stile se Sifici rezistentni pivodci bakteridlnich
onemocnéni, zejména multirezistentni patogenni organizmy, a nepieberné mnozZstvi
rezistentnich komenzalnich bakterii, které se vyskytuji v prostiedi i na povrchu téla
¢1 v travicim traktu lidi a zvifat. Tyto bakterie znesnadiiuji nebo zcela vylucuji a€innou 1écbu
mnoha pouzivanymi antibiotiky.

V soucasné dobé¢ jsou studovany ptedevsim pfiCiny vzniku a pfenosu rezistentnich gent.
Dale je pak studovan puvod rezistence u jednotlivych druhti bakterii a jsou hledana nova
antibiotika skytajici uc€inny nastroj v boji proti rychle se Sificim rezistentnim patogenim

¢lovéka.

4 Geneticka podstata rezistence

Rezistence u bakterii mize byt bud’ pfirozend, nebo ziskand. Pfirozena rezistence je
puvodni vlastnost, vyplyvajici z fyziologie organizmu. O ziskanou rezistenci se jedna
v ptipadé, kdy se z kmene citlivého k antibiotiku stane kmen rezistentni vlivem mutace

nebo zisku nové DNA (Hawkey, 1998).



Mutaéni udélosti vznikaji bez ohledu na pfitomnost antibiotika a postihuji chromozom
1 mimochromozomalni DNA. Takovito mutace genomu miize pfinést svému nositeli
ohromnou vyhodu oproti bakterii citlivé k antibiotiku pfitomnému v prostiedi. Diky
mobilizaci takovéto mutace mize dojit k jejimu rozsifeni na rizné bakterialni druhy.
Dalsi moznosti ziskané rezistence je tedy pienos ¢asti DNA obsahujici geny rezistence. Geny
zodpovédné za rezistenci k antibiotikiim jsou ulozeny bud’ na chromozomu,
nebo mimochromozomalng. Mezi mimochromozomalni elementy DNA schopné nést geny
pro rezistenci patii plazmidy, integrony, transpozony, genomové ostrovy a bakteriofagy.
Pienos genetické informace, a tedy i genl rezistence mezi bakteriemi je umoznén
fadou genetickych mechanizmii. Ziskavani gent rezistence z prostredi a jejich pfenos
na komenzalni i patogenni druhy bakterii se uskuteciiuje nasledujicimi zptisoby:
* Transformace holé¢ DNA, kterd zahrnuje pfirozené kompetentni stav n¢kterych bakterii
a stejné tak kompetenci vyvolanou prostiedim.
» Konjugativni pfenos pomoci mobilnich genetickych elementti (konjugativnich plazmidd,
konjugativnich transpozona a mobilizovanych plazmid.
* Transdukce.
(Aminov a Mackie, 2007)
V ptirodé vSak muize dochazet jeste¢ k dalSimu typu pienosu a sice k fiizi celych bunek
(Davies 2007)
Ptenos genti rezistence pomoci téchto obecnych genetickych mechanizmi je mozny
u ptribuznych i neptibuznych druhid bakterii. To vede k Sifeni genii jednotlivych typt

rezistence, moznosti vzniku nové, pozménéné varianty rezistence.

Konjugativni plazmidy Evoluéni odpovéd Gram-pozitivnich i Gram-negativnich
bakterii vystavenych U€inkliim antibiotik je zajiSténa pfedev$im konjugativnimi plazmidy.
Konjugativni plazmidy nesouci geny rezistence jsou ozna¢ovany jako R-plazmidy nebo

R-faktory (Meynell a Datta 1967). Geny zptisobujici rezistenci bakterie k antibiotiku, které
jsou soucasti R plazmidu, jsou neseny bud’ v¢lenénymi transpozony (Foster, 1983) nebo
integrony (obr.2). Plazmidové fizena multi-rezistence objevend v Japonsku v padesatych
letech vznikla pravé diky integronim (Davies 2007) a byla prvnim ptipadem horizontalniho
pienosu antibiotické rezistence. Konjugativni plazmidy hraji vyznamnou roli v pfenosu
genetické informace u stafylokoktt (McDonnel et al., 1983), coz je vyznamné hlavné
z hlediska Sifeni multirezistence u tohoto patogena. Konjugativni plazmidy jsou také schopné

mobilizace malych nekonjugativnich plazmida.



Transpozony Transpozony jsou mobilni genetické elementy kodujici mistné specifickou
transpozazu dovolujici mistné specifickou inzerci a excizi. Bakterialni genom obsahuje velké
mnozstvi téchto elementd, které se déli do ¢tyt skupin (Brown a Evans, 1991; Goryshin et al.
1998):

1) Inzer¢ni sekvence (IS) a kompozitni transpozony, které jsou ohraniceny IS (pt.: Tn10)

a koduji pouze jeden gen pro transpozici.

2) Komplexni transpozony s kratkymi inverznimi repeticemi na koncich (pf.: Tn3), které

pro transpozici vyzaduji dva genové produkty.
3) Transponovatelny bakteriofag (pt.: Mu)

4) Ostatni transponovatelné elementy, které nespadaji do pfedchozich skupin (pt.: Tn7)

Konjugativni transpozony  Konjugativniho pfenosu genetické informace je kromé plazmidta
schopen jesté zvlastni typ transpozont. Tyto mobilni Siroce rozsifené genetické elementy se
nazyvaji konjugativni transpozony a mezi zastupce patii napt. Tn916 (Burrus a Waldor, 2004)
Tyto genetické elementy pro svlj pienos nevyzaduji pfitomnost konjugativniho plazmidu,

a poté co jsou preneseny do bunky recipienta, tak jsou inzertovany do jeho chromozomu.

Integrony Integrony objevené v roce 1989 (Stokes a Hall, 1989) se v soucasnosti déli
do tfid podle své struktury a sekvence mistné specifické rekombindzy (integrazy Intl)
(Recchia a Hall, 1995; Hall a Collis, 1998; Hall et al., 1999; Rowe-Magnus a Mazel 2002).
Integrony jsou tradi¢nim mechanizmem, jimz ziskavaji Gram-negativni bakterie geny pro
rezistenci (Hall a Collis, 1998) Nicméné integrony se soucasné objevuji i u Gram-pozitivnich
bakterii, diky horizontdlnimu pfenosu genetické informace. Integrony nejsou schopny
horizontalniho pfenosu samostatné, ale pouze jako soucast vektoru, kterym muze byt plazmid,
bakteriofag ¢i transponovatelny element (Davies, 2007). Nejvice prostudovanou tfidou
integrond, je tiida 1 (do které patii napt.: In16, In5 a In4), jejiz zastupci se nejcastéji vyskytuji
u rezistentnich bakterii. Podle umisténi délime intergrony na mobilni integrony (MI), které
jsou soucasti transpozonu a nesou obvykle dvé az osm integrovanych genovych kazet,
a chromozomalni imtegrony (CI), které jsou ptivodni a nepohyblivé elementy nesouci az
stovky genovych kazet s ¢asto neznamou funkci (Guerin, 2009).

Geny rezistence jsou neseny na genovych kazetich (kazda nese obvykle jen jeden
gen), které se vélenuji do integronti plisobenim mistné specifické rekombinazy (integrazy

Intl) katalyzujici rekombinaci mezi attl mistem na integronu a soucasti genové kazety, ktera



se oznacuje jako 59-base element (attC) (obr.2) (Hall a Collis, 1998.; Bennet, 1999). Dulezité
také je, Ze vloZzenim genové kazety nezanika attl. To umoziuje vkladani dalSich genovych
kazet, které jsou na integronu tandemové uspotadany (obr.2). Diky tomu mohou vznikat
multirezistentni integrony. Na zédklad€ homologie integrazovych gent, které se lisi ze 45-58%
v sekvenci aminokyselin bylo definovano pét tfid multirezistentnich integronii (Rowe-Magnus
a Mazel, 2002).

Genovych kazet bylo dodnes ziskano pomoci metody PCR (Polymerase chain
reaction) 164 (Holmes et al., 2003), nicmén¢ mnohé nesou geny s neznamou funkci. Odhaleni
tohoto mnozstvi genovych kazet bylo umoznéno konstrukei PCR primert pro konzervativni
oblasti 59-be (Stokes et al., 2001) Velké mnozstvi téchto kazet nese geny zodpovidaji za
rezistenci na vétSinu dnes pouzivanych antibiotik (Hall a Collis, 1998; Mazel a Davies, 1999;
Rowe-Magnus a Mazel, 2002).

Navzdory vyznamu integronl v ziskdvani a Sifeni rezistentnich determinant, je malo
probadana dynamika a regulace ziskavani genovych kazet. Guerin et al. (2009) uvadi,
ze porovnanim sekvenci DNA nékolika oblasti ptfedchazejicich genlim pro integrazy objevili
LexA vazebny motiv pfekryvajici mozny promotor. LexA protein slouzi jako transkripéni
represor fidici tzv. SOS odpovéd, coz je systém zodpoveédny za urceni a opravu poskozené
DNA. LexA represorovy protein je odstranén pomoci autosestfihu, ktery je indukovan
pritomnosti ssDNA (jednofetézcova DNA) a fizen proteinem RecA. Prokazalo se takeé,
ze regulace integrazovych genl je striktné zavisla na SOS odpovédi a ze SOS indukce
kontroluje miru kazetové rekombinace . Proces, kterym se gen stane pohyblivou kazetou neni
doposud znam, ale ptedpoklada se, ze 59-be je pfidan jako terminator transkripce k RNA
transkriptu pfislusného genu, a poté piepsdn na DNA sekvenci pomoci hypotetické reverzni

transkriptazy (Recchia a Hall, 1995)



Obrazek 2: Strukura integronu a mechanizmus ziskavani genovych kazet (Martinez et al. 2009).
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Gen intl1 kdéduje integrazu, ktera je zodpovédna za integraci kruhové genové kazety nesouci gen pro rezistenci.
Ta je v¢lenéna diky mistné specifické rekombinaci katalizované integrazou mezi att misty na integronu

a genoveé kazeté. Takto mohou na integronu vznikat shluky genovych kazet , které jsou sestaveny v linearnim
usporadani. P- promotor pro expresi genové kazety; gac - gen pro rezistenci ke kvartérnim amonnym

slouéeninam; sull- gen pro rezistenci k sulfonamidim; orf5-otevieny ¢teci ramec s neznamou funkeci.

4.1 Puvod geni rezistence

Zdroj vSech genu rezistence v prostfedi je oznaCovan jako rezistom. Tento rezervoar
velkého mnozstvi rezistentnich bakteridlnich kmenti slouzi jako genetickd banka, ze které
mohou bakterie Cerpat informace ve formé DNA, diky riznym druhlim pfenosu gent
rezistence mezi bunikami. Tyto geny mohou z prostiedi ziskévat i nejriznéjsi bakteridlni
puvodci onemocnéni. Proto je vyzkum rezistentnich bakterii v prostredi stejné dilezity jako
vyzkum rezistentnich patogenil samotnych

V¢étSina pripadi rezistence u bakterii vznikd horizontalnim pfenosem genetické informace,
ktera koduje nastroje pro rezistenci, z kmene rezistentniho na kmen senzitivni. Pivod gent
rezistence a pribuzenské vztahy mezi nimi se snazi poodhalovat riizné fylogenetické analyzy.
Tyto retrospektivni studie pomohly identifikovat bakterie neprodukujici antibiotika, jako
zdroj Sirokého a riznorodého fondu genil pro rezistenci k antibiotikiim, ze kterého mohou byt
tyto geny preneseny do bakterii v lidskych i zvifecich ekologickych kompartmentech
(Aminov a Mackie, 2007). Tento pfenos genetické¢ informace je navic posilen selekénim
tlakem, ktery vzniké pii podavani antibiotik. Pouzivani antibiotik totiz ovliviluje nejen cilové
buiikky patogena, ale vSechny ¢leny mistni mikroflory, kultivovatelné i nekultivovatelné
bakterie (Mazel a Davies, 1999; Riesenfeld et al., 2004). Dalsim didlezitym zdrojem genti
rezistence jsou producenti antibiotik, ktefi jsou prirozenymi nositeli téchto genl v ptidnim

spoleCenstvu, a také ncktefi mutanti v tzv. ,housekeeping genes®, tedy v chromozoméalnich
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genech kodujicich cilové struktury antibiotik (Mazel a Davies, 1999) a kmeny bakterii, které
ziejmé antibiotika metabolizuji a zaroven tak jsou rezistentni vii¢i jejich a€inkiim (D’Costa et
al.,2006). Bakterie metabolizuji antibiotika si nejsou vzajemné piibuzné, ale maji ¢asto velmi
blizko k patogennim druhim a to napovidd, Ze by tento zdroj rezistence mohl stat za

rozmachem multirezistence u patogennich bakterii (Dantas et al., 2008).

4.2 Sifeni genii rezistence

Obecné se predpoklada, ze v neptitomnosti antibiotika budou mobilni geny rezistence
ztraceny a bakterie se stane opét citliva k jeho U¢inkiim, protoze tyto geny predstavuji
metabolickou zatéZz pro svého hostitele. Koselekce je nejvyznamnéj$im mechanizmem,
pomoci n¢hoz jiné geny rezistence nesené na stejném genetickém elementu zptisobuji selekci
pro kompletni mobilni geneticky element a zabrani tak vymizeni gentli rezistence na tomto
elementu (Gaze et al., 2008).

Lidstvo produkuje velké mnozstvi rozlicnych odpadnich latek, jako jsou ctyfmocné
amonné soli (QAC- quaternary ammonium compounds), které¢ jsou pro bakterie stresorem.
Rezistence k témto latkdm je kodovana geny qgac, které jsou soucasti integront prvni tiidy.
V disledku vyskytu téchto latek v prostiedi dochazi k selekénimu tlaku ve prospéch Sifeni
integronti prvni tfidy, ¢imz dochdzi ke koselekci gentl, které se nachédzi na téchto integronech
(Gaze et al., 2005) Qac geny se déli do dvou tiid. Jedna se vyskytuje pouze u stafylokoki na
jejich multirezistentnich plazmidech a je ozna¢ovana jako Major Facilitator Superfamily.

Do této skupiny patii qac A/B. Do druhé skupiny pojmenované Small Multidrug
Resistance Family patii vSechny ostatni gac geny, které¢ se vyskytuji na integronech nebo
multirezistentnich plazmidech u stafylokokd.

Dalsim diikazem koselekce je Sifeni gent rezistence vlivem pouzivani latek obsahujicich
ionty tézkych kovli. Ptikladem takovychto latek jsou ristové doplitkky pro chov prasat, které
obsahuji méd’. Jejich pouzivani selektovalo ve prospéch Sifeni plazmidu nesouciho gen pro
rezistenci vii¢i meédi (tcrB) a geny rezistence k makrolidiim a glykopeptidim mezi enterokoky

(Hasman et al., 2006).

5 Zdroje genii rezistence k antibiotikiim

Mnozstvi genli kodujicich rezistenci a jejich typt je v neklinickém prostiedi

obrovské, naproti tomu variabilita genl rezistence ziskanych horizontdlnim genovym
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pfenosem je u lidskych patogent nizka (Martinez et al., 2009) To je zplsobeno ,.efektem
zakladatele* (obr.3). Tento evolucné-biologicky princip vysvétluje, pro¢ se u patogent

vyskytuji jen ur€ité typy rezistence a jiné ne.

Obrazek 3: Efekt zakladatele a diverzita genii u patogennich bakterii (Martinez et al., 2009)
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Ptirodni prostredi (svétle Seda policka) obsahuje mnozstvi gent rezistence (pismena). Nékteré geny (fecka
pismena) nemohou byt pfeneseny do patogena (bilé policko), protoze se nevyskytuji ve stejném prostiedi nebo
nemohou byt inkorporovany do vektoru kompatibilniho s patogenem (a). Ackoliv nékolik genl rezistence
(latinska pismena) muze byt pfeneseno, jen nékteré z nich se soucasné vyskytuji u infekénich bakterii (tmavsi
Sedé policko v pfipadé b) Jestlize se selekéni tlak neméni, jsou tyto geny udrzovany a mohou se Sifit
v populaci(c) a brani vstupu ostatnich gentl, které mohou hrat podobnou roli (efekt objevitele). Kdyz se selekéni
sily zméni (napf. vyskyt nového antibiotika nalezejiciho do stejné skupiny, tmavé policko v d), tak se ptivodni

geny rezistence vyvinou ve vice ucinné varianty (bila ,,a* v (d)) s riznymi specifiky.

Mezi nejvyznamnéjSi ekosystémy, ve kterych se hromadi genetickd informace pro
rezistenci k antibiotikiim patfi ekosystém ptdni, odpadni vody a ekosystémy spojené
s ZivociSnou vyrobou. Rezistentni bakterie Zijici pfirozené v téchto ekosystémech pak mohou
bud’ samy zpusobovat infekce nebo predat geny pro rezistenci patogennim druhtim. Na tyto

aspekty rezistence k antibiotikiim se zaméiuji dalsi ekologicky orientované studie.

5.1 Pida

Pidni druhy bakterii jsou nepostradatelnou soucasti ptidniho ekosystému, ktera je
zodpovédna predevsim za rozklad odumielé zivé hmoty. V piidé se pfirozene vyskytuji
bakterialni producenti antibiotik, pfedevSim zrodu Streptomyces, ktefi jsou zdrojem
rezistence proti ucinkiim vlastnich antibiotik. V.M. d’Costa a kolektiv (2006) provedli studii
sporulujicich bakterii nalezicich do rodu Streptomyces. Vsechny nalezené kmeny, bez

vyjimky, byly multirezistentni v priméru k 7-8 pouzitym antibiotikim (obr.4 B,C)
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(ptirodniho, semisyntetického 1 syntetického ptivodu) . Mezi 480 izolaty objevili 2 kmeny
rezistentni k 15 z 21 pouzitych antibiotik (obr.4 B). Prokézali tak, ze pfitomnost antibiotik
v prostfedi podporuje ziskdvani nebo nezéavisly vyvoj vysoce specifickych rezistentnich
nastroji u pidnich sporulujicih bakterii. V posledni dobé se, ale také ukazuje, Ze hlavnim
zdrojem rezistence jsou zfejmé bakterie, které nejsou producenty antibiotik (Aminov

a Mackie, 2007). Prikladem takovychto bakterii jsou bakterie druhu Kluyvera, se kterymi je
spojovana rezistence k B-laktamovym antibiotikiim zajisténd Sirokospektrymi pB-laktamézami
CTX-M kodovanymi geny blacrxm (Canton 2009). Fylogeneticka analyza zalozena na
ptibuznosti gent rezistence k riznym antibiotikiim, kterou provedl Aminov a Mackie (2007)
odhaluje, ze pravé kmeny bakterii, které nejsou producenty antibiotik, jsou snadno
dostupnym, riiznorodym zdrojem, ze kterého jsou geny pro rezistenci piendSeny do bakterii
zijicich v lidskych a zvifecich ekologickych kompartmentech.

Krom¢ bakterii kultivovatelnych v laboratornich podminkdch mohou nést geny pro
rezistenci k antibiotikiim i bakterie nekultivovatelné, jichz se v ptirod¢ vyskytuje vétSina..
Pravé tyto bakterie jsou vyznamnym zdrojem novych genli rezistence k antibiotikiim
(Riesenfeld et al., 2004). Studium téchto geni je podminéno vytvofenim nékolika
genetickych knihoven klonovanim DNA, izolované piimo z ptidnich vzorka a vybérem klont,
které vykazuji rezistenci k antibiotikiim v E. coli. Riesenfeld et al. (2004) takto ziskali
z knihovny BAC (Bacterial artificial chromosome) 10 unikétnich kloni rezistentnich
k aminoglykosidovym antibiotikiim nebo tetracyklintim.

Vzajemna piibuznost mezi mnoha geny pro rezistenci u pudnich a klinicky izolovanych
patogennich bakterii dokumentuje, jako snadno a casto dochazi k pfenosu genetické
informace mezi obéma skupinami. Systematické studium ptadniho rezistomu, obsahujiciho
obrovské mnozstvi typi a variant riiznych genil pro rezistenci, je tak zdkladem pro pfedpoveéd’

mozného objeveni klinicky vyznamnych rezistentnich bakterii (D’Costa, 2006).
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Obrazek 4. Analyza rezistence k antibiotikiim u 480 izolatii ptidnich bakterii (D’Costa et al., 2006).
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5.2 Voda

Vodni ekosystémy mohou byt také zdrojem genli kodujicich rtizné mechanizmy
rezistence. To je zpisobeno jejich Uzkou vazbou na ostatni ekosystémy (napi. pldni).

Antibiotika pusobici selek¢ni tlak se do vodnich ekosystému dostavaji spolu s odpadni vodou

A) Schématicky diagram
dokladajici fenotypickou
denzitu a diverzitu
rezistentnich profild.
Centralni kruh 191 bodt
reprezentuje ruzné profily
rezistence, kde propojeni
linkou mezi profilem a
antibiotikem signalizuje
rezistenci.

Skala rezistence u padnich
izolatd. Kmeny byly
individualng vytfidény ze
spér na pevném
Streptomycétovém
izola¢nim médiu (SIM).
Jednotlivé byla zkoumana
odolnost vici 21
antibiotikiim v koncentraci
20 pg antibiotika na ml
média. Rezistence byla
definovana jako
reprodukovatelny riist

v pfitomnosti antibiotika.
Urovei rezistence pro
kazdé zkoumané
antibiotikum

B)

&)

z lidskych sidel (Mispagel a Gray, 2005; Segura et al., 2007) a kontaminaci povrchové

1 spodni vody v diisledku zemédélské produkce pozivajici antibiotika, jako ristovy prostiedek

(Chee-Sanford et al., 2001).

V odpadnich vodach se vyskytuji rezistentni kmeny komenzalnich a patogennich
druhti bakterii. Tyto bakterie mohou ptezit béhem procesu ¢isténi odpadnich vod, coz doklada

studie zkoumajici stabilizacni nadrze (Mispagel a Gray, 2005).
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nastrojem pro biologické ¢isténi odpadnich vod. Principem ¢isténi je autotrofni a heterotrofni
aktivita organismil. Vyznamné postaveni pii odbourdvani organickych latek maji autotrofni
organismy, produkujici kyslik potfebny pro rozkladné procesy. Rozklad organickych latek
v téchto nadrzich provadgji bakterie. Rasy uvoliuji kyslik a zp&tné vyuzivaji oxid uhligity
poskytovany heterotrofnimi organismy ¢imz dochazi k cirkulaci latek.

Autofi této studie zkoumali na laboratornim modelu ucinnost kompetitivni inhibice
patogennich bakterii. Selhani tohoto procesu pfi eliminaci rezistentniho kmene S.typhimurium
3/97, naznacuje, Ze by tento patogen mohl piezit i v pfirod¢. Rezistentni patogenni
i komenzalni bakterie, které se vyskytuji v odpadnich vodach tak mohou byt nejen zdrojem
infekci ale mohou pfedat 1 geny pro rezistenci jinym bakteriim v prostiedi. Diky pfitomnosti
antibiotik v tomto prostfedi naristd také moznost vzniku rezistence vlivem mutace a jeji
fixace, jako selekéni vyhody pro bakteridlni populaci.

Stejn¢ jako v plidnich ekosystémech se i ve vodiach mohou vyskytovat bakterie
nesouci nové geny pro rezistenci k riznym antibiotikim. Jednim z téchto organizma je
i Shewanella algae, ktera se vyskytuje ve sladké i motské vodé. Tento druh bakterie byl
identifikovan jako rezervodr fluorochinolonové rezistence zpisobené genem gnrA DalSim
rodem vodnich bakterii, které nesou pivodni geny pro rezistenci k fluorochinolontim, je rod

Vibrio, unéhoz se vyskytuji geny qnrS (Canton, 2009).

5.3 Zivoc¢iSna vyroba

Dal$im zdrojem rezistentnich kment bakterii je prostfedi spojené s zivociSnou
vyrobou. Antibiotika jsou pouzivana v zemedélstvi pro 1écbu onemocnéni, profylaxi
a v nékterych zemich i pro podporu ristu hospodaiskych zvifat. Tato antibiotika vytvareji
selekéni tlak na stievni mikrofloru chovanych zvifat a mohou se také dostat do prostedi spolu
s odpadni vodou nebo jako souc¢ast exkrementt, které jsou pouzity pii hnojeni. Stejnou cestou
se do prostiedi dostavaji i rezistentni bakterie (Chee-Sanford et al., 2001) Tito autofi
prokézali roz$ifeni osmi tfid gent kddujicich rezistenci k tetracyklinlim v odpadnich nadrzich
a podzemni vodé v okoli zafizeni pro chov prasat. Nasli tyto geny i vice nez 250 metri od
odpadnich nadrzi ve sméru toku podzemnich vod. Nalezy téchto genl u typicky ptidnich
bakterii ukazuji, Ze vektor Sifici geny rezistence k tetracyklinhm neni omezen jen na
rezistentni kmeny gastrointestindlniho pivodu (napf. Enterococcus spp.), ale mize byt

mobilizovan i do piivodni ptidni mikrobioty. Ze studie vyplyva, Ze tet geny prokazané
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v okolnim prostiedi jsou dusledkem zemédélské vyroby a jejich vyskyt ve spodni vodé muiize
byt potencidlnim zdrojem rezistence v potravnim fetézci.

Komenzalni bakterie, které osidluji travici trakt chovanych zvitat byvaji opakované
vystavovany uc¢inku antibiotik a vznikd u nich rezistence jako nutnd odpoveéd’ na selekéni tlak.
Tyto bakterie jsou zdrojem gent pro rezistenci jsou kontinualné vylu¢ovany do prostiedi
a mohou se §ifit do ostatnich ekosystémil. Mohou se na ¢lovéka pienést ptimo ¢i nepiimo
a infikovat ho nebo kolonizovat. Mnohé tyto organizmy samy jsou oportunnimi patogeny
clovéka, ale mohou také poslouzit jako zdroj rezistentnich genti, které jsou prenaseny
na ostatni bakterie vcetné¢ patogennich druhti, béhem horizontdlniho genového pienosu.
Knezevic a Petrovic, (2007) zkoumali vyskyt rezistentnich kment E. coli, pivodem
z traviciho traktu zvitat z farem (pro chov vepit, hovéziho dobytka nebo brojlert) v oblasti
s hojnym pouzivanim rtiznych antibiotik k veterinarnim uceltiim. Identifikovali 115 piipadi E.
coli
a testovali jejich citlivost na pouzivana antibiotika. Zjistili, ze 81,7% ze vSech izolovanych
bakterii E. coli je rezistentnich k tetracyklinim, 43,5% k ampicilinu a streptomycinu.
Soucasné 66,1% vSech vzorki E. coli bylo rezistentnich ke dvéma a vice antibiotikiim,

pfi¢emz bakterie pochézejici z prasat byly vSechny multirezistentni.

6 Vznik multi-rezistentnich kmenii patogennich bakterii

Multirezistence je zptisobena:
1) Plasmidem nebo konjugativnim transpozonem, koédujicim rezistenci k nékolika riznym
antibiotikiim.
2) Samostatnym genem kodujicim biochemicky mechanizmus putsobici rezistenci viici
skupiné piibuznych antibiotik (napt. aac,aph,ant spoustéjici rezistenci k aminoglykosidtm).
3) Samostatnym genem kodujicim rezistenci ke skupiné strukturné neptibuznych latek (napf.
rizné geny kodujici nespecifické efluxni pumpy).
4) Pisobenim neantibiotickych latek, jako jsou téZké kovy nebo desinficiens. Rezistence
bakterii k témto latkam je Casto kodovéana geny, které se vyskytuji na stejnych genetickych
elementech jako geny rezistence a mtize tak dochézet ke ko-selekci.
5) Mutacemi vznikajicimi na n€kolika nezavislych cilovych genech (jako u M. tuberculosis).
(Mazel a Davies, 1999)
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Geny rezistence, které se vyskytuji u patogennich bakterii pochazeji z komenzalnich
bakterii nebo bakteridlnich producentt antibiotik, ktefi se bézn¢ vyskytuji v prostredi.
K mobilizaci téchto genli dochazi vyuzitim obdobnych genetickych strategii, s kone¢nou
inzerci do genetick¢ platformy (vektoru), kterd umoziiuje UCinny pienos do druhého
organizmu. Tyto vektory, umoziuji ziskat i vice genl rezistence najednou a rozsahlé pouziti
ruznych druht antibiotik mohlo determinovat ko-selekéni procesy, které umoziuji perzistenci
téchto genli v bakteridlnich spolecenstvech (Cantén 2009). Pfikladem klinicky vyznamné
multirezistentni bakterie, pisobici tzv. nemocni¢ni infekce, je MRSA (Methicilin Rezistentni
S. aureus), VRE (Vankomycin Rezistentni Enterococcus) a multirezistentni Pseudomonas

aeruginosa. Proto je jim vénovana pozornost v nasledujicich odstavcich.

6.1 Methicilin rezistentni S. aureus (MRSA)

S. aureus je soucasti normalni lidské mikroflory, kterd se vyskytuje na sliznicich
a povrchu kiiZe. Tato bakterie je také piivodcem mnoha infekci mékkych tkani a ktize
u oslabenych jedincti a byva také ¢astym vetielcem v chirurgickych a jinych poranénich, coz
muze vést k sepsi (Livermoore, 2001). S. aureus je také znam pro svou schopnost ziskat
rezistenci (Gaze et al., 2008), byl vzdy ptekazkou pro antimikrobialni chemoterapii a dokazal
pfemoci vSechny terapeutické latky objevené za poslednich 60 let (Hiramatsu et al., 2001)
Nejvyznamnéj§imi rezistentnimy kmeny S. aureus jsou kmeny oznacované MRSA
(Methicilin Rezistentni ~ S. aureus) a vsoucasné dobé se objevujici kmeny VRSA
(Vankomycin Rezistentni S. aureus).

MRSA se poprvé objevil roku 1961 v Anglii (Eright et al., 2002) a jiz v sedmdesatych
letech zacal opakované zpusobovat nemocni¢ni infekce po celém svété (Hiramatsu et al.,
2001). Pivodni MRSA vznikl z kmene citlivého vii¢i methicilinu (Eright et al., 2002) inzerci
mobilniho genetického elementu SCC mec (Staphylococcal cassete chromosome mec), ktery
nese geny pro rezistenci k methicilinu a jinym B-laktamovym antibiotikiim, do attBs.. mista
na chromozomu pobliz replika¢niho poc¢atku (Hiramatsu et al., 2001).

SCC mec (Staphylococcal cassete chromosome mec)(obr.5) je geneticky element,
ktery je zodpovédny za rezistenci k methicilinu a ostatnim B-laktamovym antibiotikiim,
ale 1 ostatnim antibiotikiim (typ II a III). U S. aureus se vyskytuji tfi zakladni SCC mec, které
se 1i8i svou délkou, strukturou, typem ccr genii (cassette chromosome recombinase )(CCrA

a ccrB), které koduji dveé rekombindzy (A a B) zodpovédné za vélenéni SCC mec
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do chromozomu a tfidou mec kazety, ktera je jejich soucasti (Hiramatsu et al., 2001; Novick
et al., 2001; Eright et al., 2002). Genovy komplex mec koduje B-laktamovou rezistenci,
kromé né&j jsou soucasti SCC mec casto (typ Ila III) 1 integrované kopie plazmid

a transpozony, nesouci geny pro rezistenci k ostatnim antibiotikiim (Hiramatsu et al., 2001).
Ukazalo se také, ze SCC mec byl importovan do S. aureus z jinych stafylokoku, a to hned
v n¢kolika pripadech, coz naznacuje, ze je,respektive byl, jednou mobilni. U S. epidermis
SCC mec obsahuje inzertované rezistentni elementy podobné t€ém u S. aureus, je tedy
mozné, ze byl importovan cely kompozitni SCC mec nebo byly inzerce rezistentnich gent
ziskany oddélen¢ a nasledovaly horizontalni rozsifeni pfedchtidce SCC mec . SCC mec jako
nekonjugativni elementy by mohly byt pienaSeny fagové fizenou transdukci. Ackoli
transdukce byla objevena, zpravidla s velmi malou frekvenci, tak byla vzdy u rec” recipienta,
coz nemohlo byt povazovano za dikaz pohyblivosti. Pocatkem Sedesatych let se u methicilin
rezistentnich izolatl vyskytovaly mnohem mensi SCC mec nez dnes. MoZznym vysvétlenim je,
ze tyto puvodni SCC mec jsou jediné, které mohli vyhovovat fagovym hlavam, a tak mohly
byt horizontaln¢ pienaseny; soucasné ziskavani SCC mec inzercemi plazmidi a transpozont
ukazuje, Zze byly imobilizovany, diky vlastni schopnosti stiadat dalsi geny (Novick et al.,
2001).

Obriazek 5: Struktura tii typa SCC mec (Hiramatsu et al., 2001)
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U stafylokokd se vyskytuji Ctyfi tfidy mec kazet (obr.6), ale u S. aureus byly
identifikovany pouze dv¢ (tfida A a B) (Hiramatsu et al., 2001). mec kazeta se sklada
z regulacnich gent (mecl, kéduje transkripéni represorovy protein Mecl, a mecR1, kodujici
protein MecR1 pro pfenos signalu), zodpovédnych za indukovanou transkripci, a gen mecA,
ktery kodduje PBP2° (penicilin binding protein) zptisobujici rezistenci k methicilinu

a ostatnim (- laktamovym antibiotikim (Hiramatsu et al., 2001).

Obrazek 6: Cty¥i tiidy mec genovych komplexii, které se vyskytuji u Staphylococcus spp.
(Hiramatsu et al., 2001)
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TRENDS in Microbiclogy

Typ SCC mec oznacovany jako typ IV SCC mec je mnohem krat$i nez ostatni typy

a stejné jako typ I obsahuje pouze mec kazetu (tfida B) pro rezistenci k B- laktamovym
antibiotikiim. Tento typ SCC mec se vyskytuje u CA-MRSA (community-aquired MRSA).
CA-MRSA jsou celosvétoveé rozsitené geneticky odlisné kmeny, coz ukazuje, Ze se nesifily
klony CA-MRSA, ale uspésny SCC mec, ktery mohou nést ve svém genomu 1 jini
stafylokokové. Piikladem muze byt S. epidermis, u né¢hoz byva Casto nalezen typ IV SCC
mec. SCC mec tak mlze byt Siroce rozSifovan mezi zdravymi jedinci a mize dochézet
k pfeméné z komenzalniho S. aureus na MRSA (Hiramatsu et al., 2001). Neni znamo, které
druhy stafylokoka byly donory ¢tyf typit SCC mec nalezenych u MRSA. Pritomnost téchto
Ctyt typt naznacuje jejich nékolikandsobné zavedeni do MRSA a jejich pfitomnost

ve stejnych kmenech ukazuje, Ze horizontalni pfenos mec gent je u S. aureus pomérné¢ Casty

(Eright et al., 2002).
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Vroce 2003 se v Nizozemi objevil novy typ MRSA, ktery nemohl byt
popsan/charakterizovan pomoci Smal pulzni elektroforézy (PFGE) a byl oznacen NT-MRSA
(nontypable MRSA)(van Loo et al., 2007). Bylo jednozna¢né prokdzano, ze infekce
zpusobené timto typem MRSA jsou spojeny s kontaktem chovanymi zemédélskymi zviraty,
zejména prasaty a hovézim dobytkem. Na rozdil od ostatnich MRSA, kmend pienasenych
mezi lidmi a zvitaty, je vSak tento novy kmen ptivodem zviteci . NT-MRSA miize vyvolat
tézka infekéni onemocnéni, a to hlavné u lidi, ktefi pracuji na farmach, chovajich prasata
¢i skot, nebo ziji v t€sném kontaktu s témito zviraty (van Loo et al., 2007).

Pii 1é¢bé infekci zplisobenych multirezistentnimy kmeny MRSA je mnohdy nutno
pouzit Sirokou Skalu antibiotik mezi nimiz je i vankomycin, velice ucinné glykopeptidové
antibiotikum, pouzivané jako posledni moznost pifi potlaceni infekce. V roce 1996 vsak
v Japonsku Hiramatsu et al. izolovali dva MRSA kmeny se snizenou citlivosti
k vankomycinu. Vankomycin se v této zemi zacal klinicky vyuZzivat teprve od roku 1991
zatimco v jinych zemich byl dostupny jiz od roku 1956.) Tyto kmeny ozna¢ené Mu3 a Mu50
reprezentovaly dva rizné evolu¢ni stupné rezistence k vankomycinu: VRSA (Vankomycin
Rezistentni S. aureus) a heterogenni vankomycin-rezistentni S. aureus (hetero VRSA).
Populace Mu50 byla zcela rezistentni k vankomycinu v koncentraci 4 mg I"'. Populace kmene
Mu3 byla z 99% citliva, ale rezistentni ,,heterogenni* subpopulace vykazovala rizny stupen
odolnosti vii¢i koncentraci vankomycinu 4-9 mg "' . Rezistentni buiiky Mu3 odolné
ke koncentraci vankomycinu 4 mg 1" byly témé&f totozné s buitkami Mu50, a proto lze
predpokladat, ze heteroVRSA Mu3 je piedchiidcem VRSA Mu50 (Hiramatsu et al., 2001).
VRSA kmeny se v soucasnosti vyskytuji i v jinych statech. Naptiklad v USA bylo od roku
1997 do &ervna 2002 popsano osm piipadi infekei zpisobenych VRSA s MIC 8-16 mg I
(Chang et al., 2003) V &ervnu 2002 pak byl identifikovan kmen VRSA s MIC 32 mg 1"

u zeny z Michiganu. Tento plné rezistentni VRSA nesoul gen vanA pro vankomycinovou
rezistenci. Geny vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, a vanG byly popsany u vankomycin
rezistentnich enterokok, ale nikdy u klinicky izolovaného S. aureus. Gen vanA nalezeny

u VRSA pochazel pravdépodobné od vankomycin-rezistentnim Enterococcus faecalis (MIC
32 mg I'"), ktery byl izolovan spolu s VRSA nebot’ oba geny (z VRSA i VRE) méli identickou
DNA strukturu. VRSA kmen u této pacientky byl pak pfibuzny s vankomycin-citlivym
kmenem MRSA, izolovym z blizkého pfitele pacientky, ktery byl nerozeznatelny od VRSA
pomoci PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) (Chang et al., 2003). Do roku 2006 se
objevily jesté dalsi dva VRSA kmeny s geny vanA ziskanymi od enterokoka (Courvalin,
20006)

20



6.2 Vankomycin rezistentni enterokok (VRE)

Enterokokové jsou zajimavou skupinou Gramm-pozitivnich bakterii, do které patii
napi. E. faecalis a E. faecium, pusobicich tzv. nemocni¢ni infekce. Vankomycinova
rezistence u enterokokti byla poprvé popsana roku 1986 v Evropé. Evropsky VRE pochézel
ze zvitat u nichz se pouzivala glykopeptidova antibiotika k podpofte riistu (Gholizadeh
a Courvalin, 2000; Rice, 2001). To nasledné¢ vedlo k zikazu avoparcinu, antibiotika
vykazujiciho zkfiZzenou rezistenci s vankomycinem, pro zemédélské ucely. Ve stejném roce se
VRE objevil i v USA, kde se z 95% jednalo o vankomycin-rezistentniho E. faecium
vankomycinu pifi 1é¢bé prijmovych onemocnéni, asociovanych s poddvanim antibiotik,
v nemocnicnich zafizenich. Ukazalo se také, Ze neglykopeptidovéd antibiotika, predevSim
Sirokospektré cefalosporiny a antibiotika s moznou aktivitou proti anaerobnim bakteriim, jsou
spojena s nartstajicim nebezpecim kolonizace a infekce spojené s VRE (Rice, 2001).

Geny zodpovédné za rezistenci k vankomycinu byly soucéasti jednoho ze dvou
funkéné podobnych operonil oznacenych vanA a vanB (Rice, 2001). Na zakladé fenotypu
a genotypu bylo u enterokokli popsano Sest variant rezistence k vankomycinu (Courvalin
2006) z nichz pét (typy VanA, VanB, VanD , VanE a VanG) bylo ziskano od jinych druht
bakterii a jeden, typ VanC, je pivodem od pfirozené¢ vankomycin-rezistentnich enterokoku
(E. gallinarium,E. flavescens, E. casseliflavus) (Gholizadeh a Courvalin, 2000; Reynolds
a Courvalin, 2005, Courvalin 2006). Ziskané geny pro rezistenci k vankomycinu typu VanA
a VanB, které se vyskytuji u klinickych izolatd, jsou soucasti plazmidi , coz vede k jejich
celkem snadnému a rychlému S$ifeni mezi enterokoky a umoziuje to i jejich pfenos na jiné
bakteridlni druhy, napft. S. aureus (Courvalin, 2006; Moritz a Hergenrother, 2007)

Rezistence k vankomycinu je u enterokokli zplisobena pfitomnosti alternativni cesty
syntézy peptidoglykanu, ktera vede:

a) k syntéze nizko-afinitnich prekurzort, ve kterych je C-koncovy D-Ala
zbytek nahrazen D-laktatem (D-Lac), u typid VanA, VanB, VanD nebo D-
serinem (D-Ser ), u typtt VanC, VanE a VanG

b) k eliminaci prekurzori normalné produkovanych hostitelem

Procentuelni zastoupeni G-C para v genech tvoricich operony vanA a vanB (43% a 48%)
je mnohem vyssi nez jejich zastoupeni v celkové DNA E. faecalis (38%) nebo E. faecium

(39%). Znac¢ny rozdil v zastoupeni G-C parti je také mezi jednotlivymi operony
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(29-45% u vanA a 41-51% u vanB). Tato data naznacuji, Ze geny pro glykopeptidovou
rezistenci pochazeji zjinych rodid bakterii, a Ze jednotlivé genové shluky mohou byt
sestaveny z genu pochazejicich z riiznych zdroji. Za potencialni zdroj genli pro rezistenci
jsou tak oznaCovany bakteridlni producenti glykopeptidovych antibiotik (Streptomyces
toyocaensis

a Amycolaptosis orientalis), ktefi produkuji pfibuzné D-Ala:D-Lac ligazy (Gholizadeh

a Courvalin, 2000; Rice, 2001). Nicméné procento G-C part ve strukturnich genech D-Ala:D-
Lac ligdz pochazejicich z téchto producentt je vyssi (60%) nez u VanA, VanB a VanD, coz
naznacuje, ze ziskani téchto genl enterokoky neni recentni zalezitosti. Stupeit podobnosti
mezi vanE a vanC geny ukazuje, Zze ziskana rezistence typu VanE u E. faecalis mohla
vzniknout ziskdnim chromozoméalniho vanC operonu z jinych druhil pfirozené rezistentnich
enterokokil (Gholizadeh a Courvalin, 2000; Rice, 2001). Operon vanG se skladd z osmi gend,
které pravdépodobné pochazeji ze ti riznych van operont (vanD, vanC a vanE) (Reynolds

a Courvalin, 2005).

6.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je druh Gramm-negativni bakterie schopné vyvolat
nejriznéjsi infekce, zejména u pacientl s potlaCenou imunitou. Multirezistence
k nejriznéj$im druhiim antibiotik, ktera se vyskytuje Pseudomonas aeruginosa, pak snizuje
schopnost 1éCit pacienty infikované témito bakteriemi. Tyto bakterie jsou jednak pfirozené
rezistentni, diky neprostupnosti vnéj$i membrany pro nckterd antibiotika, multisubstratovym
efluxnim pumpam ¢i produkci chromozomalné kddované AmpC cephalosporindze (Bonomo
a Szabo, 2006), ale mohou ziskat geny pro rezistenci, pomoci horizontalniho pienosu
genetické informace nebo mutace (Panzig et al. , 1999; Henrichfreise et al., 2007).
V soucasnosti je tak nejveétsi hrozbou vznik a Sifeni panrezistentnich kmend, které jsou odolné
ke vSem pouzivanym antibiotikim vcetné polymyxini. Panrezistence je u téchto kment
vysledkem konvergence mechanizm mnohonasobné rezistence (Bonomo a Szabo, 2006).

Henrichfreise et al.(2007) zkoumali 22 klinicky izolovanych, klonaln¢ odlisnych
multirezistentnich kmeni, které ve ¢trnacti pfipadech vykazovali dvacetkrat vyssi Cetnost
mutaci nez u divokého typu PAO1. Takovyto fenotyp je spojovan predev§im s kmeny
P. aeruginosa zpusobujicimi chronicka plicni onemocnéni, ale poprvé v historii se podafilo

ziskat kmen, ktery nebyl izolovan v souvislosti s chronickym plicnim onemocnénim.
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Bakterie P. aeruginosa pochazeli z pacientt s cystickou fibrézou (CF) i bez CF, kteti byli
hospitalizovani na jednotkéach intenzivni péce. U deseti kmenii objevily nadmérnou produkci
Ctyt riznych multisubstratovych efluxnich mechanizmii ozna¢enych: MexAB-OprM, MexEF-
OprN, MexCD-Opr] a MexXY-OprM . Neprostupnost vnéjsi membrany vlivem ztraty OprD
kanalu bylo zaznamenéano u 18 z 22 multirezistentnich kmend. Nadmérna produkce AmpC -
laktamazy byla identifikovana u 17 izolath a modifikace ve struktuie genti pro topoizomerazu
IV, ktera je cilovou strukturou chinolonovych antibiotik, se vyskytly u 20 izolovanych kment.
Zjistili také 25 determinant riznych ziskanych genti pro rezistenci u péti kment izolovanych

z non-CF pacientl. Jednalo se zejména o geny pro rezistenci k aminoglykosidiim (tii geny pro
adenylyltransferazy (aadAl, aadA2, and aadB), tii acetyltransferazové geny [aac(6°)-1b,
aac(6°)-1b*, aacA7, a aacA8], a jeden fosfotransferazovy gen (aphAl-1AB)) a ve dvou
ptipadech o geny kodujici B-laktamazy (blapxa- a blapsg.1). VSechny tyto ziskané geny byly
soucasti integroni prvni tfidy. Pfitomnost integrond umoziiuje témto kmeniim moZnost
inzerce dalSich genovych kazet, coz by mohlo vést k jest¢ vétSimu stupni multirezistence.

Moznym vysvétlenim zisku vysoce efektivnich determinant genli pro rezistenci

u Pseudomonas aeruginosa je jeji uzky vztah k vodnimu i pidnimu prostfedi, ze kterého
muze tyto geny ziskat (Bonomo a Szabo, 2006). Ptikladem genu, pfenesené¢ho z ptidniho
prostiedi by mohl byt gen rmtA pro 16S rRNA methylazu, zptisobujici v soucasnosti vysoky

oy e

popsan u aktinomycet produkujicich aminoglykosidy (Poole, 2005).

7 Perspektivy

Jak se vyporadat s rezistentnimi bakteriemi a infekcemi, které tyto bakterie ptsobi? To
je v soucasné dobé¢ otazka globalniho vyznamu, kterou se snazi feSit mnoho védcut a 1ékatd po
celém svété. Vznik novych mechanizmu rezistence, pfenos genil pro rezistenci, a jejich
pfipadnd akumulace v celkovém genomu bakterie, umoziuje rezistentnim kmenim
patogennich bakterii odoldvat soufasnym metodam 1écby. Je proto nezbytné drastické
prehodnoceni antimikrobialni 1écby, které by vedlo k piekonani hrozby, kterou ptredstavuji
bakterie rezistentni k pouzivanym antibiotiklim. Nabizi se n€kolik moznych zplsobii feSeni
nastalé situace, jejichZz soub&zné zavedeni by mohlo prinest zadouci posun.

Jednim z nich je nalezeni novych U¢innych antibiotik piekonavajicich nejriznéjSim

zpisobem mechanizmy rezistence, které bakterie pro svou ochranu vyuzivaji, ptipadné
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vytvofeni polysynteticka antibiotika odvozena od novych ¢i jiz objevenych antibiotik.
Ptikladem nové nalezeného antibiotika, UC¢inného proti mnoha druhim bakterii je
Rhodostreptomycin, jehoz dvé formy (A a B obr. 7) byly objeveny a izolovany v roce 2008.
Toto antibiotikum bylo nalezeno u multirezistentni bakterie Rhodococcus fascians, ktera za
normalnich podminek neprodukuje Zzadné antibiotikum. Rhodostreptomycin  je
aminoglykosidové antibiotikum wginné proti G* i G~ bakteriim a diky schopnosti snaset
vysokou aciditu prostiedi je ucinné i proti H. pylori, zaroven nebyly zaznamenany negativni
ucinky na eukaryotické bunky (Kurosawa et al., 2008) Produkce tohoto antibiotika byla
vyvolana uméle, pfidanim bakterialni kultury S. padanus, producenta aktinomycinu.
Kompetice mezi obéma druhy zplisobila u rhodokoka stresovu odpovéd’ v podobé produkce
antibiotika (Kurosawa et al., 2008). Zahadou vSak zdstava pro¢ Rhodococcus zacal
produkovat antibiotikum. Jednou z teorii je, Ze pfitomnost kompetitora zptisobila u rhodokoka
,»spusténi vystrahy* a zapnuti novych geni.

Rhodococcus, ktery produkuje antibiotikum ma ,,megaplazmid® nebo velky segment DNA,
ktery obdrzel od streptomycety. Logicky tak Ize wvyvodit, Ze geny pro produkci
rhodostreptomycinu jsou neseny na plazmidu. Nicméné zatim nebyly u rhodokoka nalezeny
plazmidy, s odpovidajicimi geny. Dalsi teorii tedy je, Ze plazmid sdm slouZi jako ,, pobidka®,
ktera vyprovokuje rhodokoka k produkci antibiotika a predpoklada se tak urcity druh
interakce mezi obéma bakteridlnimi geonomy pii produkci nového antibiotika. Jestlize védci

odhali zplsob, kterym doslo k produkci tohoto antibiotika, tak by mohli pomoci manipulaci

bakterialniho genomu mnohem metodictéjSim zptisobem navrhovat nova antibiotika
(Trafton, 2008)
Obriazek 7: Chemicka struktura Rhodostreptomycini (Kurosawa et al., 2008)

Rhodostreptomycin A (1) Rhodostreptomycin B (2)
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Mimo nové objevenych antibiotik skytaji moznost klinického vyuziti proti
rezistentnim bakteriim i antibiotika diive objevend, kterd vSak dosud nebyla pouzivana
pro lékarské ucely. Prikladem muize byt antibiotikum surfaktin (obr. 8). Toto peptidové
antibiotikum, které vyvolava dezorganizaci lipidové dvojvrstvy membrany, patii do skupiny
antibiotik produkovanych druhy rodu Bacillus. Dosud nebyla k této skupiné antibiotik
ucinnych piedev§im proti bakteriim a houbam popsana rezistence. Jen u druhu Bacillus
subtilis bylo izolovano né€kolik set divokych kment, které mély potencial k produkci vice nez

dvou tuctd riznych antibiotik (Stein, 2005).
Obrazek 8: Surfaktin (Stein, 2005)

CO —L-Glu' —L-Leu’— D-Leu’

CH,
| L-Val*

CH,— (CH,).— CH

O — L-Leu’— D-Leu® —L-Asp’

Surfaktin je nejprozkoumanégj$im, non-ribozomélné produkovanym, cyklickym
lipoheptapeptidem amfipatické povahy. Tato latka je produkovana nékolika druhy rodu
Bacillus. Mezi mozné interakce surfaktinu s membranovymi strukturami patii inzerce
do lipidové dvojvrstvy, vychytavani jedno- a dvojmocnych kationil, modifikace prostupnosti
membrany, diky tvorbé kandlii a solubilizace membrany. Ptekazkou pro lékarské vyuziti
surfaktinu je vSak jeho toxicita (ma napt. hemolytické ucinky), i kdyz ta lze snizit podavanim
nizSich davek, které jsou vSak dostacujici k potlaceni rastu bakterii, ¢i drobnymi zménami
struktury, které kromé redukce toxicity mohou vést i ke zvySeni UCinnosti antibiotika
(Seidlova a Svobodova, 2008).

Vzdor faktu, Ze infekéni nemoci piedstavuji celosvétoveé hlavni pfi¢inu mortality,
mnoh¢é velké farmaceutick¢é firmy prenechaly hledani novych antibiotik malym
biofarmaceutickym spolecnostem a vyzkumnym centriim, pfedev$im z finan¢niho hlediska
(Davies 2007).

Krom¢ hledani novych uéinnych latek je dulezitd také prevence vzniku a Sifeni

rezistentnich bakterii. Dodrzovani nejriznéjSich hygienickych podminek je jednou
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z nejjednodussich cest, jak se vyvarovat Sifeni rezistentnich bakterii v nemocni¢nich
zafizenich, ale i mimo n¢.

Dals$i moZnosti prevence je spravné vyuzivani antibiotik a urfeni pravdépodobnosti
vyskytu a pfenosu genli pro rezistenci mezi jednotlivymi bakteriemi, lze tak pfedpovidat
vznik rezistence k danému antibiotiku a nebezpeci s tim spojené (Martinez et al., 2007).

Je proto nutné urcCit piivod gent rezistence a piibuzenské vztahy mezi jednotlivymi variantami
téchto genli. Nemén¢ dilezité je také pochopeni ekologickych vztahli mezi bakteriemi

Paralelni cestou k hledani novych antibiotik je konstrukce u¢innych vakcin, které by byly
preventivnim ndastrojem pro potlaceni nemoci bakteridlniho ptivodu. Imunizace je velmi
u¢innym preventivnim nastrojem pro kontrolu nékterych infekénich chorob, ktery se
v minulosti jiz nc¢kolikrat osvédcCil a pfispél ke zlepSeni zdravotni situace po celém svéte.
Imunizace miize byt pasivni nebo aktivni. V prvnim piipadé¢ se jednd o pasivni ochranu
piijemce diky podéani séra obsahujiciho protilatky nebo senzibilizované buiiky imunitniho
systému. V ptipad¢ aktivni imunizace dochédzi k podani vakciny, kterd u pfijemce vyvola
imunitni odpovéd’. Existuji tfi zakladni typy vakcin:

a) vakciny obsahujici inaktivované produkty bakteridlni bunky

b) vakciny tvofené usmrcenymi buiikami bakterii

c) vakciny z zivych oslabenych bakterii

Mnohd onemocnéni zplisobend rezistentnimi bakteriemi (napi.: TBC, cholera, stfevni
infekce) maji diky nadmérnému pouzivani antibiotik pandemicky charakter, a proto by
praktickym feSenim této situace byla produkce G¢innych vakcin. Konstrukce novych vakcin
proti extraceluldrnim i intraceluldrnim patogentim vyzaduje hodn¢ vyzkumu, a az na vyjimky
(jako napft.: hepatitis-B vakcina) pfedstavuje obtizny a zdlouhavy tkol (Davies 2007).
Vakcinace predstavuje velkou nadéji do budoucna nebot milize pfinést uplnou eliminaci
nékterych bakteridlnich onemocnéni a také naklady na prevenci jsou mnohem nizsi nez

na 1é¢bu nemoci.

8 Zaver

Zahy po objevu prvnich antibiotik bylo jasné, ze nejsou tyto latky trvalym aéinnym
feSenim v boji proti onemocnéni bakterialniho ptivodu. Prikladem miize byt vznik rezistence
u S. aureus, kdy jiz vroce 1950 byla plnd polovina kmenl tohoto druhu rezistentni

k penicilinim (Livermore, 2000). Rezistence k antibiotikiim je pro lidstvo dilezita, zejména
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jako pricina ztraty vnimavosti k davkam 1€ka proti bakteridlnim pivodciim nemoci. VétSina
rezistentnich kmeni miize byt inhibovdna nebo zabita tmérn¢ vysokou davkou antibiotika,
toto mnozstvi, ale neni schopen tolerovat pacient (Hawkey, 1998).

Hledéani novych antibiotik bakteridlniho piivodu a jejich izolace z ptirodnich kmeni je
jednim ze zptisobti boje proti rezistentnim patogentim ¢lovéka dodnes. Kazdé dalsi objevené
antibiotikum navic skyta moznosti dalSich syntetickych tprav ptivodni molekuly a umoznuje
tak zvySeni odolnosti vii¢i bunéénym ochrannym mechanismim. Nejnovéjsi objev antibiotika
cukerné povahy, rhodostreptomycinu, izolovaného z Rhodococcus fascians (Kurosawa et al.
2008), bude mozna prvnim krokem k tvorbé dalSich z n€j odvozenych ucinnych latek. Dalsi
moznosti feSeni ozehavého problému rezistence je studium metabolické drah syntézy jiz
pouzivanych ptirodnich antibiotik a testovani G€innosti jednotlivych intermedidt. Timto
zpusobem lze objevit nova semisynthetickd antibiotika s odliSnymi cili nebo citlivosti

Tématu antibiotik a rezistence k nim bych se rdd vénoval i nadale. Do budoucna mam
zdjem o praci ve veédecké skupin€¢ zabyvajici se charakterizaci enzymovych aktivit
jednotlivych  stupiitt  biosyntézy linkomycinovych antibiotik kodovanych v ramci

linkomycinového operonu.
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