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Abstrakt

Acinetobacter baumannijie vyznamny nemocémni patogen, ktery zahrnuje kmeny
rezistentni k ¥tSiné nebo i vSem terapeuticky vyuZzitelnym antibidtix. Tato rezistence je
vysledkemtady bugénych mechaniziin, mezi nimiz hraji zasadni roli systémy aktivniho
efluxu antimikrobnich latek. Tato prace podaviehted jednotlivych rodin efluxovych
systéni a jejich dosud znamych zastdpa rodu Acinetobacter Zangifuje se na efluxovy
systém AdeABC néleZejici do rodiny RNEegistance-nodulation-cell division famjilyrento
systém je fitomen u ¥tSiny kmeri A. baumanniia tvai jej tii strukturni proteiny, jeZ jsou
regulovany dvouslozkovym regdldim systémem. Nadprodukce AdeABC ugpbuje
rezistenci nebo snizeni citlivostii&dé antibiotik a je obvykle spojena s dalSimi mechamyiz

rezistence.
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Abstract

Acinetobacter baumannis an important nosocomial pathogen which includis®
strains resistant to majority or all therapeutica#levant drugs. This resistance is a result of
the activities of many cellular mechanisms, amonigiclv systems of active efflux of
antimicrobial agents play an important role. Thigly describes all main families of bacterial
efflux systems and their known representatives rie=t in the genusicinetobacter It
focuses on the efflux system AdeABC belonging ® RND family (resistance-nodulation-
cell division family). This system is present iretmajority ofA. baumanniistrains and it is
formed by three structural proteins regulated bhyw@component system. Overexpression of
AdeABC results in resistance or decreased susddptitb many drugs and is usually

associated with other resistance mechanisms.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC - rodina efluxovych systéimvyuZzivajici energii uvoknou @i hydrolyze ATP ATP-

binding cassette superfamily)

Komplex ACB — kompleXAcinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter bauriann
IMP — protein vniini membranyiner membrane protejn

MFP — fazni membranovy proteimémbrane fusion protéin

MIK — minimalni inhibini koncentrace

OMP - protein vijSi membranydquter membrane protein

RND - rodina efluxovych systémgramnegativnich bakteriirgsistance-nodulation-cell

division family

TMS — transmembranovy segmettaismembrane segment)



Uvod

Rezistence bakterii k antibiofitn je zavazny problém séasné mediciny, jehoz
vyznam se zvySuje spolu s pokuficim vyvojem obrannych mechanianbakterii, Sienim
kmeni rezistentnich k &Sin¢ terapeuticky pouzitelnych léka omezenym spektrem novych
latek s antimikrobnimdinkem. Fenomén rezistence je vysledkem interakai trakterialnim
patogenem s genetickou plasticitou ziskavat, vivge Sfit mechanizmy rezistence a
seleknim tlakem plynoucim z ploSného ¢asto neuvazeného pouZzivani velkého spektra
antimikrobnich latek. f#stoZe se s problémem antibiotické rezistence dteats u ¥tSiny
vyznamnych lidskych patogénexistuje skupina bakterii, u nichz vyvoj multisgence vede
k realnym obavam ze selhani kon¥eh antimikrobni terapie. Do této skupiny pat
organizmy pedstavujici nebezpezejména pro pacienty v nemoémi p&i: Staphylococcus
aureusrezistentni k meticilinu (MRSA), enterokoky reeistni ke glykopeptigim, nekteré
druhy enterobakterii, zvlaStlebsiella pneumonigedale pakPseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumanniPosledniif jmenované organizmy pakgustavuji nejtSi problém
tykajici se existence ai8hi kmeri rezistentnich ke vSem dostupnym gk a velmi
omezenych moZznosti ohleimovych antibiotik dinnych na tyto kmeny. Antimikrobni
multirezistence je vysledkem ceigdy burénych mechaniziiy mezi nimiz hraji vyznamnou
roli systémy aktivniho transportu (efluxu) antimoknich latek v& bakterialni buky.
PredloZzena prace se zafuje na antimikrobni rezistenci baktee baumanniizpisobenou

témito systémy.



1 Antimikrobni rezistence

Pro antimikrobni rezistenci neexistuje jednotnairde$ a jeji hranini hodnoty jsou
piedmétem pokréujicich diskuzi. EUCAST Huropean Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testingvymezuje klinickou rezistenci jako stav, kdy ikée neodpovida ani
na maximalni davky antibiotika (ESCMID, 2000). Mikiologickou rezistenci pak definuje
jako stav, kdy bakterie disponuje¢kterym mechanizmem rezistence projevujicim se
na fenotypové drovni. Rezistence setuje vySetenim citlivosti bakterialniho kmene
na antimikrobni latky a vymezuje se obvykle podj&tené vySe minimalni inhiksni
koncentrace (MIK), coz je nejnizSi koncentraceyatiibujici viditelny st mikroorganizmu
po kultivaci ve vztahu k dopo¥anym hraninim hodnotam MIK pro dany bakterialni druh a

antimikrobni latku.

1.1 Obecné mechanizmy antimikrobni rezistence

Rezistence {jpvodre citlivych bakterii na antimikrobni latky vznikadasledku znén ve
struktue nebo expresi jiz existujicich systiémebo ziskanim preformovanych mecharnizm
rezistence genetickym horizontalnifeposem.

Lze rozliSit @t hlavnich mechanizip kterymi bakterie ziskavaji rezistenci

na antimikrobni latky:

- Inaktivace antibiotika bakterialnim enzymeteg nebo po vstupu do iky

- SniZena propustnost bigmé sény pro antibiotikum

- Modifikace zasahového mista pro antibiotikum a zudhiZzeni afinity antibiotika
k tomuto mistu

- Ziskéni alternativniho zasahového mista

- Aktivni vylouc¢eni antibiotika z biiky transmembranovymi efluxovymi systémy

Tato prace se&nuje posledé zmintnému mechanizmu rezistenceAu baumanniia to
s ohledem na dosud ne zcela ob§asm roli €chto systém ve vzniku multirezistence u této

klinicky a epidemiologicky vyznamné bakterie.



2 Acinetobacter

Bakterie rodu Acinetobacter jsou nefermentujici, nepohyblivé, striktnaerobni
gramnegativni bakterie dnkovitétho nebo kokovitého tvaru, étéinou uspegadane
ve dvojicich. Jsou zia¢ rozStené v pirodk, predevsim v pdé a vod. Pati téZ mezi
vyznamné podmimé patogeny uplatijici se zvlast pii kolonizaci a infekcich pacieit
v intenzivni nemockni p&i. Mezi tyto infekce pat predevSim pneumonie, septikémie,
endokarditidy, meningitidy a infekcaike, ran a méového traktu (Bergogne-Bérézin, 1996).
Béhem poslednich desetileti dramaticky vzrostl khgica epidemiologicky vyznam
acinetobakter a to gedevsim v dsledku objeveni se aréni kmerti rezistentnich k &Sin¢
nebo i ke vSem terapeuticky dostupnym antimikroblditkam (Dijkshoorret al, 2007). Tyto
kmeny mohou vyvolavat epidemie nemagrich infekci a vyznantnprispivat ke zvySovani
nemocnosti, mortality, délky hospitalizace a naklad I&bu. K Sfeni tchto organizm
v nemocnénim prostedi vyznami piispiva i jejich schopnost dlouhodbbpiezZivat
Vv negiznivych podminkach, n&psuchém progedi.

2.1 Taxonomie a popul&ni genetika

Druhova Kklasifikace acinetobakielje zaloZzena na podobnosti genomové DNA a
fenotypovych vlastnosti (Dijkshooret al, 2007). V sotiasnosti rodAcinetobacterzahrnuje
22 druhi s taxonomicky platnymi jmény (tabulka 1) a nejétD genomovych skupin
(genomovai) s provizornim ozngenim.

Acinetobacter baumannie klinicky a epidemiologicky nejvyznamysi druh, ktery
pievazuje mezi kmeny acinetobakiézolovanymi z nemocsinich infekci (Dijkshoorret al,
2007). Epidemické, mutirezistentni a zvtaglanrezistentni kmeny gattéener vyluéné do
tohoto druhu a proto j&. baumannivénovana nej#tsi odborna pozornost.

Nemocnéni infekce vyvolavaji i #které dalSi skupiny acinetobakierpredevsim
genomovar 3 a genomovar 13TU. Tyto genomovary paluwné piibuznéA. baumannii
od rehoz je nelze spolehlévodliSit pomoci fenotypovych diagnostickych tesProto seA.
baumanniia genomovary 3 a 13Tkadi do tzv. komplexlcinetobacter calcoaceticus — A.
baumannii (ACB), ktery =zahrnuje navic #oni organizmus A. calcoaceticus.
Od hospitalizovanych pacigntnohou byt izolovany Acinetobacter ursingjiAcinetobacter
haemolyticus Acinetobacter junji Acinetobacter schindleriAcinetobacter lwoffiia rekteré

dalSi druhy nebo genomovary (Pektgal, 2008).
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Nedavné populmé-genetické studie ukazaly, Ze baumanniima gevazre klonalni

strukturu (Diancourt et al,

2010).

Podstatné bylo zji,

Zze multirezistence

je

u A. baumanniivyznami asociovana pouze skolika epidemickymi klony (klon&lnimi

komplexy definovanymi metodou multilokusové selkdr@ntypizace), zatimco kmeny @n

citivé  k antimikrobnim

latkam

jsou

genotypov (klonaln) vysoce heterogenni.

NejvyznamigjSimi epidemickymi klony jsou Evropsky epidemickipi (EU klon) I, EU klon

Il (Dijkshoornet al, 1996) a EU klon Il (van Desset al, 2004). K EU kloim | a Il pati i

pievazna wtsina multirezistentnich kmeémoduAcinetobacteizolovanych vCeské republice

v letech 1991-2005 (Nemet al, 2008).

Tabulka 1: Dosud popsané druhy ra&kinetobactes taxonomicky platnymi jmény.

Platna jména druh

Zdroj izolace

A

>>r>2>2>2>>2>2>2>2>r>2>>r>>>>P>>P

. calcoaceticus
. baumannii

. haemolyticus
. junii

. johnsonii

. lwoffii

. radioresistens
. ursingii

. schindleri

. parvus

. baylyi

. bouvetii

. towneri

. tandoi

. grimontii (= A. junii)
. iernbergiae

. gerneri

. beijerinckii

. gyllenbergii

. venetianus
soli

. bereziniae

. guillouiae

Pada

Clovek, Zivatichové
Clovek

Clovek

Clovek, zivatichové
Clovek, Zivatichové
Clovek, pada, bavina
Clovek

Clovek

Clovek, Zivatichové
Pada

Aktivovany kall
Aktivovany kal
Aktivovany kall
Aktivovany kal
Aktivovany kall
Aktivovany kal

Clovek, Zivatichové, mda, voda

Clovek
Moiska voda
Pada

Clovek
Clovek, pada
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2.2 Multirezistence

A. baumanniije prirozere rezistentni Kadé antibiotik (Einnych na jiné gramnegativni
patogeny i ostatni druhy acinetobaktenag. k ampicilinu, cefalosporiim prvni a druhé
generace nebo chloramfenikolu. Antimikrobni latkyingarnd G¢inné na A. baumannii
zahrnuji aminoglykozidy, ureidopeniciliny, cefalospy treti actvrté generace, sulbaktam,
karbapenemy, fluorochinolony, tetracykliny, glycyitiny, trimetoprim a polymyxiny.

S postupnym zav&dim tchto antibiotik do klinické praxe se vSakAu baumanniiobjevily
mechanizmy rezistence ke vSemimto antimikrobnim latkhm. Tyto mechanizmy se
u rekterych kmefi kombinuji, coz vede k multirezistenci az panregist. L&ba infekci
vyvolanych takovymi kmeny je obtiznd a dalStesi multirezistence a panrezistence
A. baumannije zdrojem nemalych obav.

Na multirezistenciA. baumanniise podileji vSechny obecné mechanizmy rezistence
zndmé u gramnegativnich bakterii (viz. 1.1.). N&ghgjSi skupinou mechanizimrezistence
jsou B-laktamazy, jichz bylo WA. baumanniipopsano vice nez 50 (Dijkshooet al, 1996).
Aminoglykzidovou rezistenci této bakterie z&jif predevsim modifikujici enzymy ze skupin
fosfotransferaz. nukleotidyltransferaz nebo acetgliferaz (Sewar@t al, 1998). Bodové
mutace getn kodujicich DNA gyrazu a topoizomerazu IV jsou g s rezistenci
k fluorochinolorim (Vila et al, 1997). \&tSina gef koddujicich inaktivujici enzymy jsou
ziskané horizontalnimignosem. K mechaniaim zaloZzenym na aktivaci jizfipomnych,
druhow specifickych gea pati konstitutivni nadprodukce chromozomalnfztaktamaz typu
AmpC nebo OXA-51, k niz dochézi rfapnzerci sekvence Kbal nesouci silny promotor
pied kodujici oblastiéchto geri (Héritier et al, 2006). Zatimco nadprodukce AmpC vede
k rezistenci k cefalosporim treti generace, aktivace OXA-51 sniZuje citlivost
ke karbapenefim (Turtonet al, 2006). Mezi chromozom&inkddované a pravgodobré
pouze vertikald prenosné systémy rezisten8e baumanniipati také efluxové sytémy (viz.

dale). Vyjimku tvdi efluxy kédované horizontatprenasenymi gentetacmlA (viz. 3.4).
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3 Efluxové systémy u roduAcinetobacter

Efluxové systémy jsou sloZzkami bakterialni membrajeg se podileji na udrzovani
homeostaze hitky a odstréaovani toxickych latek (Piddock, 2006). Mohou byi wapojeny
do mezibuicné komunikace skrze systémyorum sensingKohler et al, 2001) a hrat roli
v bakterialni patogerit(Piddock, 2006).

Efluxové systémy seéasto nalézaji u mikroorganiZmkterym ueluji rezistenci natzné
latky véetré antibiotik. Mechanizmus jejichéinku spa@iva v aktivnim vyldovani latek ven
z buiky. Zdrojem energie pro tento proces je ATP (¥ipack rodiny ABC) nebo
chemiosmoticky membranovy gradient, ktery uingz antiport H/antibiotikum (rodiny
RND, MFS a SMR) nebo antiport Nantibiotikum (rodina MATE). Posledrityfi zminené
rodiny se oznéuji jako sekundarni transportéry vyuzivajici chekpigradient na membran

Schéma jednotlivych rodin je na obr. 1.

Environment

H* H*
P \\ S H/ \\ | }T [\ f_]l
T’rﬁ{( e TTYRAE EATITE wornn TTYTIINE AURTTIIIY s [T
LS LILE S "f‘jLuu;JuL e uuuuu,ur i

. WLl
Cytoplasm H‘x s | |
b . 5 L/\ ]
Drugs Drugs Crugs Drugs ot
Drugs
ATR ADP+Pi
MFS SMR MATE RND ABC

Current Cpinion in Micrebiology

Obr. 1: Zastupci @i rodin efluxovych pump. Rodinu MFS t¥io sekundarni transportéry polkagé
chemiosmotickou energii (antiportér'/Antibiotikum); gikladem je QacA uStaphylococcus aureufRkodiny
SMR a RND obsahuji protonovou efluxovou pumpu,in&grB a EmrE UE. coli. AcrB je reékolikajednotkovy
komplex funkné asociovany s kanalem &8i membrany TolC a membranovym fuznim proteinentAAc
Rodina MATE je slozena z efluxovych pump poé@yth sodikovymi ionty, fikladem je NorM z bakterie
Vibrio parahaemolyticusRodina ABC je poh&ma energii ze &peni ATP, pikladem je P-glykoprotein a LmrA

z Lactococcus lactisPrevzato z Paulsen (2003).
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3.1 Rodina ABC

Transportéry rodiny ABCATP-binding cassette superfamilyyuzivaji energii uvolénou
pii hydrolyze ATP. Transportér ABC je obvykle sloZzenintegralniho membranového
proteinu se Sesti transmembranovymi segmenty (TNSs)podjednotky vazici AT asto
dimerizuje. ABC systémy transportuji mnoho substndtetre cukri, aminokyselin, iort,
toxickych latek, komplek Zeleza, polysacharida proteiri (Fath & Kolter, 1993). Rkladem
je pumpa LmrA bakterie.actococcus lactigBolhuis et al, 1996) a MacAB uEscherichia
coli (Kobayashiet al, 2001). U rodlAcinetobactenebyl transportér ABC dosud popsan.

3.2 Rodina MATE

Rodina MATE (nutlidrug and toxic compound extrusion superfajrjiyu A. baumannii
zastoupena efluxovym proteinem AbeM #woym 446 aminokyselinovymi zbytky. Struktura
je bohata na hydrofobni aminokyseliny a obsahujehyi@ofobnich oblasti. AbeM snizuje
citivost na norfloxacin, ofloxacin, ciprofloxacingentamicin, 4,6-diamino-2-fenylindol,
triklosan, akriflavin, Hoechst 33342, daunorubic@gxorubicin, rhodamin 6G a ethidium
bromid, v mensi nié pak i na kanamycin, erytromycin, chloramfeniketrafenylfosfonium

chlorid a trimetoprim (Set al, 2005).

3.3 Rodina SMR

Efluxové pumpy rodiny SMRsgnall multidrug resistance superfanjilgavisi na energii
protonového gradientu. Jsou feay transportnim proteinem vitit membrany (Paulseet
al., 1996), ktery ma délku 110 aminokyselinovych zliyskobsahujétyii transmembranové
podjednotky (Schuldiner, 2007)ifikladem této rodiny W\. baumannije systém AbesS, ktery
zpiasobuje rezistenci k antibiotikn erytromycinu a novobiocinu, barvimm akridin oranzi,
akriflavinu a benzalkonium chloridu, detergamt deoxycholatu a sodium dodecyl sulfatu a

desinfeRnim prostedkim (Srinivasaret al, 2009).

3.4 Rodina MFS

Rodina MFS fhajor facilitator superfamily se podili na transportu cukrmetabolit,
anionti a malych toxickych molekul. V fském roce byl WA. baumanniipopsan efluxovy

systém s vysokou sekwari podobnosti s proteinem MFS k. coli. Tento systém je
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odpowdny za girozenou chloramfenikolovou rezisten8i baumanniia byl proto nazvan
CraA (Rocaet al, 2009). CraA je tvien 409 aminokyselinovymi zbytky a obsahuje 12
transmembranovych domeén.

K horizontalg prenosnym gelm pro efluxové systémy pgattet geny zodpo¥#dné za
rezistenci k tetracyklinu. lA. baumanniibyly popsany genyet(A) a tet(B). Tet(B) udluje
také rezistenci k minocyklinu (Huyt al, 2005).

V genomovém ostravAbaR1 u multirezistentniho kmere baumannibyl navic nalezen
horizontal® pienosny gencmlA ktery koduje efluxovy systém rodiny MFS tgobujici
rezistenci k chloramfenikolu (Fourniet al, 2006).

Nov¢ byla uA. baumanniipopsana dalSi efluxova pumpa typu MFS nazvand AmvA.
Snizuje citlivost na Siroké spektrum substrazejména karbapenemy, cefalosporiny,
aminoglykozidy a fluorochinolony (Rajamohanal, 2010).

3.5 Rodina RND

Rodina RND fesistance-nodulation-cell division fam)ilyzahrnuje hlavni efluxovée
systémy pispivajici k multirezistentnimu fenotypu gramnegaith bakterii. Rezistence
k antimikrobnim latkdm je obvykleudledkem nadirné exprese RND pump agobené
mutacemi v regukamich genech. V mnohaipadech je vSak Urotieryvolané rezistence nizka
a nedosahuje klinicky vyznamnych hodnot. Nicté&mnizeni intracelularni koncentrace
antibiotika poskytujecas pro selekci kvantitatiénvysSSiho stuph rezistence, nap skrze
akvizici mechanizm inaktivujicich antibiotikum nebo mutai zmenou jeho cilové struktury.
ZvySena exprese efluxovych systétak miZze byt jednim z f@dpoklad vzniku kvantitativi
vysoké urovi rezistence ugvodns pln¢ citlivych kmeri (Poole, 2004).

Transportéry péici do rodiny RND jsou proteiny viiiti membrany (IMP —inner
membrane protejp které aktive transportuji a vyleuji urcité latky. Funkné jsou
asociovany s faznim membranovym proteinem (MRFRembrane fusion protéim proteinem
vngjSi membrany (OMP euter membrane proteincoz umo#uje transport antibiotika skrze
ob¢ membrany gramnegativni bakterie (Zgurskaya & Ni&ai2000). Tytoit komponenty
jsou pro funkci pumpy esencialni a jejich geny jstwykle uspéadany jako operony, jako
napgiklad u AdeABC systému (Magnet al, 2001). Strukturni gen pro OMP vSakkdy
nemusi byt satasti genového klastru (Chat al, 2004) nebo rize byt funkné nahrazen
jinym OMP (Marchancet al, 2004).
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Sekundarni struktura transpoiriérodiny RND je tvéena 12 transmembranovymi
segmenty (TMSs). Mezi TMSs 1 a TMSs 2 a mezi TM&sTMSs 8 jsou dvdlouhé smyky
(Putmanet al, 2000; Damier-Piolleet al, 2008). Terciarni struktura OMP tifokanal
prostupujici vejSi membranou a periplazmatickym prostorem (Wagal, 2001). MFP
priblizuje vnitini a vrEjSi membranu a stabilizuje OMP (Zgurskaya & Nikaid@00).

3.5.1 AdeABC

Efluxovy systém AdeABC p#ti do rodiny RND se vyskytuje uctdiny kmerh
A. baumannii(Nemecet al, 2007). Redstavuje vyznamny mechanizmus mnohonasobné
antibiotické rezistence u této bakterie. AdeABC sm@ké spektrum substratové specifity:
zpasobuje rezistenci nebo sniZzenou citlivost k amiylamtidam, cefotaximu, tetracykliim,
erytromycinu, chloramfenikolu, trimetoprimu, flumtuinolomim ale i k ethidium bromidu
(Magnetet al, 2001). No¥jSi prace ukazaly, Ze substratem pro AdeABC jgadyklin, nove
glycylcyklinové antibiotikum se slibnyme¢inkem na citlivé i gkteré multirezistentni kmeny
A. baumannii(Peleget al, 2007; Ruzinet al, 2007). ZvySena exprese AdeABC sézen
kombinovat s dalSimi mechanizmy rezistence, cozeal kvantitativd vysoké rezistenci
k nekterym antibiotikKim. Fikladem je synergickydinek AdeABC a oxacilinaz na rezistenci
k B-laktanim wcetre karbapenerin (Heritier et al, 2005). Jinym fikladem je rezistence
k fluorochinolorim zpisobend mutacemi gyrA a parC a sowasnou nadgrnou expresi
pumpy AdeB (Higginset al, 2004).

3.5.1.1 Struktura AdeABC

Strukturu systému tio tii komponenty. Protein AdeA je fuzni membranovy pnot
AdeB je vlastni transportér, ktery je ungistv cytoplazmatické membréra obsahuje 12
transmembranovych podjednotek (Magmttal, 2001). Jednotka AdeC je protein &jgi
membrany a slouzi k exportu latekep tuto membranu.iffomnost AdeC neni pro funkci
efluxového systému nezbytna (Marchagidal, 2004). Komponenty AdeA a AdeB mohou
pravdépodobré vyuzit i jiné proteiny viSi membrany. Nap AdeK spojeny s efluxovym
systémem AdelJK.

Predpoklada se, Zze AdeB, podeébjako dosud prostudované transportéry, zachycuje
substrat z cytoplazmy i fosfolipidové dvojvrstvy taglazmatické membrany. Pak jej

transportuje prosednictvim OMP (AdeC) wh bunky. Periplazmaticky protein (AdeA)
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zprostedkovava kooperaci obou jednotekedpokladana funkce AdeA jefiplizeni obou
membran pro usnadni transportu a stabilizace OMP struktury (Zgursk&yNikaido, 2000).
Energie k transportu je poskytovana protonovym igraém, tedy satasnym antiportem
jednoho iontu A a jedné molekuly substratu (Eswarah al, 2004). Schéma struktury
AdeABC uvadi obr. 2.

= =
oy B
5 g family & 3
H* 8 & 33
LJ O) =
AdeA N Amg Flu
——— Ade Tet Clo
P —— Ery T
EhBr T
peog 1AdeA [—x=$ =
B~ 50
= =
Inner : : Periplasm -' ‘L.' er
ne < .0~ “Thémbrane

Obr.2: Uspsadani slozek efluxového systému AdeABC vdimé séné A. baumannii Vyznaien je antiport
protonu a antibiotika skrze membranu. Amg — amipkaidy, Flu — fluorochinolony, Tet — tetracyklinglo —
chloramfenikol, Ery — erytromycin, Tri — trimetoprj EthBr — ethidium bromid, Tge - tigecyklinieRzato
z Wieczoreket al (2008).

3.5.1.2 Geny pro AdeABC

Geny koédujici  strukturni a regudld slozky systému AdeABC jsou umisy
na bakterialnim chromozomu. Strukturni geadeA adeB a adeC jsou umistny za sebou
ve forme operonu (Marchandt al, 2004). Regukni genyadeRaadeSlezi pred genenadeA
a jsou oproti geim pro AdeABC pepisovany v opmém sngru (Marchancet al, 2004).
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Obr. 3: Uspgadani strukturnich a regdlich geri systému AdeABC uA. baumanniiBM4454. Sipky

odpovidaji kddujicim sekvencim a ukazujigstmanskripce. Upraveno podle Marchaetdal. (2004).

3.5.1.3 Regulace AdeABC

Regul&ni systém je dvouslozkovy (Magnet al, 2001) a pedpoklada se tudiz, Ze
zprostedkovava adaptivni odp&¥ bakterialni biiky na podity z okolniho prosedi.
Transkrignim regulatorem je AdeR, ti#eny 228 aminokyselinami. AdeS je o 100
aminokyselin kratsi a ma histidin kinazovou aktivifMarchandet al, 2004). Senzoricky
protein AdeS kontroluje okolni podminky a aktivimebo inaktivuje expresi efluxové pumpy
(Magnetet al, 2001; Marchancet al, 2004). Odpo#di senzor kindzy AdeS na padrje
autofosforylace vlastniho histidinu (H box) a tdtmsfatova skupina je z histidinu pak
pirenesena na aspartatovy zbytek regulatoru AdeR.oTmaces je vratny aktivitou AdeS.
Tyto procesy vedou kippinani mezi fosforylaci a defosforylaci, codninaktivitu regulatat,
které kontroluji expresi strukturnich genAdeS gen je pro expresideABC operonu
esencialni (Marchandt al, 2004). Nadrarna exprese AdeABC systémuibe byt vyvolana
mutaci v genech reguaiho sytému (Marchandt al, 2004) nebo inzerci sekvenceAl&al
do oblasti pedchazejici operomdeABC (Ruzin et al, 2007). Nedavna studie nicn#én
nazn&uje, Ze regulace AdeABC je komplej$i a zahrnuje dosud neznamé reguisslozky
(Hornseyet al, 2010).

3.5.2 AdeDE

AdeDE systém je hlavnim efluxem u genomovaru 3 radinetobacter(Chu et al,
2006). Snizuje citlivost na amikacin, ceftazidirhjaramfenikol, ciprofloxacin, erytromycin,
meropenem, rifampin a tetracyklin. Zvlastnosti tohsystému je, Ze za gemyleD a adeE
nenasleduje ORF pro protein &% membrany. Je mozZné, Ze gen pro tento protein se
vyskytuje jinde v genomu a neni regulovan spolesy@deD aadeE Jeho funkci by mohly
piebirat i jiné proteiny wSi membrany (Chaat al, 2004).
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3.5.3 AdeFGH

Coyneet al. (2010) se zntiuji o novém efluxovém systému, AdeFGH, ktery byl
objeven pi selekci chloramfenikolem. Jde o novy systém rgd®ND, ktery se v satasnosti

studuje.

3.5.4 AdelJK

Efluxovy systém AdelJK, strukturénpodobny AdeABC, je fitomen ve ¥tSing
populace A. baumannii (Damier-Piolle et al, 2008) Snizuje citlivost nap-laktamy,
chloramfenikol, tetracyklin, erytromycin, linkosaahyi fluorochinolony, kyselinu fusidovou,
novobiocin, rifampin a trimetoprim. AdelJK pumpavi@avylucuje aktidin, pyronin, safranin
a sodium dodecyl sulfat (SDS), avSak nikoli ethidibromid (Damier-Piollest al, 2008).
Chemicka strukturaéthto molekul ukazuje, Ze preferovanymi jsou amigha substraty.
Spolu s pumpou AdeABC je AdelJK vyznamnym mechaemmm tetracyklinove,
minocyklinové a tigecyklinové rezistence. ExpreselelK je striktg@ regulovana a
k nadprodukci systémuiie dochazet jen v Uzké oblasti. Hladina expeskdJK je nizSi nez
u adeABC(Coyneet al, 2010).

Studie autalr Damier-Piolle et al. (2008) naznély, Zze AdelJK niize gispivat

k pfirozené rezistend\. baumannii

3.5.5 AdeXYz

Efluxovy systéem AdeYXZ se vyskytuje u genomovaruPddpoklada se, ze hraje roli

v esencialnich butnych procesech spiSe nez v antimikrobni rezist@tui et al, 2006).
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3.6 Prirozené funkce efluxovych systérnin

Prirozené funkce efluxovych pump jsou stale diskutgwva tématem. Nejznajsi roli
téchto mechaniziin v bakteriich je odstigvani toxickych latek, které vstoupily do itky
z okolniho progsedi. Jiné pumpy odstiaji produkty metabolizmu jako n#glad kong€né
produkty fermentacei latky namfené proti jinym organizim (Helling et al, 2002). Jednu
z moznych funkci fedstavuje také eflux signéalnich molekul igbiny proquorum sensing
(Rahmatiet al, 2002). UvaZuje se téz o roli efluxovych pump RMIhvazi, adherenci a
kolonizaci eukaryotické hiky bakteriemi (Hirakatat al, 2002). Efluxové systemy zajigi
ochranu sevnich kmei E. coli proti Zlutiovym solim (Thanasst al, 1997). AcrAB-TolC
systém také ii¥e hrat roli v transportu komponent vapenného kawanembrad E. coli
(Joneset al, 2003) ¢i v exportu steroidnich hormén ke kterému dochazi vadledku
komenzalnihoti patogenniho zjsobu Zivota bakterii (Elkins & Mullis, 2006).fiRbzené
funkce efluxovych systéinobjevenych v souvislosti s antimikrobni rezistejsoiu nicmes
vétSinou nezndmé. Vyjimkou neni ani systém AdeABQG¢hoZ nebyl dosud identifikovan
Zadny induktor pechodi zvySujici aktivitu systému.
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Zaveér

Efluxové systémy hraji vyznamnou rofii pzniku bakterialni rezistence. Ve své praci
jsem se wnovala problematiceéthto systém u A. baumannii podmirgné patogenniho
organizmu, ktery zahrnuje téZ kmeny s kvantitatiinkvalitativné extrémnim stupim
rezistence. Prace shrnuje taxonomii roéitinetobacter podava gehled rodin efluxovych
systént a jejich zastupic u roduAcinetobactera zandtuje na rodinu RND. Braz je polozZen
na efluxovy systéem AdeABC, popisuje jeho struktugenetickou organizaci a regulaci.
Vénuje se i diskutovanému tématkirpzenych funkci eflus.

Dosavadni poznatky o efluxovych systémet&h baumanniijsou fragmentarni a
predstavuji vyzvu pro dalSi studi€énované jejich biologické roli a vyznamu ¥inpzené a
zvlase ziskané rezistenci k antimikrobnim latkdm a biéod Ve své budouci experimentalni
praci se chci za#tit na prohloubeni naSich znalosti ohlédinnkce a genetiky systému

AdeABC a jeho vyznamuipvzniku multirezistence v obecné populéacibaumannii
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