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La resistenza batterica

E' quel fenomeno per cui i batteri riescono a sopravvivere
e moltiplicarsi in presenza di un farmaco antibatterico

Dipende da:
- proprieta biologiche del battere
- concentrazione del farmaco

Dal punto di vista clinico:

quando i batteri che causano una infezione non sono
inibiti dal farmaco /7 vivo, nei tessuti infetti



La resistenza batterica

Tutti i ceppi di una Tutti o gran parte dei ceppi
specie batterica sono di una specie batterica sono
resistenti ad un farmaco sensibili ad un farmaco
=8 G La specie e i resistenti
INTRINSECAMENTE P Ceppi resistenti

RESISTENTE SENSIBILE possono emergere

a quel farmaco

RESISTENZA
ACQUISITA

a quel farmaco

Es:
Escherichia coli & naturalmente
sensibile all'ampicillina

Es:

gli enterococchi sono
intrinsecamente resistenti
alle cefalosporine



Meccanismo d’azione della penicillina

La penicillina, e gli altri p-lattamici, inibiscono

la sintesi del peptidoglicano, una struttura

macromolecolare tipica dei batteri




Meccanismo d’azione della penicillina




Le caratteristiche di un buon antibiotico

Il Antibiotico

Porine Al

Membrana o parete

[ [
Bersaglio
H

Essere selettivo
Esibire una bassa tossicita
Presentare un buon profilo farmacologico



Le altre classi di antibiotici
Inibitori della replicazione del DNA (DNA girasi)

Chinoloni
Inibitori della trascrizione (RNA polimerasi)

Ansamicine (rifamicine)

Inibitori della sintesi pro 'ca (ribosoma)




I meccanismi di resistenza agli antibiotici
0 Il Antibiotico
|
- | Porine (Egam -) H =

Efflusso
attivo Antlblotlco

A inattivato

Membrana o parete




L’acquisizione della resistenza

spontanea (modificazione del bersaglio)

Acquisizione di che codificano
per fattori di resistenza

(trasformazione, coniugazione)

Importanza di (plasmidi)

Diffusione verticale (eredita)
Diffusione orizzontale (trasmissione anche a

batteri di specie diverse)



Le cause della diffusione delle resistenze

Uso 0 uso degli antibiotici

Promotori della crescita in

Uso nel campo (produzione orto-frutticola)

L'inquinamento ambientale provoca la selezione di

ceppi resistenti che sono lenti a scomparire

Ritorno all’era pre-antibiotica???



Resistenza agli antibiotici

Key: Acinetobacter sp.|- >
Gram-negative Enterococcus faecalis* }--->

Gram-positive
Gram-positive/

Streptococcus pneumoniae ---- >
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Resistant bacteria in
the era of globalization

‘

After their emergence and local dissemination,
resistant bacteria can be transferred across
international boundaries by human travelers,

trade, animals or surface water
Okeke and Edelman -Clin Infect Dis 2001, 33:364

Kumarasamy - Lancet Infect Dis 2010, 10:597



La globalizzazione delle resistenze

1 No data
1 <1%
 1-5%
1 5-10%
= 10 -25%
B 25-50%
B > 50




Antibiotic resistance (AR) in 2000s:

a global public health threat

The top 10 leading causes of deaths (2008)

Stomach cancer

Breast cancer

Diabetes mellitus

Colon and rectum cancers
Alzheimerand other dementias
Chronic obstructive pulmonary disease
Lower respiratory infections

Trachea, bronchus, lung cancers

Stroke and other cerebrovascular diseases

Coronary heart disease

Prematurity and lowbirth weight

Malaria

Neonatal infections

Tubereulosis

Chronic obstructive pulmonary disease
Stroke and other cerebrovascular diseases
HIVIAIDS

Diarhoeal diseases

Coronary heart disease

Lower respiratory infections

WHO, Fact sheet N°310

High-resource
countries

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
% of deaths

Resource-limited
Countries (RLCs)

0 2 4 6 8 10 12
% of deaths

Bacterial infections leading
cause of deaths in RLCs

Higher resistance

rates in RLCs

* Drug misuse
* Low hygienic standards

In RLCs AR has a major
impact on mortality rates,
especially in childhood




Mortality rate for infectious diseases - USA
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Is antibiotic resistance important ?

The impact of vancomycin-resistant enterococci (VRE)

Compared to bacteremia caused by vancomycin-
susceptible enterococci, bacteremia caused by VRE:

- Added cost: +27,190 $
 Length of hospitalisation: +18.1 days
» Mortality: +35%

Stosor et al. Arch Intern Med 1998;158: 522



Emergence of “panresistant” strains

Ciprofloxacin  Ciprofloxacin MDR £ aeruginosa
+ +
Piperacillin Imipenem
MIC (ug/ml)
Carbenicillin >128 R Amikacin 64 R
Mezlocillin >128 R Gentamicin >128 R
Piperacillin >128R  Tobramycin >128 R
Pip./Tazo. 48 | Netilmicin >128 R
Ceftazidime >128 R
Cefepime >128R  Ciprofloxacin >128 R
Aztreonam >128R  Levofloxacin >128 R
Imipenem >128 R
Meropenem >128 R

Docquier et al. Emerg Infect Dis 2001; 7:910



Are we running out of options?

o Fewer new antibiotics are being developed

16 -
14+
12 1
10-

Number of Antibacterial Agents

O N & OO

1983-1987 1988-1992 1993-1997 1998-2002 2003-2004
Period

Adapted from Spellberg et al CID 2004; 38: 1279-1286



Decline in research and development

of new antibacterial drugs

1940 1980 1990 2000 2010

1950 1960 1970

<€ |nnovation gap =

Quinolones, Streptogramins

Glycopeptides Lipopeptides

Macrolides

Oxazolidinones
Aminoglycosides

Chloramphenicol, Tetracyclines

B-lactams

“Newer” therapeutic options
unavailable or too expensive for RLCs

Emergence of “superbugs”
resistant to most/all drugs

modified from Fischbach - Science 2009, 325:1089



Antimicrobial resistance control strategies

oS Veterinary Agriculture
~— -
Antibiotic use Rational

antibiotic use

< dissemination of
selectn%essure resistant bacteria
Emergence of resistant bacteria
Poo mc
select ressure

Dissemination of resistant bacteria




doi:10.1093/jac/dkp255

Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2009) 64, Suppl. I, 129-136 ] ﬁ C

Has the era of untreatable infections arrived?

David M. Livermore®

Panresistance in VIM-1-producing Klebsiella

pneumoniae

V. Miriagou'*, E._
L. S. Tzouvelekis’

"Laboratory of Bay
Sofias 127, Athens
Medicine and 3Dq
University of Athen

CASE REPORT

Year: 2011 | Volume : 54 | Issue: 1 | Page: 180-182

Fulminating septic
p-lactamase (IMP-

Hilima UTE|ﬂﬂg1, Meenaks
! Department of Microkiology, H
2 DNa, Sequencing Laboratory,
3 College of Medicine, Drexel U

Journal of
J Antimicrob Chemother 2011; 66: 689-692 AntlmlcrOblul
doi:10.1093/jac/dkq520 Advance Access publication 28 January 2011 Chemotherapy

Does broad-spectrum B-lactam resistance due to NDM-1 herald
the end of the antibiotic era for treatment of infections caused
by Gram-negative bacteria?

Patrice Nordmann*, Laurent Poirel, Mark A. Toleman?2 and Timothy R. Walsh 2

IService de Bactériologie-Virologie, INSERM U914 ‘Emerging Resistance to Antibiotics’, Hépital de Bicétre, Assistance Publique/Hépitaux
de Faris, Faculté de Médecine et Université Paris-Sud, K.-Bicétre, France; ?Department of Medical Microbiology, School of Medicine,
Cardiff University, Cardiff, UK




Opportunistic pathogens

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2007) 26:435-437
DOT 101007 510096-007-0311-7

BRIEF REPORT

Outbreak of Achromobacter xylosoxidans pseudobacteremia
in a2 neonatal care unit related to contaminated chlorhexidine
solution

J. Molina-Cabrillana - C. Santana-Reves -
A. Gonzilez-Garcia « A. Bordes-Benitez - I. Horcajada Tnfect Conteol Hosp Epicerniod 200 1:32(121:1173-1178

Emergence of Glutaraldehyde-Resistant Pseudomonas aeruginosa

Sarah Tschudin-Sutter, MD;' Reno Frei, MD;” Gitnter Kampf, MD;** Michael Tamm, MD;* Eric Plimlin, RN;"
Manuel Battegay, MD;' Andreas Franz Widmer, MD, MSc'

February 2011 | Volume 6 | lssue 2 | el17064 i) -
v 2om |V ' | < PLoS one

Molecular Epidemiology of a Pseudomonas aeruginosa
Hospital Outbreak Driven by a Contaminated
Disinfectant-Soap Dispenser

Simone Lanini, Silvia D’Arezzo’, Vincenzo Puro’, Lorena Martini', Francesco Imperi®, Pierluca Piselli’,
Marco Montanaro®, Simonetta Paoletti®, Paolo Visca®, Giuseppe Ippolito’



E |'Acinetobacter: si diffonde negli ocspedali, resiste
agli antibiotici. In Francia ha ucciso 18 persone

Allarme batterio-killer
A Tu rl n u q u a ttru I n fEtta tl VITERBO, IL DIRETTORE DELL® ASL: DISPIACIUTI, MA MOM E IL CASO DI FARE ALLARMISMO

Chiuso il reparto-rianimazione delle Molinette

di OTTAVIA GIUSTETTI e ALBERTO CUSTODERO Tre morti in OSpedale per un batterio
LaR bbli Dic. 2003 : : : :
@ Repubblica (bic. 2009) Chiuso il reparto di ematologia
Corriere della Sera (Giugno 2007)

GENOVA
Batterio killer al S.Martino, chiusa
per un mese la rianimazione

www.informazione.it (Aprile 2010)



http://www.informazione.it/

XY World Health

Patient Safety
S Organization

A World Alliance for Safer Health Care
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Meccanismi biochimici di resistenza

1. Inattivazione del farmaco
(enzimi inattivanti)



» inattivazione dei B-lattamici




Biosintesi Peptidoglicano - fasi tardive S
3

S

Membrana o
plasmatica S
5

o
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o®

Reazione di ‘
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® @

/ / / : :
S S @ B-Lattamici Catena peptidoglicanica in crescita
® [ )

‘ Reazicne di

TRANSPEPTIDAZIONE

@ @@ I B-lattamici bloccano gli

enzimi che catalizzano

la reazione di
Cross-link delle catene peptidoglicaniche transpeptidazione




B-Lattamici - meccanismo di azione

Anello B-lattamico
(mima il dipeptide D-Ala-D-Ala)

Transpeptidasi Vs
DD-carbossipeptidasi Oj:,ﬂj

Membrana plasmatica
Attivita battericida

Gli enzimi bersaglio \

dei B-lattamici s
sono anche detti HNj
Penicillin-Binding Proteins o
(PBP)

Enzima inattivato



inattivazione dei B-lattamici
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Piu di 500 enzimi diversi noti



B-lactamases as resistance determinants
Acquisition of new genes

Evolution of existing enzymes\ /

1940 1960 1980
Penicillin G 4
Ampicillin
v

Expanded-spectrum
cephalosporins

!

Carbapenems



Resistenza acquisita per produzione di B-lattamasi

Naturalmente sensibile alla penicillina 6

Acquisizione di un plasmide
che codifica una PENICILLINASI

L
L JP\g l
ot

s,

% . Resistenza acquisita alla penicillina 6

Staphylococcus aureus



Resistenza acquisita per produzione di -lattamasi

- Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella enterica
(era pre-antibiotica):
sensibili ad ampicillina

l

Acquisizione di plasmidi che codificano B-lattamasi (TEM-1),
m in grado di idrolizzare I'ampicillina:
- E. coli, P. mirabilis, 5. entericaresistenti ad ampicillina

Problema risolto con introduzione

delle Cefalosporine a spettro esteso
(es. cefotaxime, ceftriaxone)

Evoluzione dell'enzima TEM-1 (per mutazioni puntiformi)

m in varianti a spettro esteso, capaci di degradare
le cefalosporine a spettro esteso:

- resistenza alle cefalosporine a spettro esteso

Problema risolto con la introduzione dei Carbapenemici



- inattivazione del cloramfenicolo

Cloramfenicolo

Lega la subunita 50S del ribosoma:
blocca la formazione del legame peptidico



- inattivazione del cloramfenicolo

Acetil CoA

Il farmaco acetilato non é piu attivo
(non interagisce piu con il ribosoma)

Cloramfenicolo acetil-transferasi (CAT)



- inattivazione degli aminoglicosidi




complesso di pre-inizio

tRNA

Aminoglicosidi

mRNA

\ mRNA
Complesso di inizio % proteina

N
é

—» Traduzione —»

mRNA

&




- inattivazione degli aminoglicosidi

Acetil-trasferasi

Adenil-trasferasi

Fosfo-trasferasi

Il farmaco modificato non é piu attivo

(non interagisce piu con il ribosoma)



Meccanismi biochimici di resistenza

1. Inattivazione del farmaco
(enzimi inattivanti)

2. Meccanismi correlati al bersaglio



- bersaglio assente

Es: resistenza intrinseca a tutti gli inibitori della sintesi della parete
nei micoplasmi
(i micoplasmi sono privi di parete)

- bersaglio naturalmente insensibile

Es: resistenza intrinseca alle cefalosporine negli enterococchi



- vicariamento del bersaglio

Acquisizione di una

nuova PBP a bassa
affinita per i B-lattamici
che vicaria le funzioni

di tutte le altre PBP

Resistenza acquisita

a tutti i B-lattamici

mediata dall'acquisizione
di un nuovo gene (mecA)

*s
ot “
PBP . PBP «**
PBP naturali %5
- inibite dai B-lattamici Sum
an
|
PBP2a ia
- non lega i B-lattamici :: :
- vicaria tutte le altre PBP Yo o
R
* 0
* 0
*
.

Staphylococcus aureus
meticillino-resistente



* bersaglio modificato per mutazione

Gene mutato Bersaglio modificato =~ Resistenza acquisita a:
gyrA DNA girasi Chinoloni
parC Topoisomerasi IV Chinoloni
rpoB RNA polimerasi Rifampicina
/ (subunita beta)

6li enzimi mutati funzionano ancora ma non legano piu il farmaco

resistenza acquisita per mutazione




* bersaglio modificato per ricombinazione

gl aEE RNy N
Una o pit PBP
con ridotta affinita
per la penicillina 6

* originate per
mosaicismo genico
in sequito alla
acquisizione di DNA
eterologo e
ricombinazione
con i geni endogeni

Resistenza acquisita

alla penicillina e )
ad altri B-lattami Strepfococcus pneumoniae




Meccanismo di azione della rifampicina

Si lega alla subunita g della RNA polimerasi (IC5, ~ 0.005-0.01 pg/ml)

Distanza da sito catalitico circa 12 A



Struttura del sito di legame della rifampicina

A"

Costituito da 12 residui

Alcune catene laterali di residui altamente conservati nelle RNAP
batteriche (antibioico a largo spettro)




Resistenza alla rifampicina

A B Cc D E F G H
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
I

. T T T T . T FE| T T
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I II

R Y
PP N
F v FL V IQ F : PL FF

e} L s) 5] 00 o
E.c. 143 RVIVSQ148 505 FFGSSQLSQFMDQNNPLSEITHKRRISALGPGG537 562 ETPEGPNIGLINSL 575 684 NMOROQAV 690
T.a. 133 RVIVSQ 139 385 FFSRSQLSQFKDETNPLSSLRHKRRISALGPGG 417 442 ETPEGANIGLITSL 455 563 NMQTQAV 569

M.t. 167 RVVVSQ 172 424 FFGTSQLSQFMDONNPLSGLTHKRRLSALGPGG 456 481 ETPEGPNIGLIGSL 494 604 NMQRQAV 610

g €] e o o oo
D HPTLLIV H ML Y L P

R K VY D W

. S SES 8 Poor homology between bacterial

. . A NP E Y and eukariotic RNAP accounts for
86% of RifR M. tuberculosis
—] 93 41% i i ivi
(D396, H406, S411) 36% ] rifampin selectivity

N
Q

Yeast 110KVLIAQ 115 473 MSSRAGVSQVLNRYTYSSTLSHLRRTTPIG. .. 502 526 ETPEGQACGLVKNL 539 772 AMGKQAM 778
Hman 192KVLIAQ 197 460 HQOARAGVSQVLNRLTFASTLSHLRRLSPIG. .. 489 513 ETPEGHAVGLVKNL 526 727 AMGKQAM 733
Dros 193 KVLIAQ 198 461 HOQOARAGVSQVLNRLTFASTLSHLRRVSPIG. .. 490 514 ETPEGAAVGLVKNL 527 729 AMGKQAM 735

Among 12 residues forming the Rif binding site, substitutions at 11
positions lead to resistance (390, 391, 393, 394, 396, 406, 409, 411, 413,
414,452)

WHILE

Substitutions at position 445 (E) are not observed (critical residue)




- bersaglio modificato biochimicamente

Metilazione di rRNA ribosomiale
ad opera di metilasi specifiche

1 &

Perdita di affinita per
Macrolidi e Lincosamidi

l

Resistenza a:
Macrolidi e Lincosamidi

mediata dall'acquisizione di un nuovo gene (gene erm)



Aminoglycoside resistance by target modification

Spontaneous mutations (frequency ~ 10-7)

Target methylation




- bersaglio modificato biochimicamente

Protezione del ribosoma
da parte di una proteina

l &

Perdita di accessibilita
alle tetracicline

l

Resistenza a:
Tetracicline

mediata dall'acquisizione di un nuovo gene (gene ftef)



- bersaglio modificato biochimicamente

Protezione della DNA girasi Perdita di accessibilita
da parte di una proteina ai chinoloni

l

Resistenza a:
Chinoloni

mediata dall'acquisizione di un nuovo gene (gene gnr)



- bersaglio modificato biochimicamente

Sintesi di peptidoglicano modificato ., RV WU [Tl ] T2 g1 ]



Glicopeptidi - meccanismo di azione

Membrana
plasmatica
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Cross-link delle catene peptidoglicaniche



Membrana
plasmatica

d-|luauadpo2pun

SINTESI DI PEPTIDOGLICANO MODIFICATO: P/
|I. dlpepfldg [?-ala - D-ala NAW
viene sostituito da:
D-ala - D-lattato g ®.
oy °
J‘y}%\t . ...
Reazione di ’ -NAM- -NAM-
TRANSGLICOSILAZIONE
, .oooog ‘00000
feﬁ‘%& L %
Catena peptidoglicanica in crescita
Reazione di
TRANSPEPTIDAZIONE
Cross-link delle catene peptidoglicaniche Resistenza

ai glicopeptidi

mediata dall'acquisizione di nuovi geni (geni van)



Evolution of glycopeptide
resistance in Gram-positive cocci

Increased use of
glycopeptides for
staphylococcal and
enterococcal infections

[1980s]

[1997]
[2002] < |

Vancomycin-intermediate
S. aureus (VISA)

Animal use (avoparcin)

v

Vancomycin-resistant
enterococci (VRE)



Acquired resistance to glycopeptides in enterococci

- Target modification following acquisition of van genes
that cause the synthesis of modified
peptidoglycan

Glycopeptide-resistant cells Glycopeptide-susceptible cells

— Pyruvate 2 L-Ala

UDP-Mur—L-Ala-pD-Glu-L-Lys ’} D-Ala-D-Ala-adding enzyme IP-Mur-L-Ala—-D-Glu
ATP

Vancomyt -HL' Vancomycin ‘




Acquired resistance to glycopeptides in enterococci




van genes are carried on transposons

histidine proteine D .D-carboxy-
resolvsase kina se liga se peptidase

transposase Tespanse deshydrogenase D-Ala-D-Ala 4
regulator peptidase

10851 pb
O proteines

Plasmid pIP816

Transposon Tn1546



Regulation of vanA gene expression




Vancomycin resistance in Enterococcus faecium (2004)

1 o data

EARSS Annual Report: 2004



The impact of vancomycin-resistant enterococci (VRE)

Compared to bacteremia caused by vancomycin-
susceptible enterococci, bacteremia caused by VRE:

- Added cost: +27,190 $
 Length of hospitalisation: +18.1 days
» Mortality: +35%

Stosor et al. Arch Intern Med 1998;158: 522



Low level acquired resistance to glycopeptides in
staphylococci (VISA strains)

Vancomycin-susceptible Vancomycin-intermediate
(VISA)

* Thicker cell wall
* Overprod. of wall precursors



Acquired resistance to glycopeptides (staphylococci — VISA strains)

Susceptible cell ' Resistant cell

-0 00

0 006 .

/
Cell mpmh rane

*Resistance is due to "trapping” of the
glycopeptide molecules in the external
layers of the cell wall



JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Aug. 2003, p. 4638-4643 Vol. 185, No. 15
(0021-9193/03/$08.00+0 DOI: 10.1128/JB.185.15.4638-4643.2003
Copyright © 2003, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Microarray Transcription Analysis of Clinical Staphylococcus aureus
I[solates Resistant to Vancomycin

Emmanuel Mongodin.'{ Jon Finan.'* Michael W. Climo."” Adriana Rosato,' Steven Gill.* and
Gordon L. Archer"*
Departments of Medicine' and Microbiology/Immunology,® Medical College of Virginia at Virginia Commonwealth
University, and the Hunter Holmes McGuire Veterans Affairs Medical Center,” Richmond, Virginia, and The
Institute for Genomic Research, Rockville, Maryland 4




Appearance of the vanA gene in S. aureus (VRSA)

[ swemon

Infection with Vancomycin-Resistant Case report - Microbiology
Staphylococcus aureus Containing

the vanA Resistance Gene 9 40-yo, diabetic foot,
chronic renal failure
(dialysis since 1999)

NEJM 2003; 348: 1342

Apr 2002: S. aureus bacteremia (vancomycin + rifampin)

May—Jun 2002: S. aureus in dialysis catheters (vancomycin)

Jun 2002: Vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) (vanA+)
Vancomycin-resistant S. aureus (VRSA) (vanA+)
in dialysis catheter site and foot ulcers



Comparison of Tni346-Like Elements in Vancomycin-Resistant
Stapl

wlococcus aureus Isolates from Michigan
and Pennsylvania

Tni1546

o2 vk vans vt vand  vank vl  vand IR,
B

) S T S —® Enterococcus

MI-VRSA

pasaal \RSA

Spread of Tnl546-like elements to S. aureus

Risk of double colonization by VRE carrying
Tnl546-like elements and S. aureus?




Meccanismi biochimici di resistenza

1. Inattivazione del farmaco
(enzimi inattivanti)

2. Meccanismi correlati al bersaglio

3. Ridotto accesso al bersaglio



* impermeabilita della parete

Es: resistenza intrinseca ai GLICOPEPTIDI nei batteri Gram-negativi

Es: resistenza intrinseca a molti farmaci nei micobatteri



* impermeabilita della parete

Pseudomonas aeruginosa .
P carbapenemi

s V—W '“
\Por'ina D2

(canale di ingresso per i carbapenemi)

\C

/

Spazio periplasmico

In seguito a mutazione la cellula puo
perdere la capacita di produrre la porina D2

Ik

P carbapenemi
4 I
‘ Resistenza
g ai carbapenemi

Spazio periplasmico



+ pompe di efflusso

(efflusso attivo utilizzando ATP o gradiente protonico di membrana come fonte di energia)

Pompe di efflusso specifiche

Citoplasma s S

> Macrolidi

> Chinoloni



+ pompe di efflusso

(efflusso attivo utilizzando ATP o gradiente protonico di membrana come fonte di energia)

Sistemi di efflusso "multidrug"
dei batteri Gram-negativi

Chater
mmetrhrane
<« B-lattamici
Cytoplastnic
mermhrane

chinoloni

aminoglicosidi
altri farmaci




Meccanismi genetici della chemioresistenza batterica

> Resistenza intrinseca = tipica di una specie batterica

Il meccanismo di resistenza e codificato dal genoma della specie

La presenza del meccanismo di resistenza ¢ il risultato del
processo evolutivo che ha portato alla differenziazione
di quella specie

> Resistenza acquisita = acquisita da ceppi
di una specie naturalmente
sensibile

La resistenza risulta da una modificazione genetica recente
nel genoma del ceppo resistente (carattere ereditabile)



Basi genetiche della chemioresistenza acquisita

> Mutazione di un gene esistente

» Acquisizione di un nuovo gene
(gene di reistenza acquisito)



Resistenza acquisita per mutazione

Mutazioni del bersaglio, che ne riducono |'affinita

Gene mutato Prodotto Resistenza acquisita a:




Resistenza acquisita per mutazione

Mutazioni che riducono |'accessibilita al bersaglio

Gene mutato Effetto Resistenza acquisita a:




Resistenza acquisita per mutazione

Mutazioni a carico di enzimi che "attivano" farmaci

Gene mutato Prodotto Resistenza acquisita a:




Resistenza acquisita per mutazione

Frequenza di mutazione alla resistenza per un antibiotico:

la frequenza con la quale mutanti resistenti appaiono
in una popolazione batterica in presenza dell'antibiotico

Tnoculo di quantita
crescenti di batteri

terreno contenente antibiotico

Incubazione



10° CFU 108 CFU 107 CFU

Conteggio delle colonie
(mutanti resistenti)

55 6 o)

terreno contenente antibiotico

Frequenza di mutazione alla resistenza: appross. 5 x 10-8



Resistenza acquisita per acquisizione di geni nuovi

Esempi di geni di resistenza acquisiti:

- enzimi degradativi (es: beta-lattamasi)
- enzimi che modificano il bersaglio (es: rRNA metilasi)
* bersagli alternativi insensibili (es: PBP2a di stafilococco)

» pompe di efflusso (es: pompe di efflusso per macrolidi)



Resistenza acquisita per acquisizione di geni nuovi

L'acquisizione di GENI di RESISTENZA é uno dei
principali meccanismi di RESISTENZA ACQUISITA

Il fenomeno rientra piu in generale tra quelli
di SCAMBIO GENICO tra batteri*, che e
importante per |'EVOLUZIONE BATTERICA

* I batteri non si riproducono sessualmente, e non é
previsto uno scambio genico tra individui ad ogni generazione,
come accade negli organismi che si riproducono sessualmente



Scambio genico tra batteri

MECCANISMI:

- Coniugazione
- Trasformazione
- Transduzione



Coniugazione

%OH%OI

Il gene di resistenza e portato dal plasmide



Alcuni plasmidi (detti plasmidi CONIUGATIVI)
hanno la capacita di trasferirsi da una cellula batterica all’altra

attraverso un meccanismo specializzato di scambio genico
detto CONIUGAZIONE

Cromosoma{— ) Pilo F o
O Pilo sessuale cellula F+
\_

Plasmide
coniugativo

Proteina della
membrana esterna

—
~\

cellula F+ rg% O | i g;% cellula F-
\. J

La cellula portatrice del plasmide coniugativo (donatore)
riconosce una cellula che ne ¢ priva (ricevente)
mediante il pilo F




Pili F: presenti in numero di 1-10 per cellula, sono spessi 9-10 nm



donatore

Bacterial
chromosome

Conjugation

Plasmid RIcge

Pilus

ricevente



Viene trasferito un filamento singolo di DNA del plasmide.
Nel ricevente e nel donatore vengono sintetizzati i filamenti
complementari



Caratteristiche dei plasmidi coniugativi:

* Possibilita di RAPIDA DIFFUSIONE
in una popolazione batterica

* Trasferimento di materiale genetico
tra specie anche molto diverse

* Ruolo molto importante nella DISSEMINAZIONE di
DETERMINANTI GENETICI di RESISTENZA e VIRULENZA



Trasformazione

Bacterial
chromosome

P Transforming DNA

Y (GLUY
'O | \“ ..II“ ..l

DNA binding protein

Competence-specific
single-stranded DNA
binding protein




Mobilita dei geni di resistenza all'interno della cellula

Gene di resistenza

Pl ide
Cromosoma 0

Elementi coinvolti nella disseminazione dei geni di resistenza:

- TRASPOSONI



Trasposoni

blagpm.1 (B-lattamasi)

geni per la trasposizione ‘

i S —— R— N

Trasposone Th3

sequenze ripetute
invertite



~——e- ) )P plasmide

\ 4

——e )  cromosoma

Trasposizione conservativa



~——e- ) )P plasmide

\ 4

——e )  cromosoma

Trasposizione replicativa



Salvaguardare 1’efficacia degli antibiotici attuali

Misure preventive (controllo del consumo)
Migliorare le tecniche diagnostiche

Capire i meccanismi di resistenza (composti sinergici)

Scoprire nuovi antibiotici

Notevole impegno di ricerca accademica e privata
Processo lungo e costoso

Nuovi strumenti dell’era post-genomica



La scoperta di nuovi antibiotici

Cronologia di introduzione di nuove classi di antibiotici

Oxazolidinoni (2000)

Chinoloni
Streptogramine (1958)

Glicopeptidi (1958)

Macrolidi (1952)

Aminoglicosidi (1950)

Cloramfenicolo
Tetracicline (1949)

B-lattamici (1940)

Sulfamidici (1936)

40 anni di attesa per una nuova classe di farmaci antibatterici
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