ANTIBIOTICI

“Sostanze prodotte da microrganismi (o riprodotte
sinteticamente) che, a basse concentrazioni, inibiscono la
crescita o uccidono altri microrganismi”

Gli antibiotici possono essere batteriostaticl,
pattericidi (e In questo caso anche batterioliticr)
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MIC (Minimal Inhibitory concentration) e
NIC (Non inhibiting concentration)
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MIC e MBC

Minimal Inhibitory concentration e
Minimum Bactericidal Concentration
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Sub-culture onto drug-free agar to look for survivors when the drug is diluted out.




Saggio di Kirby-Bauer (antibiogramma)

aggiungs alla piasira

© DO A\

L'organismio wutilizz: ' estra sensibilita
ad alcuni antibit
intormo ai dischi (alone di inibizione) dopo il pe di incubazione




Saggio di Kirby-Bauer (antibiogramma)

Intermedio: I'antibiotico
potrebbe essere ancora efficace
ma il dosaggio del farmaco
dovrebbe essere aumentato

Disk Diffusion Zone Diameter Chart (Table 1)
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E-TEST

Deriva ed e I'evoluzione del metodo Kirby-Bauer. | dischetti vengono

sostituitl da strisce contenenti un gradiente di concentrazione
dell’antibiotico da testare. L'alone d1 inibizione indica chiaramente 1l

valore risultante della MIC direttamente sulla striscia.

Code for Antibiotic

Inhibition Ellipse

-~ Bacterial Growth

MIC, ug/ml

Etest MIC predelined gradient
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La dose letale e definita
come la concentrazione
di antibiotico Iin
corrispondenza della
guale si ha la morte del
50% della popolazione
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TOSSICITA’ SELETTIVAE INDICE TERAPEUTICO

TDg, = Concentrazione del farmaco corrispondente all’insorgere
di tossicita nel 50% dei pazienti

ED., = Concentrazione del farmaco che determina efficacia
terapeutica nel 50% dei pazienti
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Eukaryotes

Funai

L

Azoles
Allylamines
Cycloheximide
Palyenes
Polyorins
Mucleic acid
analogs

SPETTRO DI AZIONE

Un’importante proprieta degli antibiotici e lo spettro
di azione, ovvero I’estensione di applicabilita ed
efficacia, di un determinato antibiotico ...

Mycobacteria
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Gram-negative Gram-positive
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Tossiclita selettiva

|_a caratteristica fondamentale di un chemioterapico di
successo e data dalla tossicita selettiva, cioe la capacita di
Inibire I batteri o altri patogeni senza produrre danni
collaterali nell’ospite

Il concetto di tossicita selettiva nasce all’inizio del 900
per merito delle osservazioni di Paul Herlich. Questi
0sservo che alcuni coloranti erano in grado di legare
selettivamente 1 microrganismi piuttosto che le cellule
superiorl. Il passo seguente fu la ricerca di coloranti

tossici ......



I proiettili magici di Ehrlich

Paul Ehrlich studiava la
proprieta di di alcuni composti
chimici tossici di legare
specificamente alcuni agenti
microbici responsabili di
malattie infettive.

Malattia: sifilide

Agente eziologico:

Treponema pallidum (spirochete)
Chemioterapico: NeoSalvarsan

(un arseniobenzolo, altamente tossico )




Utilizzando lo stesso approccio, negli anni trenta, il
Dr. Gerhard Domagk, individuo il primo
antimicrobico utilizzato su larga scala: il Prontosil.
Inizialmente, denominato Prontosil rosso, questo
farmaco era attivo solo In vitro.

|_a sua raffinazione porto alla elaborazione del
Prontosil-Bianco, attivo anche in vivo. Questo
farmaco e stato utilizzato con successo nella cura di
molte affezioni batteriche ..... ....

Oggi questo farmaco e noto come sulfanilamide (le
cul varianti vengono riunite nella classe del
sulfamidici) ed e stato individuato 1l meccanismo di
azione



| sulfamidici sono analoghi strutturali dell’acido para
amino benzoico (PABA) che per le cellule microbiche e
Il substrato per la sintesi dell’acido folico

HN— B-SO.NH,  HN—  —cooH

Prontosil rosso — .

fz) Sulfanilamide {b) p-Amincbenzoic acid

i) Folic acid
Le cellule umane non si sintetizzano da se I’acido folico
ma la ottengono attraverso I’alimentazione.

|_>acido folico e il precursore di un coenzima essenziale
per la biosintesi dei nucleotidi




L’era degli antibiotici nasce invece con la scoperta della
pennicillina da parte di Alexander Fleming (1929) anche se le
applicazioni terapeutiche e la produzione su larga scala
furono ottenute da Florey nel 1939 ....

In verita, piu di 30 anni prima, Vincenzo Tiberio pubblica “Sugli
estratti di alcune muffe” in Annali di Igiene sperimentale, vol V,
1895 ...

medico della Regia Marina (1895-1915)

1. 1l solo liquido avuto dall’ Aspergillus flavescens esercita un'azione positiva
nelle infezioni sperimentali da bacillo del tifo e vibrione del colera;
2. Come tale questo liquido ha un'azione preventiva ... e terapeutica... ,



Le eta d'oro degli antibiotici

La ricerca di nuovi
antibiotici e una pratica A
costosa, che in pochissimi A

Vancomycin
= 1 AraF Neomycin Cephalosporin
casi porta all'uso clinico Virginamyon
Chlortetracycline Gentamicin
Candicidin Monensin

delle molecole scoperte. Ghoramphenical s Adamyci
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Piu interessante e stata la pratica per migliorare le proprieta delle
molecole conosciute, portando alla seconda “eta dell'oro, quella
della Chimica Medica.



Target cellulari degli antibiotici

Oggi sono note molte molecole ad attivita antibiotica ed
esse possono essere classificate secondo la loro struttura
chimica o secondo I loro bersagli ....

Nel batter,1 bersagli piu importanti dell’azione degli
antibiotici sono la parete cellulare (per esempio la
vancomicina), la membrana citoplasmatica (polimixine), I
processi deputati alla biosintesi delle proteine (I macrolidi
e le tetracicline) e la sintesi degli acidi nucleici
(rifampicina).



Sintesi della parete cellulare Allungamento dell' RNA DNA girasi

Cycloserine Actinomyzin Malidixic acid

Yancomycin Ciprofloxacin
Bacitracin Maovaobiocin

Penicillins
Cephalosporins
Monobactams
Carbapenems

(quinolones)

DMA-directed BRNA polimerasi

Ritarmpin
Streptovaricing

Metabolismeo dell’acide folica

Trimethroprim
Sulfonamides
Sintesi proteica
{inibitori della subunita
505 del ribosoma)

Erythromycin (macrolides)
Chloramphenical
Clindarmycin

Lincomyzin

Sintesi proteica
(inibitori della subunita
305 del riboso
Cytoplasmic f mal
memkbrane

[ Tetracyclines

Spectinomycin

Streptomycin

Gentamin:_in. tDI:_uram}'n:in .
Struttura della membrana citoplasmatica Eﬁﬂﬁéﬁlﬁm (aminoglycosides)

| Mitrofurans

Folymyxins
Protein synthesis
[tRMNA)
Je =S ESEY Bersagli dei principali agenti chemicterapici antimicrobici. THF, tetraidrofola- Mupirocin
to; DHF, diidrofolato; mRMA, RMNA messaggero; tRMA, RNA transfer. Purcmycin




Produzione mondiale di antibiotici

Cephalosporins
Macrolides
Cuinolones
Penicillins
Aminoghycosides
Tetracyclines

Other
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La parete cellulare (e la sua biosintesi) hanno
rappresentato, e rappresentano tutt’ora, un sito bersaglio
preferenziale per lo sviluppo di molecole ad attivita
antibiotica.

Gli antibiotici che intervengono a livello della parete
cellulare, o della sua biosintesi, rimangono di grande
Interesse perche vanno a colpire una struttura, ed una via
metabolica, sostanzialmente assente nell’organismo umano

Questo aspetto e molto iImportante perche limita a priori
|a tossicita per I’organismo da trattare.

In altre parole soddisfa il concetto di tossicita selettiva



BIOSINTESI DEL PEPTIDOGLICANO

Struttura del ....
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Per essere precisi ....

Composizione piu frequente
(presente in tuttii Gram —e
qualche Gram +)
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Presente in molti Gram +

Altre sostituzioni possono essere identificate in posizione 1 e 3
(abbastanza rare)




E ancora ......

Escherichia coli Staphylococcus aureus Corynebacterium pointsettiae

(2) {b)
-G -M- -G-M-
! |
1 L-Ala 1 L-Ala
| |
2 D-Glu 2 D-Glu— NH,
b1, by &
3  m-Apm «— D-Ala 3 L-Lys «— (Gly)g =T D-A%a 4
4 D-Ala  M-Agpm 4 D-Ala L-Lys 3
v 1 1]
D-Glu D-Glu—NH, 2
| f
L-Ala L-AITa 1
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(d)
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1 L-Ala Micrococcus luteus

|
2 D-Glu —Gly
h £ ¥
3 L-Lys<— D-Ala +— L-Lys «— D-Glu +—L-Ala+—D-Ala 4
4 D-Ala Gly L-LI(S 3
""T
D-Glu —Gly 2
!

L-Ala 1
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Architettura del peptidoglicano

Relaxed PG
(isolated sacculi)

Stretched PG Maximally stretched PG

Escherichia coli
(Gram -)

Bacillus subtilis
Gram +




.’elemento base
per la sintesi del
peptidoglicano
nell’ambiente
extracellulare e il
complesso delle
molecole di NAG +
NAM + il
pentapeptide che
termina con due D-
JAVE

N-Acetylglucosamine (G}  N-Acetylmuramic acid (M)

| —

|H||H |H||H

Lysozyme-
sensitve
Bond

L-Alaning

-_"'::*ii:: —CH—CH— u:lj: H—COOH

p-Glutamic acid
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I
H l'ul'li-"-'.n dlammu NH p-Alanine
pimelic acid HC—CH—COOH




Glucosamina lP UDP-NAG UDP-NAM

NH 0

HO At
0=UDP O-UDP O. .O-UDP
NH H{} S\‘/‘ HO NH
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UDP-MuNAc-L-Ala UDP-MurNAc-dipeptide

UDP -MurNAc-pentapeptide



Lipid 11

L-Ala

-UMP
+UDP-NAG [:}-Glu

r"ln— DAP/L-Lys
Ii) = .f'j'l. | d
D-Ala
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Bactoprenolo




Trasporto del pentapeptide-glicano attraverso
la membrana citoplasmatica

Periplasm

Cytoplasm

Lipid1 @) ")  Lipidn




Processo di incorporazione delle nuove unita
nel peptidoglicano

Gli enzimi che
sono responsabili
i dell’assemblaggio
del peptidoglicano
SONO:

e Autolisine

*PBPs




Enzimi che degradano o rimodellano il
Peptidoglicano: le autolisine

Lytic transglycosylases Muramidases

< Carboxy-
peptidases

Glucosaminidases



Le PBP (Penicillin Binding Proteins)
possono avere attivita glicosiltrasferasica (PGTasi) e
Transpeptidasica (TPasi)

Ne esistono di due forme : aPBP e bPBP

Le aPBP sono proteine integrali di
membrana con una porzione
extracellulare di notevoli dimensioni in SEDS-bPBP
cui e possibile distinguere due domini: bPBP pedestal
GT51 in cui risiede l'attivita PG
glicosiltrasferasica e un secondo dominio !
(indicato in arancione) con attivita |

GT51

transpeptidasica polymerase
Le bPBP sono associate ad una seconda proteina (SEDS-Shape
Elongation Division Sporulation). La bBPB ha solo attivita Tpasica
(dominio arancione) ed e caratterizzata dalla presenza di un
dominio «piedistallo» a funzione sconosciuta, la proteina SEDS ha
attivita glicosiltrasferasica.

b Peptidoglycan synthases
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Sono stati e caratterizzati almeno due complessi SEDS-bPBP:
il complesso ROD e quello del DIVISOMA

Il complesso ROD, che prende il nome da RodA(la proteina SEDS),
interagisce con altre proteine che permettono al complesso di ancorarsi
al citoscheletro batterico (actin-like MreB) e scorrendo su di esso
sintetizza nuovo peptidoglicano in vari punti della cellula contribuendo
alla forma e all’allungamento della cellula

The Rod system
MreC

RodZ
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Elongation
(dispersed PG insertion)




Il complesso del DIVISOMA, in cui RodA e sostituita dalla proteina
FtsW, con le proteine del citoscheletro responsabili della formazione
del setto durante la divisione cellulare. Quindi questo complesso e
responsabile della sintesi di nuovo peptidoglicano durante la
formazione del setto di divisione

The divisome

Z-ring formation Divisome maturation Active septal PG synthesis




Donor strand

e PBP sono in grado di
effettuare la
transpeptidazione
riconoscendo il dimero
di D-Ala terminale,
eliminando PPultimo
residuo di questo
dimero e formando un
Intermedio covalente
che trasferira il legame
al gruppo di DAP o L-
Lys di un secondo penta
peptide ....




Questa fase della sintesi del peptidoglicano
prevede I’esistenza di almeno due classi di
antibiotici in grado di inibire la reazione di
transpeptidazione:

o| B-lattamici (pennicillineg)

o| glicopeptidi (\Vancomicina)

Queste due classi di antibiotici agiscono In maniera
differente....



| B-lattamici sono dotati di una struttura che
richiama quella presentata dal dimero di D-Ala..

In questo modo essi possono legarsi al sito attivo
delle PBP ed impedirne il funzionamento

Carbapenem Imipenem



| B-lattamici piu importanti sono I derivati
della pennicillina G

Designazions Gruppo M-Acilz

PEMICILLINA MATLURALE
Benzilpenicilina
(p=nicillina &)

Altea =0i Gram-posiiv,
sarsibla alke p-attamasi

PENICILLINE SEMISINTETICHE

Meticillina
Sfabia in ambients acido,
resistants alke -lattamasi

j-Lactam -|T|'|i:?t:'_l:||il:|i|'|E:

g g Cracillina

[ P R — fing fingd Stabile in ambiente acido,

N-Acyl group . o . . rezisterte als f-atamasi
E-Aminopenicillanic acid

Ampicillina

Ampio spettro di attivita

(apecia aitro i batten
Gram-negativi, stabile inamiients
acido, resistents alle p-lattamasi

Carbenicillina

Ampic spetiro di atlivita
[ep=cialments contro Pssudomonas
aaruginoss), stabile in ambisnts
acido ma inefficiente per wia orale,
sarebis alle p-latamasi




La VVancomicina (e gli antibiotici della sua classe)
hanno un meccanismo di azione differente....

Essi, infatti si legano
al dipeptide di D-
Ala e non
permettono alla PBP
di utilizzarlo per la
transpeptidazione




Meccanismi di resistenza alla VVancomicina

i Vancomycin

Vancomycin binds to
p-Ala—D-Ala preventing
cross-linking

VanS kinase senses
vancomycin and
phosphorylates VanR
response regulator,
VanR-Pi binds
promoters

Pr

Pyruvate —» D-lactate

A

VanH catalyzes
conversion of
pyruvate to
D-lactate

ea
&

VanA or VanB

leads to formation
of D-Ala-D-lactate;
vancomycin cannot
bind D-Ala-D-lactate

VanX cleaves any
D-Ala-D-Ala formed
by ususal pathway
back to D-Ala,

thus preventing
incorporation of
D-Ala-D-Ala into
cell wall peptides

vanH ‘>{— vanA >l vanX >

A

VanY cleaves
terminal
D-Ala-D-Ala
residue of
pentapeptide
precursors

VanZ confers
teicoplanin
resistance by
an unknown
mechanism

i)




Altri antibiotici agiscono a livello della biosintesi delle
unita strutturali del peptidoglicano....

|_a cicloserina inibisce IPattivita dell’enzima Isomerasi
che determina la sintesi delle D-Ala dalla L-Ala....

|_a fosfomicina inibisce I’enzima MurA responsabile
Insieme a MurB della biosintesi del UDP-NAM .....

Un altro importante antibiotico e la bacitracina che
Impedisce Il riciclaggio delle molecole di bactoprenolo
necessario per il trasporto del LIPIDE |1 attraverso la
membrana
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Gli aminoglucosidi
SI tratta di una categoria di antibiotici storicamente
molto iImportante. Tra 1 suol componenti SI annoverano
la kanamicina, la streptomicina, la gentamicina e la
neomicina.

Sono antibiotici che bloccano la traduzione legandosi
alla subunita 30s del ribosoma.

N-Acetyltranzferasze

Strutturalmente sono
aminozuccheri legati tra
loro con legami glucosidici.




Antibiotici macrolidi

Sono molecole strutturalmente caratterizzate da anelli
macrolattonici legati a zucchert.

Il piti conosciuto e senz’altro I’eritromicina e agiscono
bloccando la traduzione ma legando, differenziandosi

dagli aminoglucosidici, alla subunita ribosomiale 50S.

Anello

macrolidico ™




Tetracicline

Gli antibiotici di questo gruppo, insieme ai B-lattamici,
sono I piu importanti in ambito clinico.

Sono Infatti antibiotici ad ampio spettro, agiscono
Inibendo la traduzione attraverso P’interazione con la
subunita ribosomiale 30S.

Sono strutturalmente costituiti da anelli naftacenici
con gruppi sostituiti (R,_,).




Gli stessi principi esposti per gli antibiotici sono
validi per le molecole antifungine

In relazione alla tossicita selettiva, il trattamento delle
Infezioni di origine fungina presentano la difficolta che il
patogeno e un eucariote e, quindi, condivide molti

elementi con le cellule vegetali e di mammifero

Si e cercato quindi di “colpire” 1 funghi in cio che i rende
differenti dalle altre cellule eucariotiche superiori:

La
La

ODIresenza o

ODIresenza o

| ergosterolo nella loro membrana

| una parete cellulare contenente Chitina




Antimicotici

Membrane functions:
Polyenes bind to
ergosterol and disrupt |. , Endoplasmic
membrane integrity. | reticulum
' , Ergosterol synthesis:
/ Azoles and allylamines
inhibit synthesis.

=~ Nucleus
- Ribosome

- Mitochondria

"~ Microtubule formation:
Griseofulvin disrupts
Golgi 7 microtubule aggregation
complex B during mitosis.
/! \\\

Nucleic acid synthesis: ™ Cell wall synthesis:

5-Fluorocytosine is a nucleotide Polyoxins inhibit chitin

analog that inhibits nucleic synthesis. Echinocandins

acid synthesis. inhibit glucan synthesis.




e molecole che hanno come bersaglio I’ergosterolo
0 la sua biosintesi agiscono in modo differente:

| polieni come I’ Anfotericina
B o la Nistatina legano
I’ergosterolo destabilizzando
la struttura della membrana
plasmatica dei funghi....

Gli azoli e le allilamine inibiscono specificatamente
gl enzimi per la sintesi dell’ergosterolo. Il risultato e
che la membrana non e stabile e le cellule vanno
Incontro a morte.

Gli azoli e le allilamine sono antifungini ad ampio
spettro !!!



Struttura della parete fungina

Mannoproteins

beta(1,6)-glucan
beta(1,3)-glucan

Chitin
0 S mmmo ? Phospholipid bilayer

$ 6006668060688 0¢ > of cell membrane
@
. beta(1,3) glucan synthase




e molecole che hanno come bersaglio la parete
fungina:

Potential polyoxin D = calalytic site of the jme| synthesis leading

" Nikkomycin, | [ Bindtothe | [ Inhabitchitin |
antifungal drug and F’IagiochinE__ \ chitin synthase )| to cell lysis

Potential we Caspofungin, Inhibiting the Weakened the cell
antifungal drug - Anidulafungin =  synthesisof = wall and causes
and Micafungin B-1,3,D-glucan osmotic cell lysis

Le polioxine, la Nikkomicina e la plagiochina E
Inibiscono la biosintesi della chitina ...

_a capsofungina, Anidulafungina e la Micafungina
Inibiscono la sintesi del 3 1-3 D glucano



Altre molecole sono state utilizzate con profitto nel
trattamento delle infezioni fungine come la
griseofulvina (inibitore della formazione del
microtubuli), la 5-fluorocitosina (analogo di base).

|_a ricerca di nuove molecole con attivita antifungina
SI € Spesso scontrata con I’elevata tossicita di queste.

In alcuni casi questa tossicita ha rappresentato
un’opportunita.

Infatti, alcune delle molecole testate sono state
adottate come antitumoralil proprio in virtu della loro

tossicita. Tra queste la vincrastina, la vinblastina e il
taxolo !



Antivirali

Esempi di target molecolari delle molecule antivirali: adsorbimento
(legame dei recettori cellularti), rilascio del DNA, assemblaggio e
replicazione (protein specifiche)

Block
attachment
and entry

Influenza-A Amantadine, Rimantadine

Influenza A and B Zanamivir, Oseltamivir

Herpes simplex
(keratitis)

Herpes simplex
(encephalitis)

Trifluridine (topical)

transcriptase
inhibitors :
Proteolytic
processing

Ganciclovir, Valganciclovir

Herpes simplex (genital) | Acyclovir, Valacyclovir
Herpes simplex

(Acyclovir-resistant)

Reverse
transcription Integrase
inhibitors
2 A

%

P )
SEBANANNNNNNS 3(4)
Integrase T

VOVOVOVOVOVOUOUOUOVOUOVONOVOVOVONOS,
Integration

(strand transfer)
\ Nucleus /

SBANNNNNN 3(4) — 5v\/@@@\

Respiratory Syncytial
Virus (RSV)

Varicella-Zoster Acyclovir, Valacyclovir
Hepatitis-B (chronic)

Hepatitis A,B and C.
(HIV-coinfection)

IgG, Lamivudine, Interferon a

INFo. /PEG-INFa + ribavarin
(ARV+Lamvudine/Adefovir)
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Effetti dell’'uso degli antibiotici in campo clinico

Influenza and ,
pneumonia Heart disease

Tuberculosis Cancer
Gastroenteritis Stroke

Heart disease Pulg)onary
isease

Accidents

Diabetes

g Alzheimer's
Accidents disease
Influenza and

Cancer pneumonia

nfant diseases Kidney disease

B Infectious disease B Infectious disease

Diphtheria Septicemia

B Nonmicrobial disease B Nonmicrobial disease

Suicide

100 200 100 200
Deaths per 100,000 population Deaths per 100,000 population




Resistenza agli antibiotici

* Resistenza intrinseca (commune a tutti i ceppi di una specie):
assenza o insensibilita di un target all’antibiotico, impermeabilita
alla molecola antibiotica

* Resistenza acquisita (ceppo specifica): insorgenza di mutazioni
che conferiscono resistenza o acquisizione di uno specifico gene
per la resistenza (HGT)

Resistenza intrinseca

U

* Assenza del target

* Bassa affinita del
target

* Bassa permeabilita

*  Meccanismi di efflusso

Resistenza acquisita

Modifica del
target

Acquisizione geni

* Inattivazione
dell’antibiotico

* Modifica del target

* Meccanismi di efflusso




Meccanismi di antibiotico resistenza

NON-RESISTANT CELL

Drug binds

1. Ridotta permeabilita

2. Inattivazione
RESISTANT CELL

dell’antibiotico Drug-inactivating enzyme
Enzyme modifies
Increased elimination drug’ inactivating it
- - Drug enters cell but
3. Modifica del target efflux pump ejects it

Alteration in
molecolare target
molecule
Drug cannot
bind target

A

4. Estrusione dell’antibiotico

5. Sviluppo di vie
metaboliche alternative

Decreased uptake
Porin proteins prevent
entry into the cell




Acquisizione della
resistenza agli antibiotici

Candida albicans <----- -

Gram-negative
Gram-positive

} Gram-positive/
acid-fast

Fungus

1950 1960 1970 1980 1990

Year

cm— R

2000

2010 2015

Spesso la resistenza ad un
antibiotico compare subito
dopo I’introduzione in
campo clinico
dell’antibiotico.

Ad oggi, sono stati Isolati
molti ceppi batterici con la
capacita di resistere al
trattamento di quasi tutti gli
antibiotici (ceppi multi
reistenti —-MDR; 0
panresistenti)



| batteri MDR (Multi Drug Resistent) possono
ospitare plasmidi di multi-resistenza

R

R
R
Tc Su .
r-d eterml’nants : Amp
<i::::::i://Rrﬂasnﬁd ////::::j>

RTF segment

Ad oggi sappiamo
dell’esistenza di molti plasmidi
coniugativi che ospitano

numerosi geni per la resistenza
agli antibiotici

Il primo ad essere stato
Isolato e caratterizzato e
Il plasmide R

Plasmid

pN29710-1



Table 27.8 Bacterial resistance to antibiotics

Resistance mechanism

Reduced permeability

Inactivation of antibiotic
Examples: B-lactamases; modifying enzymes
such as methylases, acetylases,
phosphorylases, and others

Alteration of target Examples: RNA polymerase,
rifamycin; ribosome, erythromycin, and
streptomycin; DNA gyrase, quinolones)

Development of resistant biochemical pathway

Efflux (pumping out of cell)

Antibiotic example

Penicilins

Penicillins

Chiloramphenicol

Aminoglycosides
Erythromycin
Rifamycin
Streptomycin
Norfloxacin

Sulfonamides

Tetracyclines
Chioramphenicol

Erythromycin

Genetic basis of resistance

Chromosomal

Plasmid and chromosomal

Plasmid and chromosomal

Plasmid
Chromosomal

Mechanism present in:
Pseudomonas aeruginosa

Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric Bactena
Neissena gonorrhoeae
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria

Enteric bacteria

Enteric bactena
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Bacilius subtilis
Staphylococcus

Ridotta espressione o Perdita di funzione di specifici sistemi di
trasporto (porine)

Modifica di specifici componenti della parete cellulare o dell’'LPS

Mutazione del sito di legame dell’antibiotico sul target che lo rende
insensibile all’azione dell’antibiotico (spesso queste mutazioni riducono a

fitness del batterio)




Table 27.8 Bacterial resistance to antibiotics

Genetic basis of resistance Mechanism present in:

Resistance mechanism
Reduced permeability

Inactivation of antibiotic
Examples: B-lactamases; modifying enzymes
such as methylases, acetylases,
phosphorylases, and others

Alteration of target Examples: RNA polymerase,
rifamycin; ribosome, erythromycin, and
streptomycin; DNA gyrase, quinolones)

Development of resistant biochemical pathway

Efflux (pumping out of cell)

B-lactam ring

9 s
R—C—NH—CH-+CH C\
| | | "CHj
/C—N—CH—COOH
o/

Penicillin

Antibiotic example

Penicilins

Penicillins

Chiloramphenicol

Aminoglycosides
Erythromycin
Rifamycin
Streptomycin
Norfioxacin

Sulfonamides

Tetracyclines
Chioramphenicol

Erythromycin

Penicillinase

Chromosomal

Plasmid and chromosomal

Plasmid and chromosomal

Plasmid
Chromosomal

0O
Il

(B-lattamasi)

Pseudomonas aeruginosa
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric Bactena
Neissenia gonorrhoeae
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria

Enteric bacteria

Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Enteric bacteria
Staphylococcus aureus
Bacillus subtiiis
Staphylococcus

/S

N /CH3
R—C—NH—CH—HC C

| | | “CH,

0=C N—CH—COOH

l H

OH

Penicilloic acid




Varieta delle B-lattamasi

. Narrow-spectrum

v
e
TV
V.

B EseL

|
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Ambler Class A Ambler Class B Ambler Class C Ambler Class D

- Broad-spectrum

T
W™ o5

M 0x23 |

. Serine B-lactamases

. Metallo B-lactamases

Carbapenemase




Per contrastare 1l secondo caso (piu frequente) si
possono utilizzare delle molecole in grado di inibire

I’attivita delle B-lattamasi, come e in grado di fare
I’acido clavulanico ....




Oltre all’acido clavulanico ....

(A)

HO, -0 —
- s\ -~ Nr-\N
p .
Z N“‘./\/ N . —OH  Acylation
0 -

Y
o/ OoH

Tazobactam Ser-BlLs

() Acylation
OH

(ii) Deacylation

Ser-BLs

Boronic acid Beta-lactamases



Table 27.8 Bacterial resistance to antibiotics

Resistance mechanism Antibiotic example Genetic basis of resistance Mechanism present in:
Reduced permeability Peniciliins Chromosomal Pseudomonas aeruginosa
Enteric bacteria

Inactivation of antibiotic Penicillins Plasmid and chromosomal Staphylococcus aureus
Examples: B-lactamases; modifying enzymes
such as methylases, acetylases,
phosphorylases, and others Chloramphenicol Plasmid and chromosomal Nefsseria gonorrhoeae

Staphylococcus aureus
Aminoglycosides Plasmid Enteric bacteria

Alteration of target Examples: RNA polymerase, Erythromycin Chromosomal Staphylococcus aureus
rifamycin; ribosome, erythromycin, and
streptomycin; DNA gyrase, quinolones)

Enteric Bacteria

Rifamycin Enteric bacteria
Streptomycin Enteric bacteria
Norfloxacin Enteric bacteria

Staphylococcus aureus
I Development of resistant biochemical pathway I Sulfonamides Enteric bacteria

Staphylococcus aureus
Efflux (pumping out of cell) Tetracyclines Enteric bacteria
Chioramphenicol

Vancomycin-susceptible staphylococci

Vancomycin

Erythromyci Inhibition of
vt e cell-wall synthesis

[D-AlaD-Ala | —p -D-Ala-D-Ala P

Un esempio e dato dalla resistenza alla

Vancomicina determinata dall’acquisiszione di

geni (HGT) codificanti enzimi responsabili Vancomycin-resistant staphylococci

della sintesi di dimeri alternativi (D-Ala-D- i
-D-Ala-D-Lac

Lac or D-Ala-D-Ser) che sostituiscono quello % Sl

di D-Ala-D-Ala nel peptidoglicano \/

Tripeptide containing intermediates
in cell-wall synthesis




Table 27.8 Bacterial resistance to antibiotics

Resistance mechanism Antibiotic example Genetic basis of resistance Mechanism present in:
Reduced permeability Peniciliins Chromosomal Pseudomonas aeruginosa
Enteric bacteria

Inactivation of antibiotic Penicillins Plasmid and chromosomal Staphylococcus aureus
Examples: B-lactamases; modifying enzymes . ‘
such as methylases, acetylases, Enteric Bacteria
phosphorylases, and others Chloramphenicol Plasmid and chromosomal Neisseria gonorrhoeae

Staphylococcus aureus
Aminoglycosides Plasmid Enteric bacteria
Alteration of target Examples: RNA polymerase, Erythromycin Staphylococcus aureus
mﬁxﬁgfmg Ritarmycin Enteric bacteria
Streptomycin Enteric bacteria
Norfloxacin Enteric bactena
Staphylococcus aureus
Development of resistant biochemical pathway Sulfonamides Enteric bacteria
Staphyiococcus aureus
Etflux (oumpina out of celli Tetracyclines i Enteric bactena
Chioramphenicol Staphylococcus aureus
Bacilius subtiiis
Erythromycin Staphylococcus

Substrate

Acquisiszione e sovraespressione di pompe ad
efflusso

1. specifiche membrane)
2. Ad ampio spettro (polyspecific) (Periplasm)

Drug H* Drug H* Drug Na* H'#

(Outer

. Cytoplasmic
NorA membrane

Il

Drug H* Drug H* Drug Na*

Cytoplasm
H' Drug Drug

MFS SMR  MATE RND  “ABC"P




Correlazione tra uso degli antibiotici
e diffusione delle antibiotico
resistenze

Tetracycline

Streptomycin

Sulfonamides
e

= Kanamycin

Ampicillin

w
=
£
»
©
O
2
-~
C
8
B2,
v
o
.
)
&)
8
-
g

Nalidixic acid
Chloramphenicol

Gentamicin

20 80 100 125

Antibiotic use (tons)



Fattori che promuovono le antibiotico resistenze

Unnecessary Antibiotic Prescriptions O prescriptions
3 perceniage unnecessary

Prescrizioni non corrette

Uso di antibiotici nel

o - - SR - .4
trattamento di infezioni virali ~
F
K-
Uso degli antibiotici in
allevamento
lotale«oaanbed per yoor
Diffusione degli antibiotici More than 50 million unnecessary antibiotic prescriptions are written
each year for patients outside of hospitals, according lo estimates by
resistenti in ambiente the Centers for Disease Control and Prevention.
nocosomiale

Uso di antibiotici a largo spettro




Soluzioni alternative:

Farmaci di antivirulenza:

Molecole in grado di inibire 1 fattori di

virulenza senza influenzare la sopravvivenza
del batterio patogeno;

Terapia fagica:

Uso del batteriofagi per ridurre o annientare la
popolazione batterica (nel sito di infezione)



Differenze nell’uso degli antibiotici e farmaci di
antivirulenza

Isolati antibiotico suscettibi

Isolati antibiotico suscettibili @
Isolati
éQZ antlblotlco\CT‘ b >

QQ.

Isolati
antibiotico

2 o
T T
resistenti O 0
Q
N

resistenti 030,
W @S
Y
OOg Farmaco di .

Q antivirulenza

/

Antibiotico

Nessua selezione,
azione del Sistema
iImmunitario o
diluizione nel sito
di infezione

Popolazione
di antibiotico
resistenti




Farmaci di antivirulenza

Uso dei farmaci di antivirulenza:

» Non influenzano la vitalita dei
batteri simbionti (microbiota)

* Non influenzano la
sopravvivenza dei batteri
patogent, di conseguenza non
esercitano pressione selettiva

Cytoplasmic
Membrane

Quorum Sensing
Inhibitors

E. coli
Shiga-Like
Toxin 2
Cell lysis

Toxin
Inhibitors
r'\gll\

Dind's promotes
P2. induces

QS Operon Urtoxazumab

Type lli
Secretion

Type lll

H Secretion System
\ Inhibitors

CoillA + urTTVNNSQLEIQQM
CollB MSNTLNLLYSARSDM

O Tir Effector Protein




Terapia Fagica
nasce con la scoperta dei Fagi

Felix d’Herelle scopri nel 1917 un «microbo»
antagonista del bacillo della dissenteria

ARROWSMITH




| batteriofagi sono stati utilizzati per la prima volta come
agente terapeutico da d’Herelle nel 1919 a Parigi per il
trattamento di quattro ragazzini che manifestavano una
dissenteria bacillare.

Il primo caso documentato risale pero al 1921, quando
Bruynoghe e Maisin pubblicarono il loro lavoro sul
trattamento di infezioni cutanee da Stafilococcl in sel pazienti.
| fagl venivano somministrati oralmente (compresse o liquido),
per via rettale, per aerosol e addirittura per iniezione.

Prima dell’avvento degli antibiotici (tra il 1930 e il 1940)
molte case farmaceutiche avevano in produzione preparati di
fagl per uso terapeutico. Tra queste quelle che In seguito
sarebbero state la Squibb, la Myers —Abbott.



Nel 1923, Giorgi Eliava fondo il primo istituto di
ricerca dedicato alla terapia con i1 fagi a Tiblisi, In
Georgia

Eliava 1892-1937 Lavrentiy
Beria 1899-1953




Esempi di trattamento con medicinali a base di fagi




| fagl possono essere Impiegati anche nella
sicurezza alimentare




Anche per I Fagi, pero, esistono dei limiti:

* Inapplicabilita per batteri patogeni intracellulari
* Lo spettro d’ospite ¢ un limite nel trattamento
generalizzato

« Sl selezionano ceppi BIM (Bacteriophage Insensitive
Mutant)

Una possibile soluzione parziale agli ultimi due punto e
P’utilizzo di Cocktail di Fagi opportunamente formulati



Resistenza ai batteriofagi (BIM)

Inibizione della fase di adsorbimento

© Polysaccharide lyase
or polysaccharide hydrolase protein

- Modifica del recettore Ostruzione da EPS
- Mascheramento del
recettore

Modifica dell'EPS
(quando I'EPS funge
da recettore)
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Direct-acting Potentiators Repurposed Antibodies and | Immuno- Antivirulence Phages and
small molecules | * B-Lactamase or | drugs vaccines modulators approaches microbiota
* ~70% new efflux pump * FDA-approved || ® Against select || ® Support * Adjunctive * Phages
and ~20% old inhibitors drugs pathogens pathogen e Targeting against select
targets * Expanding elimination different pathogens
* ~50% targeting | spectrum virulence ¢ Endolysins
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bacteria restoring strategies microbiota
activity * Against select (mostly gut)
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e Scientifically interesting ¢ Pathogen specific
* Research intensive e Adjunctive
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* Focused on resistance e Dependent on funding




