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Vyskyt multirezistentnich gramnegativnich bakterii v ceskych
nemochicich — upozornéni na problém sireni bakterii
produkujicich transferabilni karbapenemazy

Jaroslav Hrabdk, Helena Zemli¢kova

V soucasnosti dochdzi v mnoha zemich k vyznamnému Sifeni multirezistentnich
gramnegativnich  bakterii, predevSsim druhl Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii a ptislusnik(i celedi Enterobacteriaceae. Nej¢astéjsim a
z epidemiologického hlediska nejvyznamnéjSim typem rezistence je produkce
karbapenemaz, které hydrolyzuji vétSinu f-laktamovych antibiotik, vcetné
karbapenem(. Mezi nejvice rozsifené typy patfi enzymy KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) u enterobakterii a metalo-p-laktamazy (napf. VIM,
NDM) u enterobakterii a pseudomondd. Lécba infekci zplisobenych témito
bakterialnimi izolaty je vyrazné omezena, nejsou vyjimkou ani kmeny
rezistentni ke viem dostupnym antibiotikim. V Ceské republice jiz byly
takovéto bakterialni izolaty zaznamenany. Z téchto divod( je nezbytné nutné
se k takovym kmenim chovat stejné jako k jinym multirezistentnim mikrob(m,
jako naptiklad kmenim Staphylococcus aureus rezistentnim k oxacilinu (MRSA).
Dle zkusenosti z okolnich statu, kde byla tato opatfeni implementovana zahy po
objeveni prvnich izolatl produkujicich transferabilni karbapenemazy, lze
dosahnout vyznamného snizeni prevalence téchto multirezistentnich mikrob( a
vyznamné snizit riziko prenosu mezi jednotlivymi nemocni¢nimi zafizenimi.
Rozsifeni kmenl produkujicich karbapenemazy vyznamné komplikuje 1écbu a
vyrazné zvysSuje naklady na zdravotni péci.

Inspirovano belgickym doporucenim: Glupczynski Y., Piérard D., Catry B., Gérard M., Simon A., Jans B. Escherichia coli multi-
résistant, producteur d’une carbapénémase de type New Delhi Métallo-Beta-Lactamase (NDM-1): un premier cas importé dans un
hépital aigu en Belgique. RAPPEL DES CONSIGNES DE PRISE EN CHARGE DE PATIENTS TRANSFERES D’UN HOPITAL SITUE DANS UN

PAYS A HAUTE ENDEMICITE DE BACTERIES PRODUCTRICES DE CARBAPENEMASES. Belgie. 2011.
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Epidemiologicky nejzdvainéjsi rezistence ke karbapenemim u enterobakterii,
pseudomondd a acinetobakter(l je zpUsobena karbapenemazami, enzymy schopnymi
ucinné hydrolyzovat vétSinu p-laktamu véetné karbapenemd, jejichZ geny jsou kédovany
na mobilnich genetickych elementech (plazmidy, transpozony) schopnymi
horizontalniho prenosu mezi bakteriemi. Na téchto mobilnich genetickych elementech
jsou obvykle neseny dalsi geny zodpovédné za rezistenci k ostatnim skupinam antibiotik
(napf. geny pro aminoglykosidové acetyltransferazy, geny zodpovédné za rezistenci
k chinolonlim, atp.). Lécba infekci zpUsobenych takovymi bakterialnimi izolaty je
vyznamné omezena (ucinny zistava obvykle pouze kolistin), avSak nejsou vyjimkou
ani izolaty rezistentni ke vSsem dostupnym antibiotikiim.

Karbapenemadzy jsou ¢lenény, stejné jako ostatni B-laktamazy, dle klasifikace navrzené K.
Bush a spolupracovniky, pfipadné dle Amblera. V téchto klasifikacnich systémech, jenz
se vzajemné prekryvaji, jsou nalézany ve tfech skupinach (viz Tabulka I.).

Tabulka 1. Klinicky vyznamné transferabilni karbapenemazy
Skupina dle klasifikace Oznaceni karbapenemaz Bakterialni druhy u nichz

podle Bush/Amblera, byly tyto enzymy nalezeny
oznaceni
Skupina 2f / A KPC, Enterobacteriaceae
GES, SME, IMI, NMC (Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae,

Serratia marcescens),
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

Skupina 3/ B, VIM, IMP, GIM, SIM, NDM, | Enterobacteriaceae,
metalo-f-laktamdzy SPM, AIM, KMH, DIM, TMB | Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii
Skupina 2d /D OXA-48 Klebsiella pneumoniae,
OXA Enterobacter cloacae,

Escherichia coli;
Skupiny OXA-23, -58, -40 Acinetobacter baumannii

Karbapenemazy (KPC)

Enzymy KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) byly poprvé nalezeny v USA v roce
1996. Jejich substratova specificita zahrnuje vsechny B-laktamy (peniciliny, cefalosporiny
vSech generaci, aztreonam a karbapenemy). Jsou slabé inhibovany kyselinou
klavulanovou. Tato vlastnost je vsak v klinické praxi nepouzitelna. Kmeny enterobakterii
produkujici KPC maiji Siroky rozptyl MIC karbapenem( (od 0,5 do > 32 mg/l) a Casto se



vyskytuje heterorezistence, kterou je moino pozorovat jako rezistentni subpopulaci
vytvarejici kolonie uvnitf inhibi¢ni zony kolem disk( s karbapenemy.

Epidemiologie producentll KPC vykazuje urcitd specifika. V soucasnosti (zafi 2011) je
popsano 10 rdznych variant enzymU KPC (http://www.lahey.org/studies). Geny blagpc
jsou vétsinou lokalizovany na transpozonu Tn4401. Celosvétové dochazi ke klonalnimu
Siteni klonu K. pneumoniae ST258 a jeho jednolokusovych variant, ktery naleZi k
epidemicky Uspésnému klondlnimu komplexu CC11. Epidemicka Uspésnost tohoto klonu
nebyla dosud vysvétlena. Rovnéz plazmidovy profil tohoto klonu je typicky, s plazmidy
velikosti cca 40, 110 a 200 kbp. Rezervoar kmen( produkujicich KPC je pravdépodobné
v Recku, USA a lzraeli. Z téchto oblasti se producenti KPC &ifi do ostatnich zemi,
predevéim disledkem cestovani. V Ceské republice byl prvni izoldt K. pneumoniae
produkujici KPC nalezen na podzim roku 2009 v severomoravské nemocnici. Izolat
rovnéz nalezel k mezindrodnimu klonu ST258 s typickym plazmidovym profilem.

Metalo-f -laktamazy (MBL)

Prvni transferabilni MBL byla detekovana u P. aeruginosa v Japonsku v roce 1990. | kdyz
vyskyt ziskanych MBL je nejcastéjsi u pseudomonad a acinetobakterd jejich zachyt u
enterobakterii je stdle vyznamnéjsi.

Nejcastéjsi MBL nalézanou u enterobakterii a pseudomonad je typ VIM. Genova kazeta
koédujici tento enzym je obvykle soucasti integronu tfidy 1 spolu s dalSimi
determinantami rezistence.

Béhem poslednich dvou let doslo k rozsiteni dalsi karbapenemdzy ze skupiny MBL —
enzymu oznaceného jako NDM-1 (New Delhi metalo-pB-lactamase). V soucasnosti jsou
popsdny 2 varianty (NDM-1 a NDM-2), avsak v blizké budoucnosti Ize ofekadvat popis
dalSich dvou typ0 (http://www.lahey.org/studies).

Poprvé byl enzym NDM-1 popsdn u kmene K. pneumoniae izolovaného od 59letého
pacienta pochézejiciho z Indie, trvale Zijiciho ve Svédsku. PFi cesté do Indie v roce 2007
se podrobil operaénimu zakroku v nemocnici v Novém Dilli. Po ndvratu byl pfijat do
Svédské nemocnice, kde byla identifikovana neznamd metalo-pB-laktamaza nejprve u
izolatll K. pneumoniae, nasledné u izoldtu E. coli. Nasledné doslo ve Velké Britanii
k vyznamnému rozsifeni producentll enzymu NDM-1 a ten se zde stal vroce 2009

dominantni karbapenemazou u enterobakterii.

Popsané genetické uspofddani genu blaypn.; je unikdtni. Na rozdil od ostatnich skupin
metalo-p-laktamaz, které byvaji kddovany jako genové kazety integrond, je gen blanpm-1
Casto soucasti plazmid( replikonového typu A/C, které mohou nést i geny
Sirokospektrych (3-laktamdz (ESBL).



Enzym NDM-1 je nalézan predevsim u K. pneumoniae a E. coli, dale u Klebsiella oxytoca,
Morganella morganii, Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Providencia spp. a Proteus
spp. U K. pneumoniae byl nalezen u epidemiologicky UspéSného mezinarodné
roziifeného klonu ST14. Siteni viak neni dominantné klondlni, ale dochazi i
k vyznamnému horizontdlnimu Sifeni (konjugativnim pfenosem plazmid().

EPIDEMIOLOGIE KARBAPENEMAZ

Jak jiz bylo zminéno vyse, jsou geny kodujici karbapenemazy obvykle soucasti vétsich
genetickych elementl, kodujicich rezistenci kostatnim skupinam antibiotik
(aminoglykosidy, fluorochinolony, sulfonamidy, atp.). Podavani kteréhokoliv antibiotika
z téchto skupin vede k selekci rezistence k ostatnim antibiotikim. Rezistence se zaroven
mezidruhové Sifi horizontdInim pfenosem genu (viz obrazek 1). Zaroven dochazi k Siteni
epidemicky UspéSnych klonld (napf. K. pneumoniae ST258 produkujici KPC, A.
baumannii).

Obrazek 1. Vznik a Sifeni rezistentnich bakterii v prostredi.
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Zavaznym problémem v Sifeni rezistence je mezindrodni cestovani. Pfi hospitalizaci
pacienta, ktery byl dfive oSetfen v nékteré z rizikovych zemi (tabulka I, obrazky 2,3) je
nutné dbat zvySené opatrnosti a provést dikladny mikrobiologicky skrining pro
zachyceni  multirezistentniho  bakteridlniho  kmene.  Rizikovym  faktorem
kolonizace/infekce multirezistentnim kmenem, vzhledem ke stale se ménici



epidemiologické situaci, je predchozi nedavna hospitalizace (cca 1 rok) v nemocni¢nim
zarizeni kteréhokoliv ciziho statu.

Tabulka Il. Zemé s vysokym stupném rezistence ke karbapenemUm u enterobakterii.

\ Zemé Rozsifreny typ karbapenemazy
Pakistan, Indie NDM
Velka Britanie NDM
Recko VIM, KPC
Turecko OXA-48
Izrael KPC
USA (predevsim vychodni pobrezi) KPC

Obrazek 2. Vyskyt rezistentnich bakteridlnich izolatl v Evropé je znacné heterogenni.
Data ukazuji vyskyt rezistence ke karbapenemOm u invazivnich izolata Klebsiella
pneumoniae v roce 2009. Databaze EARS-Net.
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Obrazek 3. Rozsifeni jednotlivych typ( karbapenemaz v Evropé (podle H. Grundmanna

etal.)
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VYSKYT KARBAPENEMAZ V CESKE REPUBLICE

Prvni ziskand karbapeneméaza byla v Ceské republice zaznamendna u izolatu P.
aeruginosa (IMP-7) vroce 2008. Identicky bakteridlni kmen byl nalezen i v polské
Wroclawi, coZ podporuje vyznam cestovani pfi Sifeni rezistence k antibiotikim. Vzapéti
doslo k rozsifeni dalSiho typu metalo-p-laktamdazy u pseudomonad (VIM-2). Do soucasné
doby bylo identifikovano > 50 izolath P. aeruginosa produkujici MBL. Situaci ve dvou
nemocnicich (Praha, Jihomoravsky kraj) Ize oznacit za endemickou.

U enterobakterii je vyskyt karbapenemaz v CR dosud sporadicky. Byly zachyceny dva
izolaty Serratia marcescens produkujici MBL typu VIM-1, dva izolaty Enterobacter
cloacae produkujici rovnéz MBL typu VIM. Dosud byly zachyceny dva pfipady importu
KPC. Jednalo se o izolaty K. pneumoniae produkujici KPC-2, respektive KPC-3, izolované
od pacient( dfive hospitalizovanych v Recku (KPC-2) a v Italii (KPC-3). Kmen produkujici
enzym KPC-3 byl plvodcem nemocni¢niho outbreaku na oddéleni, kde byl plvodné
pacient hospitalizovan.



V 1été 2011 byl v Ceské republice zachycen prvni p¥ipad vyskytu NDM-1. Gen blanpwm-1 byl
lokalizovan na chromozomu kmene A. baumannii ndlezejiciho k mezinarodnimu klonu 1.
Kmen byl izolovdn od pacienta repatriovaného zegyptské Hurghady. Jednalo se
pravdépodobné o shodny kmen, jaky byl nalezen v Némecku u pacienta rovnéz
repatriovaného z Egypta v roce 2007.

NAVRH SLEDOVANI VYSKYTU KARBAPENEMAZ V €R

Vzhledem kzavaznosti problému vyskytu karbapenemdz u enterobakterii a
pseudomondd navrhujeme zavedeni aktivniho sledovani vyskytu transferabilnich
karbapenemaz. Celorepublikovd data budou ctvrtletné zpracovana a zpétné
distribuovdna prostfednictvim webovych stranek Narodni referencni laboratotfe pro
antibiotika Statniho zdravotniho Ustavu a Ustavu mikrobiologie LF UK, Plzef
(http://szu.cz-narodni-refencni-laborator-pro-antibiotika;
http://www.betalaktamazy.cz) a zverejnéna v mési¢nim bulletinu Zpravy CEM.

Postup pfi vyhleddvani kmenu produkujicich karbapenemazu je zndzornén na obrazku 4,
formular pro konfirmaci produkce karbapenemazy je uveden v pfiloze ¢. 1. ZvySenou
pozornost je tfeba vénovat pacientim, ktefi byli hospitalizovani v ciziné.

Pfi stanoveni citlivosti k antibiotikim lze doporudit zarazeni ertapenemu jako
indikdtorového antibiotika, pfipadné je nezbytné testovat dalsi karbapenemy
(meropenem, imipenem). Pokud je izolat necitlivy (dle hrani¢nich hodnot EUCAST)
alespon k jednomu z testovanych karbapenemd, jednd se o izolat podeziely z produkce
karbapenemazy. Izolat celedi Enterobacteriaceae by mél byt neprodlené odeslan do NRL
pro antibiotika nebo na Ustav mikrobiologie LF UK v Plzni kfeno- a genotypové
konfirmaci produkce karbapenemdzy. Laboratof muzZe provadét fenotypové ovéreni
produkce enzymu paralelné dle popsané metodiky. U izoldtl P. aeruginosa. a A.
baumannii obvykle necini fenotypovy prikaz MBL obtiZe. Pfi pozitivnim zachytu MBL
producenta doporucujeme kmen odeslat ke konfirmaci mechanismu rezistence na vyse
uvedend pracovisté. Informace o potvrzeni produkce karbapenemdzy bude laboratofi
sdélena v nejkratSim mozném terminu.

OPATRENi PROVADENA V SOUVISLOSTI S VYSKYTEM GRAMNEGATIVNICH BAKTERIi
PRODUKUJICICH KARBAPENEMAZY (pfiloha €. 2)

Pti vyskytu karbapenemadz doporucujeme vychazet z polského postupu pfi vyskytu KPC,
vypracovaného prof. Walerii Hryniewicz, preloZzeného a publikovaného ve Zprdvach
epidemiologie a mikrobiologie se svolenim autorky (viz pfiloha ¢. 1). Aplikaci tohoto
postupu se v Polsku podafilo zamezit Sifeni karbapenemdaz KPC mezi jednotlivymi
nemocnicemi a sniZit prevalenci enterobakterii produkujicich KPC na minimum.



DIAGNOSTIKA KARBAPENEMAZ (pfiloha €. 3)

Aplikaci novych EUCAST/CLSI hrani¢nich hodnot pro interpretaci vysledk( vysetreni
citlivosti karbapenem( by méli byt zachyceni vSichni producenti klinicky vyznamnych
karbapenemaz. Jako indikatorové antibiotikum se nejlépe osvédcCil ertapenem
(informace o citlivosti by neméla byt rutinné uvddéna do vysledku). Pfipadné je nutné
testovat dalsi karbapenemy — meropenem, imipenem. Pokud je kmen rezistentni
k alesponi jednomu ztéchto antibiotik, musi byt provedeno ovéreni mechanizmu
rezistence, produkce MBL a KPC.

Metalo-f -laktamazy MBL

Fenotypovy prlikaz MBL je provadén na zakladé synergie chelatorli kovovych iontl
(napf. EDTA, dipikolinova kyselina) a imipenemu, meropenemu a ceftazidimu.

Karbapenemazy KPC

Fenotypovy prukaz KPC je zaloZzen na schopnosti nékterych latek inhibovat tyto enzymy.
Jedna se predevsim o kyselinu fenylboritou a jeji derivaty. Tato latka oviem inhibuje
také P-laktamazy typu AmpC a kmeny produkujici tyto enzymy jsou pfi pouZiti testu
s kyselinou fenylboritou hodnoceny jako falesné pozitivni. V roce 2010 popsal Ch. Giske
a kol. test, ktery by mél zabranit falesné pozitivnimu hodnoceni takovych izolatd
zafazenim disku s kloxacilinem. Av$ak v Ceské republice ani Giskeho modifikace
neumoznuje odlisit tyto faleSné pozitivni vysledky, nebot v nasich podminkach je vétsina
kmen( K. pneumoniae rezistentni ke karbapenemim v dUsledku strukturalnich zmén
bunécéné stény se soucasnou produkci enzymu typu AmpC (DHA-1) a OXA-1 hydrolyzujici
kloxacilin. Jedinou spolehlivou metodou pro konfirmaci KPC je dosud pouze
molekuldrné-genetickd detekce genu blawc. Dalsi moZnosti je detekce hydrolyzy
nékterého z karbapenemf (viz nize).

MALDI-TOF MS detekce karbapenemaz

Jedna se o univerzalni metodu pro prikaz karbapenemdaz na zakladé jejich biologické
aktivity — hydrolyzy meropenemu. Metoda byla vyvinuta a validovéna pracovniky Ustavu
mikrobiologie LF UK a FN v Plzni. Popis metody Ize nalézt v publikaci:

Hrabdk J, Walkovd R, Studentovd V, Chuddckovd E, Bergerovd T. Carbapenemase Activity
Detection by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-of-Flight Mass
Spectrometry. Journal of Clinical Microbiology 49, 2011: 3222 - 3227; DOI
10.1128/JCM.00984-11



Obrazek 4. Postup pro zachyceni bakteridlnich izolatl produkujicich karbapenemazy.
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KONTAKTNi PRACOVISTE

/Nérodnl' referencni laboratof pro antibiotika
Srobérova 48
100 42 Praha 10

Kontaktni osoba: MUDr. Helena Zemli¢kova, Ph.D. (vedouci NRL pro ATB)
Tel.: 267 08 22 02
E-mail: hzemlickova@szu.cz

\_

Gstav mikrobiologie
Lékarska fakulta v Plzni
Univerzita Karlova v Praze
Alej Svobody 80

304 60 Plzen

o

Kontaktni osoba: Jaroslav Hrabak, Ph.D.
Tel.: 377 10 32 65
E-mail: Jaroslav.Hrabak@Ifp.cuni.cz
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Priloha €. 1. Formular pro konfirmaci produkce karbapenemazy — privodni list vzorku.

( =n  Narodni referencni Ustav mikrobiologie
;zv laboratof pro antibiotika LékarFska fakulta v Plzni
" Statni zdravotni ustav Univerzita Karlova v Praze
Srobarova 48 Alej Svobody 80

100 42 Praha 10 304 60 Plzen

Pracovni skupina pro monitorovani rezistence (PSMR)
pfi NRL pro antibiotika

Konfirmace suspektniho producenta karbapenemazy

Cilova laboratof:

Vybér laboratore

MUDr. Helena Zemli¢kovéa, PhD. Jaroslav Hrabak, PhD.
Narodni referencni laborator pro antibiotika Ustav mikrobiologie
Statni zdravotni Ustav Lékarska fakulta a Fakultni
Srobarova 48 nemocnice v Plzni

100 42 Praha 10 Alej Svobody 80
hzemlickova@szu.cz 323 00 Plzen

Jaroslav.Hrabak@Ifp.cuni.cz

Identifikacni udaje vzorku

Jméno a pfijmeni pacienta:

Rodné Cislo:

Pohlavi:

Material:

Diagndza:

Oddéleni:

Datum odbéru primarniho vzorku:

Pacient s pfedchozi hospitalizaci: Ano/Ne/nezndmo
Pokud ano, uvedte, prosim, stru¢nou charakteristiku:

Zadavajici laboratof:
Bakteridlni druh:

Hodnoty citlivosti ke karbapenemm:

Imipenem Meropenem Ertapenem
MIC [mg/l]
IZ [mm]
Fenotypové prokazana produkce karbapenemazy: MBL/KPC/ostatni/neni zndmo

Pokud ano, uvedte prosim pouZitou metodu prikazu:
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Priloha €. 2. Doporuceni tykajici se postupu pti vyskytu kmen( Enterobacteriaceae
produkujicich karbapenemazy typu KPC ve zdravotnickych zafizenich Polska

Doporuceni tykajici se postupu pti vyskytu kmenli Enterobacteriaceae
produkujicich karbapenemazy typu KPC* ve zdravotnickych zarizenich Polska

Recommendations on the steps to be taken in case of the emergence
of KPC* carbapenemase-producing strains of Enterobacteriaceae in healthcare settings in Poland

Waleria Hryniewicz

Doporuceni vypracované Prof. dr hab. n. med. Walerii Hryniewicz z polského Nérodniho dstavu 1éka — narod-
ni konzultantkou v oblasti l1ékarské mikrobiologie, v ramci zdravotniho programu financovaného z prostredka
Ministra zdravotnictvi — ,Narodni program ochrany antibiotik®.

Jedna se o opatfeni doporu¢ené ministrem zdravotnictvi Polska. Warszawa, 2010

Ve Zpravich EM publikovano se svolenim autorky.

PreloZili:
Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D., Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta UK a Fakultni nemocnice v Plzni
RNDr. Pavla UrbaSkova, CSc., Néarodni referentni laboratof pro antibiotika, Statni zdravotni dstav v Praze

V souvislosti s vyskytem kmenu Enferobacteriaceae, Karbapenemy a ostatni B-laktamova antibiotika a soucas-
zejména izolatd druhu Kiebsiella pneumoniae v Polsku, n& rezistentni na vétSinu antibakteridlnich 1éka jinych
produkujicich B-laktamazy KPC, neboli enzymy St&pici  skupin, nafizuje se zahajit okamZita opatfeni zabraifiujici

* KPC - anglicka zkratka: Klebsiella pneumoniae carbapenemase
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jejich Sifeni. Produkce KPC predstavuje nejnebezpetnéj-
§i z doposud popsanych mechanismu rezistence gramne-
gativnich tyfek a dosavadni pozorovini ukazuji, Ze né-
které kmeny K. pneumoniae produkujici KPC, vyskytu-
jici se také v Polsku, maji zvySeny epidemiologicky po-
tencial. Antibiotika s prokazanou klinickou aginnosti
proti nékterym kmenim produkujicim KPC chybi.

V souladu s vySe popsanymi skute¢nostmi se doporu-

Cuji nasledujici opatfeni:

(5]

Mikrobiologické laboratofe provadé&jici vySetfeni pro
zdravotnicka zafizeni jsou povinny vySetfovat citli-
vost gramnegativnich tyCek na karbapenemy, vCetné
metodik pro prukaz KPC u enterobakterii v souladu
s doporucenim referentniho centra

(www.korld.edu.pl).

. Pri podezreni na izolaci kmene Enterobacteriaceae

produkujiciho KPC je nezbytné neprodlené informo-
vat tym pro kontrolu nozokomidlnich infekci o exis-
tujicim podezreni a zajistit izolaci pacienta do vylou-
Ceni pritomnosti tohoto mechanizmu rezistence
a zarovef zaslat kmen do referentniho centra pro
ovéfeni.

.V pripadé potvrzeni produkce KPC se doporucuje:

1) bezodkladna izolace nemocného infikovaného/ko-
lonizovaného producentem KPC;

bezodkladny skrining (kultivani vySetfeni vytéru
z rekta) pacientl hospitalizovanych na stejném
oddéleni jako pacient s producentem KPC, resp.
t&ch, ktefi jsou oSetfovany tymZ persondlem; ve
skriningu je nutné pokrafovat u hospitalizovanych
osob v kontaktu v tydennim intervalu; kultivaéni
vySetfeni se doporucuje doplnit provedenim PCR
priukazu KPC pfimo z odebraného materialu;

v nasledujicich Sesti mésicich se na odd&leni, kde
byl pacient hospitalizovin, provést Setfeni pro
Casny zachyt KPC;

dale provést epidemiologicka Setfeni pro zjiSténi
puvodu producenta KPC u infikovaného/kolonizo-
vaného pacienta a moZny pfenos z jiného zdravot-
nického zafizeni:;

neprodlend nahldsit vyskyt producenta KPC
okresnimu inspektorovi ochrany verejného zdravi
na pfisluSnych formulafich pro povinn& hlaSené
puvodce bakteridlnich infekci.

2)

3)

4)

5)

. Izolace pacienta s producentem KPC zahrnuje:

1) umisténi pacienta na izolatnim pokoji se sanitarni
smyCkou;

pouZiti jednorazovych rukavic a plasté pred vstu-
pem na izolalni pokoj:

odloZeni ochrannych pomicek pred opuSténim
pokoje;

bezvyhradné dodrZovani hygieny rukou s pouZi-
tim alkoholové desinfekce po odloZeni ochran-
nych prostredki;

vyhrazeni 1ékafskych nastroju (napf. stetoskop,
teplomér, manZety pro méfeni krevniho tlaku,
atp.) a jejich bezodkladna dekontaminace pred
pouZitim u jinych pacienti:

2)
3)

4)

5)

10.

6) kontrolu veSkerého pohybu pacienta po nemocnic-
nim zafizeni za i¢elem Iékai'ského vySetfeni;

7) vy&lenéni oletfovatelského personalu pro pacienta
s producentem KPC.

. Pri kultivagni negativité KPC u ostatnich pacientd na

oddéleni, na némZ byl prokazan producent KPC, pii-

padn@ u pacientl oSetfovanych stejnym persondlem

jako pacient infikovany/kolonizovany KPC se dopo-
rucuje dodrZovat nasledujici zasady:

1) vySetfit pacienty s vysokym rizikem kolonizace/
infekce producentem KPC, tj. pacientd dlouhodo-
bé hospitalizovanych (>7 dni), dlouhodobg 1é¢e-
nych antibiotiky, zavaZn& nemocnych;

2) u t&hto pacientd se doporuCuje skriningova kulti-
vace po dobu nasledujicich dvou mésicu.

. Pfi potvzeni producenta KPC u dalSich pacienti se

pro potlaCeni zdroje infekce doporuCuje postup spoci-
vajici na:

1) rychlé identifikaci nosi¢i mezi pacienty: doporu-
Cuje se skrining u vSech pacientd hospitalizova-
nych na daném oddéleni nebo oSetfovanych stej-
nych persondlem; kultivace se provadi jednou
tydné tak dlouho, dokud neni potvrzena negativita
po dobu dvou mésicu;

provéfeni postupu, které zabraiuji pfenosu puvod-
ci nozokomidlnich infekci:

dusledné izolaci pacientt s producenty KPC (izo-
laCni pokoj, kohorty);

provéfeni zplisobl pouZivani antibiotik, prede-
viim fluorochinolont a karbapenemu;

vyClendni oSetfovatelského persondlu pro pacien-
ty s kmeny produkujicimi KPC;

pfi vyS8im poctu pacientu s producenty KPC na
daném oddéleni zvaZit soustfedéni tchto pacienti
(na daném oddéleni).

3)
4)
5)

6)

. Tym pro kontrolu nozokomiélnich infekci provadi

priub&zné monitorovani a stalou kontrolu zasad dodr-
Zovani izolace a dalSich postupi zabrafiujicich Sifeni
kmenu produkujicich KPC.

. Pri preloZeni pacienta s producentem KPC do jiné ne-

mocnice se do propoustéci zpriavy uvede informace
o infekci/kolonizaci kmenem produkujicim KPC.

. Na pacienta propusténého do doméciho oSetfeni se

nevztahuji Zadna zv1astni opatfeni ani pfi ambulatni
péci, aviak pfi pripadném dalSim pfijeti do nemoc-
ni¢niho zafizeni predloZi pacient ziznam ve své zdra-
votnické dokumentaci.

Pfi dalSim pfijeti pacienta dfive kolonizovaného/infi-
kovaného producentem KPC do zdravotnického zafi-
zeni je nutné provést kultivaéni vySetfeni dvou po
sobé& jdoucich vytéra z rekta v jednodennim interva-
lu; je doporutend izolace pacienta do doby obdrZeni
vysledki vySetfeni. Pokud jsou vysledky prvnich vy-
Setfeni negativni, opakuji se vytéry v tydennich in-
tervalech b&hem celé doby hospitalizace.

. V obdobi prvniho mésice od prvni izolace kmene

KPC zasila vedouci pracovnik zdravotnického zafi-
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zeni hlaSeni o postupu pro zamezeni Sifeni inspekto- Dodatek k Doporudeni tykajici se postupu pil vyskytu
ritu ochrany verejného zdravi. Pri vyskytu KPC Kmenu Enterobacteriaceae produkujicich karbapene-
u dalSich pacienty se zasila vstupni hlaSeni o pode- mazy typu KPC ve zdravotnickych zarizenich.

zfeni na epidemiologické ohnisko a také hlaSeni
o postupu vedoucimu k zamezeni Sifeni v tydennim
intervalu.

V soucasné dobé& plati, Ze je nutné vénovat mimofidnou
pozornost pacientim pfijimanym ze zafizeni v némZ do-
chazi k epidemickému Sifeni KPC, pripadné z takového,
12. Pfi kolonizaci nejsou antibiotika indikovana. v némZ se tyto kmeny vyskytuji endemicky. TotéZ se tyka
pacientd prijimanych z oblasti hlavniho m&sta Var3avy,

13. Doporucuje se vySetfit pacienty (na pfitomnost kme- kde je problém KPC velice zdvazny.

ne KPC) z jinych zdravotnickych zafizeni v nichZ

dochdzi k epidemickému Sifeni KPC, pfipadné se Prof. dr hab. n. med. Walerie Hryniewicz
zde tyto vyskytuji endemicky. ndrodni konzultantka v oblasti lékafské mikrobiologie
Narodowy Instytut Lekow

Varsava, leden 2010 Zaktad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej

Chelmska 30/34, 00-725 Varsava, Polsko
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Pfiloha ¢. 3. Metodika pro prikaz klinicky vyznamnych f-laktamdz vcéetné
karbapenemaz.

ZPRAVY EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZU, PRAHA) 2009; 18(3)

Detekce Sirokospektrych B-laktamaz (ESBL), B-laktamaz AmpC,
metalo-B-laktamaz (MBL) a karbapenemaz KPC u gramnegativnich tycek

Detection of extended-spectrum B-lactamases, AmpC B-lactamases, metallo-B-lactamases
and Klebsiella pneumoniae carbapenemases in Gram-negative rods

Jaroslav Hrabék, Tamara Bergerové, Helena Zemlickova, Pavia Urbaskova

— Souhrn « Summary

Predkladand metodika umoznuje rutinni identifikaci hlavnich typu klinicky vyznamnych B-laktamaz — Siroko-
spektré B-laktamazy (ESBL), B-laktamazy AmpC a metalo-B-laktamazy (MBL). V metodice je rovnéz uvedena
mozZnost prikazu karbapenemaz skupiny 2f, které predstavuji v nékterych stitech vyznamny klinicky a epide-
miologicky problém.

Methodologies for the identification of clinically important f3-lactamases — extended-spectrum f-lactamase
(ESBL), AmpC f3-lactamase (AmpC), and metallo-f-lactamase (MBL) are reviewed. The detection of 2f carbap-
enemases that are a significant clinical and epidemiological problem in some countries is described as well.

Zpravy EM (SZU, Praha) 2009; 18(3): 100-106.
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Kli¢ova slova: Sirokospektra B-laktamaza,
metalo-B-laktaméza, Klebsiella pneumonie
karbapenemadza, enterobakterie

Keywords: extended-spectrum B-lactamase,
metallo-B-lactamase, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, enterobacteria

1. Uvod

V soucasnosti dochdzi k vyznamnym zméndm v epide-
miologii producentt klinicky vyznamnych B-laktamaz,
mezi néz lze radit Sirokospektré B-laktamazy (ESBL),
B-laktamdzy typu AmpC, metalo-B-laktamdzy, a v nékte-
rych stitech i serinové karbapenemazy skupiny 2f (klasi-
fikace podle Bush et al. [3]) [7. 8. 10, 15]. V Ceské re-
publice lze kazdoro¢né pozorovat vzestup vyskytu ESBL
u Escherichia coli (nyni pievazné klondlni Sifeni produ-
centi enzymu skupiny CTX-M), nértstu kmena Klebsi-
ella pneumoniae produkujicich ESBL a AmpC (DHA-1).
V minulém roce byla poprvé zjiSténa produkce metalo-B-
laktamaz (IMP-7) u Pseudomonas aeruginosa [9] a Ser-
ratia marcescens (VIM) (nepublikovand data). Pro zvy-
Seni senzitivity a specificity jiZ publikovanych testi 1ze
doporucit uspofadani testi popsanych v tomto ¢lanku.

2. Definice

2.1. Sirokospektré B-laktamazy

Obecné piijimana definice ESBL zahrnuje fadu faktort,
které exaktné popisuji biochemické vlastnosti téchto en-
zymdu. Jedna se o B-laktamazy hydrolyzujici peniciliny,
cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy. Jsou inhi-
bovany inhibitory B-laktamaz (napt. klavulanovou kyseli-
nou), nehydrolyzuji karbapenemy a obvykle ani cefamy-
ciny (napf. cefoxitin). Dle funkéni klasifikace navrzené
K. Bush et al. spadaji do skupiny 2be, ¢ést do skupiny 2d
[2.7].

2.2. B-laktamazy AmpC

B-laktamazy AmpC jsou enzymy spadajici do skupiny 1
(klasifikace Bush et al. [2]). resp. skupiny C podle Am-
blera. Z funk¢niho hlediska hydrolyzuji peniciliny, cefa-
myciny, vétSinu cefalosporinii a monobaktamy, nehydro-
lyzuji karbapenemy a nejsou inhibovany inhibitory
B-laktamaz (napf. klavulanovou kyselinou) [8].

2.3. Metalo-B-laktamazy

Substratova specificita MBL zahrnuje peniciliny, cefalo-
sporiny a karbapenemy. Monobaktamy (aztreonam) ne-
jsou MBL hydrolyzovany. Nejsou inhibovédny kyselinou
klavulanovou, tazobaktamem nebo sulbaktamem, ¢ili in-
hibitory B-laktamdz s B-laktamovym kruhem. Donorem
molekuly vody pfi hydrolyze amidové vazby B-laktamu
je kovovy iont (obvykle zinek) vazany v aktivnim misté
enzymu. V Amblerové klasifikaci jsou MBL zarazeny do
skupiny B, v klasifikaci navrzené K. Bush et al. se na-
chazi ve skupiné 3 [2, 4, 10].

2.4. Ostatni

2.4.1. OXA

Zahrnuji skupinu velmi heterogennich B-laktamaz nale-
zejicich do funkc¢ni skupiny 2d. resp. D podle Amblera.
Vsechny B-laktamazy skupiny OXA hydrolyzuji oxacilin
a nejsou (popf. velmi slabé) inhibovany inhibitory B-lak-
tamaz. Substratova specificita enzymi OXA je znacné
riiznoroda — od penicilinti az po karbapenemy [10].

2.4.2. K1

B-laktaméza oznacovana jako K1 je zdkladni inherentni
B-laktamazou druhu Klebsiella oxytoca. Je slabé inhibo-
vatelna kyselinou klavulanovou, proto miize pii DDST
vytvaret typickou inhibi¢ni z6nu oznacovanou jako ,.egg-
like™. Zakladnim charakteristickym znakem je hydrolyza
aztreonamu [11].

2.4.3. Karbapenemadzy 2f

Jedna se o serinové karbapenemazy spadajici do funk¢ni
skupiny 2f (¢ast skupiny AmpA). Jsou velmi slabé inhi-
boviany kyselinou klavulanovou. Stejné jako v pripadé
AmpC, jsou tyto enzymy inhibovany kyselinou boritou.
Neékterymi autory jsou fazeny k ESBL, avSak tato klasifi-
kace neni optimalni [11].

3. Mikrobiologicka diagnostika B-laktamaz

Vétsina testi pouzivanych v laboratofich klinické mikro-
biologie je zaloZena na fenotypovych metodach pfimo
vychazejicich ze zminénych definici — substratové speci-
ficity a citlivosti k inhibitorim. Vyuziti molekularné-
genetickych technik je omezené, nebot tyto metody ne-
maji schopnost popisu stupné rezistence vySetfovaného
kmene.

Metody prukazu ESBL., AmpC a MBL byly popsény
diive [11, 12]. Doporucené rozloZeni disku je znidzorné-
no na obrdzcich 1, 2, a 3.

3.1. ESBL

Prikaz Sirokospektrych B-laktamaz vyuziva inhibici hyd-
rolyzy antibiotika klavulanovou kyselinou. Pro vyhleda-
véani podezielych kmenu lze pouzit vysledky vySetfeni
citlivosti pomoci diskové diftizni metody (IZ). resp. hod-
noty minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) [11]. Pro-
dukce ESBL je konfirmovina vySetienim synergie mezi
kyselinou klavulanovou a cefalosporiny tieti, resp. ¢tvrté
generace (viz diive publikovana metodika [11]).

3.2. AmpC

Jako indikatorové antibiotikum muze byt pouZit cefoxi-
tin. Toto antibiotikum velmi dobie hydrolyzuje vétsina
AmpC B-laktamaz [8].

Inducibilni produkci AmpC lze prokazat jako antago-
nizmus mezi diskem s induktorem a cefalosporiny tieti
generace. Jako induktor Ize pouZzit kyselinu klavulano-
vou, cefoxitin, resp. imipenem (viz tabulka 1) [6, 8].

V piipadé konstitutivnich producentd, resp. hyperpro-
ducentli je mozné pouzit inhibitort tak. jako pfi prikazu
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Obréazek 1: DOPORUCENE ROZLOZENI DISKU
pro prikaz ESBL a AmpC

Mueller-Hinton agar

Mueller-Hinton agar se 128 mg/l oxacilinu (inhibice AmpC)

Obréazek 2: DOPORUCENE ROZLOZENI DISKU
pro prikaz MBL
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Obréazek 3: DOPORUCENE ROZLOZENI DISKU
pro skrining s prikaz KPC
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ESBL. Mezi dilezité inhibitory AmpC patii oxacilin
(kloxacilin), nebo kyselina boritd a jeji derivaty. Vzhle-
dem k mozné soucasné produkci ESBL je nejvhodnéjsi
pouzit Mueller-Hinton (MH) agar s oxacilinem (MHA+
OXA) a srovnat primér IZ s prumérem IZ na MH agaru
bez pfidavku inhibitoru [8]. Mimo tuto metodu byly vy-
vinuty metody zaloZené na inhibici AmpC kyselinou bo-
ritou.

3.3. MBL

Metody prukazu MBL jsou zaloZeny na priikaz inhibice
téchto B-laktamaz cheldtory kovovych iontii (EDTA, ky-
selina 2-merkaptopropionova, atp.). Vzhledem k tomu,
Ze u nékterych druhu (pfedevs§im Acinetobacter spp.)
neni EDTA dostatec¢né citliva, je nutné pouZzit kombinaci
obou zminénych inhibitori — EDTA a kyseliny 2-mer-
kaptopropionové (MPA) (viz tabulka 6). Usporadani dis-
ku pro tuto metodu je zobrazeno na obrazku 1. Produkci
MBL je nutné vzdy konfirmovat spektrofotometrickou
metodou hydrolyzy imipenemu provadénou specializo-
vanou laboratoii [1. 4, 12].
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Tabulka 1: Produkce inducibilni AmpC. Kmen Escherichia coli
dobre citlivy ke karbapenemim (MICygz < 0,125 pg/ml)

MHA+OXA

MHA

Interpretace:
* Kmen neni producentem ESBL: Na MHA ani na MHA+OXA neni patma
inhibice k. klavulanovou.
* Kmen je producentem inducibilni AmpC: Tvorba ,D* zony je naznacena
u CTX v sousedstvi s FOX a zaroveri u CTX v sousedstvi s diskem AMC.
1Z CAZ je deformovana, avsak bez charakteristického tvaru.

Poznamka:

* |1Z na MHA+OXA jsou bez znamek jakékoliv synergie ¢i antagonismu, coz
svédci pouze pro produkci AmpC, ktera je spolehlivé inhibovana oxacili-
nem.

Tabulka 2: Konstitutivni produkce inherentni AmpC, soucasna
produkce B-laktamazy OXA-1. Kmen Escherichia coli
dobie citlivy ke karbapenemim (MICygg < 0,125 pg/ml)

MHA+OXA

MHA

Interpretace:

* Kmen je hyperproducentem AmpC: Na MHA+OXA jsou u cefalosporin vy-
tvoreny IZ. IZ FEP je signifikantné vétsi nez na MHA.

Poznamky:

« Jedna se o hyperprodukci inherentni AmpC pfitomné u vétsiny kmenu E.
coli (neni inducibilni).

* Na MHA nejsou patrny zadné synergie. IZ FEP vykazuje drobnou deforma-
ci egg-like®.

¢ |Z CTX, CAZ a ATM mohou byt hodnoceny jako deformované smérem
k disku s AMC. V tomto pfipadé se jedna o produkci B-laktamazy OXA-1,
ktera neni fazena k ESBL.

* Produkci ESBL nelze v tomto pfipadé béznymi fenotypovymi metodami ani
vylou¢it ani potvrdit.

* Rozdil mezi IZ FEP na MHA a MHA+OXA indikuje nestabilitu FEP vici
kombinaci detekovanych B-laktamaz.

3.4. Ostatni

3.4.1. OXA

Jejich fenotypova detekce je velmi obtiZna, proto lze
spolehlivy priikaz provést pouze molekuldrné-geneticky-
mi technikami [10]. Slaba inhibice kyselinou klavulano-
vou muze v nékterych pfipadech vést k nespravné iden-

tifikaci producenta enzymi OXA s tizkym spektrem
ucinku (obvykle OXA-1) jako producenta ESBL (viz ta-
bulka 2).

3.4.2. KI

Specificky test pro priukaz B-laktamazy K1 neni k dis-
pozici. Zakladnim predpokladem pro spravnou identifi-
kaci je provedena druhova identifikace. Na hypeprodukci
K1 lze usuzovat podle antibiogramu, na zdkladé vysoké-
ho stupné rezistence k aztreonamu, cefalosporiniim prvni
a druhé generace a snizené citlivosti k cefotaximu. Kmen

Tabulka 3: Konstitutivni produkce AmpC a ESBL.
Kmen Morganella morganii dobre citlivy
ke karbapenemim (MICygq < 0,125 pg/ml).
Referenéni kmen CNCTC 7375

MHA+OXA

Interpretace:

* Kmen je producentem ESBL: Na MHA+OXA je zfejma deformace IZ smé-
rem k disku s AMC ($ipka oznacuje naznak hranice IZ).

* Kmen je konstitutivnim producentem AmpC: Na MHA+OXA je zfejmé zvét-
Seni IZ u cefalosporini tfeti generace, v porovnéni s MHA.

Poznamky:

* Na MHA nejsou patrny zadné synergie mezi cefalosporiny a k. klavulano-
vou.

* ESBL neni na MHA detekovatelnd, ani mezi FEP a AMC, ktery pravdépo-
dobné neni pfitomnou AmpC hydrolyzovan.

Tabulka 4: Soucasna produkce ESBL a inducibilni AmpC.
Kmen Klebsiella pneumoniae dobfe citlivy
ke karbapenemim (MICygq < 0,125 pg/ml)

MHA

MHA+OXA

Interpretace:

* Kmen je producentem ESBL: Rozsifeni zon mezi AMC a disky CTX, CAZ,
FER ATM.

* Kmen je producentem inducibilni AmpC: Charakteristicka ,D" zona mezi
CTX, CAZ, ATM. 1Z na MHA a MHA+OXA maji stejny primér — kmen neni
producentem konstitutivni AmpC.
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pii pouziti DDST nevykazu-
je deformaci zon, pripadné
je patrnd pouze deformace
typu ,.egg-like™ [11].

3.4.3. Karbapenemdzy
skupiny 2f

Karbapenemazy skupiny 2f
jsou pomérné novym feno-
ménem Vv rezistenci entero-
bakterii ke karbapenemum
[10]. Z tohoto diivodu dosud
neexistuji spolehlivé metody
jejich detekce. V nékterych
laboratorich se osvédcil pri-
kaz produkce karbapenema-
zy tzv. 3D testem, avsak ten-
to test je zavisly na mnozstvi
exprimovaného enzymu. Pro-
to jeho standardizace pro ru-
tinni aplikaci je obtizné pro-
veditelna. Rovnéz nelze po-
uzit DDST s kyselinou kla-
vulanovou, nebot tyto karba-
penemazy jsou inhiboviny
velmi slabé, prestoZe spadaji
do skupiny B-laktamaz inhi-
bovatelnych kyselinou kla-
vulanovou a ostatnimi stan-
dardnimi inhibitory B-lak-
tamaz (sulbaktam, tazobak-
tam) [10].

Pro rutinni vyhledavani
podezielych kment lze po-
uzit vysledky vysetieni MIC,
resp. diskové citlivosti. Vhod-
nym indikdtorem se zda byt
ertapenem [M. Gniadkow-
ski, osobni sdéleni]. Pode-
zielé kmeny jsou takové, kte-
ré maji MIC meropenemu,
imipenemu, nebo ertapene-
mu vétsi nebo rovnu 0.5 pg/
ml. V pripadé diskové citli-

Tabulka 5: Souéasna produkce ESBL a AmpC. Kmen
Klebsiella pneumoniae je rezistentni k meropenemu (MIC = 8 ug/ml)

MHA+OXA Priikaz MBL

MHA

Interpretace:

* Kmen je producentem ESBL: Na MHA patrné rozsiteni IZ smérem k disku s AMC.

* Kmen je producentem AmpC: Na MHA+OXA je vyrazné rozsiteni mezi diskem s FEP a ATM inhibice AmpC. Rezis-
tentni subpopulace jsou viditelné uvnitf IZ diskii s CTX, CAZ, FEP, Jedna se o subpopulace hyperprodukujici AmpC
(dereprese genu blag.1).

* Kmen neni producentem MBL: Neni detekovatelna inhibice (rozsifeni zon) mezi inhibitory a B-laktamy. Kmen je
citlivy k imipenemu, coZ ukazuje na pravdépodobny neenzymaticky typ rezistence.

Poznamka:

* Rezistence k meropenemu je zplsobena snizenim permeability vnéjsi bunécné stény a soucasnou produkci
B-laktamaz ESBL a AmpC.

Tabulka 6: Souc¢asna produkce AmpC a MBL. Kmen Pseudomonas aeruginosa

MHA+OXA

Interpretace:

* Kmen neni producentem ESBL.

* Kmen je producentem konstitutivni AmpC (inherentni AmpC P, aeruginosa): Patrné vyrazné zvétseni IZ u diskd
s CAZ a FEP, Nejedna se o inducibilni AmpC (neni detekovatelna zéna ,D“u Zadného z B-laktamd).

* Kmen je producentem MBL: Rozsifeni zon mezi inhibitory a diskem s meropenemem, imipenemem, ceftazidimem.

Poznamka:
« Aztreonam neni hydrolyzovam MBL, proto ma 1Z na MHA+OXA velky primér.

vosti tato hranice dosud zifejma neni, avSak za podezielé
lze povazovat kmeny necitlivé alespon k jednomu z kar-
bapenemu (IZ meropenemu a imipenemu < 16 mm, erta-
penemu < 19 mm) 3, 16].

Jako konfirmacni test Ize pouzit srovnani IZ imipene-
mu a meropenemu (disk 10 pg) a IZ imipenemu a mero-
penemu s piidavkem 300 pg kyseliny borité (viz obr. 3).
Je-1i priumér IZ u disku s karbapenemem s piidavkem ky-
seliny borité vétsi nez S mm v porovnani s IZ u samotné-
ho karbapenemu, mizZe se jednat o produkci B-laktamdzy
KPC [5, 14]. Vzhledem k moZné faleSné pozitivité je
vzdy nezbytné nutné produkci tohoto enzymu potvrdit ve
specializované laboratofi, kterd disponuje pfislusnymi
kontrolnimi kmeny. Verifikace je provadéna PCR ampli-
fikaci s naslednou sekvenaci a/nebo spektrofotometric-
kym méfenim hydrolyzy imipenemu.

Disky pro konfirmacni test je potieba pripravit vzdy
Cerstvé. Disk s karbapenemem se napusti 20 ul roztoku
kyseliny borité (zasobni roztok 15 mg/ml) tak, Ze vysled-
nd koncentrace na disku je 300 pg. Disky je vhodné na-
poustét na sterilnim podloZznim sklicku a pred pouzitim
nechat alespori 30 minut zaschnout [5, 14].

Priklad karbapenemaz 2f s riznym stupném rezisten-
ce je uveden v tabulce 8.

3.5. Soucasna produkce ruznych B-laktamaz
3.5.1. Produkce ESBL a konstitutivni produkce AmpC

Konstitutivni produkce AmpC muize maskovat vytvoieni
charakteristickych deformaci v pfipadé soucasné produk-
ce ESBL (viz Tabulka 3). Nejspolehlivéjsi metodou
k odfiltrovani vlivu AmpC je pouziti MHA s oxacilinem
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Tabulka 7: Soucasna produkce ESBL, AmpC, MBL.

Kmen Serratia marcescens rezistentni ke véem B-laktamiim

MHA

MHA+OXA

Interpretace:

* Kmen je producentem ESBL: Rozsitena zona mezi diskem s AMC a ATM na MHA+OXA.
* Kmen je producentem inducibilni AmpC: Naznacena zéna ,D*“ mezi diskem s AMC a ATM.
* Kmen je producentem MBL: Rozsifeni zon mezi inhibitory a diskem s meropenemem a imipenemem.

Poznamka:

* MBL obvykle nehydrolyzuji aztreonam - z toho diivodu je produkce ESBL a AmpC patrna pouze u disku s ATM.

Cefalosporiny (CTX, CAZ, FEP) jsou MBL hydrolyzovany.

s kyselinou klavulanovou a
disky s cefalosporiny. AmpC
je vSak vétSinou produkova-
na v nizké hladiné i bez pfi-
tomnosti induktoru, proto
|ze ¢asto pozorovat zvétSeni
1Z na MHA+OXA. Charak-
teristické pro tuto kombinaci
je ,useknuti* zvétSené inhi-
bi¢ni zoény u disku s AMC
(viz tabulky 4, 5). Hlavnim
indikatorem pro produkci in-
ducibilni AmpC je opét re-
zistence k cefoxitinu.

Tabulka 8: Ruzny stupeii rezistence u producenti
karbapenemazy KPC (skupina 2f)
u dvou kmenU Klebsiella pneumoniae

MHA - karbapenemy

MHA - karbapenemy s k. boritou|

Interpretace:
* Oba kmeny vykazuji rezistenci ke karbapenemim. Kolonie uvnitf IZ (neos-
try okraj 1Z) jsou indikatorem nestability karbapenemd.
* |Z u disku s kyselinou boritou jsou zvétsené, coz ukazuje na pravdépodob-
nou produkci enzymu KPC.
* Kmen je nutné zaslat k ovéfeni do referencniho pracovisté.

[11]. Konstitutivni produkce AmpC je charakterizovana
zvétsenim IZ na MHA+OXA v porovnani s MHA. Jed-
nim z hlavnich indikatora pfritomnosti AmpC je rezisten-
ce k cefoxitinu [8].

3.5.2. Produkce ESBL a inducibilni produkce AmpC

Kmen, ktery soucasné produkuje inducibilni AmpC
a ESBL, obvykle vytvafi deformované IZ mezi diskem

3.5.3. Produkce MBL spolu s dal§imi fj-laktamdzami
schopnymi hydrolyzovat oxy-imino-cefalosporiny
(ESBL, AmpC)

Vzhledem k tomu, Ze MBL hydrolyzuji v§echny B-lakta-
my s vyjimkou monobaktami (aztreonamu), byva stuperi
rezistence takovych kmenu velmi vysoky. Aztreonam je
jedinym antibiotikem, které v tomto piipadé muze slou-
Zit jako indikator (tabulka 7). Jeho umisténi na MHA+
OXA umoziiuje detekovat ESBL (rozsifeni zony) i indu-
cibilni AmpC (,,useknuti* zony). V pfipadé pochybnosti
lIze pouzit stejné uspoiadani diski z MHA+OXA na
MHA.

4. Klinicka interpretace

Enzymaticka aktivita mnoha set znamych typu B-lakta-
maz schopnych hydrolyzy cefalosporint vySsich genera-
ci, pfipadné karbapenemt, se vzajemné lisi. Presto bio-
chemické konstanty nejsou jedinym voditkem ke stano-
veni stupné rezistence, nebot ten je vyznamné zavisly
i na permeabilité vnéjsi bunécné stény a tim prostupu an-
tibiotika do periplasmového prostoru [10]. Na zakladé
téchto argument je zfejmé, Ze jednoznacné interpretacni
kritérium pro producenty B-laktamaz nelze stanovit. Ur-
¢ita interpretacni kritéria lze nalézt v dokumentu EU-
CAST [13].

4.1. ESBL

Producent ESBL by mél byt hodnocen jako rezistentni ke
viem B-laktamovym antibiotikiim v¢etné kombinaci se
serinovymi inhibitory B-laktamaz (kyselina klavulanova,
tazobaktam, sulbaktam). Jedinou vyjimku tvofi karbape-
nemy, které jsou vSeobecné pokladiny za léky volby
u zavaznych infekci zptusobenych producenty ESBL [7].
Dle expertnich pravidel EUCAST by mél byt kmen inter-
pretovan jako intermediarné citlivy k B-laktamovému an-
tibiotiku, je-li hodnota MIC, resp. priméru IZ v citlivé
kategorii. Jako rezistentni, je-li hodnota MIC (IZ)
v intermedidrni kategorii [13].
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4.2. AmpC

Producenti ziskané AmpC (muZze byt inducibilni) by méli
byt hodnoceni jako rezistentni k cefalosporiniim 1.-3.
generace. | kdyZz nejsou cefalosporiny 4. generace (cefe-
pim) obvykle hydrolyzovéiny v signifikantni mife, je
vhodné jejich klinické pouziti zvazit u kazdého pripadu
zv14st, s ohledem na zménu citlivosti za pritomnosti inhi-
bitoru AmpC (srovnani IZ na MHA a MHA+OXA).

4.3. MBL

Producenti metalo-B-laktaméz by méli byt povazovani za
rezistentni ke v§em B-laktamim (v¢etné karbapenemu),
kromé aztreonamu, je-li kmen k nému citlivy a neprodu-
kuje-li néktery z enzymi, ktery aztreonam hydrolyzuje
(ESBL, AmpC, K1, atp.) [4].

Tato informace vSak slouZzi jen pro laboratorni tcely,
nebof aztreonam neni v CR dostupny.

4.4. KPC

Interpretacni kritéria pro producenty KPC nebyla dosud
publikovina. Pfesto panuje shoda, Ze by v pripadé citli-
vosti kmene k nékterému z B-laktamu tato antibiotika ne-
méla byt preferovdna a kmen by mél byt povazovin ze
rezistentni ke vSem B-laktamim.

5. Zavér

Rezistence k antibiotikiim je neustile se rozvijejici pro-
blém, umoznujici sledovani evoluce v redalném Case. Pro-
to nelze zZadnou metodiku povazZovat za bezvyhradné
spolehlivou. Stejny problém zatéZuje interpretaci vysled-
ki vySetfeni a interpretacni kritéria. Ani tato kritéria ne-
Ize povazovat za zcela rigidni. Pfedkladana metodika vy-
chazi z nejnovéjsich odbornych poznatkt s ohledem na
epidemiologickou situaci v Ceské republice a bude pruzné
aktualizovédna (viz také http://www.betalaktamazy.cz).
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POUZITE ZKRATKY

MHA Mueller-Hinton agar

MHA+OXA Mueller-Hinton agar s pifidavkem 128 mg/l oxa-
cilinu

1Z inhibi¢ni z6na

MPA merkaptopropionova kyselina

ESBL Sirokospektra B-laktamaza

EDTA kyselina ethylendiamin tetraoctové

MBL metalo-B-laktamaza

AMC amoxicilin/kyselina klavulanova

ATM aztreonam FOX cefoxitin

MEM meropenem CTX cefotaxim

IMI imipenem CAZ ceftazidim

ETP ertapenem FEP cefepim

BA kyselina boritd
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ERRATA k élanku:

Detekce Sirokospektrych B-laktamaz (ESBL),
B-laktamaz AmpC, metalo-B-laktamaz (MBL)
a karbapenemaz KPC u gramnegativnich tycek Mueller-Hinton agar

Detection of extended-spectrum B-lactamases, AmpC B-lactamases,
metallo-B-lactamases and Klebsiella pneumoniae carbapenemases
in Gram-negative rods

Obrazek 1: DOPORUCENE ROZLOZENI DISKU
pro prikaz ESBL a AmpC

autort: Jaroslav Hrabék,Tamara Bergerova", Helena Zemlickova, Pavia Urbaskova,
otisténém v minulém cisle: Zpravy EM (SZU, Praha) 2009; 18(3): 100-106.

V obrazku 1, publikovaném na strané 102, chybél popis dvou anti-

spravnym popisem. PP
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