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Priikaz beta-laktamaz Sirokého spektra (ESBL) a typu AmpC u
enterobakterii

A. Definice

- Sirokospektré b-laktamazy - ESBL (extended-spectrum b-lactamases) jsou enzymy produkované
nékterymi mikroby, které hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a monobaktamy. Jsou
inhibovany inhibitory b-laktamdz (napf. klavulanovou kyselinou), nehydrolyzuji karbapenemy a obvykle ani
cefamyciny (napf. cefoxitin).

- b-laktamazy typu AmpC jsou fadou mikrobi produkovany inherentné (napt. druhy Enterobacter
spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Serratia spp.). Hydrolyzuji peniciliny,
cefamyciny, vétSinu cefalosporinti a monobaktamy, nehydrolyzuji karbapenemy a nejsou inhibovany
inhibitory b-laktamdz (napf. klavulanovou kyselinou).

B. Klinické a epidemiologické dusledky produkce b-laktamaz

- Efekt inokula bunék. Pri vysetieni citlivosti producentd ESBL dilu¢ni metodou nebo diskovou difusn{
metodou v rutinnim uspofadani (které vyZaduje koncentraci inokula bunék bakterif zhruba 10° bun&k/ml), se
mohou nékteré cefalosporiny in vitro falesné jevit jako citlivé. Pfi probihajici infekci je vSak pfitomna
vysokd koncentrace bun&k ptvodce (> 105 bunék/ml), kterd produkuje enzym v mnoZstvi postadujicim

k inaktivaci cefalosporini a selhani 1é¢by [1].

- Vyznam inducibilni produkce enzymu. VétSina chromozomaélnich AmpC je inducibilnich. Znamena
to, Ze prislusny gen (napf. blapy, ,, blacyy, blayg) neni v béznych podminkdch exprimovién, hodnoty
minimdln{ inhibi¢ni koncentrace (MIC) nebo inhibi¢ni z6ny vétSiny b-laktamovych antibiotik jsou

v kategorii citlivosti, a také v klinické praxi je kmen k piislusnym cefalosporinim citlivy. K indukci
produkce AmpC dochézi pfi kontaktu s nékterymi antibiotiky (cefoxitin, imipenem) nebo inhibitory
b-laktaméz (pfedevs§im klavulanovou kyselinou) [2, 3, 4]. Pfedpokldda4 se, Ze tato indukce je vyvoldna
specifickou interakci induktoru s proteiny vaZicimi peniciliny (PBP), s ndslednym spusténim signdlni cesty,
kterd vede k expresi daného genu. Expozice b-laktamovym antibiotikiim, napf. pfi jejich 1é¢ebné aplikaci,
miZe zpisobit selekci mutant, u nichz doslo k derepresi genu ampC téchto b-laktamaz [4]. Mutanty
hyperprodukujici b-laktamézu jsou obvykle rezistentni k vét$iné penicilinti, cefalosporint a aztreonamu.
Citlivost zlstava zachovana ke karbapenemtim a in vitro obvykle také k cefalosporinim 4. generace
(cefepim, cefpirom) [4], stejné jako u ESBL se vSak pfi 1é¢ebné aplikaci téchto antibiotik mtiZe uplatnit efekt
inokula [1].

- Z epidemiologického hlediska predstavuji oba typy rezistence vysoké riziko, nebot se mohou rychle
§ifit. Rychlej$i horizont4lni Sifeni b-laktamdz zprostiedkovdvaji transpozony nebo integrony, klony
rezistentnich kment se §if{ vertikdlné. Integrony v genovych kazetdch obvykle sdruzuji kromé genti
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b-laktamaz také geny determinujici rezistenci k aminoglykosidiim, chloramfenikolu, rifampicinu,
sulfonamidim, pfipadné i k dalSim antibiotikiim [4, 5]. Frekvence vyskytu kment se ziskanou rezistenci

k b-laktamovym antibiotikiim v disledku produkce inaktivujicich enzymti ESBL nebo AmpC je rozdilna

v zavislosti na druhu enterobakterie, na typu nemocni¢niho zafizeni, viznamné rozdily jsou mezi oddélenimi
jedné nemocnice, mezi nemocnicemi, zemémi a kontinenty. V Ceské republice (CR) se sleduje rezistence

k cefalosporinim se Sirokym spektrem téinku u izol4tt z krve pacientl s bakterémii zptisobenou E. coli nebo
Klebsiella pneumoniae. V roce 2005 bylo v CR podle EARSS Annual Report rezistentnich k cefalosporiniim
3. generace (cefotaximu nebo coftazidimu) zhruba 3 % izolatl E. coli a 32 % izolatd K. pneumoniae z krve;

z toho tvorili producenti ESBL 2 %, respektive 20 % izolatd [6].

C. Detekce ESBL

- Prikaz Sirokospektrych b-laktamaz vyuziva inhibici hydrolyzy antibiotika klavulanovou kyselinou.
C.1. Vyhleddvdni kmenu produkujicich ESBL [7]

- Pro zakladn{ skrining producentiit ESBL 1ze pouZit metodu vyhledavani podle priméru inhibi¢nich z6n
(IZ) okolo diski, nebo podle hodnot minimélnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) indikatorovych
b-laktamovych antibiotik. Kmen podezfely z produkce ESBL je takovy, ktery ma alespoii jednu hodnotu 1Z
niz§i (nebo MIC vyssi), nez je hodnota hrani¢ni. Diskova citlivost a stanoveni MIC se provadi standardnimi
postupy [8]. Hrani¢ni hodnoty pro diskovou citlivost jsou 17 mm pro cefpodoxim, 22 mm pro ceftazidim a
27 mm pro aztreonam a cefotaxim; hrani¢ni hodnoty MIC jsou 8 mg/l pro cefpodoxim a 1 mg/l pro
ceftazidim, aztreonam a cefotaxim [7].

C.2. Konfirmacni metoda CLSI* [7]

- Tato metoda vyuziva srovnani priméru inhibi¢nich z6n, které vytvafi testovany kmen na
Mueller-Hinton agaru okolo diski s uréitym cefalosporinem a okolo disku obsahujicim kombinaci téhoZ
cefalosporinu s klavulanovou kyselinou. Je-1i rozdil priméru inhibi¢nich z6n véEtsi nez 5 mm (vétsi zona
musi byt vzdy u disku s kombinaci), je kmen hodnocen jako producent ESBL.

Metoda plati jen pro druhy Klebsiella spp., Escherichia coli a Proteus mirabilis. Vzhledem
k mechanistickému pojeti je zatiZzena statistickou chybou.

* Clinical Laboratory Standard Institute, USA
C.3. Metoda DDST** [5,9, 10]

- Metoda je zaloZena na principu detekce deformace inhibi¢nich z6n, které vytvaii testovany kmen na
Mueller-Hinton agaru mezi disky s cefalosporiny a aztreonamem, a diskem s amoxicilinem/klavulanovou
kyselinou. Vzdélenost diski je v rozmezi 20 - 30 mm od stiedd, podle testovaného druhu a zkuSenosti
laboratofe. Doporucené kombinace a rozlozeni disktl ukazuje obrazek 1.
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** Double Disk Synergy Test
C4. Rychld detekce ESBL.

- Vysledky produkce ESBL jsou k dispozici nejdiive za 2 dny po indikaci vySetfeni citlivosti, ¢ili za jeden
den po odecéteni MIC nebo priumérti inhibi¢nich z6n. V rutinni praxi mikrobiologické laboratofe 1ze vSak
zhruba 90% producenti ESBL odhalit za jeden den (zhruba za 18 hod), soucasné s odectenim vysledkt
vySetfeni citlivosti ostatnich antibiotik. Postupuje se jako u metody DDST s tim rozdilem, Ze inokulum
vySetfovaného kmene se naockuje roztérem na 1/2 Mueller-Hinton agaru, na kterou se umisti tii disky,
obvykle ceftazidim, kombinace amoxicilinu s klavulanovou kyselinou a cefotaxim. Na druhé polovin€ plotny
se stejnym zpiisobem vysetii dal$i kmen. Je-1i nasledujici den vysledek negativni, postupuje se podle
odstavce C1. Podrobny postup vySetieni je uveden v grafu 1.

D. Detekce AmpC [3]

- Pro detekci inducibilnich enzymu typu AmpC lze pouZit totéZ usporddani jako pro metodu DDST pfi
detekci ESBL. Klavulanova kyselina, obsazena v disku s amoxicilinem, je stejné dobry induktor b-laktamazy
AmpC, jako je cefoxitin nebo imipenem. Vzdalenost diskd je v rozmezi 20-30 mm od stfedi.

E. Hodnoceni vysledku

- Metoda DDST [5, 9, 10]

Producent ESBL vytvaii zvétSenou inhibi¢ni z6nu, obvykle ve tvaru "zatky od Sampaiiského", kolem disku
alespon jednoho z antibiotik (aztreonamu, cefotaximu, ceftazidimu, cefepimu) na stran¢ sousedici s diskem
kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina.

Producent inducibilni AmpC [3] vytvéii deformovanou inhibi¢ni zénu ve tvaru pismene D u aztreonamu
nebo nékterého z cefalosporint na strané sousedici s diskem kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina
(resp. cefoxitinu, nebo imipenemu).

Produkce ESBL miiZe byt skryta, pokud kmen soucasné produkuje AmpC. Pro prikaz ESBL je nutno
produkci AmpC inhibovat (viz odstavec F).

- Metoda CLSI [7]

Producent ESBL vytvaii inhibi¢ni zony mezi diskem s cefalosporinem a diskem obsahujicim kombinaci
téhoz cefalosporinu s klavulanovou kyselinou, pokud je rozdil priméri A3 5 mm ve prospéch disku
s kombinaci.
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Producent inducibilni AmpC obvykle vytvari inhibi¢ni z6ny kolem disku kombinace cefalosporinu
s klavulanovou kyselinou o mens$im priméru, nez kolem disku se samotnym cefalosporinem.

Produkce ESBL miiZe byt skryta, pokud kmen soucasné produkuje AmpC, a to i v piipadé, Ze se pouZije
cefalosporin 4. generace a tentyZ cefalosporin v kombinaci s klavulanovou kyselinou. Pro prikkaz ESBL je
nutno produkci AmpC inhibovat (viz odstavec F).

F. Detekce ESBL v pritomnosti AmpC

- Enzymy typu AmpC inhibuje kyselina borit4, kloxacilin, a dalsi latky. Tyto inhibitory lze vyuzit
k selektivn{ inhibici enzymu AmpC [3].

- ESBL v pritomnosti AmpC lze detekovat na Mueller-Hinton agaru se 128 mg/l oxacilinu (viz tabulka 2).
Dals{ postup metody a hodnoceni je shodné jako u prikazu ESBL (viz odstavec C a E a obrdzek 1).

- Pokud je primér inhibi¢nich z6n okolo diskd na plotné s Mueller-Hinton agarem s oxacilinem vétsi, nez na
Mueller-Hinton agaru bez oxacilinu, jedna se o produkci enzymu typu AmpC.

G. Interpretace vysledku

- Charakteristické fenotypy citlivosti a rezistence lze rozeznat podle tvaru inhibi¢nich z6n kolem diskt
s b-laktamovymi antibiotiky na ptidé Mueller-Hinton agaru a na Mueller-Hinton agaru se 128 mg/1 oxacilinu.

PSS C

enterobakterii.

- Pfi interpretaci vysledkd je také potieba brat v ivahu deformace z6n, které nejsou zpiisobeny
producenty ESBL. Jedna se napfiklad o rozsifeni inhibi¢ni z6ny okolo disku cefepimu smérem k disku

s amoxicilinem s klavulanovou kyselinou, které je obvykle zptisobeno enzymem SHV-1 u druhu Klebsiella
pneumonie. Tato z6na ma charakteristicky tvar, pfipominajici vajicko ("egg-like") (Tabulka 3c).

- Druh Klebsiella oxytoca inherentné produkuje enzym K1, ktery je inhibovan klavulanovou kyselinou.
Hyperprodukce tohoto enzymu, ktera se pfi pouZziti metody DDST jevi jako vajicku podobné rozsiteni

inhibiéni z6ny u disku s cefalosporiny a/nebo s aztreonamem smérem k disku
kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina, miZe byt chybné odectena jako produkce ESBL [9].
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TABULKY A OBRAZKY:

Obrazek 1. Doporucené usporadani disku pri metodé DDST, kombinované s metodou CLSI
Vysvétlivky a zkratky:

Metoda DDST : viz odstavec C3 v textu; metoda CLSI: viz odstavec C2 v textu; K6dové oznaceni diska
(obsah disku): AMC: kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina. (20/10ug); AZT: aztreonam (30ug); CAZ:
ceftazidim (30ug); CPD: cefpodoxim (10); CD: kombinace cefpodoxim/klavulanova kyselina (10/1ug);
CTX: cefotaxim (30ug); FEP: cefepim (30ug).

Graf 1. Algoritmus prikazu ESBL a AmpC (kliknutim na obrézek jej zvétsite)

Vysvétlivky a zkratky:

MHA: Mueller-Hinton agar; MHA+OXA: Mueller-Hinton agar s 128 mg/] oxacilinu

Koédové oznaceni diskt (obsah disku): AMC: kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina. (20/10ug); AZT:
aztreonam (30ug); CAZ: ceftazidim (30ug); CPD: cefpodoxim (10); CD: kombinace
cefpodoxim/klavulanova kyselina (10/1ug); CTX: cefotaxim (30 FEP: cefepim (30ug).

Tabulka 1. Podminky pro priukaz ESBL u enterobakterii

Puda Mueller- Hinton agar
Objem inokula 2 - 5 ml ve fyziologickém roztoku

Pfima metoda roztérem kolonif (z kultury na krevnim agaru staré nejvyse 24
hod.)

0,5 dle McFarlandova zdkalu (ptipadné déle fedit 1:10 nebo 1:100); kolonie se
maji okraji dotykat, avSak nesplyvat

Piiprava inokula

Koncentrace inokula

Amoxicilin/kyselina klavulanova (20/10 ug), cefotaxim (30 ug), ceftazidim (30

Disky ug), cefepim (30 ug), aztreonam (30 ug), cefpodoxim (30 ug), cefpodoxim/k.
klavulanova (30/10 ug)

Usporadani diskid Viz obrazek 1

Inkubace 35 °C +/- 2 °C v normdln{ atmosfére

Pozitivni kontrola Escherichia coli CNCTC 7374 (producent ESBL)
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Tabulka 2. Podminky pro prikaz ESBL v pfitomnosti AmpC u enterobakterii.

Puda Mueller-Hinton agar + 128 mg/I oxacilinu
Objem inokula 2 - 5 ml ve fyziologickém roztoku

Pfima metoda roztérem kolonif (z kultury na krevnim agaru staré nejvyse 24
hod.)

0,5 dle McFarlandova zdkalu (pripadné déle fedit 1:10 nebo 1:100); kolonie se
maji okraji dotykat, avSak nesplyvat

Pfiprava inokula

Koncentrace inokula

Amoxicilin/kyselina klavulanova (20/10 ug), cefotaxim (30 ug), ceftazidim (30

Disky ug), cefepim (30 ug), aztreonam (30 ug), cefpodoxim (30 ug), cefpodoxim/k.
klavulanové (30/10 ug)

Usporadani diski Viz obrazek 1

Inkubace 35 °C +/- 2 °C v normdlni atmosfére

Pozitivni kontrola Escherichia coli CNCTC 7376 (producent ESBL+AmpC)

Tabulka 3. Fenotypy rezistence k B-laktamovym antibiotikum u enterobakterii podle charakteru
inhibi¢nich z6n

C by o1 MHA

Fenotyp Charakter inhibi¢nich zén (I1Z) MHA + OXA
3.a. Nedeformované 1Z, rozdil priméru IZ u disku cefpodoximu a
Bez produkce ESBL a kombinace cefpodoxim/klavulanové k. je <5 mm. Priméry IZ na
AmpC MHA a MHA+OXA jsou shodné.
3.b. Rozsiteni IZ mezi disky amoxi-cilinu/klavulanové k. a cefalosporinti

(aztreonamu) je zfetelné. Mezi IZ u disku cefpodoximu a kombinace
Produkce ESBL cefpodoxim/klavulanové k. je rozdil #3 5 mm. IZ na MHA a

MHA+OXA jsou podobné.
3.c. U disku aztreonamu je patrnd typickd IZ "D". RozSifeni mezi disky
Produkce inducibilni kombinace amoxicilin/ klavulanova k. a cefepimu nelze hodnotit
AmpC jako produkci ESBL ("egg-like" 1Z).
3.d. Na MHA je IZ jen u disku cefepimu. Na plotné MHA+OXA s jsou

Hyperprodukce AmpC 1Z okolo cefalosporinii a azteronamu bez deformaci.
3e.



Hyperprodukce AmpC Na MHA je IZ jen u disku cefepimu. Produkci ESBL nelze hodnotit.

+ produkce ESBL. Na MHA+OXA jsou deformace 1Z ceftazidimu, cefotaximu a
aztreonamu. Rozdil IZ mezi cefpo-doximem a kombinac{
cefpodoxim/ klavulanova k. je signifikantni.

3.f.

Neenzymaticky typ

rezvistenfzeo(sniiem’ Nejsou vytvoreny 1Z kolem diskd na MHA, ani na MHA
poctu pori) s oxacilinem.

Vysvétlivky: MHA - Mueller-Hinton agar; MHA+OXA: MHA se 128 mg/1 oxacilinu; IZ - primér inhibi¢n{
z6ny kolem disku
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