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A.DEFINICE

— Sirokospektré B-laktamazy — ESBL (extended-spec-
trum B-lactamases) jsou enzymy produkované néktery-
mi mikroby, které hydrolyzuji peniciliny, cefalospori-
ny vSech generaci a monobaktamy. Jsou inhibovany
inhibitory B-laktaméz (napt. klavulanovou kyselinou),
nehydrolyzuji karbapenemy a obvykle ani cefamyciny
(napf. cefoxitin).

— B-laktamazy typu AmpC jsou fadou mikrobu produ-
kovany inherentné (napf. druhy Enterobacter spp., Cit-
robacter freundii, Morganella morganii, Providencia
spp., Serratia spp.). Hydrolyzuji peniciliny, cefamyci-
ny, vétSinu cefalosporini a monobaktamy, nehydroly-
zuji karbapenemy a nejsou inhibovany inhibitory B-
laktamaz (napf. klavulanovou kyselinou).

B. KLINICKE A EPIDEMIOLOGICKE DUSLEDKY
PRODUKCE B-LAKTAMAZ

— Efekt inokula bunék. Pti vySetieni citlivosti produ-
centi ESBL dilu¢ni metodou nebo diskovou difusni
metodou v rutinnim uspofadani (které vyzaduje kon-
centraci inokula bun&k bakterii zhruba 10° bun&k/ml),
se mohou nékteré cefalosporiny in vitro fale$Sné jevit
jako citlivé. Pfi probihajici infekci je vSak pfitomna
vysoka koncentrace bunék pivodce (> 10° bunék/ml),
ktera produkuje enzym v mnoZstvi postacujicim k in-
aktivaci cefalosporinll a selhani 1é¢by [1].

— Vyznam inducibilni produkce enzymu. Vétsina chro-
mozomalnich AmpC je inducibilnich. Znamena to, Ze
piisludny gen (napi. blay,,, bla . bla,,.) neni v béz-

nych podminkéch exprimovéan, hodnoty minimalni in-

hibi¢ni koncentrace (MIC) nebo inhibi¢ni zény vétSiny

B-laktamovych antibiotik jsou v kategorii citlivosti,

a také v klinické praxi je kmen k pfisluSnym cefalo-

sporiniim citlivy. K indukci produkce AmpC dochézi

pti kontaktu s n€kterymi antibiotiky (cefoxitin, imipe-
nem) nebo inhibitory B-laktamaz (pfedevSim klavu-
lanovou kyselinou) [2, 3, 4]. Pfedpoklada se, Ze tato
indukce je vyvoldna specifickou interakci induktoru

s proteiny vaZicimi peniciliny (PBP), s naslednym

spusténim signalni cesty, kterd vede k expresi daného

genu. Expozice B-laktamovym antibiotikim, napf. pfi
jejich léCebné aplikaci, miZe zplsobit selekci mutant,

u nichZ doslo k derepresi genu ampC téchto B-lakta-

maz [4]. Mutanty hyperprodukujici 3-laktamazu jsou

obvykle rezistentni k vétSiné penicilind, cefalosporind

a aztreonamu. Citlivost zlstava zachovana ke karbape-

nemdm a in vitro obvykle také k cefalosporiniim 4. ge-

nerace (cefepim, cefpirom) [4], stejn€ jako u ESBL se
vSak pti léCebné aplikaci téchto antibiotik mizZe uplat-

nit efekt inokula [1].

— Z epidemiologického hlediska predstavuji oba typy
rezistence vysoké riziko, nebot se mohou rychle Sifit.
Rychlejsi horizontalni §ifeni B-laktamaz zprostiedko-
véavaji transpozony nebo integrony, klony rezistentnich
kmend se §ifi vertikalné. Integrony v genovych kaze-
tach obvykle sdruzuji kromé gent B-laktamaz také
geny determinujici rezistenci k aminoglykosidim,
chloramfenikolu, rifampicinu, sulfonamidim, pfipadné
i k dal$im antibiotikiim [4, 5]. Frekvence vyskytu kme-
nu se ziskanou rezistenci k B-laktamovym antibioti-
kim v dasledku produkce inaktivujicich enzymi ESBL
nebo AmpC je rozdilna v zavislosti na druhu entero-
bakterie, na typu nemocniéniho zafizeni, vyznamné
rozdily jsou mezi oddélenimi jedné nemocnice, mezi
nemocnicemi, zem&mi a kontinenty. V Ceské republice
(CR) se sleduje rezistence k cefalosporintim se §iro-
kym spektrem ucinku u izolatd z krve pacientt s bak-
terémii zptisobenou E. coli nebo Klebsiella pneumo-
niae. V roce 2005 bylo v CR podle EARSS Annual Re-
port [http://www.rivm.nl/earss] rezistentnich k cefalo-
sporiniim 3. generace (cefotaximu nebo ceftazidimu)
zhruba 3 % izolatl E. coli a 32 % izolati K. pneumoni-
ae z krve; z toho tvorili producenti ESBL 2 %, respek-
tive 20 % izolatu [6].

C.DETEKCE ESBL
— Prukaz Sirokospektrych B-laktaméz vyuZziva inhibici
hydrolyzy antibiotika klavulanovou kyselinou.

C.1. Vyhleddvdni kmenii produkujicich ESBL [7]

— Pro zékladni skrining producentti ESBL lze pouZit me-
todu vyhledavani podle priméru inhibi¢nich z6n (IZ)
okolo diskt, nebo podle hodnot minimalnich inhibic-
nich koncentraci (MIC) indikatorovych B-laktamovych
antibiotik. Kmen podeztely z produkce ESBL je tako-
vy, ktery m4 alespoii jednu hodnotu IZ niZsi (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 pro cef-
podoxim <= 17 mm (<= 22 mm u Proteus mirabilis),
pro ceftazidim <= 22 mm a pro aztreonam a cefotaxim
<= 27 mm; hrani¢ni hodnoty MIC jsou pro cefpodoxim
>4 mg/l (> 1 mg/l u P. mirabilis) a pro ceftazidim,
aztreonam a cefotaxim > 1 mg/1 [7].

C.2. Konfirmacni metoda CLSI* [7]

— Tato metoda vyuZzivd srovnani priméru inhibi¢nich
z6n, které vytvari testovany kmen na Mueller-Hinton
agaru okolo disktl s urCitym cefalosporinem a okolo
disku obsahujicim kombinaci téhoZ cefalosporinu

* Clinical Laboratory Standard Institute, USA
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s klavulanovou kyselinou. Je-li rozdil priméru inhibi¢-
nich z6n vétsi neZ 5 mm (vétsi zéna musi byt vZdy
u disku s kombinaci), je kmen hodnocen jako produ-
cent ESBL.

Metoda plati jen pro druhy Klebsiella spp., Escheri-
chia coli a Proteus mirabilis. Vzhledem k mechanis-
tickému pojeti je zatiZena statistickou chybou.

C.3. Metoda DDST ** [5, 9, 10]

— Metoda je zaloZena na principu detekce deformace in-
hibi¢nich z6n, které vytvafi testovany kmen na Muel-
ler-Hinton agaru mezi disky s cefalosporiny a aztreo-
namem, a diskem s amoxicilinem/klavulanovou kyseli-
nou. Vzdalenost diskd je v rozmezi 20-30 mm od stie-
dua, podle testovaného druhu a zkuSenosti laboratofe.
Doporucené kombinace a rozlozeni diskil ukazuje ob-
razek 1.

C.4. Rychld detekce ESBL

— Vysledky produkce ESBL jsou k dispozici nejdiive za
2 dny po indikaci vySetfeni citlivosti, ¢ili za jeden den
po odecteni MIC nebo praméri inhibi¢nich zén. V ru-
tinni praxi mikrobiologické laboratofe 1ze v§ak zhruba
90 % producentit ESBL odhalit za jeden den (zhruba
za 18 hod), soucasné s odectenim vysledkl vySetieni
citlivosti ostatnich antibiotik. Postupuje se jako u me-
tody DDST s tim rozdilem, Ze inokulum vySetfované-
ho kmene se naockuje roztérem na 1/2 Mueller-Hinton
agaru, na kterou se umisti tfi disky, obvykle ceftazi-
dim, kombinace amoxicilinu s klavulanovou kyselinou
a cefotaxim. Na druhé poloving plotny se stejnym zpu-
sobem vySetii dal§i kmen. Je-1i nasledujici den vysle-
dek negativni, postupuje se podle odstavce C1. Po-
drobny postup vySetfeni je uveden v grafu 1.

Obrazek 1:
DOPORUCGENE USPORADANI DISKU PRI METODE DDST,
KOMBINOVANE S METODOU CLSI

¢ 40 - 60 mm

Vysvétlivky a zkratky:

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

** Double Disk Synergy Test

D.DETEKCE AMPC [3]
— Pro detekci inducibilnich enzymt typu AmpC Ize pou-

Zit totéZ usporadani jako pro metodu DDST pii detekci
ESBL. Klavulanovi kyselina, obsaZend v disku s amo-
xicilinem, je stejné dobry induktor B-laktamazy AmpC,
jako je cefoxitin nebo imipenem. Vzdalenost disku je
v rozmezi 20-30 mm od stfeda.

E. HODNOCENI VYSLEDKU
— Metoda DDST [5, 9, 10]

Producent ESBL vytvafi zvétSenou inhibi¢ni zénu,
obvykle ve tvaru ,,zatky od Sampariského®, kolem dis-
ku alespori jednoho z antibiotik (aztreonamu, cefotaxi-
mu, ceftazidimu, cefepimu) na stran¢ sousedici s dis-
kem kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina.
Producent inducibilni AmpC [3] vytvéfi deformova-
nou inhibiéni z6énu ve tvaru pismene D u aztreonamu
nebo nékterého z cefalosporinl na strané sousedici
s diskem kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina
(resp. cefoxitinu, nebo imipenemu).

Produkce ESBL muze byt skryta, pokud kmen sou-
¢asné produkuje AmpC. Pro prikaz ESBL je nutno
produkci AmpC inhibovat (viz odstavec F).

— Metoda CLSI [7]

Producent ESBL vytvéfi inhibi¢ni z6ny mezi diskem
s cefalosporinem a diskem obsahujicim kombinaci té-
hoz cefalosporinu s klavulanovou kyselinou, pokud je
rozdil primérd > 5 mm ve prospéch disku s kombinaci.
Producent inducibilni AmpC obvykle vytvafi inhibi¢-
ni z6ny kolem disku kombinace cefalosporinu s klavu-
lanovou kyselinou o mens$im priméru, neZ kolem disku
se samotnym cefalosporinem.

Produkce ESBL muze byt skryta, pokud kmen sou-
¢asné produkuje AmpC, a to i v pfipadé, Ze se pouZije
cefalosporin 4. generace a tentyZ cefalosporin v kom-
binaci s klavulanovou kyselinou. Pro prikaz ESBL je
nutno produkci AmpC inhibovat (viz odstavec F).

F. DETEKCE ESBL V PRITOMNOSTI AmpC
— Enzymy typu AmpC inhibuje kyselina borita, kloxaci-

lin, a dal$i latky. Tyto inhibitory lze vyuZzit k selektivni
inhibici enzymu AmpC [3].

— ESBL v pfitomnosti AmpC lze detekovat na Mueller—

Hinton agaru se 128 mg/l oxacilinu (viz tabulka 2).
Dalsi postup metody a hodnoceni je shodné jako u pri-
kazu ESBL (viz odstavec C a E a obrazek 1).

— Pokud je primér inhibi¢nich zén okolo diskti na plotné

s Mueller-Hinton agarem s oxacilinem vétsi, neZ na
Mueller-Hinton agaru bez oxacilinu, jednd se o pro-
dukci enzymu typu AmpC.

G.INTERPRETACE VYSLEDKU

— Charakteristické fenotypy citlivosti a rezistence 1ze ro-

zeznat podle tvaru inhibi¢nich z6n kolem diska s B-
laktamovymi antibiotiky na piidé Mueller-Hinton aga-
ru a na Mueller-Hinton agaru se 128 mg/l oxacilinu.
Tabulka 3 uvadi citlivy fenotyp (3a) a pét fenotypi re-
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Graf 1: ALGORITMUS PRUKAZU ESBL A AmpC

Klinicky izolat G-tycky

v

Metoda DDST na MHA
s kombinaci disk(i CTX - AMC - CAZ

y

ANO
Deformace zény

Zéna typu ,D“ u disk
CAZ nebo CTX

Plati alespon jedna varianta?
Pro 1Z: CPD < 17 mm,
CAZ <22 mm
AZT, CTX < 27 mm
Pro MIC: CPD > 4 mg/l,
CAZ, AZT, CTX > 1 mg/l

Rozsifeni zény Inducibilni AmpC

\4

Metoda DDST na MHA + OXA,
disky viz obrazek 1

Deformace zény, nebo ANO

rozdil mezi CD a CPD
>5mm

NE Jsou 1Z na MHA ANO
+ OXA vétsi
nez na MHA?

NENi ESBL AmpC ESBL

ani AmpC

Vysvétlivky a zkratky:
MHA: Mueller-Hinton agar; MHA+OXA: Mueller-Hinton agar s 128 mg/l oxacilinu

Kddové oznaceni diskd (obsah disku): AMC: kombinace amoxicilin/klavulanova kyselina (20/10 pg); AZT: aztreonam (30 pg); CAZ: ceftazidim (30 ug);
CPD: cefpodoxim (10 ug); CD: kombinace cefpodoxim/klavulanova kyselina (10/1 pg); CTX: cefotaxim (30 pg); FEP: cefepim (30 pg).
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Tabulka 1: PODMINKY PRO PRUKAZ ESBL U ENTEROBAKTERII

Pida Mueller-Hinton agar

Objem inokula 2-5 ml ve fyziologickém roztoku

Pfiprava inokula

Pfima metoda roztérem kolonii (z kultury na krevnim agaru staré nejvySe 24 hod.)

Koncentrace inokula

0,5 dle McFarlandova zékalu (pfipadné dale fedit 1:10 nebo 1:100); kolonie se maji okraji dotykat, avSak nesplyvat

Disky

Amoxicilin/kyselina klavulanova (20/10 ug), cefotaxim (30 ug), ceftazidim (30 pg), cefepim (30 pg),
aztreonam (30 pg), cefpodoxim (10 pg), cefpodoxim/k. klavulanova (10/1 pg)

Usporadani diska Viz obréazek 1

Inkubace 35 °C + 2 °C v normalni atmosfére

Pozitivni kontrola

Escherichia coli CNCTC 7374 (producent ESBL)

Tabulka 2: PODMINKY PRO PRUKAZ ESBL V PRITOMNOSTI AmpC U ENTEROBAKTERI

Plda Mueller-Hinton agar + 128 mg/l oxacilinu

Objem inokula 2-5 ml ve fyziologickém roztoku

Pfiprava inokula

Pfima metoda roztérem kolonii (z kultury na krevnim agaru staré nejvy$e 24 hod.)

Koncentrace inokula

0,5 dle McFarlandova zékalu (pfipadné dale fedit 1:10 nebo 1:100); kolonie se maji okraji dotykat, avSak nesplyvat

Disky

Amoxicilin/kyselina klavulanova (20/10 pg), cefotaxim (30 pg), ceftazidim (30 pg), cefepim (30 pg),
aztreonam (30 pg), cefpodoxim (10 pg), cefpodoxim/k. klavulanova (10/1 pg)

Usporadani diska Viz obrazek 1

Inkubace 35 °C + 2 °C v normalni atmosféfe

Pozitivni kontrola

Escherichia coli CNCTC 7376 (producent ESBL+AmpC),
nebo Morganella morganii CNCTC 7375* (producent ESBL+AmpC)

zistence (3b-3f) k B-laktamovym antibiotikim u ente-
robakterii.

— Pfi interpretaci vysledkd je také potfeba brat v ivahu
deformace z6n, které nejsou zpusobeny producenty
ESBL. Jedna se naptiklad o rozsifeni inhibi¢ni zény
okolo disku cefepimu smérem k disku s amoxicilinem
s klavulanovou kyselinou, které je obvykle zpisobeno
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 inhibovén klavulanovou kyselinou. Hyper-
produkce tohoto enzymu, ktera se pfi pouziti metody
DDST jevi jako vajicku podobné roz§ifeni inhibi¢ni
z6ny u diskd s cefalosporiny a/nebo s aztreonamem
smérem k disku kombinace amoxicilin/klavulanova
kyselina, mtiZe byt chybné odecétena jako produkce
ESBL [9].

H. SDELOVANI VYSLEDKU [5, 7, 9, 10]

— Producent Sirokospektré B-laktamazy (ESBL) je po-
kladan za rezistentni ke v§em penicilinovym antibioti-
ktim, monobaktamim (aztreonamu) a k cefalospori-
num vsech generaci bez ohledu na vysledky minimalni
inhibi¢ni koncentrace nebo diskové citlivosti Klinicky
ucinek cefamycinu (cefoxitinu), a kombinace penicili-
nu s inhibitory B-laktamaz (kyselina klavulanova, sul-
baktam, tazobaktam), je nejisty.

* podle zku$enosti poskytuje spolehlivéjsi vysledky

— Producent B-laktamazy AmpC je rezistentni k inhibi-
torim B-laktamaz, k cefamycinu a k vétsiné cefalospo-
rinl. MlZe byt oznacen jako citlivy k cefalosporiniim
4. generace pouze tehdy, neprodukuje-li ESBL a podle
vysledkt vySetieni citlivosti k cefepimu (cefpiromu)
diskovou difuzni nebo dilué¢ni metodou je jednoznaéné
zatazen do citlivé kategorie.

— Hyperproducent B-laktamazy K1 K. oxytoca je rezis-
tentni k aztreonamu, cefalosporinim 1.generace a k ce-
furoximu a poklada se za rezistentni také k cefotaxi-
mu. MiiZe byt oznacen jako citlivy k ceftazidimu a ce-
falosporintim 4. generace pouze v pripadé, neproduku-
je-li B-laktamazy AmpC, respektive ESBL a podle
vysledkl vySetfeni citlivosti k t€mto antibiotikiim dis-
kovou difuzni nebo dilué¢ni metodou je jednoznacné
zatazen do citlivé kategorie.

Metoda je zverejnéna na webovych strankach Cen-
tra epidemiologie a mikrobiologie SZU http://www.
szu.cz /cem/hpcem.htm => Metody a diagnostika
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Tabulka 3: FENOTYPY REZISTENCE K B-LAKTAMOVYM ANTIBIOTIKUM U ENTEROBAKTERII
PODLE CHARAKTERU INHIBICNIiCH ZON

Fenotyp Charakter inhibi€nich z6n (IZ) MHA MHA + OXA

Produkce ESBL

3a. Nedeformované 1Z, rozdil priméru IZ
Bez produkce u disku cefpodoximu a kombinace
ESBL a AmpC cefpodoxim/klavulanova k. je < 5 mm.
Priiméry 1Z na MHA a MHA+OXA jsou shodné.
3.b. RozSiteni 1Z mezi disky

amoxicilinu/klavulanové k.

a cefalosporind (aztreonamu) je zfetelné.
Mezi IZ u disku cefpodoximu a kombinace
cefpodoxim/klavulanova k. je rozdil >5 mm.
1Z na MHA a MHA+OXA jsou podobné.

3.c.
Produkce
inducibilni AmpC

U disku aztreonamu je patrnd typicka IZ ,D".
RozSifeni mezi disky kombinace

amoxicilin/ klavulanova k. a cefepimu nelze
hodnotit jako produkci ESBL (,egg-like” 1Z).

3.d. Na MHA je IZ jen u disku cefepimu.
Hyperprodukce Na plotné MHA+OXA s jsou IZ okolo
AmpC cefalosporin(i a azteronamu bez deformaci.
3e. Na MHA je IZ jen u disku cefepimu.
Hyperprodukce Produkci ESBL nelze hodnotit. Na MHA+OXA
AmpC + produkce jsou deformace IZ ceftazidimu, cefotaximu
ESBL a aztreonamu. Rozdil 1Z mezi cefpodoximem

a kombinaci cefpodoxim/klavulanova k.
je signifikantni.

3.f. Neenzymaticky
typ rezistence
(snizeni
poCtu pora)

Nejsou vytvofeny IZ kolem disk(i na MHA,
ani na MHA s oxacilinem.

Vysvétlivky: MHA — Mueller-Hinton agar; MHA+OXA: MHA se 128 mg/l oxacilinu; IZ - prdmér inhibiéni zény kolem disku
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