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Klinicky vyznamné B-laktamazy gramnegativnich
bakterii: AmpC
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Souhrn

B-laktamazy jsou nejcastéjsi pii€¢inou rezistence gramnegativnich bakterii k f-laktamtm. V sou-
vislosti se zavedenim cefalosporinu tieti a étvrté generace do praxe doslo ke vzniku f-laktamaz
schopnych hydrolyzovat tato antibiotika. Skupina serinovych f-laktamaz oznacovanych jako
AmpC (cefalosporinazy) se vyznacuje schopnosti hydrolyzovat peniciliny, monobaktamy a cefalo-
sporiny vSech generaci, véetné cefamycini. V posledni dobé doslo k narustu vyskytu enzymu
AmpC kédovanych na plazmidu. Spolu s AmpC byvaji na stejném mobilnim elementu neseny geny
zodpovédné za rezistenci k ostatnim skupinam antibiotik. Dosud neexistuje spolehliva rutinni
metoda pro diagnostiku AmpC. Clanek shrnuje problematiku AmpC, v&etné jejich identifikace,
interpretace a doporuéené 1ééby infekci zpusobenych producenty AmpC.
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Summary

Hrabak J.: Clinically Important Beta-Lactamases of Gram-Negative Bacteria:
AmpC

Beta-lactamases are the most common cause of beta-lactam resistance in Gram-negative bacteria.
With third-generation and fourth-generation cephalosporins being introduced into practice, new
beta-lactamases have evolved, able to hydrolyze these antibiotics. AmpC-type beta lactamases
(cephalosporinases) are serine enzymes with the ability to hydrolyze penicillins, monobactams
and cephalosporins of all generations, including cephamycins. Over the last two decades,
transferable plasmid-mediated class C beta-lactamases have been reported with increasing
frequency. The genes for resistance to other groups of antibiotics are usually carried on the same
mobile element as the AmpC genes. A reliable method for AmpC detection in routine diagnosis has
not been available yet. The issue of AmpC-type beta lactamases is summarized, including their
identification, interpretation of susceptibility test results and recommended treatment of
infection caused by AmpC producers.
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N vove

Nejcastéjsi priéinou rezistence gramnegativ-
nich bakterii k p-laktamtm je hydrolyza téchto
antibiotik p-laktamazami [30, 49, 67, 75]. Protoze
B-laktamy patii mezi nepostradatelna antibiotika
pri 1é¢bé nejzavaznéjsich infekei [38, 39], je studi-
um mechanismt rezistence k této skupiné anti-
biotik duleZitou souéasti klinicko-mikrobiologic-
kého vyzkumu. Diky poznani epidemiologie
B-laktamaz lze navrhnout vhodna opatieni pro
zabranéni jejich &iteni. Poznatky o zakladnich
biochemickych vlastnostech a struktuire molekul
B-laktamaz je mozné pouzit p¥i navrhu inhibito-
ru, resp. novych modifikaci molekul p-laktamu.

Béhem poslednich dvaceti let byl u druhu Kleb-
siella pneumoniae identifikovan novy typ p-lakta-

maz [2, 6, 13, 15, 31, 43, 59, 60, 65, 69, 70, 87, 88,
90] vazanych na plazmidu. Ty jsou inherentné
pritomné u nékterych gramnegativnich bakterii,
jako napi. Citrobacter freundii, Enterobacter cloa-
cae, Aeromonas spp., Morganella morganii, Ser-
ratia marcescens [4, 5, 26, 48, 54, 55, 57, 65, 68,
80]. Jedna se o typ oznacovany jako AmpC. I kdyz
je vyskyt AmpC véazanych na plazmidu pravdépo-
dobné Klinicky a epidemiologicky nejzavaznéjsi
pravé u druhu K. pneumoniae, 1ze se s nim setkat
i u ostatnich bakterialnich druhu, jako nap#t. Pro-
teus mirabilis, Salmonella enterica serovary Typ-
himurium, Paratyphi a Enteritidis, Shigella flex-
neri a Sh. dysenteriae [5,12, 17,24, 32,47, 56, 84].

Nasledujici souhrnny ¢lanek je pokracovanim
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¢lanku ,Klinicky vyznamné $-laktamazy gramne-
gativnich bakterii: Sirokospektré p-laktamazy
(ESBL)“ [38]. Jsou zde shrnuty souc¢asné poznat-
ky o p-laktamazach AmpC, jejich epidemiologii
a pristuptim k 1é¢bé u producenta téchto enzym.

Definice

Podle klasifikace Bushové et al. [20, 21] spada-
ji enzymy AmpC do skupiny 1. Podle Amblerovy
klasifikace [2] do skupiny C. Jedna se o p-lakta-
mazy se serinem v aktivnim misté, hydrolyzujici
peniciliny, monobaktamy (aztreonam), cefalospo-
riny s roz§ifenym spektrem ucinku (cefotaxim,
ceftazidim, atp.) a cefamyciny (cefoxitin, cefote-
tan). VétSinou nejsou inhibovany standardnimi
inhibitory f-laktamaz (kyselinou klavulanovou,
tazobaktamem a sulbaktamem) [20, 21]. Diky
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svému spektru aéinku jsou ¢asto oznacovany jako
cefalosporinazy.

Opomeneme-li strukturu molekuly, je z vySe
zminéné charakteristiky ziejmé, Zze se od Siroko-
spektrych pB-laktamaz (ESBL) lisi predevsim
schopnosti hydrolyzovat cefamyciny a necitlivosti
k inhibitoram [20, 21, 39].

Inherentni p-laktamazy AmpC

V osmdesatych letech minulého stoleti byly
popisovany fB-laktamézy AmpC inherentné pti-
tomné u celé rady bakterialnich druht. Jedné se
napt. o Acinetobacter spp. [11, 73], Bacteroides
spp. [72], Citrobacter freundii [48], Enterobacter
aerogenes (65, 68], Escherichia coli [565], Chro-
mobacterium violaceum [27], Lysobacter enzy-
mogenes [18, 791, Morganella morganii [66, 80],
Ochrobactrum anthropi [58], Pseudomonas
aeruginosa [44, 57], Psychrobacter immobilis
[28, 29], Rhodobacter sphaeroides [8], Yersinia

Tab. 1. p-laktamazy AmpC vazané na plazmidu a jejich pravdépodobny ptvod

Table 1. AmpC beta-lactamases found on the plasmid and their probable origin

Bakterialni druh Nazev enzymu Piredpokladany puvod Literatura

K. pneumoniae MIR-1 E. cloacae [65]
CMY-1 P. aeruginosa ? [61]
CMY-2 C. freundii [65]
CMY-4 C. freundii [65]
CMY-8 Aeromonas sobria ? [65]
MOX-1 P. aeruginosa ? [65]
MOX-2 A. sobria ? [70]
DHA-1 M. morganii [1, 42, 61, 83, 87, 90]
DHA-2 M. morganii [31]
DHA-3 M. morganii [88]
FOX-1 A. salmonicida ? [46]
FOX-2 P. aeruginosa ? [65]
FOX-5 A. salmonicida ? [1, 69]
LAT-1 C. freundii [65]
LAT-2 C. freundii [65]
ACT-1 E. cloacae [1]
ACC-1 Hafnia alvei [6, 13, 60]

K. oxytoca FOX-3 P. aeruginosa [65]
CMY-5 C. freundii [65]

E. coli BIL-1 C. freundii [65]
LAT-2 C. freundii [65]
LAT-3 C. freundii [65]
LAT-4 C. freundii [65]
ACT-1 E. cloacae [1]
ACC-1 H. alvei [13]
CMY-2 C. freundii [1]
CMY-4 C. freundii [76]
FOX-4 A. salmonicida ? [1, 19]
FOX-5 P. aeruginosa [65]

S. senftenberg CMY-2 C. freundii [65]

S. enteritidis DHA-1 M. morganii [5, 32, 84]

P. mirabilis CMY-3 C. freundii [65]
CMY-4 C. freundii [48]
CMY-12 C. freundii [48]
CMY-15 C. freundii [48]
CMY-16 C. freundii [3]
ACC-1 H. alvei [65]
DHA-1 M. morganii [12]

156

—




Epidemiologie 4-07

25.10.2007 8:38 Str. 157

enterocolitica [23, 74, 77], Y. kristensenii [10,
771, Y. ruckeri [52, 77].

Inhibitor citlivé enzymy a dalsi atypické
B-laktamazy typu AmpC

I kdyz se vétSina popsanych enzymu AmpC
vyznacuje rezistenci k pouzivanym inhibitoram
serinovych f-laktamaz (k. klavulanové, tazobak-
tamu a sulbaktamu), byl v roce 2004 popsan
enzym, ktery je citlivy k tazobaktamu a sulbakta-
mu, méné ke kyseliné klavulanové [25]. Popsany
enzym se li§il od inherentné piitomné AmpC dru-
hu E. coli substituci nékterych aminokyselin
a tripeptidovou deleci. Pravé zjisténa tripeptido-
va delece byla zodpovédna za citlivost k inhibito-
ram [25]. Byt by se podle ¢élenéni Bushové et al.
a Amblera [2, 20] mélo jednat o enzym skupiny 2,
resp. A, pavodem tato f-laktaméaza spada do sku-
piny 1, resp. C. Zminény piiklad ukazuje na vza-
jemnou prostupnost a prolinani jednotlivych sku-
pin pB-laktamaz.

U AmpC inherentné piitomné u druhu Serratia
marcescens byl pozorovan fenomén, kdy delece 4
aminokyselin zpusobila zménu substratové speci-
ficity [51]. Pavodni kmen byl rezistentni k penici-
lintm a cefalosporinim prvni a druhé generace
(véetné cefoxitinu). Nové vznikly enzym meél
schopnost hydrolyzovat ceftazidim, cefepim a cef-
pirom. Relativné stabilni ztstal ceftriaxon, cefo-
taxim a aztreonam. P¥i vySetieni citlivosti nebyla
zjisténa Zzadna synergie mezi cefalosporiny
a kyselinou klavulanovou [51].

B-laktamazy AmpC kédované na plazmidu

I kdyz byly dlouhou dobu identifikovany pouze
inherentni p-laktamazy AmpC, byl poprvé v roce
1976 nalezen u druhu Proteus mirabilis enzym
vazany na plazmidu, ktery byl shodny s AmpC
inherentné ptitomné u E. coli [65]. V roce 1988
byla poprvé u druhu K. pneumoniae izolovana f3-
laktaméaza nazvana MIR-1, vykazujici 90% shod-
nost s AmpC popsanou u E. cloacae [65]. Prvni
prukaz horizontalniho pfenosu genu kédujiciho
enzym AmpC na K. pneumoniae provedli Bauern-
feind et al. v roce 1989 [65]. Jednalo se o enzym
oznacovany CMY-1 (pro rozsifrovani zkratek viz
[40]).

U nékterych enzyma AmpC lze jejich puvod
identifikovat pomérné piesné, nebot vykazuji
vysoky stupen podobnosti s inherentnimi p-lakta-
mazami nékterych druht. Jedna se naptiklad
o enzymy ACT-1 a MIR-1, vykazujicimi vysoky
stuperi homologie s f-laktamézami druhu E. cloa-
cae, CMY-2, CMY-4, CMY-5 a LAT-1 s p-laktama-
zami druhu C. freundii, DHA-1, DHA-2 s B-lakta-
mazami druhu M. morganii a ACC-1
s B-laktaméazami Hafnia alvei [4, 65, 83]. U nékte-
rych p-laktamaz je vSak urceni jejich fylogeneze
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obtizné, nebot vykazuji se zndmymi enzymy niz-
ky stupenn homologie. Jedna se napi. o MOX-1,
CMY-1 a FOX-typy, které mohou mit puvod
u A. sobria, P. aeruginosa, resp. u Serratia mar-
cescens [7, 65].

Inducibilni enzymy a molekularni
mechanismy indukce

Vétsina enzymt AmpC je inducibilnich, tzn.
nejsou bez pritomnosti induktortt exprimovany.
Jako induktory byly zjistény subinhibi¢ni kon-
centrace nékterych p-laktami — napf. imipene-
mu, k. klavulanové a cefoxitinu (viz obr. 1) [26,
71]. Mutace v regulaénim systému AmpC vedou
ke konstitutivni produkeci p-laktaméz. Tato zmé-
na byva ireverzibilni [65]. Proces indukce p-lakta-

Obr. 1. Exprese f-laktamazy AmpC za pFitomnosti induktoru
(1 — kyselina klavulanova) — kmen K. pneumoniae produkuji-
ci enzym DHA-1. Dochézi k vytvoieni typické ,D“ zény v mis-
tech, kde je dostateénd koncentrace induktoru — cefalosporin
(2 — cefotaxim, 3 — ceftazidim) je v téchto mistech hydrolyzo-
van B-laktamazou

Fig. 1. Expression of AmpC beta lactamase in the presence of
the inductor (1 - clavulanic acid) in a strain of K. pneumoniae
producing DHA-1 enzyme. A D zone typically forms where the
inductor is sufficiently concentrated. In this zone, cephalospo-
rin (2 - cefotaxime, 3 — ceftazidime) is hydrolyzed by beta-lac-
tamase

maz AmpC je studovan jiz delsi dobu [41, 44, 64,
71]. U druhu P. aeruginosa a u prislusniku céeledi
Enterobacteriaceae byly identifikovany geny zod-
povédné za indukci (AmpD, AmpR, AmpQG) [44].
Mutace genu AmpD, ktery kdduje negativni regu-
lator genu AmpC, zpusobuje hyperprodukeci
AmpC u druhu P. aeruginosa [44]. Stejny efekt
maji i mutace genu AmpR. U druhu P. aeruginosa
jsou mutace genu AmpR zodpovédné rovnéz za
expresi nékterych faktoru virulence — proteaz,
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pyocyaninu, quorum sensing systému, atp. [44].

Molekularni mechanismy regulace nejsou
dosud plné objasnény [41], ale je piedpokladano,
Ze jako iniciaéni faktor funguji proteiny vazici
penicilin (PBP) [41, 64, 71]. Béhem pusobeni
nékterych induktort, napi. imipenemu, dochazi
v periplazmovém prostoru bakteridlni bunky
k akumulaci urcitych ¢asti molekul peptidoglyka-
nu, které spousti signalni cestu vedouci k expresi
genu AmpC [41].

Ulohu hraji PBP 4, 5 a 6, které jsou zodpovéd-
né za degradaci pentapetidového fetézce pepti-
doglykanového prekurzoru na tripeptidovy. Inhi-
bice zminénych PBP vede k akumulaci
1,6-anhydromuramyl-pentapeptidu v periplazmo-
vém prostoru. Tato molekula je zodpovédna za
konverzi AmpR z represoru na aktivator (viz obr.
2) [41].

. B-laktam
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v letech 1998-2003 popsano jedenact raznych izo-
latu K. pneumoniae (srovnano pulzni elektroforé-
zou) produkujicich enzym DHA-1 a jeden izolat
K. oxytoca produkujici tutéz p-laktamazu. U zad-
ného pripadu nebyla pozorovana konstitutivni
produkce [84].

Rozsahla epidemiologicka studie zabyvajici se
B-laktamazami AmpC byla zpracovana v USA [1].
Bylo vySetfeno celkem 752 kment K. pneumoni-
ae, K. oxytoca a E. coli. AmpC kédované na plaz-
midu byly detekovany u 8,5 % kment K. pneumo-
niae, 6,9 % K. oxytoca a 4 % E. coli. U zminénych
izolatu byly identifikovany enzymy ACT-1, FOX-
5, CMY-2 a DHA-1.

Retrospektivni studie provedend u kmenu
K. pneumoniae izolovanych z krve v letech 1998-
2002 v Jizni Koreji prokazala vyskyt AmpC u 7,2
% kmenu (n = 389). Dominantnim typem byl

‘ Vnéjsi bunécna sténa
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Obr. 2. Mechanismus indukce p-laktamaz AmpC (podle [41]). GlcaMurTp — GleNAc-anhMurNAc-tripeptid, aMurTp — anhMu-

rNAc-tripeptid, Tp — tripeptid

Fig. 2. Mechanism of AmpC beta lactamase induction (according to [41]) GlcaMurTp — GlcNAc-anhMurNAc-tripeptide, aMurTp

— anhMurNAc-tripeptide, Tp — tripeptide

Epidemiologie AmpC

Z popisovanych p¥ipadu je zfejmé, ze celosvéto-
vé pribyva pripadu vyskytu AmpC u druhu,
u nichz nejsou pfitomné inherentné. Jedna se
predevsim o K. pneumoniae, K. oxytoca, Salmo-
nella spp. a P. mirabilis [1, 65]. Stejné jako v pii-
padé producenttu ESBL je hlavnim rizikovym fak-
torem dlouhodoba hospitalizace a pobyt pacienta
na jednotkach intenzivni péce [65].

Ve vétsiné piipadt jsou u producenti AmpC
popisovany izolované vyskyty. V Patrizi bylo

enzym DHA-1, dale byl identifikovan enzym
CMY-1 [61].

V Ceské republice (CR) je u invazivnich izolatt
K. pneumoniae sledovana rezistence k cefalospo-
rinim v ramci projektu Evropské surveillance
antibiotické rezistence — EARSS. Aktualni infor-
mace lze ziskat na webové strance
http://www.earss.rivm.nl. V roce 2005 byl podil
kmenu rezistentnich k cefalosporinu tieti genera-
ce 32 %. Dvacet procent kment produkovalo
ESBL. U 10 % izolatu se jednalo o jiny mechanis-
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mus rezistence [82]. Na zakladé ptredbéznych
adaju lze predpokladat, Zze se v mnoha pripadech
jedna o rezistenci danou produkeci AmpC.

Ve Fakultni nemocnici Plzen je provadén pru-
kaz enzymt AmpC u vSech gramnegativnich
tyéek soucasné s ESBL (viz metodika [39]). U 72
izolatu K. pneumoniae z krve v roce 2006 bylo
prokazano 12,5 % producentu ESBL a 18 % pro-
ducenttt AmpC (Bergerova a Hrabak, nepubliko-
vana data).

7 vySe zminénych udaju je ziejmé, Ze se p-lak-
tamazy AmpC stavaji dulezitym mechanismem
rezistence gramnegativnich tyc¢inek k p-lakta-
mum.

Z hlediska prevence §ifeni AmpC v ramci zdra-
votnickych zaiizeni lze vychézet z bliZze popsané
situace u producentti enzymt ESBL [38]. Proto je
mozné se domnivat, Ze i u AmpC je bariérovy pri-
stup obtizné proveditelny. Daraz je potieba klast
na dodrZovani zvySenych hygienickych opatieni
[42, 45]. Jako t¢inné mohou byt, stejné jako u pro-
ducenttt ESBL [38], i pFisnéjsi pravidla preskrip-
ce cefalosporint vyssich generaci a ¢asté cyklova-
ni antibiotik.

Identifikace AmpC v podminkach rutinni
mikrobiologické diagnostiky

Pro zakladni screening lze pouzit vysledky
vySetieni citlivosti k cefamycintim (cefoxitin). Je-
li kmen hodnocen jako rezistentni k cefamyeci-
ntm, lze piedpokladat, Zze produkuje AmpC. Pro
spravnou identifikaci je vSak potfeba vyloudit
ostatni mozné mechanismy rezistence (napi. sni-
Zeni permeability bunééné stény, eflux [30, 50])
nékterou z metod uvedenych déale.

V piipadé inducibilnich enzymt AmpC lze vy-
uzit stejny test jako v pripadé ESBL — DDST
(Double Disk Synergy Test) [26, 39]. Jako pozi-
tivni vysledek je hodnoceno vytvoieni charakte-
ristické zony typu ,D“ u cefalosporini, resp. azt-
reonamu (viz obr. 1) [26, 39]. Jako induktor je
mozné pouzit disk s kyselinou klavulanovou
(kombinace amoxicilin/k. klavulanova), popi. disk
s imipenemem nebo cefoxitinem [26, 39].

Jestlize je vySetfovany kmen konstitutivnim
producentem AmpC, neni mozné timto testem typ
rezistence vyhodnotit. Proto byly vyvinuty dalsi
metody. Ty jsou zaloZené na priukazu enzymatické
degradace cefamycint (cefoxitin), nebo na speci-
fické inhibici téchto p-laktaméz.

Pro prukaz hydrolyzy cefoxitinu je pouzitelna
metoda, jiz popsali Black et al. [14]. P#i ni je plot-
na s Muellerovym-Hintonovym (MH) agarem
standardné inokulovana [22, 81] kmenem E. coli
dobte citlivym k cefalosporinim. Nasledné je na
plotnu umistén disk s cefoxitinem (30 ug). Tésné
vedle ného jsou poloZeny disky vyrobené z filtrac-
niho papiru napusténé Tris-EDTA pufrem. Na
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tyto disky je ptimo kli¢kou inokulovana kultura
testovaného kmene (viz obr. 3). V pozitivnim pii-
padé dochazi k deformaci inhibiéni zény okolo dis-
ku s cefoxitinem [14].

Obr. 3. Diskovy test pro prukaz p-laktamaz AmpC. F — disk
s cefoxitinem (30 pg), 1 — disk napustény Tris-EDTA pufrem
s kontrolnim kmenem, 2 — disk s kmenem K. pneumoniae pro-
dukujici p-laktamézu DHA-1 (deformovana inhibiéni zéna
okolo disku s cefoxitinem)

Fig. 3. Disc test for AmpC beta lactamase detection. F' — disc
with cefoxitin (30 ug), 1 — disc impregnated with tris EDTA
buffer with a control strain, 2 — disc with K. pneumoniae stra-
in producing DHA-1 beta lactamase (deformed inhibitory zone
around the cefoxitin disc)

Dalsi metodou zaloZenou na stejném principu je
metoda 3D [59]. Pii ni je do stfedu plotny s MH
agarem, standardné inokulované kmenem E. coli
dobie citlivym k cefalosporinim umistén disk
s cefoxitinem (30 ug). Nasledné je do zlabku sméfu-
jicim od okraje plotny k cefoxitinovému disku apli-
kovan extrakt pripraveny z testovaného kmene (viz
obr. 4A). Deformace inhibi¢ni zény okolo disku
s cefoxitinem znamena pozitivni vysledek [59].
Obdobnou metodou je pouziti MH agaru napusté-
ného cefoxitinem v koncentraci 4 mg/l [59]. Do tak-
to pripravené plotny jsou vytvoreny jamky o prua-
méru cca 5—6 mm, a do nich aplikovan extrakt
z testovaného kmene. Nasledné je povrch plotny
naoCkovan kmenem E. coli dobte citlivym k cefalo-
sporinim (viz obr. 4B). Pozitivnim vysledkem je
narust kmene E. coli okolo jamky s extraktem [59].

Problémem obou vySe uvedenych metod je rela-
tivné slozita priprava extraktu z bakteriilnich
bunék. Ten mutze byt pfipraven sonikaci nebo
opakovanym zamrazovanim a rozmrazovanim [3,
5, 6, 59]. Proto je vyuZziti téchto metod v podmin-
kach rutinni mikrobiologické diagnostiky obtizné.
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Obr. 4. Prikaz AmpC metodou 3D (A) a na Muellerovu-Hintonovu agaru s cefoxitinem (4 mg/l) (B). F — disk s cefoxitinem (30 ug),
1 — kontrolni kmen (negativni kontrola), 2 — kmen K. pneumoniae produkujici 3-laktamazu DHA-1 (deformovana inhibiéni zéna
okolo disku s cefoxitinem — A, narust citlivého kmene E. coli okolo jamky s extraktem — B), 3 — kmen neprodukujici AmpC

Fig. 4. AmpC detection by the 3D method (A) on Mueller-Hinton (MH) agar with cefoxitin (4mg/l) (B). F — cefoxitin disc (30 ug),
1 — control strain (negative control), 2 — a K. pneumoniae strain producing DHA-1 beta lactamase (deformed inhibitory zone
around the cefoxitin disc. — A , growth of a susceptible E. coli strain around the well with the extract — B), 3 — a strain non-pro-

ducing AmpC

Metody zaloZené na inhibici vyuzivaji schop-
nost nékterych latek (napt. kyselina borita, klo-
xacilin) reverzibilné inhibovat enzymy typu
AmpC. Test je mozné provadét jako obdobu meto-
dy DDST pro prtkaz produkce ESBL. Misto dis-
ku s kombinaci amoxicilin/k. klavulanova se pou-
zije disk s kyselinou boritou, resp. jejimi derivaty
(300 ug) [89]. Komeréné dostupnym je E-test, kte-
ry vyuziva srovnani MIC cefalosporinu a kombi-
nace cefalosporin/kyselina borita [16]. Obdobné
lze pouzit srovnani priméru inhibi¢nich zén
u disku s nékterym cefalosporinem a kombinaci
cefalosporin/k. borita (30/400 ug) [89]. Je-li rozdil
prauméru inhibi¢nich zén ve prospéch disku
s kombinaci vétsi nebo roven 5 mm, je kmen hod-
nocen jako producent AmpC [89]. Metodu lze
uplatnit i v mikrodiluénim provedeni [89]. Zde je
srovnavana hodnota MIC u cefalosporinu a kom-
binace cefalosporin/k. boritad (doporucena kon-
centrace kyseliny borité je 400 mg/l). Je-li hodno-
ta MIC u cefalosporinu 8 x MIC u kombinace, je
kmen hodnocen jako producent AmpC.

Obdobna je i metoda zaloZena na pouziti speci-
fickych inhibitort p-laktaméaz AmpC [15].

Dalsi moznosti muze byt pouziti MH agaru se
128 mg/1 kloxacilinu (resp. oxacilinu). Zde se srov-
navaji praméry inhibiénich zén u diskt s cefalo-
sporiny na MH agaru s kloxacilinem a MH agaru

bez kloxacilinu. Vyhodou této metody je snadna
identifikace ESBL, ktera muzZe byt produkci
AmpC maskovana [39].

Identifikace AmpC molekularné-
biologickymi metodami

Stejné jako pii molekularni identifikaci Siroko-
spektrych p-laktaméaz, patii izoelektricka fokusa-
ce extraktu bakteridlnich bunék producenta
AmpC mezi zakladni metody [3, 5, 6, 19, 48, 61].
Charakter AmpC je zjistovan detekei p-laktama-
zové aktivity nitrocefinem a smési nitrocefinu
s inhibitorem, obvykle kloxacilinem [48]. Na
zakladeé zjisténého izoelektrického bodu lze vybrat
vhodné primery pro PCR. Enzym lze identifikovat
sekvenaci vysledného PCR produktu (produkti).

Vzhledem k dosud popsanému mnozstvi enzymu
a niz§imu poctu variant nez v piipadé ESBL, lze
pouzit multiplex-PCR [63]. Metoda, kterou navrhli
Pérez-Pérez a Hanson [63], umoznuje prikaz AmpC
typtt MOX-1,2, CMY-1, CMY-2, CMY-7 — CMY-11,
LAT-1 — LAT4, BIL-1, DHA-1, DHA-2, ACC, MIR-
1T, ACT-1, FOX-1 — FOX-5b. Jedna se tedy o vétsinu
klinicky vyznamnych AmpC.

I ptesto nelze podcenovat klasické biochemické
metody, nebof ty mohou odhalit pritomnost
novych typt p-laktamaz, jejich poéet u konkrétni-
ho kmene, pritomnost ESBL, atp.
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Obr. 5. Hyperproducent AmpC — prukaz s vyuzitim srovnani inhibiénich zén (IZ) na Muellerovu-Hintonovu (MH) agaru (A)
a MH agaru se 128 mg/l oxacilinu (B). 1 — cefpodoxim/k. klavulanova, 2 — cefpodoxim, 3 — ceftazidim, 4 — cefotaxim, 5 — cefepim,
6 — aztreonam, 7 — amoxicilin/k. klavulanova. IZ u cefalosporinti a aztreonamu na MH agaru s oxacilinem signifikantné vétsi

Fig. 5. AmpC hyperproducer — detection based on the comparison of inhibitory zones (IZ) on MH agar (A) and on MH agar with
128 mg/l oxacillin (B). 1 — cefpodoxime/clavulanic acid, 2 — cefpodoxime, 3 — ceftazidime, 4 — cefotaxime, 5 — cefepime, 6 — aztreo-
nam, 7 — amoxicillin/clavulanic acid. Significantly larger IZ observed for cephalosporins and aztreonam on MH agar with oxacillin

Pro molekularné-epidemiologické srovnani pro-
ducenttt AmpC lze kmeny typizovat dalsimi mole-
kularné-genetickymi metodami, jako jsou PFGE
a RAPD. Je mozné pouzit veSkerou bunéénou i plaz-
midovou DNA. Metoda RAPD se v bakteriologii
povaZuje spiSe za nevhodnou, nebot jedina bodova
mutace muZze zménit kompletni profil fragmentt
DNA. Bylo vSsak dokazano, ze v piipadé gramnega-
tivnich tycek dava relevantni vysledky [36].

Pro stanoveni teoretického rizika pfenosu gent
rezistence lze pouzit metodu testovani horizontal-
niho pirenosu DNA konjugaci [48].

Klinicky vyznam bakterii produkujicich
AmpC

Klinicky vyznam p-laktamaz AmpC je pravdeé-
podobné zcela srovnatelny s ESBL. U producentt
AmpC se vybér vhodnych antibiotik jednoznaéné
omezuje o kombinaci p-laktam/inhibitor, resp.
o cefamyciny. Nékteré inhibitory mohou v p#ipadé
inducibilnich enzymt fungovat jako induktory
a cefamyciny jsou hydrolyzovany.

V pripadé producentti ESBL jsou tyto z defini-
ce povazovany za rezistentni ke vSem f-lakta-
mum kromé karbapenem, bez ohledu na vysled-
ky vySetfeni citlivosti [35]. U producenttt AmpC
podobny konsenzus dosud neexistuje [78], avSak
celd fada studii zabyvajicich se jejich klinickym
vyznamem naznacuje, Zze by obdobna definice

mohla platit i v téchto pripadech.

Rozséhlou praci zabyvajici se producenty ESBL
a AmpC izolovanych z krve publikovali Pai et al.
[61]. V souboru se nachézelo 27 pacientt u nichz
byla identifikovana K. pneumoniae produkujici
AmpC (26 hodnoceno jako nozokomialni infekce)
a 25 pacientu s infekci K. pneumoniae produkuji-
ci ESBL. Obé skupiny byly homogenni z hlediska
véku, pohlavi, APACHE II skére, a primarni
infekce. Ve skupiné producentdt AmpC doslo
k selhani 1é¢by v 51,9 % piipadu, v piipadé ESBL
56 %. Rozdil nebyl statisticky vyznamny. Bohuzel
v této praci neni presné definovan pojem ,selhani
lécby“. Ve skupiné producenttt AmpC, u tfinacti
piipadu infekce zptisobenymi producenty enzymu
DHA-1, byl empiricky podan cefalosporin tieti
generace (v nékterych piipadech v kombinaci
s amikacinem), u jednoho ptipadu ciprofloxacin.
Nasledné byla u deviti pripadt zménéna terapie
na imipenem. VSichni ¢étyii pacienti 1ééeni cefalo-
sporinem zemieli (tii pifed identifikaci patogenu
a vysledkt vySetteni citlivosti). Ve skupiné paci-
entd, jimZ byl podan imipenem zemieli dva paci-
enti (n = 9). Ve skupiné ¢trnacti pacientt u nichz
byl izolovan kmen K. pneumoniae produkujici f3-
laktamazu typu CMY-1 byl empiricky podan
v deviti pripadech cefalosporin tieti generace,
v péti ciprofloxacin nebo imipenem. Jako defini-
tivni terapie byl volen u jedenacti piipada cipro-
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floxacin nebo imipenem, zbyvajici pacienti byli
léceni cefalosporinem tieti generace. V kazdé sku-
piné zemiel jeden pacient.

I kdyz nebyl ve skupiné AmpC dosud popsan
zadny enzym, ktery by mél schopnost hydroly-
zovat karbapenemy, je rezistence k této skupiné
B-laktamt u producenttt AmpC popisovana rela-
tivné ¢asto [13, 62, 76]. Ta je obvykle dana sni-
Zenim permeability vnéjsi bunééné stény [62].
Dale je u producentt AmpC popisovana rezi-
stence k ostatnim skupinam antibiotik, napt.
fluorochinolontim, rifampicinu, aminoglykosi-
dam atp., kédovana pravdépodobné geny nese-
nymi na stejném mobilnim elementu jako
AmpC [65].

Zajimavy pripad pienosu gentt AmpC in vivo
a vzniku adaptivni rezistence ke karbapenemtm
popsal Bidet et al. [13]. Jednalo se o jednoroéni
dité, u néhoz byla izolovana K. pneumoniae pro-
dukujici enzym ACC-1. Pod selek¢nim tlakem
imipenemu doslo ke vzniku rezistence tohoto
kmene ke karbapenemum (sniZenim exprese
poéri). Nasledné byl enzym ACC-1 in vivo pirene-
sen na pritomny kmen E. coli.

Padilla et al. [62] testovali terapeutickou uspés-
nost imipenemu, meropenemu a cefepimu u pneu-
monii zpuasobenych K. pneumoniae produkujicich
enzym ACT-1 na zvifecim modelu. VSechna tii
antibiotika se v modelové situaci jevila jako vhod-
na a acinné infekci vylécila.

Dalsi nebezpe¢i selhani 1ééby u producenti
AmpC spo€iva v projevujicim se efektu inokula
[43]. Jedna se o jev, kdy minimalni inhibi¢ni kon-
centrace (MIC) neni konstantou, ale je zavisla na
mnozstvi pFitomnych bakterii. P¥i standardnim
vySetfeni citlivosti je pouZivano inokulum 105
CFU/ml [22, 81]. V organismu v8ak muze byt pti
infekci koncentrace bakterii i o nékolik Fada vys-
§i, a tak pritomna koncentrace antibiotika, byt je
kmen hodnocen jako citlivy, nemusi byt iéinna.

Nebezpeéi producentit AmpC lze tedy shrnout
v néasledujicich bodech:

1. vznik a §ifeni B-laktaméz s novym spektrem
ucinku,

2. §ifeni rezistence k ostatnim skupindm anti-
biotik vazanych na stejném mobilnim elementu
jako AmpC,

3. sniZzeni permeability vnéjsi bunééné stény —
vznik rezistence k ostatnim skupinam antibiotik,
predevsim karbapenemum,

4. projevujici se efekt inokula.

Tyto divody mohou vést k selhani 1écby, v krat-
kodobém pohledu, resp. k Siteni novych typu rezi-
stence v prostiedi z hlediska dlouhodobého pohledu.

Terapeuticka doporuceni
U producentd AmpC se lze velmi éasto setkat
s rezistenci k chinolontim. Ta mtzZe byt podminé-

— D

na pritomnosti gent zpusobujicich rezistenci
k chinolontum [53] na stejném mobilnim elementu
jako AmpC. Proto antibiotika této skupiny nelze
povazovat za léky volby.

U producentt inducibilnich enzymu je diskuto-
vana moznost podani f-laktamu, ktery je sice -
laktamézou hydrolyzovan, ale kmen se pii stan-
dardnim vySetieni citlivosti jevi jako citlivy. Pii
podani takového antibiotika v§ak muize s vysokou
pravdépodobnosti dojit k derepresi genu AmpC,
a tedy konstitutivni produkei enzymu a nasledné
moznému selhani 1é¢by [61, 90]. Proto tuto alter-
nativu nelze pii tézsich infekcich doporucdit.

Otazkou je podani cefalosporinu ¢tvrté generace
(cefepimu, cefpiromu). V fadé pripadt jsou produ-
centi AmpC hodnoceni jako citlivi k této skupiné
cefalosporint, coz potvrzuji i ¢etné biochemické
studie zabyvajici se kinetikou enzymt AmpC [9,
33, 34, 57]. 1 v pripadé cefepimu byl v8ak prokazan
efekt inokula [43]. Proto je pfi této alternativé
nutno posuzovat kazdy ptripad individualné.

U producentt inducibilnich enzymu lze zvazit
podani cefalosporini 3. a 4. generace pouze
u kment izolovanych z mocéovych cest. V ostatnich
piipadech se podani téchto antibiotik nedoporu-
Cuje [49]. Zde 1ze jako léky volby pouzit karbape-
nemy, popi. fluorochinolony (je-li kmen podle
standardnich kritérii hodnocen jako citlivy).
V krajnich ptipadech, pi#i rezistenci ke karbape-
nemum a jinym antibiotiktim, lze pouZit polymy-
xiny (polymyxin B, kolistin) [86]. Je potieba vyhy-
bat se kombinacim s inhibitory (piedevS§im
k. klavulanové). V piipadé podani karbapenemu
je nutné béhem 1é¢by monitorovat vznik adaptiv-
ni rezistence pravidelnymi screeningy.

Dalsi mozZnosti pri 1é¢bé zavaznych infekei zptiso-
benych producenty ESBL a AmpC by mohlo byt
pouziti parenteralniho glycylcyklinového antibioti-
ka — tigecyklinu. Hawkey a Finch [37] jej doporu-
¢uji k pouziti proti problematickym gramnegativ-
nim nozokomialnim patogentum (producenti ESBL,
AmpC, multirezistentni pseudomonady, atp.).

Stejné tak jsou i vyvijeny inhibitory, popt. p-lak-
tamy, které by specificky inhibovaly enzymy sku-
piny AmpC [14, 85]. Jejich vyuziti v klinické pra-
xi v8ak nelze v blizké budoucnosti o¢ekavat.

Zavér

Dlouhou dobu nebyly p-laktamazy skupiny
AmpC pokladany za klinicky zavazny typ rezisten-
ce gramnegativnich bakterii k f-laktamtm. I kdyz
v této skupiné nebyl zatim popsan enzym, ktery by
byl schopny hydrolyzovat karbapenemy, je rezi-
stence k témto antibiotikiim relativné ¢asta, dana
snizenou permeabilitou vnéjsi bunééné stény (sni-
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Zenim exprese pora). U infekei zptasobenych tako-
vymi kmeny je 1é¢ba krajné obtizna, obvykle odka-
zana pouze na polymyxiny [86]. V Ceské republice
pravdépodobné pomér pB-laktaméaz typu AmpC
a ESBL u gramnegativnich ty¢inek narusta ve pro-
spéch AmpC. V nékterych piipadech je jiz produk-
ce AmpC stejné zavaznym problémem jako ESBL.
Je proto nutné se na tento typ rezistence zamérit,
sledovat evolu¢ni vztahy mezi jednotlivymi enzy-
my, dodrZovat spravné zasady antibiotické politiky
a navrhnout vhodna hygienicka opatfeni ve zdra-
votnickych zafizenich tak, aby nedochazelo k dal-

v v

§imu &iteni stohoto nebezpeéného typu rezistence.
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